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STRESZCZENIE

U osobnikow w wieku podesztym regeneracja tkanki kostnej jest uposledzona na skutek obnizenia aktywnosci osteobla-
stow, podczas gdy potencjal koSciotworczy komorek zrebowych szpiku kostnego, nie zmienia sie. Liczba komaorek osteopro-
genitorowych z wiekiem nie zmniejsza sie, ale ostabiona jest zarowno ich aktywnosc proliferacyjna, jak i sekrecyjna aktyw-
nos¢ ich pochodnych — osteoblastow. U osobnikow starszych zdolnos¢ do samoodnowy komérek progenitorowych jest upo-
Sledzona, co prowadzi do spadku liczby osteoblastow. Z wiekiem ulegajq przyspieszeniu takze procesy starzenia sie oste-
oblastow. U 0sob starszych zmiany w obrebie mikroSrodowiska szpiku kostnego zmniejszajq aktywnos¢ koSciotwérczq ko-
morek osteoprogenitorowych, prowadzqc do uposledzonego kosciotworzenia, ale zdolnos¢ do kosciotworzenia heterotopo-
wego nie zmienia sie z wiekiem. Niniejszy przeglad literatury przedstawia zmiany w zakresie koSciotworzenia zwiqzane
z wiekiem.

SUMMARY

In older individuals the regeneration of bone tissue is delayed due to the diminished activity of osteoblasts, while oste-
ogenic potency of human bone marrow stromal cells, also capable of forming bone, does not change with age. The num-
ber of osteoprogenitor cells is not reduced in ageing subjects, but their proliferating rate and the activity of their derivati-
ves — osteoblasts, is markedly diminished, since the self-renewing potential of these cells is hindered. The senescence of
osteoblasts in ageing people is also accelerated. Changes within the bone marrow microenvironment reduce osteogenic po-
tential of osteoprogenitor cells leading to impaired bone formation seen in senility, while the potency for ectopic osteoge-
nesis does not change with age. This review summarizes documented mechanisms of changes in osteogenic activity of cells
in elderly.
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U osobnikow starszych regeneracja tkanki kostnej jest
spowolniona, a przyczyna tego stanu lezy w obnizonej ak-
tywnosci osteoblastow. W szpiku, w obrebie przedziatu
komorek zrgbowych, wystepuja komorki progenitorowe
dla osteoblastow. Ich wprowadzenie w miejsce ubytku ko-
$ci u zwierzat starych powoduje naprawe uszkodzenia [1].

Potencjat kosciotworczy ludzkich komorek zrgbowych
nie zmienia si¢ z wiekiem, co wykazaly badania nad prze-
szczepianiem domigsniowym komorek zrebowych szpiku
od ludzi mtodych (24-30 lat) i starych (71-81 lat) myszom,
niezdolnym do odpowiedzi immunologicznej. W obu
przypadkach ilos¢ wytworzonej tkanki kostnej byta po-
rownywalna, co wskazuje, ze zwigzany z wiekiem spadek
kosciotworzenia wywotany jest zmianami w mikrosrodo-
wisku komorek kosciotworczych [2].

Starzenie si¢ zwiazane jest z uposledzona zdolnosciag
proliferacji komdrek osteoprogenitorowych, lecz nie jest
zwiazane z liczba komorek progenitorowych, znajduja-
cych si¢ w populacji zrgbu szpiku [3]. Komorki osteopro-
genitorowe szczuréw wraz z wiekiem stajq si¢ mniej wraz-
liwe na mitogenne dzialanie czynnika wzrostu fibrobla-
stow (b-FGF) [4]. Komorki zrgbowe szpiku zawieraja
wspodlne komorki prekursorowe dla osteoblastow i adipo-
cytow, lecz spadek masy kostnej u 0séb starszych lub pa-
cjentdow osteoporotycznych nie jest wywotany zmiang ich
réznicowania w kierunku adipocytarnym. Badania nad
réznicowaniem si¢ tych wspolnych dla osteoblastow i adi-
pocytow prekursorow w zrgbie szpiku, pochodzacych od
ludzi w ré6znym wieku oraz dotknietych osteoporoza, wy-
kazaty brak roznic zwigzanych z wiekiem czy statusem
w zakresie liczby komdrek prekursorowych, jak i ich zdol-
nosci do réznicowania si¢ w kierunku osteogennym lub
adipogennym pod wplywem odpowiednich czynnikow
srodowiskowych [5].

Komoérki osteoblastyczne szpiku od osobnikéw sta-
rych w warunkach hodowli in vitro ulegaja szybciej proce-
som starzenia si¢, niz komarki uzyskane od ludzi mtodych.
Liczba komoérek wykazujacych aktywnos¢ beta galaktozy-
dazy — markera procesu starzenia si¢ komorek — jest jed-
nakowa w populacji komérek uzyskanych od osobnikoéw
mtodych i starych, jednak komoérki zrgbowe szpiku pobra-
ne od ludzi starych, w miarg¢ liczby pasazy zawieraly ich
znacznie wigcej, niz analogiczne pasaze szpiku pobranego
od mtodych ludzi. Tak wigc proces starzenia si¢ zwigzany
jest ze spadkiem zdolnosci proliferacyjnej komoérek proge-
nitorowych osteoblastow, co sugeruje, ze nie uposledzenie
funkcji, lecz spadek liczby komorek osteoblastycznych
prowadzi do zwiazanego z wiekiem ostabienia kosciotwo-
rzenia [6].

