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Skelettet i kakar och annorstades

En benhard vavnad fylld av liv och rérelse bade vid hilsa och sjukdom

1. Benets fysiologiska uppbyggnad och omsittning

® Denna oversiktsartikel sammanfattar vad vi cellbiologiskt vet om de celler som
bildar ben, osteoblaster och de som resorberar ben, osteoklaster.

Den moderna cellbiologin har kunnat visa att osteoblaster ar en slags ben-
vavnadens Dr Jekyll och Mr Hyde. De inte bara bildar ben utan kontrollerar daven
bildandet och aktiveringen av bennedbrytande osteoklaster. Aven om man anat
detta under de senaste 20 aren ar det inte forran under de allra senaste 3—4 aren
som samspelet mellan osteoblaster och osteoklaster fatt sin molekylara for-
klaring.

Med ytterligare molekylarbiologisk kunskap om specifika reglersystem for
benresorption och benbildning kommer man att kunna utveckla nya lakemedel
for behandling av patienter med sjukdomar som primart eller sekundart drabbar
remodellering av skelettet.
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et &r manga av oss som ndr vi tittar pa en
rontgenbild och ser att marginala benkan-
ten dr sankt eller uppticker att det finns ett
radiolucent omrdde kring roten sager till patien-
ten (eller kolleger) att benet &r resorberat kring
tanden. P4 samma sitt dr det vanligt att rontgeno-
loger, ortopeder och andra som tittar pd rontgen-
bilder fran patienter med misstanke om osteo-
porossjukdom siger till varandra att benet dr "ur-
kalkat” nir réntgen visar ett mindre opakt nitverk
av kompakt eller trabekulidrt ben. Hos samtliga
dessa patienter beror rontgenbildens mindre ra-
dioopaka struktur, eller 6kade radiolucens, pa for-
lust av mineral. Oy .osteoid -, " . '
I denna oversikt vill jag dock forsoka férmedla )
dels att ett skelett aldrig enbart kan urkalkas vid
patologiska tillstaind och dels att det inte bara ar
okad nedbrytning av ben som dger rum vid sjukli-
ga processer som parodontit, periapikal osteit,
reumatoid artrit, periimplantit eller metastaser av
maligna tumorer i skelettet. Vid dessa patologiska
processer forekommer ocksd okad benbildning,
det vill siga 6kad remodellering.
Nir en dod kropp har forruttnat dterstar till slut
bara skelettet. Detta faktum har lett till att ménga
betraktar skelettet som en kroppsdel som ar resi-

'+ ~osteoblaster .

Lining-cells”
> '

Figur 1. Benvavnad bildas av osteoblaster som bildar ett enda
lager av sammanhdngande celler som tacker alla ytor pa
benvavnaden, saval i kortikalt som trabekulart ben. Aktiva
osteoblaster ar kubiska celler med hart fargad cytoplasma
medan inaktiva osteoblaster ar mycket smala celler.

@ Osteoblasterna bildar initialt ben genom att frisatta

olika proteiner (huvudsakligen kollgena fibrer) som bildar
benmatrixen eller osteoiden (réd farg).

@ Osteoiden saknar mineralkristaller men nar den fatt en
viss tjocklek impregneras den med hydroxylapatitkristaller
sa att den harda benvavnaden bildas (blagron farg).

@ Osteoiden mineraliseras inte fullstandigt. Det finns alltid
en zon av osteoid mellan mineraliserad benvavnad och osteo-

stent mot biologiska processer och vars funktion
hos oss ryggradsdjur endast 4r att vara armerings-
jarn for att hélla oss uppritta och for att fista
muskler och senor pa. Det dr naturligtvis forstée-
ligt att denna tanke uppkommer men i sjilva ver-
ket dr den benvivnad som skelettet bestdr av lika
levande som alla andra vdvnader i en levande
kropp. Skelettet har celler vars liv och leverne reg-
leras av gener, hormoner, omgivningsfaktorer och
till och med av nervsystemet.

Det dr min avsikt att oversiktligt beskriva den
kunskap vi har idag om benets biologi och att i en
senare artikel redogora for hur dess celler paverkas
av sjukliga processer som inflammation, tumorer
och osteoporossjukdom.

Den som drar sig till minnes tidigare kunskaper
i benbiologi kommer att kunna konstatera att ett
mycket stort dogmskifte har dgt rum, nimligen att
de benbildande osteoblasterna inte enbart dgnar
sig at att bilda ben utan att det dr dessa celler som
ocksd reglerar bildandet och aktivering av benre-
sorberande osteoklaster. Jag kommer att dgna spe-
ciell uppmirksamhet at att forklara de landvin-
ningar under senaste 3—4 aren och som har lett till
denna nya uppfattning.

Det ar viktigt inte minst pd grund av att kunska-
perna redan har lett till utvecklande av nya like-
medel for antiresorptiv behandling. Kunskaperna
har ocksa lett till att man nu genetiskt och mole-
kyldrt kan forklara flera skelettsjukdomar, bade
sddana som leder till 6kad bentithet (osteopetros)
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blaster.

och sddana som leder till minskad bentdthet gene-
rellt (osteoporos) eller lokalt (osteolys).

Benceller

Benvivnaden innehéller tre olika celltyper som
tillsammans dr ansvariga for den stindiga remo-
delleringen av skelettet med vilka skelettets form
och benmassa (=méngden mineraliserad benvav-
nad) stindigt kan anpassas till olika fysiologiska
krav. Forandringar av dessa cellers aktiviteter dr
ocksd orsaken till att benvdvnadens form och mas-
sa fordndras vid vissa patologiska processer inuti
eller i anslutning till skelettet; till exempel par-
odontit, reumatoid artrit och osteoporos.

Osteoblaster dr de celler som bildar ben genom
att syntetisera en icke mineraliserad matrix besta-
ende av benproteiner som senare, genom osteo-
blasters kontroll, mineraliseras (Figur 1). Dessa
celler fsrekommer som ett enda lager av celler som
tacker all benvivnad, sdvil kompakt som trabeku-
lirt ben.

Osteoblaster dr bindvivsceller och nirmast
slakt med odontoblaster i dentin och cementoblas-
ter i cement men ocksa med fibroblaster i slemhin-
nor och hud och de speciella fibroblastliknande
rothinnecellerna. Osteoblaster kan ocksa bildas
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Faktaruta1

Enkondral
benbildning:
Langa rérben som
embryonalt bildas
forst som broskben
och senare ersatts
med benvavnad.

Intramembrands
benbildning:
Skallens platta ben
som inte foregas av
brosk utan bildas
direkt i bindvaven.
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fran primitiva stromaceller i benmarg; celler som
ocksd kan ge upphov till fettceller, muskelceller
och broskceller beroende pé vilka gener som for
tillfallet ar aktiverade. Detta regleras av hormoner
och andra signalsubstanser som i sin tur reglerar
olika transkriptionsfaktorer inne i cellen. Dessa
senare proteiner ar ofta inaktiva i cellernas cytosol.
Men nér de aktiveras “vandrar” de frdn cytosolen
in i kidrnan (translokation) och binds dir till start-
motorer (promotorer) for olika gener (Figur 2).

Som en f6ljd av att dessa transkriptionsfaktorer
(startnycklar) passar till startmotorer for olika gener
kommer specifika gener att aktiveras. Detta leder
sedan till att budbarar-rNA syntetiseras (transkrip-
tion) och tjinar som en mall eller kod for riboso-
mernas ihopkopplande av aminosyror till olika
proteiner (translation). Som en foljd av den dndra-
de uppsittningen av proteiner inne i cellen kom-
mer cellens egenskaper (fenotyp) att forandras sa att
till exempel stromaceller kan bli osteoblaster eller
fettceller beroende pé vilka gener som ér aktiva.

Forskning under senaste 20 aren har lett till att
kunskapen om vilka proteiner som osteoblaster
syntetiserar for att bilda benmatrix ar relativt om-
fattande dven om vér kunskap om vilka funktio-
ner som dessa proteiner har ar bristfallig. Var kun-
skap om vilka transkriptionsfaktorer som styr
benbildning 4r ocksa bristfillig men under de se-
naste 3—4 dren har man funnit ett par sidana
“startnycklar” som dr kritiska for osteoblasternas
bildande av skelettet.

Osteocyter dr en bencell som forekommer inuti
benvivnaden dir de har hamnat genom att vissa
osteoblaster inkorporeras in i benvdvnaden under
benbildningen. Det 4r en gata hur det kommer sig
att vissa osteoblaster fortsitter att bilda ben medan
andra inkorporeras i hdlrum inne i benet och om-
vandlas till osteocyter. Vil inne i dessa lakuner kan
sedan osteocyterna inte forokas. De befinner sig
som dndceller i en atervindsgrind som de inte kan
ldmna.

