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Signalsystem samverkar
vid bennedbrytning

Studier hjilper oss forstd hur benvivnaden paverkas vid inflammation

AUTOREFERAT Cellernas formaga att
reagera pa stimuli fran inflammation
beror pa samverkan mellan olika stimu-
lerande och himmande signalsystem.
Denna kunskap har stor betydelse for att
forsta hur lokala celler i benvivnaden
paverkas av inflammation som leder till
att tandens stodjevivnader bryts ned vid
parodontit eller att leder forstors hos
patienter med reumatoid artrit.

Godkdnt for publicering 15 augusti 2007

Skelettet dr en levande vivnad som stindigt om-
sitts genom att det fortlopande bryts ned och
ersitts med nytt ben. Processen ér viktig for att
féornya benet och &ven for att anpassa benets
struktur till férdndrad belastning. Hos en frisk
vuxen méinniska omsitts ungefir 10 procent av
skelettets benvivnad per ar. De celler som ansva-
rar for benremodelleringen dr osteoblaster, som
bildar nytt ben, osteocyter, som férekommer in-
uti benvivnaden dir de inkorporerats under
benbildningen och osteoklaster, som ir ansvariga
for bennedbrytningen. Den fjirde celltypen dr de
inaktiva osteoblaster som kallas »lining cells«
och som ticker benytan (figur 1).

Under fysiologiska férhallanden #ir benned-
brytningen lika stor som bennybildningen. Vid
vissa sjukdomstillstand kan ombyggnadsproces-
sen paverkas sa att nedbrytningen 6kar och att
nybildningen av ben inte ricker till for att ersitta
allt ben som forlorats. Detta kan leda till minskad
benmassa, antingen generellt i skelettet (som till
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Figur 1. Schematisk bild 6ver cellerna i benvavnaden.

exempel vid benskoérhet) eller lokalt i benvévna-
den (till exempel hos patienter dir man kan se
inflammation i anslutning till skelettet).

Vid inflammation ses flera olika celluléra svar:
Okad angiogenes, blodkirlen dilateras och kir-
lens permeabilitet 6kar. Den 6kade permeabilite-
ten leder bland annat till att proteiner fran kal-
likrein-kinin-systemet och koagulationskaskaden
ldcker utiinflammationsprocessen. Dessa protei-
ner ir viktiga i vart inflammationssvar. Olika ty-
per av leukocyter tringer ut ur kirlen och in i
omgivande vivnad.

De leukocyter som invaderar inflammations-
processen frisitter olika signalmolekyler (cyto-
kiner) som kan paverka andra celler i omradet. I
vara kikar paverkas till exempel fibroblaster i
gingivan och parodontalligamentet samt #ven
celler i benvivnaden.

Flera av cytokinerna har visat sig kunna ge
upphov till bennedbrytning genom aktivering av
flerkéirniga osteoklaster. Det dr de benbildande
osteoblasterna som &r nyckelceller &ven i denna
process eftersom det krivs cell-till-cellkontakt
mellan osteoblaster och pre-osteoklaster for att
osteoklasterna ska kunna utmogna och aktiveras
till att bryta ned benvivnaden.

Tva sadana stimulerande cytokiner ar Inter-
leukin-1 (1L-1) och tumornekrotiserande faktorn-
o (TNF-ar). De har ocksa visat sig 6ka prostaglan-
dinproduktionen i ben, en viktig effekt eftersom
prostaglandiner i sig sjilva kan ge upphov till
bennedbrytning. Det finns ocksa cytokiner som

TANDLAKARTIDNINGEN ARG 99 NR 11 2007



VETENSKAP & KLINIK

kan hdmma bennedbrytning, till exempel 1L-4
och 1L-13 (figur 2).

