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Whplyw alfa-ketoglutaranu na osteogeneze

w modelach osteoblastéw in vitro

STRESZCZENIE:

Tkanka kostna, najtwardsza tkanka w organizmie czlowieka, swoje wilasciwosci
mechaniczne zawdzigcza obecnosci zmineralizowanej macierzy kostnej, wytwarzanej przez
komorki kosciotworcze podczas ich dojrzewania 1 r6znicowania. Pomimo ich pozornie stalej
budowy, w ko$ciach nieustannie zachodzg intensywne procesy metaboliczne, majgce na celu
utrzymanie prawidlowej masy 1 struktury tkanki kostnej. Remodelacja to proces wymiany
starej, badz uszkodzonej kos$ci na nowa, opierajacy si¢ na zroOwnowazonej aktywnosci
resorpcyjnej komorek kosciogubnych — osteoklastow i aktywnosci osteogennej komorek
ko$ciotworczych - osteoblastow. Wraz ze starzeniem si¢ organizmu rOwnowaga metaboliczna
kosci ulega zaburzeniu iresorpcja zaczyna dominowa¢ nad osteogeneza, co prowadzi do
zmniejszenia masy tkanki kostnej i czesto skutkuje rozwojem choréb kosci, takich jak
osteoporoza. W leczeniu chorob przebiegajacych z utratg masy kostnej stosuje si¢ gtéwnie leki
antyresorpcyjne, hamujace aktywnos¢ osteoklastow. W takich schorzeniach wazna jest rowniez
stymulacja aktywnos$ci osteogennej osteoblastow, w celu odbudowania ostabionej nadmierng
resorpcja kosci. Jednak lekéw wykazujacych dziatanie proosteogenne jest na rynku
zdecydowanie mniej niz antyresorpcyjnych, zas dostepne preparaty z obu grup czesto wykazuja
dziatlania uboczne. Dlatego niezbedne jest poszukiwanie nowych substancji stymulujacych
osteogeneze i bezpiecznych dla pacjenta.

Zwiazkiem o potencjale do zastosowania w terapii choréb metabolicznych tkanki
kostnej wydaje si¢ by¢ alfa-ketoglutaran (AKG). Ten metabolit cyklu Krebsa charakteryzuje
si¢ szeroko opisang w literaturze plejotropowa aktywnoscig. Jako donor energii w procesie
oddychania komorkowego, AKG pelni istotng rolg w metabolizmie energetycznym komorek
zwierzgcych, a jako prekursor aminokwasdéw przyczynia si¢ do zachowania réwnowagi
biatkowej. Metabolit ten jest rowniez ko-substratem dioksygenaz zaleznych od AKG (2-

OGDDs) — enzymow, ktore uczestniczg m.in. w destabilizacji czynnika transkrypcyjnego HIF-



1 (bioracego udziat w rozwoju i progresji nowotwordéw), a takze petnig role w biosyntezie
kolagenu typu | — glownego biatka macierzy kostnej. AKG jako ligand receptora GPR80/99
moze dodatkowo funkcjonowac jako czastka sygnalowa i regulowa¢ w komoérkach procesy
zwigzane z ich wzrostem i ré6znicowaniem. Egzogenny AKG, w postaci réznych soli, moze by¢
podawany jako suplement diety, poniewaz jest dobrze tolerowany przez organizm. Wykazano,
ze suplementacja AKG przyczyniata si¢ do uzupetnienia niedoboréw biatkowych w stanach
przebiegajacych z nasilong proteoliza, metabolit ten wykazywal rowniez dzialanie ochronne na
komorki poddawane stresowi oksydacyjnemu, a takze dziatanie immunomodulacyjne
I przeciwnowotworowe.

W licznych badaniach in vivo wykazano pozytywny wplyw suplementacji AKG na
tkanke kostna, ktory objawial si¢ zwigkszeniem gesto$ci mineralnej oraz wytrzymatos$ci kosci.
Mimo tych doniesien nadal nie jest znany mechanizm dziatania tego zwigzku na tkanke kostng.
Nie stwierdzono réwniez jednoznacznie, ze anaboliczny wplyw AKG na ko$ci wigze si¢
Z bezposrednig stymulacjg osteogenezy, poniewaz brak jest badan okreslajacych wplyw
egzogennego AKG na osteoblasty.

Celem niniejszej pracy bylo okreslenie bezposredniego wptywu alfa-ketoglutaranu
(w postaci dwuwodnej soli disodowej kwasu alfa-ketoglutarowego, NaAKG) na dojrzewanie
i r6znicowanie trzech linii komorkowych osteoblastow, stanowigcych modele do badan nad
osteogenezg in vitro, oraz na mineralizacje wytwarzanej przez nie macierzy kostne;j.