Till antalet dr osteocyterna den dominerande
bencellen men trots detta har vi ingen val styrkt
uppfattning om deras funktion. En intressant teo-
ri, for vilken det finns experimentell evidens, 4r att
osteocyter fungerar som mekanoreceptorer som
kan kinna av olika grad av fysisk belastning pé
skelettet och sedan 6verfora detta till osteoblaster
sd att de bildar mer ben. Det r utanfér ramen for
denna 6versikt att ndrmare gd in pa osteocyternas
biologi.

Osteoklaster dr den tredje bencellen och den
cell som bryter ned, eller resorberar, ben. Med
osteoklaster avses mangkarniga jatteceller som lik-
som osteoblaster forekommer pd benvivnadens
ytor om 4n i mycket mindre antal 4n osteoblaster.
De ir genom sin storlek och flerkdrnighet mycket

ldtt urskiljbara fran enkérniga osteoblaster (Figur
3). Bildandet av dessa hogspecialiserade jétteceller
fran enkédrniga forstadier dr en mycket komplice-
rad process som styrs av signalsubstanser, trans-
kriptionsfaktorer och olika gener.

Intensiv forskning inom akademier och likeme-
delsindustrin stimulerad av den ckade benresorp-
tion som ses vid stora folksjukdomar som osteopo-
ros, cancer, reumatoid artrit och parodontit har lett
till att vi i dag har en mycket mer detaljerad kun-
skap om cell- och molekylidrbiologin i samband
med osteoklaster dn vi har for osteoblaster.

En fundamental skillnad mellan osteoblaster och
osteoklaster &r inte bara att osteoblaster bildar ben
och osteoklaster bryter ned ben utan att osteoklas-
ter 4r en typ av vit blodkropp (leukocyt), som dar-
med inte alls 4r slikt med osteoblaster och osteocy-
ter, utan niarmast med monocyter/makrofager. Kun-
skapen har haft stor betydelse pd sd sitt att patienter
med defekter i osteoklaster har kunnat behandlas
genom transplantation av benmargsceller.

Avsikten med denna 6versikt dr att samman-
fatta vad vi cellbiologiskt vet om de celler som
bildar ben, osteoblaster, och de som resorberar
ben, osteoklaster. En fascinerande aspekt dr

att den moderna cellbiologin har kunnat visa
att osteoblaster &r en slags benvavnadens Dr
Jekyll och Mr Hyde pa sa sitt att de inte bara
bildar ben utan ocksa kontrollerar bildande
och aktivering av bennedbrytande osteoklaster.
Aven om vi anat detta under de senaste 20 dren
ar det inte forrdn under de senaste 3—4 dren
som samspelet fatt sin molekylira forklaring.

Osteoblastisk benbildning

Osteoblaster dr celler som ligger som ett enda lager
av celler narmast sjalva benvavnaden, savil i perios-
tet, som ticker det kortikala benets yttre begrans-
ning som i endostet, som ticker savil den inre ytan
av kortikala benet som alla ytor av det trabekuldra
benet (Figur 1, 2). Detta giller bade for de ben som
bildas via sd kallad enkondral benbildning (Faktaru-
ta1) som de ben som bildas via sd kallad intramem-
brands benbildning (Faktaruta 1).

Ett olost problem ér vad som skiljer osteoblaster
som bildar kortikalt ben fran dem som bildar tra-
bekuldrt ben. En annan intressant fridga som inte
fatt sin losning 4r om det finns nagra skillnader
mellan osteoblaster i ben som embryonalt bildats
via enkondral benbildning jaimfért med i ben som
bildats intramembranost. Styrs osteoblaster i
dessa ben av olika hormoner och gener? Ar osteo-
blaster i ben fran skallen kénsliga for mekanisk
belastning? Frdgorna dr aktuella inte bara av aka-
demiska skal utan ocksa i kliniska sammanhang
framfor allt i samband med bentransplantation.
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Figur 2. Benvavnad bildas av osteoblaster som en icke mineraliserad
osteoid. Osteoiden bestar av matrixproteiner som senare impreg-
neras med hydroxylapatitkristaller till den mineraliserade benvav-
naden.

@ Osteoblasternas benbildande aktivitet stimuleras av vissa
hormoner och mekanisk belastning medan de hammas av andra
hormoner och fysisk inaktivitet.

@ Formagan att bilda hydroxylapatitkristaller ar starkt beroende
av tillgdngen pa kalcium som regleras dels av fodointaget och dels
av p-vitamin som behdvs for att kalcium ska kunna tas upp fran
tarmen till blodet. Brist pa p-vitamin leder hos vuxna till ett daligt
mineraliserat skelett och sd kallad osteomalaci eller rakitis
(engelska sjukan) hos barn.

@ Intracelluldrt styrs benbildningen av transkriptionsfaktorer som
i sin tur styrs av hormoner och andra signalsubstanser. De senare
binds till specifika receptorer pa osteoblasternas cellmembraner
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vilket resulterar i olika signalsystem inne i cellerna aktiveras.

@ Manga av signalsystemen fungerar sa att de kopplar pa fosfatgrup-
per pa transkriptionsfaktorer som vandrar fran cytosolen in i karnan
dar de binds till promotorer, s kallade startmotorer i dna. Darefter
bildas mrNA (budbarar-rRnA) genom transkription och en kopia av
genen skapas som tjanar som mall for syntes av proteiner i ribosomer.
@ Det protein som bildats deltar i benbildningsprocessen antingen
genom att inga i osteoiden eller genom att i sin tur reglera andra
benbildande aktiviteter intracelulart.

@ Lrps ar ett membranbundet protein som nyligen pavisats i osteo-
blasters cellmembran. Nar Lrps binds till proteinet Wnt aktiveras ett
annat membranbundet protein som kallas Frizzled och som aktivera
signaltransduktion. Detta leder till aktivering av transkriptionsfaktorn
B-catenin som sedan aktiverar hittills e identifierade gener som ar
inblandade i benbildning. Ju mer aktivt detta system dr desto storre
benmassa bildas.

Aven om osteoblaster har ménga sliktdrag med
fibroblaster i hud och slemhinnor dr en fundamen-
tal skillnad att osteoblaster bildar ben i en enda
riktning (polariserat). Till skillnad frén fibroblaster
bildar de alltsd inte matrix runt omkring sig (peri-
celluliirt). Benvivnadens matrix, nitverket av olika
extracelluldra matrixproteiner, har stora likheter
med matrix i hud och slemhinna eftersom det hu-
vudsakligen bestdr av kollagena fibrer av typ 1.
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Benets matrix bestar till 9o procent av sddana fib-
rer. Resterande 10 procent bestar av sa kallade icke
kollagena proteiner (alltsd inga fibrer). Det &r en
familj av proteiner vars medlemmar utokas for var-
je &r genom upptickten av nya benmatrixproteiner
(Figur 2). Dessa proteiner dr egentligen kemiskt
inte medlemmar av samma familj eftersom manga
av dem uppvisar stora strukturella skillnader.
Proteinerna har framfor allt upptickts av bioke-
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Figur 3. Benvavnaden resorberas av flerkarniga jatteceller
som kallas osteoklaster. De biladas av enkarniga celler i peri-
ost eller endost i kortikalt eller trabekulart ben. De enkarniga
prekursorcellerna har hematopoetiskt ursprung i benmarg
eller mjalte, men den fardiga osteoklasten bildas endast langs
benytorna. Osteoklasterna ar rodfargade i cytoplasman pa
grund av att de innehaller stora mangder av ett enzym
(tartratresistent surt fosfatas) som har har pavisats med hjalp
av en teknik som gor att det kan observeras som en rod farg.
Bilden har stallts till forfogande av docent Sven Sjogren,
Astra-Zeneca, Molndal.

mister genom allt mer forfinade system att rena
proteiner fran extrakt av ben. Vilken funktion de
icke kollagena proteinerna har 4r i stort okint. Men
vi borjar forstd att ménga av dem binds dels till
varandra, dels till kollagena fibrer och dels till celler.
P sd sitt bildas ett ssmmanhédngande natverk mel-

lan matrix, olika proteiner och benets celler.

Ett mycket ovintat fynd 4r att matrixen i benet
innehéller stora mangder av tillvixtfaktorer som
insulinliknande tillvixtfaktorer (1Ge-1, 1GE-11) och
transforming growth factor 3 (TGr-8). Varfor depo-
nerar osteoblaster sidana signalsubstanser inne i
den mineraliserade vdvnaden fragade sig alla ben-
biologer initialt? De har ingen betydelse f6r benviv-
nadens struktur men det har visat sig att de kom-

mer till anvindning den dag benet remodelleras.

En speciell egenskap hos osteoblaster som de
delar med odontoblaster och cementoblaster dr att
kunna mineralisera matrixen till en hard vivnad
som ben, dentin eller cement. Hirdheten beror pa
att det i matrixen inkorporerats kristaller av hy-

droxylapatit.