Arakidonsyrakaskaden dr en kaskad av reak-
tioner som leder fram till bildningen av bland an-
nat prostaglandiner (figur 3). Olika stimuli kan
trigga frisdttningen av arakidonsyra fran plasma-
membranet med hjilp av fosfolipas A,. Araki-
donsyran kan sedan omvandlas med hjilp av
olika cyklooxygenaser (cox-1 och cox-2) till de
intermediira formerna PGG, och sedan PGH,.
cox-1 verkar vara mer konstant uttryckt i celler,
medan cox-2 induceras kraftigt av olika inflam-
mationsmediatorer. Ganska nyligen uppticktes
de enzymer, som ir ansvariga for att katalysera
omvandlingen fran PGH, till PGE, si kallade PGE-
syntaser. Det finns i dag tre identifierade PGE-
syntaser, varav den membranbundna mpGES-1
har visat sig vara funktionellt kopplad till cox-2.
Aven mpGEs-1 induceras av pro-inflammatoriska
substanser.

Vid inflammation aktiveras ocksa flera serum-
protein-kaskader, en av dessa ér kallikrein-kinin-
systemet (figur 4). Vid aktivering av detta system
bildas sma peptider, s& kallade kininer. En av
dessa ir bradykinin, BK som bestar av nio amino-
syror med Arginin i bada dndar (Arg-Pro-Pro-
Gly-Ser-Pro-Phe-Arg). Det ir en typisk inflam-
mationsmediator som bland annat ger upphov
till smérta, kdrlvidgning och 6kad kéirlpermeabi-
litet. Bradykinin kan #ven stimulera benresorp-
tion i kalvarier frén nyfédda méss. Effekten &r
heltberoende av prostaglandinbildning. Tidigare
publicerade resultat har ocksa visat att det &r os-
teoblaster som &r malceller f6r kininer.

Effekterna av kininer dr kopplade till tva sub-
typer av kininreceptorer som kallas B1 och B2.
Bada dr receptorer som sitter pa cellens yta. B2-
receptorerna kriver alla nio aminosyrorna i bra-
dykinin for att aktiveras. BK och Lys-BK ir natur-
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Trombin
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Figur 2. Olika cytokiner och inflammationsmedia-
torer har visat sig kunna reglera osteoklastbildning
och benresorption.
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Figur 3. Schematiskt diagram éver bildningen av
bland annat prostaglandiner.

ligt forekommande kininer som binder till
B2-receptorer. Bl-receptorerna ér endast kinsli-
ga for kininer som saknar aminosyran Arginin
(Arg). Enzymetkininas 1 klyver denna aminosyra
fran BK eller Lys-BK och vi far i stéllet des-Arg?-
BK eller des-Arglo-Lys-BK (DALBK), de naturligt
forekommande kininer som binder in till Bl-re-
ceptorer (figur 4).

Extra intressant ér att bradykinin inte bara sti-
mulerar bennedbrytning utan forstirker dven
synergistiskt effekten av cytokinerna 1L-1B och
TNF-0. pa prostaglandinsyntes och benresorp-
tion. Synergismen indikerar att flera olika ago-
nister samverkar for att stimulera benresorption
vid inflammation.
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Figur 4. Schematisk bild av de tva priméra vigarna
i kallikrein-kinin-systemet som leder fram till
bildning av kininer.
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OVERGRIPANDE SYFTE

Det dvergripande syftet och hypotesen med detta
projekt var att forsoka 6ka kunskapen om de me-
kanismer som ligger bakom interaktionerna mel-
lan olika inflammationsmediatorer som kan ge
upphov till bennedbrytning. For att kunna un-
dersoka mekanismerna har vi framfor allt anvént
en human osteoblastisk cellinje som heter mMaG-
63. Viville undersoka en osteoblastisk cell (helst
en human) eftersom osteoblaster ir de nyckel-
celler som dven reglerar bennedbrytning,.

Delarbete I
Syftet med delarbete 1 var att karaktérisera re-
ceptorer for kininer i en human osteoblastisk
cell-linje (MG-63), genom att anvinda olika ki-
niner med specifika agonistiska eller antagonis-
tiska egenskaper for de olika kininreceptorerna.
Resultaten visar att den humana osteoblastiska
cell-linjen MG-63 dr utrustad med bade BI- och
B2-receptorer, kopplade till friséittning av PGE,.
B2-receptorer ir kopplade till en mycket snabb
frisdttning av PGE, medan aktivering av Bl-recep-
torerna leder till en mycket mer fordréjd 6kning
av PGE,-friséttning, vilket troligtvis beror pa att
prostaglandinfrisittningen férmedlas av olika
molekylidra mekanismer.