W eksperymentach wykorzystywano nastepujace linie komorkowe: hFOB 1.19
(ludzkie, prawidlowe preosteoblasty), MC3T3-E1 (mysie, prawidlowe preosteoblasty) 1 Saos-
2 (ludzkie, nowotworowe osteoblasty). W pierwszym etapie badan okreslono wplyw
szerokiego zakresu stezen NaAKG na proliferacje osteoblastow metodami MTT i BrdU,
a nastgpnie zbadano wptyw tego zwigzku na zywotno$¢ komorek za pomocg testow NR i LDH.
W oparciu o wyniki testow zywotnosci komorek wybrano nietoksyczne dla badanych linii
osteoblastow stezenia NaAKG 1 okreslono ich wplyw na roznicowanie komoérek oraz
mineralizacj¢ wytwarzanej przez nie macierzy kostnej. Metoda qRT-PCR okreslono wptyw
NaAKG na ekspresj¢ genéw kodujacych biatkowe markery wezesnego (ALPL, COL1A1, IBSP)
i péznego (SPP1, BGLAP) etapu roznicowania osteoblastow. Nastgpnie zbadano wplyw
NaAKG na wytwarzanie tych markerow w komoérkach na poziomie biatka (oznaczono
aktywnos¢ ALP metodg kolorymetryczng i barwieniem in situ, okreslono ilo$¢ kolagenu typu
| metoda Western blotting, oznaczono poziom bialek BSP II, OPN i OCN metoda ELISA).
Poziom mineralizacji macierzy kostnej oznaczono za pomoca barwienia czerwienig

alizarynowa. Dodatkowo okreslono zdolnos¢ NaAKG do indukcji procesu apoptozy i nekrozy



w komorkach linii Saos-2 (barwieniem Hoechst 33342 i jodkiem propidyny), a takze na
migracj¢ tych komorek (testem rysy). W koncowym etapie pracy zbadano obecnosé
W osteoblastach receptora GPR80/99 (dla ktérego ligandem jest AKG) na poziomie mRNA
(QRT-PCR) i biatka (metoda Western blotting i barwieniem immunofluorescencyjnym), a takze
okreslono funkcjonalno$¢ tego receptora zapomoca jego stymulacji kwasem alfa-

ketoglutarowym lub NaAKG (w tescie IP-One ELISA).

Po przeprowadzeniu powyzszych eksperymentéw otrzymano nastepujace wyniki:

e NaAKG w stgzeniach do 10 mM nie wplywat na proliferacje komorek linii hFOB 1.19,
MC3T3-E1 i Saos-2, natomiast w zakresie stezen 25 - 200 mM hamowat ich
proliferacje.

o NaAKG w stezeniach ponizej 50 mM nie byl toksyczny dla komorek badanych linii
osteoblastow, totez do badan nad ich réznicowaniem wybrano stezenia 5, 10 1 25 mM.

e NaAKG zwigkszal ekspresje genow 1 wytwarzanie biatkowych markerow wczesnego
I p6Znego etapu réznicowania oraz mineralizacj¢ macierzy kostnej w komoérkach
prawidtlowych linii osteoblastow: hFOB 1.19 i MC3T3-EL.

e NaAKG zwigkszat ekspresje genéw wczesnych 1 pdznych markeréw roznicowania,
natomiast obnizat ilo$¢ tych markerow na poziomie biatka oraz hamowal mineralizacj¢
macierzy kostnej wytwarzanej przez komoérki nowotworowej linii Saos-2.

e NaAKG indukowat proces apoptozy w komodrkach linii Saos-2.

e NaAKG znacznie hamowat migracje komorek linii Saos-2.

e  Wykryto obecno$¢ receptora GPR80/99, dla ktorego ligandem jest AKG, w komoérkach
linii hFOB 1.19, MC3T3-E1 i Saos-2. Obecnos¢ tego biatka w osteoblastach nie zostata
dotychczas opisana.

e Wykazano, ze receptor GPR80/99 jest funkcjonalny w komorkach badanych linii
osteoblastow i ulega aktywacji pod wptywem kwasu alfa-ketoglutarowego, natomiast

nie jest aktywowany przez NaAKG w zakresie badanych stezen.

Ocena oddziatywania alfa-ketoglutaranu na proces osteogenezy in vitro przyczynita si¢
do poszerzenia wiedzy na temat dzialania tego zwigzku na tkanke¢ kostna, jest takze
uzupehieniem wynikéw otrzymanych w licznych, niezaleznych badaniach in vivo.
Na podstawie wynikow badan przeprowadzonych w niniejszej pracy mozna stwierdzi¢, ze alfa-

ketoglutaran wykazuje potencjat do wdrozenia i stosowania w profilaktyce lub/i terapii choréb



tkanki kostnej, takich jak osteoporoza oraz w chemoprewencji lub/i leczeniu nowotworu kosci

— osteosarkomy.