® Hur kommer det sig att dessa hydroxyl-
apatitkristaller enbart bildas i benets,
dentinets och cementets matrix och inte

i andra bindvivsmatix?

® Vad ir det som gor att vi inte omvandlas
till saltstoder?

Man kan ju till exempel tidnka sig att det kan
bero pé de proteiner som bildar den s kallade icke
kollagena proteinfamiljen. Vissa av dessa protei-
ner skulle alltsd bidra till forkalkning medan andra
kanske har motsatt effekt? Ndrmast till hands att
tro dr att osteoblaster skiljer sig frén fibroblaster
genom att kunna bilda vissa typer av benspecifika
proteiner och genom att kunna kontrollera bil-
dandet av kristallerna.

Nir det giller icke kollagena proteiner i ben &r
det dock ganska fa som har visat sig vara benspeci-
fika. Till dessa hor osteokalcin, ett protein vars
funktion dr okidnd men som har stor klinisk bety-
delse eftersom koncentrationen av osteokalcin i
serum dr en mycket god indikator pd graden av
benbildning i skelettet. Annu har ingen kunnat
forklara mineraliseringsprocessen med hjilp av
icke kollagena benspecifika proteiner. Men uteslu-
ter inte att de kan ha en sédan roll.

Finns det dd négra proteiner inne i osteoblaster
som skulle kunna forklara varfér de kan deponera
hydroxylapatitkristaller i benvdvnadens matrix? Ja,
det protein som mest har associerats till mineralise-
ring ar enzymet alkaliskt fosfatas. Redan pa 1920-
talet visades att osteoblaster bildar ovanligt stora
mingder av en variant av detta enzym som ibland
kallas ben-specifikt alkaliskt fosfatas och ibland TNAP
(tissue non-specific alkaline phosphatase). Som det
senare namnet antyder finns det andra celler som
ocksd kan bilda enzymet. Ju mer benbildande oste-
oblaster dr, desto mer finns det av detta enzym inne
i cellerna. Denna kunskap anvinds idag kliniskt pa
sé sitt att mingden av detta enzym i serum (i likhet
med osteokalcin) generellt sett dr en bra markor pé
benbildningshastigheten i skelettet.

Att enzymet verkligen har en kritisk roll har Jose
Luis Millan och hans tidigare forskningsgrupp i
Umed, delvis i samarbete med vér egen, kunnat visa
eftersom osteoblasters formdga att mineralisera ben
ar kraftigt nedsatt nir genen for detta enzym slagits
ut hos moss med hjilp av modern molekyldrgene-
tisk teknik. Enzymets betydelse visas ocksa genom
att patienter med mutationer i genen fér enzymet
far defekt bildning av skelett och tander.

Vad har dd enzymet f6r roll?

Det finns tvd huvuduppfattningar:

1) Den ena teorin gor gillande att enzymet
fungerar som en producent av fosfatjoner,
vilka behovs for att bilda hydroxylapaptit-
kristaller (som bestar av kalcium, fosfat och
hydroxyljoner).
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11) Den andra uppfattningen gor gillande att
enzymets roll 4r att degradera pyrofosfat, en
substans som finns 6verallt i bindvéaven for
att forhindra saltstodsbildning, men som kan
degrageras av osteoblaster sd att mineralise-
ring kan ske.

Den senare uppfattningen baseras pa en teori att
det finns éverskott av kalcium och fosfat i all bind-
vdv sd att kristaller skulle bildas men att det ar
pyrofosfatet som forhindrar detta.

I omraden dér mineralisering sker kan man ofta
med hjilp av eletronmikroskopi pavisa intracellu-
lara smd vesiklar som dr omgivna av membran.
Dessa vesiklar frisitts s& smaningom ut i den ex-
tracelluldra matrixen.

Det finns en del data som tyder pa att kristallbild-
ningen initieras ai vesiklarna. Nér de sedan frisitts
och kristallen vuxit sig tillrdckligt stor brister vesi-
keln extracelluldrt. Vesiklarna skulle alltsa enligt
denna uppfattning fungera som lokal ackumulator
av kalcium och fosfat for att mojliggora att hyroxyl-
apatitkristallen fills ut. Nir vil detta skett kan kris-
tallerna vixa sig storre dven extracellulart.

Trots att mineralisering 4r en sd fundamental
process i bildandet av ben (dentin, cement och
emalj) ar kunskaperna om mekanismerna for hur
det kommer sig att hydroxylapatitkristaller faller
ut i benmatrix i stort sett obefintliga.

Sammanfattningsvis bildas benvdvnaden av
osteoblaster som forst bildar en matrix som
framfor allt innehéller kollagena fibrer men
ocksd en mingd andra proteiner med i stort
sett okdnd funktion.
Osteoblasterna deponerar sedan en stor

mingd hydroxylapatitkristaller i den matrix
de bildat.

Faktorer som styr benbildning

I likhet med alla andra celler regleras osteoblaster-
nas aktivitet med hjilp av signalsubstanser som
finns runt omkring cellen och som sedan med
hjilp av ett signaloverforingssystem inne i celler
astadkommer effekter genom att sla pa och av
olika gener. Dessa signalsubstanser dr dels sddana
som cirkulerar i blodet, hormoner, och dels sidana
som bildas lokalt i vivnaden, till exempel cytoki-
ner, tillvixtfaktorer och prostaglandiner. Det allra
senaste dr att nervsystemet ocksd med hjilp av sina
signalsubstanser kan péaverka osteoblaster.

Det finns inget hormon som r specifikt for oste-
oblaster; det vill siga det finns inget unikt benbild-
ningshormon. Flera hormoner har dock visat sig ha
effekter. Till dessa hor p-vitamin (eller egentligen
den till hormon omvandlade metaboliten
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1,25(0H) -vitamin D3), parathormon (PTH), kins-
hormoner, tyroideahormon och kortison. Forind-
ringar av nivaerna av dessa hormoner kan ge upp-
hov till osteoporotiska tillstind, si kallade sekundiir
osteoporos och osteomalaci (normal mangd ben
med dalig mineraliseringsgrad). 1,25(oH) -vitamin
D3) dr kanske det hormon som har storst betydelse
for den fysiologiska benbildningen. Det verkar
framfor allt indirekt genom att det 4r nodvindigt
for upptag av kalcium i tarmen sé att benmatrix kan
mineraliseras (Figur 2). Det finns ocksa receptorer
for 1,25(on) -vitamin D3) i osteoblaster men dessa
har storst betydelse for resorption av ben.

For att bilda och mineralisera ben &r det nod-
vandigt att tillfora mingder mingder av p-vita-
min och kalcium via fodan. I Sverige dr det mycket
sdllsynt att det inte sker med hjilp av normal kost.
Men det finns en stor fara fora tt det haller pa att
forandras pd grund av den allt sorre konsumtio-
nen av snabbmat och coca-cola.

Parathormon som benbildningsstimulator ar
den senaste behandlingsmetoden f6r osteoporos.
Det dr den enda metod som hittills inriktar sig pd
att skapa mer ben. Ovriga terapier riktar sig hu-
vudsakligen mot att minska ytterligare nedbryt-
ning. Eftersom parathormon &r det mest vilkianda
resorptionsstimulerande hormonet var denna be-
handlingsform mycket ifragasatt initialt. Hormo-
net bildas vid brist pd kalcium i blodet for att
frisatta kalcium fran skelettet.

Metoden bygger péd kunskapen om att det finns
receptorer for parathormon i osteoblaster. Nagot
som varit kdnt cirka 20 d&r men som kopplats till
dess formdaga att stimulera osteoklaster. Om re-
ceptorerna aktiveras genom en kontinuerligt for-
hojd niva av parathormon stimuleras resorptio-
nen. Men om receptorerna i stillet aktiveras ge-
nom dagliga injektioner av parathormon bildar
osteoblaster mer ben i stillet for att stimulera
osteoklaster. Hur detta gér till molekylart vet man
annu inte. Men det fungerar savil pa forsoksdjur
som pd minniskor och introduceras nu virlden
dver som behandling mot osteoporos.

Fysisk belastning har ocksd stor betydelse for
reglering av midngden benvdvnad. Det illustreras
sdrskilt tydligt av att tennisspelare har mycket hogre
benmassa i racketarmen. Liknande benmassefor-
hojande effekt har pavisats ocksd inom andra spor-
ter. Inaktivitet leder omvint till en minskning av
benmassa som orsakar dramatiska forluster av ben-
viavnaden hos till exempel viktlgsa astronauter. Pa-
tienter som blir ldngvarigt sidngliggande drabbas
ocksa av forluster av benmassa.