Delarbete II
Tidigare studier har visat att kininer kraftigt okar
effekten av vissa cytokiner pa bade prostaglan-
dinproduktion och benresorption i kalvarier hos
nyfédda méss. Eftersom resultaten i delarbete 1
visar att de osteoblastiska MG-63-cellerna ut-
trycker bade B1- och B2-receptorer ville vi under-
sOka mekanismerna bakom dessa interaktioner.
Syftet med delarbete 11 var att undersoka inter-
Figur 5. Sche-
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aktionerna mellan kininer och vissa cytokiner
genom att studera 1) frisittning av prostaglandi-
ner, 2) uttrycken av de enzymer som &r involve-
rade i bildningen av prostaglandiner samt att
3) utviirderarollen av transkriptionsfaktor NF-xB
och olika maP-kinaser (NF-kB=Nuclear Factor-
KB; MAP=Migogen Activated Protein).

Observationerna visar att kininer som binder
till B1- och B2- receptorer interagerar med signa-
leringen fran 1L-1 och TNF-0-receptorerna. Detta
leder i sin tur till en kraftigt synergistisk 6kning
av PGE,-friséttningen. Vi undersokte flera olika
enzymer i Arakidonsyrakaskaden och fran resul-
tatet drog vi slutsatsen att den enorma synergis-
tiska potentiering som fis pa PGE,-frisittning da
kininer och cytokinerna 1L-1 eller TNF-o samver-
kar delvis dr beroende av en 6kning av cox-2.

Vi ville ocksa studera vad som hinder inne i
cellen vid sddana interaktioner och valde att un-
dersoka transkriptionsfaktorn NF-kB samt olika
MAP-kinaser eftersom de i tidigare studier visat
sig vara involverade i 6kat uttryck av cox-2.

Signaleringen inne i cellen involverar ofta en
sekvens av flera reaktioner orsakade av olika en-
zymer, till exempel kinaser (figur 5). Dessa kina-
ser kan genom att koppla pa fosfatgrupper akti-
vera olika molekyler.

I cellens kérna finns vara gener. En transkrip-
tionsfaktor dr ett protein som fungerar som en
regulator for vilka gener som uttrycks. Speciellt
regleras aktivering och himning av transkription
av olika gener, vilket innebér att méingden mrNA
regleras. mrNAt fungerar sedan som mall nér ri-
bosomerna ska koppla ihop olika aminosyror till
proteiner, sé kallad translation. Data indikerar att
inte bara NF-KB utan framfor allt map-kinaserna
p38 och JNK (c-Jun N-terminal Kinase) tycks vara
involverade i regleringen av cox-2-uttrycket vid
interaktioner mellan kininer och 1L-1p.

Delarbete IIT

Syftet med delarbete 111 var att studera effekter
av cytokiner pa kinin-receptoruttrycken eller
vice versa effekter av kininer pa uttrycken av cy-
tokinreceptorer.

Av resultatet framgér att 1L-1B eller TNF-o. re-
glerar upp uttrycket av bade B1- och B2-recepto-
rer, badde pA mRNA- och pa proteinniva. Det kan
tolkas som att méngden receptorer pa ytan okat.
Ingen ytterligare uppreglering av receptorer ses i
kombination med kininer, vilket tyder pa att kini-
nerna inte reglerar upp sina egna receptorer. Inga
effekter av kininer sags pa cytokinreceptorerna.