Hur férandrad belastning registreras av
bencellerna och 6verfors molekylart till
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Faktaruta 2

Polymorfismer
"Felstavningar”

Variationer i den
genetiska kod som
finns i de databaser
som genererats
genom den varlds-
omfattande kart-
laggningen av det

manskliga genomet.
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reglering av benbildande gener &r en olost
gdta. For ndrvarande arbetar en del forskar-
grupper med hypotesen att osteocyterna
spelar en kritisk roll for registrering av belast-
ning via sd kallade mekanoreceptorer.

Gener som reglerar

osteoblasternas benbildande aktivitet

Den delvis resultatlosa jakten pa signalsubstanser
som kan reglera benbildning via aktivering av re-
ceptorer pé osteoblaster har skapat nya strategier
for att hitta reglerande signaler. Detta har nyligen
lett till upptickten av ett helt nytt signalsystem av
stor betydelse for benbildning. Genom klassiskt
genetiska studier har man kunnat berikna att ben-
massans storlek till 60—70 procent bestims gene-
tiskt. Ett sdtt att studera genomets betydelse dr att i
stora kohortstudier av friska och sjuka individer
undersoka hur polymorfismer ("felstavningar”,
Faktaruta 2) dr kopplade till exempelvis hog eller 1ag
benmassa, eller osteoporossjukdom.

Dessa studier har kunnat associera manga s
kallade “single nucleotide polymorphisms” till ben-
massa. Men eftersom benmassan dr polygenetiskt
betingad kommer inte dessa studier att kunna ge
en fullstindig bild innan alla polymorfismer i oli-
ka populationer i virlden har sekvenserats och
deras inbordes kopplingar kartlagts. Detta pagér
for ndrvarande som ett stort globalt projekt som
pdminner om HUGO-projektet vilket initialt kart-
lade genomet i sin helhet.

Genom att studera familjer till patienter som
visat sig ha en osedvanligt hog bentithet har man
kunnat lokalisera en region pd kromsom 11q, 13
(kromosom 11:s ldnga arm, band 13) som miss-
tankt stille. S& smaningom har man visat att den
hoga bentitheten var kopplad till en enda muta-
tion for genen kodande for “lipoprotein receptor-
related protein 5” (Lrps). Det dr en mutation som
leder till att aminosyran glycin i position 171 ar
utbytt mot valin. Lrps forekommer i de flesta cell-
ers cellmembraner och signalerar tillsammans
med 16sliga proteiner som kallas Wnt in till celler
med hjilp av ytterligare ett signaléverférande pro-
tein som kallas Frizzled (Figur 2).

Denna signalering leder till aktivering av trans-
kriptionsfaktorn f3-catenin som i sin tur, pd nagot
hittills oként sitt, reglerar benbildning. Wnt ér en
gen som 4r nira besldktad med bananflugans gen
Wingless som reglerar utvecklingen av vingarna
hos flugan. Att Lrps/Wnt/Frizzled-systemet ar be-
tydelsefullt for benbildning dr nog en av de storsta
overraskningarna hittills inom benbiologin. Mu-
tationen i Lrps far till foljd att Lrps blir 6veraktiv
och signalerar kontinuerligt, sa kalld “gain-of-
function”-mutation. Det betyder att Lrps stindigt

ar bunden till Wnt/Frizzled i stillet f6r att denna
bindning slds av och pé for att reglera aktiveringen
av B-catenin allt efter "behov”. Samtidigt som
mutationens betydelse for hog benmassa upptack-
tes fann en annan forskargrupp genom ett helt
osannolikt sammantriffande i tiden att patienter
med syndromet osteoporosis-pseudoglioma syn-
drome (oppG) har s kallad loss-of-function”-
mutation i just Lrps-genen.

Patienterna har som ett av flera symtom &ven
lag benmassa vilket ju ytterligare styrker betydel-
sen av detta signalsystem for benbildning. Senare
har man genom att manipulera genomet fér Lrps
och introducerat de olika mutationerna som finns
hos manniska i moss ytterligare kunnat stirka evi-
densen for den nira kopplingen mellan Lrps/
Wnt/Frizzled-signalering och benmassa.

En annan teknik for att forsta geners betydelse
for benbildning &r att pa inavlade moss forsoka
hitta gener som dr associerade till hog benmassa.
Ett antal regioner pd olika kromosomer har lokali-
serats och pd American Society for Bone and Mi-
neral Researchs méte i september 2003 rapporte-
rades att genen for enzymet 12/15-lipoxygenase ar
en gen associerad till 6kad benbildning. Motsva-
rande strategier anvands ocksd i ett svenskt forsk-
ningsprojekt pa hons med hog benmassa.

Andra forskargrupper har letat efter proteiner
som forekommer intracelluldrt i osteoblaster och
som specifikt kontrollerar dessa cellers benbildan-
de formaga. De har funnit tvd transkriptionsfakto-
rer (startmotorer for gener) som ér helt avgorande
for bildande av skelettet (Figur 2). Mdss som sak-
nar bada generna for transkriptionsfaktorn core
binding factor 1a (cbfa1) kan embryonalt inte bilda
ndgon benvidvnad 6ver huvud taget. De bildar ett
normalt “broskskelett” men de kan inte omvandla
detta via sé kalld enkondral benbildning till ben-
vavnad. De bildar inte heller ben i skallen via s&
kallad intramembranés benbildning och dor darfor
strax efter fodelsen. Om mdossen saknar den ena
genen for cbfa1 kan de bilda ett defekt skelett med
forandringar som pdminner om de som patienter
med Cleidocranialis dysostosis har. Det har ocksa
visat sig att dessa patienter har mutationer just i
genen for cbfai. En annan transkriptionsfaktor
som dr nodvindig for bildanden av benvivnad ér
osterix.

Avsikten med studieran &r inte enbart att
kunna forsta genetiken bakom benbildning
utan att leta efter mekanismer och molekyler
som kan anvindas som maél for behandling.
Det blir mojligt ndr man kartlagt i detalj hur
de olika proteiner som dessa gener kodar for
deltar i osteoblasternas benbildande aktivitet.
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Benresorption med hjilp av osteoklaster
Osteoklaster dr den enda cell som hittills visats kun-
na bryta ned ben. Dessa celler ir ltt identifierbara i
mikroskop eftersom de ir sé kallde jitteceller med
manga kdrnor och endast forekommer pa benytor-
na, inspriangda hir och var mellan osteoblaster. De
“suger fast” i benet genom att speciella vidhift-
ningsmolekyler, sd kallade integriner, uttrycks pa
osteoklasternas cellmembran i den sa kallde “seal-
ing zone” (Figur 4). Integrinerna binds till en struk-
tur om tre aminosyror (RGD) i benmatrixproteinet
osteopontin (pons=brygga). Detta leder sedan till att
osteoklasten blir polariserad och ombildar cell-
membranet i ett starkt veckat “ruffled border” inn-
anfor “sealing zone” (Figur 4, 5). Det dr 1 detta sd
kallade ruffled border som resorptionsprocessen
ager rum inte genom att osteoklaster “dter upp”
(fagocyterar) benet utan genom att den loser upp
benviavnadens bestdandsdelar.

@ Resorptionsprocessen startas pa sa sitt
att osteoklaster frisitter protoner (H")
genom att en protonpump anrikas i cell-
membranet i ruffled border (Figur 5).

Benbiologi
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Figur 4. Har ses delar av tva osteoklaster i en elektromikroskopisk bild
som resorberar benvavnaden fran tva hall. Benvavnaden ar mycket tunn
och bestar av os parietale fran en nyfodd mus. Det mycket speciella cell-
membran, ruffled border, som osteoklaster utvecklar i resorptionszonen
syns tydligt i bada cellerna. Vidhaftningszonen, sealing zone, kanns |att
igen eftersom den ser strukturlds ut ( kallas darfor ibland for clear zone).
Aven delar av ndgra cellkarnor kan observeras. Bilden har stallts till
férfogande av professor Ake Larsson, oral patologi, Tandldkarhogskolan,
Malma.
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/
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Figur 5. Benvavnaden kan endast brytas ner eller resorberas av osteoklaster; mangkarniga jatteceller som i den del av cellen som
utovar resorptionsprocessen ar polariserad med ett veckat cellmembran kallat ruffled border.

® | membranet finns en protonpump med vars hjdlp osteoklaster pumpar ut protoner och en kloridkanal genom vilken kloridjoner
passerar. Som en foljd av detta sanks pH i resorptionslakunen till cirka 4,5 och hydroxylapatitkristallerna I6ses upp. Parallellt frisatter
osteoklaster proteolytiska enzymer i lakunen. Dessa bryter ner matrixproteinerna.

@ Resorptionsprocessen bestar av bade mineralutlosning och matrixnedbrytning; det vill sdga all benvévnad férsvinner. Det laga
pH:tiresorptionslakunen uppratthalls genom att osteoklasten suger fast, adhererar till, benvavnaden med hjalp av sealing zone.
"Klistret” bestar molekylart av en bindning mellan s kallade vitronectinreceptorer som sticker ut fran cellmembranet i sealing zone
och som binds till de tre aminosyrorna arginin (), glycin (G) och asparaginsyra (p) i matrixproteinet osteopontin.

Osteoklast

Vitronectin-
receptor

/ (orv3)

sealing

.. <— Osteopontin
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® Protonerna genereras intracellulért

fran vitebikarbonat med hjilp av enzymet
karbanhydras 11.

@ Parallellt med frisittningen av protoner
lacker kloridjoner ut i resorptionslakunen.
® Det laga pH pa cirka 4,5 som skapats ute
i lakunen fér till foljd att hydroxylapatit-
kristallerna loses upp, det vill siga ben-
matrixen urkalkas.

@ For att resorbera den aterstiende matrix-
en frisitts en cocktail av proteolytiska enzy-
mer som degraderar kollagena fibrer och
ovriga proteiner. Detta innebér att nir benet
resorberas forsvinner inte enbart mineral
utan all benvavnad.

Det finns ingen biologisk mekanism med vilken
skelettet enbart kan urkalkas. Om en patient har
forlorat radioopakt ben pa rontgen ar saledes inte
skelettet urkalkat. Det har forsvunnit. Observera
dock att det finns situationer d& osteoblaster har
nedsatt formaga att mineralisera matrixen, sd
kalld osteomalaci, vilket ju ocksa leder till mindre
radioopakt ben.

Det pégér for ndrvarande en intensiv forsk-
ning, framfor allt inom likemedelsindustrin
men dven vid vdr egen avdelning, for att
kartlagga vilka enzymer som dr involverade
vid matrixdegradation. Flera cysteinpro-
teaster och matrix metalloproteaser har visats
vara betydelsefulla. Det ir troligt att inhibi-
torer av osteoklastspecifika enzymer kan
komma att bli intressanta verktyg for farma-
kologisk intervention vid omfattande ben-
nedbrytning. Detta giller ocksé for inhibi-
torer vid protonpumpen och inhibitorer av
vidhiftningsmekanismen. Redan i dag testas
inhibitorer av enzymet katepsin k i olika
modellsystem.

Bildning av osteoklaster

De stora flerkdrniga osteoklasterna bildas genom
att enkdrniga prekursorceller sldr sig samman.
Linge trodde man att prekursorceller var osteo-
blaster och att dessa celler alltsd dndrade sin tillva-
ro da och dé fran att vara benbildande till att vara
bennedbrytande. Genom bland annat pionjir-
arbeten i Sverige under 1970-talet av patologen Jan
Ericsson och ortopeden Gustav Gothlin vid Sab-
batsbergs sjukhus kunde man visa att osteoklaster-
nas forstadier cirkulerar i blod och att de kommer
fran blodbildande vivnader (benmirg, lever,
mijdlte). P4 senare tid har man kunnat visa att
osteoklastprekursorerna dr mycket néra slakt med
prekursorer som ska bilda makrofager. Det inne-

bir att osteoklaster dr leukocyter. Cirka o,5 procent
av leukocyterna i blod bestér av osteoklastprekur-
sorer.

Osteoklasterna bildas genom att stamceller i
benmirgen differentieras till forstadier som ar ge-
mensamma for osteoklaster och makrofager (Fi-
gur 6). Under ett visst skede i dessa cellers utveck-
ling far de signaler som gor att de antingen kom-
mer att fd egenskaper (det vill siga aktivera gener)
som gor att de utvecklas mot osteoklaster eller
andra egenskaper som leder till utveckling mot
monocyter. Sedan kommer dessa celler att vandra
utiblodkdrl och cirkulera som monocyter (forsta-
dier till makrofager) eller osteoklastprogenitorer.

Exakt vad som skiljer dessa celler at i cirkulatio-
nen vet vi dnnu inte och det finns inga markoérer
med vilka vi sdkert kan sirskilja dem &t. Vid de
stillen i skelettet som ska remodelleras, eller vid
patologiska processer som ir forenade med 6kad
benresorption, vandrar osteoklastprogenitorceller
ut ur blodkirlen med en sé kallad “homing-process”
som dr helt okdnd men som sannolikt paminner
om de mer vilkinda for andra leukocyter, inklusive
monocyter (Figur 6). P4 sé sitt hamnar osteoklast-
prekursorer ute i periost och endost. Hir far de
ytterligare information (signalsubstanser) fran cel-
ler i omgivningen, det vill siga osteoblaster, sd att de
differentieras till ett stadium da de fusioneras till
flerkdrniga vilande osteoklaster. Dessa celler paver-
kas sedan ytterligare sa att de kan fista till benytan,
polariseras och resorbera ben.

Det faktum att osteoklaster dr en typ av vit
blodkropp innebér bland annat att de dr celler
med stor formdga att rora pd sig. De utnyttjar
denna egenskap nir de forflyttar sig utmed ben-
ytor for att nir resorptionsprocessen avslutats pa
ett stélle flytta sig till ett nytt resorptionsstille. Det
behovs darfor inte sd manga osteoklaster for att
bryta ned ben i ett omrade.

Det finns patienter med genetiska defekter som
leder till att de inte kan bilda osteoklaster. Det
finns andra patienter som visserligen bildar fler-
kiarniga osteoklaster men dessa celler kan inte
aktiveras. Oavsett om patienterna har mindre an-
tal osteoklaster eller mindre funktionella osteo-
klaster blir resultatet detsamma, ndmligen att ben
ackumuleras i skelettet och de fir sd kallat “mar-
morben” eller osteopetros. Om den genetiska de-
fekten dr lokaliserad i osteoklaster eller deras pre-
kursorer och inte i omgivande celler (stromaceller
eller osteoblaster) vars signaler ocksa dr nodvindi-
ga for osteoklastutveckling kan patienter med
osteopetros behandlas med benmargstransplanta-
tion. Metodiken har dnnu inte optimerats. Dar-
med ar lyckandefrekvensen tyvérr begransad. Men
med hjélp av den allt mer forfinade molekyldra
kunskapen kommer detta snart att forbéttras.
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Figur 6. De enkarniga primitiva celler som osteoklaster bildas fran finns i blodbildande vavnader och ar nara beslaktade med de

® Osteoklastprogenitorceller utvecklas genom att de som enkarniga celler prolifererar och differentierar i den hematopoetiska
vavnaden i en riktning sa att de successivt blir allt mer "osteoklastiska”.
@ Utan att vara fardiga osteoklaster Iamnar dessa forstadier den hematopoetiska vavnaden och borjar cirkuleera som en av manga

® Genom en process som dnnu inte ar kartlagd Iamnar de blodbanan pa olika stdllen och hamnar i det periost och endost som
bekldder all benvavnad. Har differentieras de successivt i en osteoklastisk riktning for att till slut na ett stadium da de kan sla sig

® Den fardiga osteoklasten forekommer alltsa inte i blodet och kan aldrig proliferera. Proliferationen och differentieringen i benmar-
gen styrs av tillvaxtfaktorer och cytokiner som produceras av sa kallade stromaceller i margen. Det kravs ocksa att stromacellerna och
osteoklastprogenitorceller etablerar fysisk cell-till-cellkontakt med varandra. Pa samma satt kravs att osteoklastprogenitorceller

etablerar cell-till-cellkontakt med osteoblaster i periost/endost for att de slutligen ska differentieras.

Osteoblaster kontrollerar bildning av osteoklaster
Nir den moderna molekylirbiologin introducera-
des inom bencellsbiologin under slutet av 1970-talet
blev det ganska snart uppenbart att hormoner som
stimulerar benresorption (till exempel parathor-
mon och 1,25(0H) -vitamin p3) inte kan stimulera
osteoklasterna eller deras prekursorceller direkt och
att receptorerna for dessa hormoner endast kunde
pévisas i stromaceller/osteoblaster. Detta var natur-
ligtvis i borjan mer eller mindre en paradox och
mycket svarforstaeligt. I borjan pa 1980-talet lanse-
rade Gideon Rodan och Jack Martin en teori for hur
aktivering av osteoblaster initialt i resorptionspro-
cessen skulle kunna vara rationellt och forutsidgbart
och att osteoblaster pd nagot sitt sedan kommuni-
cerade med osteoklastprekursorer.

Under slutet av 1980-talet visade Tatsuo Suda
och medarbetare i Tokyo att det kravdes inte bara
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hematopoetiska celler for att osteoklaster ska bil-
das utan dven stromaceller fran mirgen som diffe-
rentierats till osteoblastliknande celler (Figur 6).
Alternativt kunde man tillsitta “firdiga” osteo-
blaster frén periost till osteoklastprogenitorceller.
Man visade ocksé elegant att det krivdes cell-till-
cellkontakt mellan dessa supporterceller och osteo-
klastprogenitorerna. Dessa observationer kunde
under go-talet konfirmeras av ménga laboratorier
och ett stort antal forskargrupper inom akademin
och lakemedelsindustrin sokte efter de molekyler
som formedlade signaleringen mellan supporter-
cellerna och osteoklastprogenitorerna.