Viville i dven detta arbete underséka mekanis-
merna bakom cytokinernas uppreglering av ki-
ninreceptorer genom att titta pa vad som sedan
hiinder inne i cellen. De intracellulira mekanis-
merna tycks involvera bade transkriptionsfakto-
rerna NF-kB och Ap-1 (Aktivationg Protein-1)
samt olika MAP-kinaser.
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Delarbete IV

Cytokinerna 1L-4 och 1L-13 har tidigare visat sig
ha en himmande effekt pa benresorption, dels
genom att himma utmognaden av osteoklaster
och dels genom att himma cox-2 och prosta-
glandinbildning.

Syftet med delarbete 1v var att 1) undersoka om
och hur de himmande cytokinerna 1.-4 och 1.-13
eventuellt kan reglera uttrycken av kininrecepto-
rer samt #ven de enzymer som ir involverade i
prostaglandinsyntesen samt, 2) studera de signa-
leringsvigar som ir involverade i dess himning.

Det dr sedan tidigare kéint att cytokinerna 11.-4
och 1L-13 kan himma PGE,-frisittning. Detta
kunde vi ocksa se i vara studier. Vara observatio-
ner visar dven att 1L.-4 och 1L-13 nedreglerar ut-
trycket av cox-2; bade det basala och det som
uppreglerats av 1L-1p.

Denna nedreglering dr beroende av transkrip-
tionsfaktorn sTAT6 (Signal Transducer and Acti-
vator of Transcription 6). Detta har vi kunnat
visa med hjilp av speciella moss dir genen for
STATG ir utslagen (sa kallade knock-out-moss). I
dessa moss fas ingen himning med 11.-4 eller 1L-
13. Vara resultat visar ocksa att 1.-4 och 1L-13
himmar uttrycket av bade Bl- och B2-recepto-
rerna; bade det basala och det som reglerats upp
av 1L-1B. Denna hdmning &r ocksa beroende av
transkriptionsfaktorn STAT6.

For att ytterligare forsoka att koppla vara re-
sultat till 6kad benresorption har vi undersokt
om uttrycken av ett antal aktivatorer som &r
mycket viktiga for osteoklastutmognad kunde
paverkas av interaktionen mellan kininer och 1L-
1B, nidmligen RANK (Receptor Activator of Nu-
clear Factor-kb) RANKL (Receptor Activator of
Nuclear Factor-xb ligand) och oprG (osteoprote-
gerin) (figur 6). Dessa undersékningar gjordes i
delarbete 1.

RANK ir en receptor som befinner sig pa forsta-
dier till osteoklaster och mogna osteoklaster.

RANKL produceras av och uttrycks pa osteo-
blaster/stromaceller och binder till RANK; pa sa
sitt utmognas och aktiveras osteoklaster.

OPG ir en 16slig receptor som frisitts fran os-
teoblaster och som ocksé kan binda till RANKL for
att himma bindningen till RANK, vilket i sin tur
leder till en himning av utmognaden och aktive-
ringen av osteoklaster. orG skyddar benet fran
nedbrytning.

Vi fann att kombinationen med kininer och 11.-
1B gav en kraftig 6kning av RANKL-uttrycket bade
pa mRNA och pé proteinniva. Denna uppregle-
ring dr mestadels prostaglandinberoende. Vi
fann ingen signifikant reglering av RANK eller
oprG med de olika kininerna. Dessa resultat ir sér-
skiltintressanta eftersom RANKL dr en nodvindig
faktor for osteoklastogenes och bennedbrytning
vid inflammatoriska tillstind som parodontit och
reumatoid artrit.
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Figur 5. Schematisk illustration dver bildning och
aktivering av osteoklaster.

SAMMANFATTAT

m Humana osteoblastiska celler &r utrustade med
funktionella B1- och B2-receptorer som ir kopp-
lade till prostaglandinfrisittning (delarbete 1).

m Kininer, som binder till bide Bl- och B2-
receptorer, interagerar med signaleringen fran
1L-1- och TNF-receptorer, vilket leder till en sy-
nergistisk 6kning av prostaglandinfrisittningen
(delarbete 11).

= Mekanismen bakom synergismen verkar invol-
vera ett Okat uttryck av cox-2, dir bade NF-KB
och olika mar-kinaser ér involverade i den intra-
cellulidra signaleringen (delarbete 11).