Det visade sig att cytokinen macrophage colonys-
timulating factor (M-csk) var en sddan faktor som
stromaceller/osteoblaster bildar men att dess roll
snarast dr att stimulera proliferation av osteoklast-
progenitorer i stillet for att vara den formedlande
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Figur 7. DStromaceller i benmargen ar primitiva celler som med hjalp av olika signalsubstanser kan utvecklas till
flera olika typer av celler som osteoblaster, kondroblaster, muskelceller och fettceller.

@ De stromaceller som utvecklas i en osteoblastisk riktning deltager i bildandet av osteoklaster genom att de
etablerar cell-till-cell kontakt med osteoklastprogenitorceller. Detta ar nodvandigt for att den cellmembran-
bundna cytokinen RANKL ska kunna aktivera receptorn RANK pa osteoklastprogenitorcellernas yta.

@ Nar receptorn aktiveras kommer en kaskad av olika signalsystem och transkriptionsfaktorer inne i osteoklast-
progenitorcellerna att stimuleras vilket leder till aktivering av hundratals gener som ar nédvéandiga for att sa
smaningom dessa celler ska kunna bilda de mangkarniga osteoklasterna.

@ Stromaceller/osteoblaster bildar ocksd opg, en 16slig receptor som kan binda sig till RaNkL och forhindra att
den aktiverar RANK. Stromaceller/osteoblaster bildar ocksd en 16slig tillvaxtfaktor m-csF som via sin receptor
c-fms, stimulerar proliferation av osteoklastprogenitorceller. De flesta hormoner och cytokiner som stimulerar
osteoklastbildning verkar via stromaceller/osteoblaster dar de reglerar mangden RANKL och opG. Endast ett par
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hormoner ar kdnda som verkar direkt via osteoklastprogenitorcellerna namligen calcitonin och 6strogen.

linken vid cell-till-cellkontakten. Med hjilp av
upptickten att fibroblaster bildar en 16slig inhibitor
av osteoklastbildning, initialt kallad "osteoclast inhi-
bitory factor” (ocir) och senare osteoprotegerin
(opg) lyckades tvé grupper i usa respektive Japan,
visat att orG binds till en molekyl pd stromaceller /
osteoblaster, som fick namnet org-ligand (opGL).

Séavil genen f6r org som den for orGL klonades
med en rasande fart och med moderna molekylar-
genetiska tekniker kunde man snart visa att om
genen for opGL slds ut i moss (orGL knockout mice)
blir mossen osteopetrotiska (pa grund av att det inte
bildas nagra osteoklaster). Man kunde ocksa visa att
om genen for opG slds ut blir mossen osteoporotiska
(pé grund av att det bildas stora miangder osteoklas-
ter). Ganska snart kunde man direfter visa att opGL
binder till en receptor pé osteoklastprekursorernas
yta och som kallades “receptor activator of NFSB’
(RANK). D4 dndrades nomenklaturen si att oPGL
fick namnet rRaNkL (Figur 7).

Moss hos vilka genen for rank slagits ut fir

egenskaper (klinisk fenotyp) som ér identiska med
RANKL-knockoutmdoss, det vill sidga osteopetros.
RANKL och RANK uppticktes under samma tid
ocksd av immunologer som kallade rankL for
TRANCE. Eftersom RANKL och RANK uttrycks ocksé
avlymfoida och dendritiska celler i immunsystemet
far ocksa moss som saknar RANKL eller RANK
forandringar i immunsystemet.

Upptickten av RANKL-RANK-OPG-Systemet inne-
bar att man éntligen funnit de molekyler i stroma-
celler/osteoblaster som instruerar monocyter/
osteoklastprogenitorceller att differentieras till
osteoklaster (Figur 8). Detaljerad kartliggning av
molekylernas struktur och funktion har visat att
RANKL 4r en cytokin som dr nira slikt med den
tumornekrotiserande faktorn (TNF) och att den ar
en ovanlig ligand pa sa sitt att den i likhet med
ménga receptorer dr forankrad i cellmembranet.
Till skillnad fran receptorer har den dock ingen
”svans” inne i cellen som kan signalera. RANKL
binds till sin receptor RANK som &r forankrad pa
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osteoklastprekursorernas cellyta. RANK har en cyto-
plasmatisk svans inne i cellen som kan aktivera
olika signalsystem i osteoklastprekursorer nir
RANK aktiveras av RANKL (Figur 7).

RANK dr nira slikt med receptorerna for TNE
och dess slaktingar. Till denna familj hor ockséd
oprG som i likhet med RaNK har affinitet till RANKL.
oPG dr en sd kallad 16slig receptor som inte sitter
pé cellmembranet och som inte kan signalera i
cellen utan i stillet hindrar RANK frdn att aktiveras
genom att binda sig till RANKL. Den relativa ming-
den RANKL och oprg blir pd sd sitt avgorande for
hur ménga RaNK-molekyler som kan aktiveras och
dirmed hur manga osteoklaster som bildas.
Alla hittills pavisade stimulatorer av osteoklast-
bildning verkar genom att pdverka RANKL och
opG-uttrycken. Starka stimulatorer som parathor-
mon och 1,25(on) -vitamin D3 stimulerar uttryck-
et av RANKL samtidigt som opG-uttrycket minskar.

Kunskaperna om RANKL-RANK-OPG och de
intracellulira signalvigarna med vilka RANK
péverkar osteoklastprogenitorceller innebar
att likemedelsindustrin nu fatt nya mal for
att rikta intervention mot vid sjukdomar
med hog benresorptionsaktivitet, till exem-
pel osteoporos, reumatoid artrit, cancermeta-
staser i ben och parodontit. Med rekordfart
har inhibitorer utvecklats och kliniska prov-
ningar pagdr redan.

Vi har i Umed upptickt att en familj av enzy-
mer, sd kallde cysteinproteaser, deltar i osteoklast-
bildning. Dessa enzymer, framfor allt katepsin k,
ar vil kdnda for att vara viktiga 1 den cocktail av
enzymer som osteoklaster frisitter ut i resorp-
tionslakunen for att bryta ned den organiska ma-
trixen. Genom att anvianda olika typer av inhibito-
rer har vi kunnat visa att ocksé cysteinproteaser dr
viktiga for osteoklastdifferentiering och fusion
och att det dr olika proteaser som ar viktiga for
resorptionsprocessen respektive differentiering-
en. Vilka cysteinproteaser som &r involverade i
osteoklastbildning vet vi dnnu inte dven om vi
kunnat visa att det inte dr katepsin x. I nuvarande
stadium vet vi inte heller vad enzymerna har for
roll men det ér ett mycket spinnande projekt som
dven engagerar medicinska kemister i Lund, pro-
teinkemister i Gdansk, Polen och molekylédrbiolo-
ger i Kiel, Tyskland och som finansierats av Stra-
tegiska Stiftelsen.

Faktorer som styr bildandet av osteoklaster

De hormoner som dr de mest potenta stimulato-
rerna av osteoklastbildning dr parathormon och
1,25(0H) -vitamin D3. En 6verproduktion av dessa
leder till minskad méngd benvivnad pé grund av
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okad benresorption. Andra hormoner som kan sti-
mulera osteoklastisk differentiering ar tyroideahor-
mon, glukokortikoider (kortison) och retinoider (a-
vitamin) (Figur 7). Calcitonin fran tyroideas c-cel-
ler 4r det resorptionshammande hormon som ar
mest vildokumenterat. Calcitonin verkar direkt pa
receptorer pa osteoklasternas cellmembran. Vi har
nyligen visat att calcitonin ocksd himmar diffe-
rentieringen av osteoklastprogenitorceller. Diffe-
rentiering och aktivitet av osteoklaster hdmmas
ocksa av dstrogen och androgen med mekanismer
som dels ér direkta pé osteoklaster och dels medie-
ras avandra celler (till exempel stromaceller, lymfo-
cyter). Detta ar forklaringen till att postmenopau-
sala kvinnor liksom andra kvinnor med brist pa
dstrogen far fler och mer aktiva osteoklaster.

Osteoklastbildning och benresorption styrs inte
bara av systemiska hormoner utan dven av lokala
faktorer. Dessa har studerats framfor allt av fors-
kare som intresserat sig for lokal bennedbrytning
och patologiska processer, till exempel kronisk in-
flammation och metastaserande maligna tumdorer.
Ménga av dessa “patologiska” molekyler som
upptickts har sd smdningom visat sig vara av bety-
delse dven for fysiologisk remodellering. De flesta
av dem dr cytokiner, det vill siga peptider som
initialt uppticktes av immunologer och som har
stor betydelse for kommunikationen mellan celler
i immunsystemet.

Cytokiner kan bildas av manga celler, inklusive
benceller. Cytokiner som visat sig kunna stimulera
osteoklastdifferentiering ar interleukin-1 (1r-1),
1L-6, IL-7, IL-II, IL-17, TNF, leukemia inhibitory factor
(L1F) och oncostatin M (osm). Av dessa ir 1.-1 den
mest potenta stimulatorn d&ven om man riknar in
stimulerande hormoner. Samtliga dessa stimulato-
rer utovar sina effekter genom att forst reglera ut-
trycken for RaANKL och orG i stromaceller och
osteoblaster.

Det finns dven cytokiner som hammar osteo-
klastdifferentiering. Dessa har dock studerats i
mycket mindre omfattning 4n de stimulatoriska.
Till de himmande hor 1L-4, 1L-10, 1L-12, IL-13, IL-18,
y-interferon (y-1eN) och a-1eN. Mekanismerna ar
relativt okdnda men sjdlva har vi nyligen visat att
1L-4 och 1L.-13 hdmmar differentiering av osteoklas-
ter dels genom att minska RANK i osteoklastproge-
nitorceller, dels genom att inhibera RANKL och
stimulera org i stromaceller och osteoblaster.

Gener som reglerar

osteoklasternas bildande och aktivitet

Som framgitt styrs osteoklastutveckling av bade
stromaceller/osteoblaster och osteoklastprogeni-
torceller. Darfor dr olika gener i dessa celler viktiga.
Framfor allt studier med hjilp av mgss dir olika
gener slagits ut med modern molekyldrgenetisk

Benbiologi

53




ULF H LERNER

54

s 3 A a"Af
Figur 8. P4 bilden till vanster ses manga rodbla celler med langa
utskott som representerar osteoklstprogenitorceller som haller
pa att sla sig samman till flerkdrniga osteoklaster. Nagra sma
runda celler kan dcksa ses. Det dr tidiga osteoklastprogenitorer
som annu inte hunnit till det stadium da de kan sla sig samman.
Pabilden till hoger ses stora flerkarniga osteoklaster. Dessa foton
artagna fran en cellodling dar cellerna isolerats fran mjalte och
sedan stimulerats med m-csF och RANKL i fyra dagar.

teknik som gett fordndringar i skelettet har kunnat
visa pd den kritiska betydelsen av ett stort antal
gener. Vissa av dessa genutslagningar har varit rik-
tade mot gener som man genom in vitro studier
forstatt vara av betydelse for osteoklastbildning.
Men flera gener har mer av en slump upptéckts vara
viktiga for skelettet. De har slagits ut av forskare
som varit intresserade av helt andra celler och pro-
cesser men som till sin stora forvaning funnit att
skelettet sett helt annorlunda ut hos de méss som
saknar den gen de varit intresserade av. Andra gener
av betydelse for osteoklaster har péavisats genom att
man med mer traditionella genetiska metoder un-
dersokt musstammar ddr man sedan ldnge kint till
att de har skelettala defekter.

En mojlighet som nu har 6ppnat sig ar att med
olika tekniker studera vilka gener som slds pa i
osteoklaster ndr man aktiverar receptorn RANK
(Figur 7). Detta dr intressant inte bara ur grundve-
tenskaplig synpunkt utan dven for likemedels-
industrin som soker nya och kanske dnnu mer
specifika mél for utvecklande av osteoklasthim-
mare. Sdlund har man pévisat gener som behovs
for att initiera differentiering av osteoklaster.
Dessa dr dels sddana som behovs for intercelluldr
kommunikation som till exempel RANKL, RANK,
oPG och M-csk, dels sdédana som dr nodviandiga
intracelluldrt for differentiering av osteoklaster,
till exempel olika transkriptionsfaktorer som NE-
kB och NraT2 (Figur 7).

Gener involverade i vidhiftning, polarisering
och utvecklande av ruffled border har ocksa kart-
lagts, till exempel proteinerna av och 3 som bil-
dar integrinen avf3 (Figur 5) och tyrosinkinaset
c-src (Figur 7). For resorptionsprocessen dr genen
for enzymet katepsin k avgorande for proteolytisk
nedbrytning av matrixproteiner (Figur 5). Man
har ockséd funnit en gen som kodar for en osteo-
Kklastspecifik subenhet i protonpumpen samt den
gen som kodar for kloridkanalen (kloridkanal 7)
(Figur 5). I samtliga dessa fall har genens betydelse

for osteoklastdifferentiering och aktivitet kartlagts
med hjilp av sd kallad “gene knockout”.

Kartldggandet av musgener har nu ocksa lett till
att flera olika arftliga skelettsjukdomar hos manni-
ska kunnat kartlaggas. Dessa studier har inte bara
molekylargenetiskt kunnat forklara etiologin och
patogenesen for sjukdomarna utan ocksé visat pa
hur lika musens och manniskans gener ar.

Patienter med de #rftliga sjukdomarna familial
expansile osteolysis and expansile skeletal hyper-
phosphatasia har okat antal hyperaktiva osteo-
klaster och ddrmed okad remodellering av skelettet.
Detta har nu visat sig bero pa mutationer i genen for
RANK. Receptorn blir mer aktiv 4n normalt, si kal-
lad gain-of-function mutation, och darmed 6kad
signalering till osteoklastbildning. Patienter med
hyperostosis corticalis deformans juvenilis har okad
bennedbrytning och stora besvir med frakturer och
deformiteter i skelettet som beror pa en inaktive-
rande mutation i genen for opaG. Detta leder till
minskad himning av RANK-signalering.

Fysiologisk remodellering av skelettet

Under fysiologiska forhéllanden byggs skelettet
standigt om via sa kallad remodellering. Detta sker i
diskreta ombyggnadsplatser; sa kallade “bone mul-
ticellular units”. Man riknar med att det finns 1—2
miljoner ombyggnadsplatser i skelettet. Det finns
fler ombyggnadsplatser i trabekuldrt ben an i korti-
kalt ben och darfor ar remodelleringen hog i till
exempel ryggkotor, distala radius och larbenshal-
sen som innehdller stora méangder trabekuldrt ben.
Totalt har man beriknat att under friska forhallan-
den resulterar remodellering i att 10 procent av
skelettets benvivnad byts ut varje ar.

® Remodelleringscykeln startar med att
osteoklaster identifierar ett omrade som ska
bytas ut varvid den faster till benytan och
sedan resorberar detta omrdde (Figur 9).

® Den resorptionslakun som den limnar
efter sig nér den flyttar till ett nytt remodel-
leringsstille invaderas av osteoblaster som
bildar nytt ben i lakunen.

@ Det dr nu som de tillvixtfaktorer som
osteoblaster tidigare deponerat i benvév-
naden kommer till anvindning (figur 2).
De frisitts och aktiveras nir osteoklasterna
bryter ned ben och licker sedan ut till om-
givningen dir 1GF-s och TGE-f aktiverar
osteoblaster sd att nytt ben kan bildas

i resorptionslakunen; de fungerar som sa
kallade coupling factors (Figur 9).

® Om mingden ben som bildas ar lika

stor som den som bryts ned blir benmassan
i fortsdttningen oforindrad. Om didremot
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nedbrytningen ir storre dn nybildningen,
som fallet 4r vid till exempel osteoporos,
minskar benmassan.

@ Vid irftliga sjukdomar forenade med
defekt osteoklastbildning eller -aktivitet
blir resorptionsaktiviteten mindre dn ben-
bildningen och resultatet blir osteopetros.

Hur remodelleringen regleras ér en intres-
sant fraga som vi vet mycket lite om.

@ Varfor méste vissa omrdden bytas ut?

® Vad har hint med den extracellulidra
matrixen och hur kan osteoklasterna
identifiera sddana omrdden?

® Hur vet osteoklaster att de har resorberat
fardigt i remodelleringsstllet?

Det vi vet dr att den fysiska belastningen &r
nddvindig pa ndgot sitt. Om vi inte belastar ske-
lettet 6verviger resorptionen 6ver benbildningen
och vi forlorar benmassa. Hos viktlosa astronauter
kan detta gd mycket snabbt. Omvint vet vi ocksd
att belastning av skelettet 6kar benmassan i det
belastade benet. En intressant friga dr om den
okade benmassa som vi pa sd sitt forviarvar kvar-
star genom livet? Viss forskning tyder pa att s dr
fallet. En kanske dnnu viktigare fragestéllning dr
om den maximala benmassa som man forvirvar
under uppvixten har nagon betydelse for osteo-
porossjukdom nédr man blir dldre?

All forskning tyder pd att ju mer ben man har
skapat under uppvixten desto lingsammare for-
lorar man ben vid osteoporossjukdom. Detta gor
det dn viktigare att argumentera f6r mer fysisk
aktivitet hos ungdomar liksom att pdpeka hur vik-
tigt det 4r med kalciumtillférseln under tider nir
allt fler dricker mindre och mindre mjélk.