= 1L-1B och TNF-o 6kar uttrycket av bade B1- och
B2-receptorer i de undersokta cellerna via signa-
leringsvigar som involverar MmaP-kinaserna p38
och JNK samt transkriptionsfaktorerna NF-xB
och apr-1 (delarbete 111).

m De antiinflammatoriska cytokinerna 1.-4 och
1L-13 himmar uttrycken av PGE,, cOx-2 samt
bade B1- och B2-receptorer, och effekten verkar
vara beroende av transkriptionsfaktorn STAT6
(delarbete 1v).

m De synergistiska interaktionerna Okar ocksa
uttrycket av RANKL, en nédvindig aktivator for
osteoklastogenes och bennedbrytning vid in-
flammatoriska tillstand (delarbete 11).

Om osteoblaster eller gingivala fibroblaster
samtidigt utsitts for stimulans av kininer och
vissa pro-inflammatoriska cytokiner (IL-1B och
TNF-0) samverkar signalsubstanserna synergis-
tiskt; det vill siiga att den sammanlagda effekten
dr avsevirt storre 4n summan av de enskilda ef-
fekterna. Denna samverkan kan dven himmas av
andra sé kallade antiinflammatoriska cytokiner
(1L-4 och 1L-13). Viktiga fynd i avhandlingen &r de
som presenterar mekanismerna bakom dessa in-
teraktioner.

Resultaten visar att cellernas formaga att rea-
gera pa stimuli fran inflammation beror pa sam-
verkan mellan olika stimulerande och himman-
de signalsystem. Denna kunskap har stor
betydelse for att vi ska forsta hur lokala celler i

Aktiverad osteoklast
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benvivnaden (och till exempel i gingivan) paver-
kas av inflammation vilket leder till att till exem-
pel tandens stédjevivnader bryts ned vid par-
odontit och att leder forstors hos patienter med
reumatoid artrit. Vi hoppas att resultaten ska

Anna Brechter

visa sig vara viktiga for att 6ka kunskapen om hur
inflammationsprocesser kan leda till benned-
brytning vid tillstaind som parodontit, reumatoid
artrit, lossnade ledproteser, ortodontisk tandf6r-
flyttning med mera.
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vid bennedbrytning

Opponenten har ordet

Anna Bernhold Brechters avhandlingsarbete
syftar till att 6ka var férstaelse av inflammations-
processens roll vid bennedbrytning. Inflamma-
toriska reaktioner spelar en viktig roll vid manga
patofysiologiska tillstind som parodontit och
reumatoid artrit. Det finns ett stort medicinskt
behov av att utveckla nya antiinflammatoriska
likemedel for behandling av inflammatoriskt
betingad bennedbrytning.

Prostaglandin (PGE,) och bradykinin spelar en
central roll vid inflammatoriskt inducerad ben-
nedbrytning och Annas avhandlingsarbete har
fokuserats pa att kartligga mekanismerna som
leder till 6kad PGE,-bildning och uttrycket av re-
ceptorer for bradykinin och RANK.

Studien ger en viktig insikt i att samverkan
mellan olika inflammatoriska mediatorer ger
en mycket storre effekt 4n mediatorernas effekt
var for sig pa PGE,-bildningen och receptorut-
tryck. Det dr mojligt att effektiv behandling av
inflammatoriskt inducerad bennedbrytning kri-
ver samtidigt bruk av flera likemedel med olika
verkningsmekanismer.

Nyckelspelare i inflammationsprocessen ir indock
PGE, och avhandlingsarbetet belyser behovet av
att utveckla nya likemedel som specifikt block-
erar mikrosomalt PGE-syntas 1 - enzymet som
katalyserar sista steget vid bildningen av PGE,.
Dessa »tredje generationens« NSAID (non-ste-
roidal antiinflammatory drugs) kommer f{6r-
hoppningsvis att vara effektiva likemedel for
behandling av parodontit, utan de traditionella
NSAIDs gastrointestinala biverkningar eller cox-
hdmmarnas kardiovaskulira bieffekter. m
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