Hjarnan och nervsystemet

som regulatorer av benmassan

Traditionellt anses skelettet vara en vdvnad som
saknar nerver sa nir som pa ett ganska stort antal
sensoriska nerver i periostet. Modern immunhis-
tokemisk teknik har dock avslojat att det finns ett
vl utbrett nervsystem savil i kortikalt och trabeku-
ldrt ben som inne i benmirgen. Dessa nerver inne-
héller signalsubstanser som neuropeptider och kate-
kolaminer. Till viss del har dessa nerver en sensorisk
funktion men vi har fragat oss om signalsubstanser-
na ocksa skulle kunna reglera bencellernas aktivite-
ter? Det dr vil studerat i immunsystemet att signal-
substanser i nervfibrer pdverkar immunkompeten-
ta celler. Att en liknande neuro-osteologisk interak-
tion férekommer antyds av studier bdde hos mén-
niska och djur. Studierna visar att forlust av skelet-
tal innervation leder till férandringar i skelettal re-
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modellering. Vi har kunnat visa att bdde osteoblas-
ter och osteoklaster har mrNA (budbdrarrna) for
receptorer for neuropeptiden vasoaktiv intestinal
peptid (vip), en av signalsubstanserna i skelettala
nerver.

Receptorerna for vip i osteoblaster och osteo-
klaster 4r inte desamma. Olika receptortyper fore-
kommer i de olika cellerna. I samarbete med bland
annat Michael Horton i London har vi ocksa visat
att de olika mrNaA for dessa receptorer leder till att
olika receptorproteiner uttrycks pa bencellernas
cellmembran.

I flera olika in vitro-system har vi sedan kunnat
visa att om receptorerna aktiveras med vip och
nirbesliktade peptider leder detta till stora fordnd-
ringar i benbildning och benresorption. Andra
forskargrupper har visat att neuropeptiderna calci-
tonin gen-relaterad peptid (cgrp) och substans p (sp)
samt katekolaminer kan paverka osteoblasters och

Benremodellering

resorptionsfas

coupling

IGF-11, TGF-f}

factors; IGF-I,

Osteoblaster

R 'benbildningsfas

Figur 9. Benvavnaden i skelettet hos en vuxen individ byggs standigt om,
remodelleras. Detta sker i hogre takt i det trabekuldra jamfort med i det
kortikala benet.

@ Remodelleringen initieras av att osteoklaster identifierar det omrade
som ska resorberas och adhererar till omradet med hjélp av sealing zone.
@ Nedbrytningen av benvavnaden pagar i cirka tre veckor sedan
forflyttar sig osteoklasten till ett nytt remodelleringsstalle. Under
resorptionsfasen bryts de flesta matrixproteinerna ned, men tillvaxtfak-
torer som 1GF-1, 1IGF-11 och TGF-f aktiveras i stallet och kommer att
aktivera de osteoblaster som finns i narheten av resorptionslakunen.
Osteoblasterna vandrar in i lakunen och borjar att fylla upp den med
nybildat ben; en Idngsam process som tar flera manader.

® Om osteoblasterna kan bilda lika mycket ben som osteoklasterna
resorberat paverkas inte benmassan. Om ddremot benbildningen inte
formar ersatta allt nedbrutet ben minskar benmassan och skelettet blir
osteoporotiskt.

@® Nar osteoklasterna inte bildas i normal omfattning, eller inte kan
fungera normalt samtidigt som osteoblasterna bildar ben som vanligt
6kar benmassan och skelettet blir sklerotiskt.

55




ULF H LERNER

56

Fettviavnad

benbildande formaga.
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Figur 10. Det centrala nervsystemets betydelse for skelettet.

@ Fettceller bildar flera olika signalsubstanser inklusive hormonet leptin. Leptin ar mest kant for att ha en
aptitnedsattande effekt som medieras via hypotalamus i hjarnan.

@ | specifika regioner i hypotalamus finns neuron som har receptorer for leptin och dessa neuron ar involverade
i den aptitnedsattande funktionen. Mdss som saknar leptin, eller leptinreceptorer, utvecklar darfor fetma. Bada
dessa olika typer av moss far ocksd hogre benmassa an normalt pa grund av att de enskilda osteoblasterna
bildar ben i hogre takt an normalt. Detta normaliseras om leptin injiceras i hypotalamus.

@ tffekten av leptin i hypotalamus medieras av helt andra neuron an de som pdverkar aptiten. Perifert
paverkar dessa neuron det sympatiska nervsystemet som sedan ute i skelettet verkar genom att noradrenalin
aktiverar B-adrenerga receptorer pa osteoblaster. Dessa receptorer har en himmande effekt pa osteoblasters

receptor

Osteoblast Benbildning v

osteoklasters aktiviteter. Vi har nyligen sjélva pavi-
sat att cgrp ocksd haimmar bildning av osteoklaster.
Dessa studier visar hur det perifera nervsystemet
kan tinkas péaverka skelettal remodellering.

Helt nyligen har tva grupper kunnat visa hur
det centrala nervsystemet i hjarnan paverkar ben-
massan hos moss. Gerhard Karsenty et al i Hous-
ton har visat att receptorer {or fetthormonet leptin
i hypotalamus dr betydelsefulla for benmassan.
Moss som saknar leptin eller receptorer for leptin
har hogre benmassa an kontrollmossen. Detta be-
ror pa leptinreceptorer i kidrnor i hypotalamus
som dr skilda fran de som reglerar leptinets aptit-
nedsittande forméga. I ett mycket elegant arbete
visar gruppen ocksd att effekten medieras av det
sympatiska nervsystemet och -adrenerga recep-
torer i osteoblaster som aktiveras av noradrenalin
(Figur 10).

En forskargrupp vid Garvan Institute i Sydney

har pd ett annat sitt visat pd hypotalamus roll for
benbildning. De har nyligen rapporerat att moss
som saknar en viss receptortyp for neuropeptid v
(NPY, sd kallade NPy-receptorer typ 2) specifikt i
hypotalamus fir 6kad benmassa pga 6kad ben-
bildningsaktivitet i osteoblaster. Hur Npy-recep-
torer i hypotalamus sedan via nervsystemet paver-
kar osteoblaster perifert ute i skelettet ar for nirva-
rande inte kint.

Det kommer att bli mycket spinnande

att folja de studier som pagdr for att studera
det sympatiska nervsystemets betydelse for
benmassan hos oss méanniskor, inte minst
pga att méanga patienter behandlas med an-
tagonister for 3-adrenerga receptorer.
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Sammanfattning

Benvidvnaden dr ett vitalt organ som stiandigt re-
modelleras genom vil integrerade aktiviteter mel-
lan bennedbrytande osteoklaster och benbildande
osteoblaster.

Modern cell- och molekylarbiologisk forskning
har kartlagt manga extra- och intracelluldra signal-
substanser som reglerar bildande av benceller och
deras aktiviteter. Till dessa hor hormoner, cytokiner
och transkriptionsfaktorer. Sdlunda har man visat att
cytokinen RANKL som produceras av stromaceller i
benmirg och osteoblaster i periost 4r helt nddvin-
dig for differentiering av osteoklaster genom att den
aktiverar receptorn RANK pa osteoklatprogenitor-
celler. Denna interaktion hdmmas av en 19slig re-
ceptor som kallas opa.

Flera irftliga skelettsjukdomar hos méanniska
beror pa mutationer i generna for RANK och oraG.
Dessa studier visar att osteoblaster inte bara ar de
celler som bildar ben utan ocksa de celler som
kontrollerar bildningen av osteoklaster. Flera in-
tracelluldra signalvdgar med vilka RANK stimulerar
differentiering av osteoklaster har ocksé klarlagts,
till exempel transkriptionsfaktorerna NF-kB och
NFAT2, samt fosforylerande enzymer som map-
kinaser.

Den benbildande aktiviteten i osteoblaster re-
gleras ocksd av extra- och intracellulidra signalsys-
tem. Ur Kklinisk synpunkt ar dagliga injektioner
med parathormon den mest intressanta stimula-
torn av benbildning.

Cbfal och osterix dr tva transkriptionsfaktorer
som dr nodvindiga for att osteoblaster ska kunna
bilda benvivnad. Helt ovintat har det visat sig att
det membranbundna signalsystmet Lrp5/Wnt/
Frizzled forekommer i osteoblaster och reglerar
benmassans storlek och mutationer i Lrp5-genen
som ger upphov till hog respektive 1lag benmassa
har nyligen pavisats.

Med ytterligare molekyldrbiologisk kunskap
om specifika reglersystem for benresorption
och benbildning kan vi forhoppningsvis se
fram emot utvecklande av mer specifika
farmaka for att kunna behandla patienter
med sjukdomar som primart eller sekundart
drabbar remodellering av skelettet.
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