U ludzi, bez wzglgdu na pteé¢, komorkowosé szpiku
zmniejsza si¢ z wiekiem. Jednak u kobiet wraz z wiekiem
obniza si¢ w szpiku zawarto$¢ komorek progenitorowych
dla osteoblastow, ktore w warunkach hodowli in vitro two-
rza kolonie, charakteryzujace si¢ wysoka aktywnoscig fos-
fatazy zasadowej — jednego z markerdw osteogenezy. Spad-
ku takiego nie obserwuje si¢ w odniesieniu do szpiku od
mezczyzn. To zjawisko moze mie¢ odniesienie do ubytku
masy kostnej zwigzanego z wiekiem i menopauza [7]. Jed-
nak badania Laskela i wsp. nie potwierdzity spadku poten-
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In older individuals the regeneration of bones is delay-
ed due to the diminished activity of bone forming cells.
Osteoblast progenitors reside in the stromal compartment
of bone marrow, and these cells, when introduced into
bone lesions of aged animals, repair bone defects [1].

The osteogenic potency of human bone marrow stro-
mal cells maintains bone forming capacity in vivo regard-
less of age. Stromal cells recovered from young (24-30
years) and old (71-81 years) individuals produced the
same amount of bone after intramuscular implantation into
immunosupressed mice. This indicates that impaired bone
formation seen in older individuals is due to changes with-
in the environment which reduce the osteogenic potential
of osteoprogenitor cells [2].

Ageing processes are combined with impairment of the
proliferative capacity of marrow stromal osteoprogenitor
cells, but not with depletion of their number [3]. In aged
rats, osteoprogenitor cells are less sensitive to the mito-
genic effect of the basic fibroblast growth factor (bFGF)
than those obtained from young animals [4]. A common
precursor cell for osteogenic and adipocytic lineage is pre-
sent in the population of bone marrow stroma. However
the reduction of bone mass in older persons or in osteo-
porotic patients is not caused by a shift in differentiation of
these precursors towards adipocytes. Investigations on the
differentiation of these stromal precursors, of osteoblasts
and adipocytes, derived from people at different ages and
of osteoporotic patients, did not reveal differences in their
number or in their ability to maintain a normal, propor-
tional osteoblastic and adipocytic differentiation potential
following environmental changes [5].

Bone marrow — derived osteogenic cells of old people
cultured in vitro senesce faster than cells obtained from
young persons. The proportions of cells positive for beta
glycosidase activity (a marker of cell ageing) are similar in
populations of cells derived from old and of young per-
sons, but with passaging in vitro of stromal cells obtained
from old people, the population of beta-galactosidase posi-
tive cells increases more rapidly than in cultures from young
donors. Thus the senescence of osteoblast progenitors is
related to depletion of proliferative capacity, suggesting that
reduction in osteoblastic cell numbers is responsible for age-
depleted osteogenesis in these patients [6].

Bone marrow cellularity decreases in humans with
advancing age regardless of gender. In women, however,
with advanced age, the number of osteoprogenitor cells in
bone marrow which are able to form in vitro colonies of
alkaline phosphatase (osteoblastic cell marker) positive
cells is reduced compared with similarly aged males. This
is somehow related to the reduction of bone mass in aged
and postmenopausal patients [7]. However, experiments
performed on rats by Laskel et al. did not support such
opinion [8].

Vertebral cell populations from aged and young rats
exhibit similar growth characteristics: proliferation rate,
differentiation and doubling time [9]. These similarities
indicate that the depletion of osteoprogenitor numbers can
be blamed for the bone loss observed in aged individuals.
Cells derived from senescent rats cultured in vitro exhibit-
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cjatu osteogennego komorek zrgbowych szpiku kobiet po
menopauzie [8].

Analizujac hodowle komorek izolowanych z kosci kre-
gow szczuréw miodych oraz starych, Bellow i wsp. wyka-
zali, ze czas podwojenia si¢ populacji, charakterystyka
wzrostu i liczba komdrek osteoprogenitorowych w bada-
nych populacjach izolatéw od zwierzat mtodych i starych
sa podobne [9]. To wskazuje, ze zwigzana z wiekiem utra-
ta kosci nie jest zwigzana ze spadkiem liczby komdrek
osteoprogenitorowych. Jednak populacje uzyskane od szczu-
roéw starych cechowata zmniejszona zdolnos¢ do samood-
nowy in vitro, co moze skutkowa¢ np. zmniejszona liczba
osteoblastow i by¢ odpowiedzialng za spadek kosciotwo-
rzenia u zwierzat starych.

Osteoblasty ludzkie, w miar¢ procesu starzenia sie,
okreslanego liczba pasazy in vitro wykazuja spadek eks-
presji biatek, wiazacych insulino-podobny czynnik wzro-
stu IGF, ktory jest waznym stymulatorem aktywnosci se-
krecyjnej osteoblastow [10]. Natomiast osteoblasty, uzy-
skane od dzieci oraz ludzi starych, chociaz nie wykazujg
réznic w zakresie réznicowania i proliferacji, to od os6b
starszych wykazuja zwigkszong liczbe receptorow dla
transformujacego czynnika wzrostu TGF-beta, charaktery-
zujacych si¢ zmniejszonym powinowactwem do tego li-
gandu [11]. Podobnie Baxter i wsp. wykazali na materiale
ludzkich komérek zrgbowych szpiku, ze w warunkach ho-
dowli in vitro ulegaja one szybko procesom starzenia si¢,
tracac zdolnos¢ do proliferacji na skutek utraty telomerow
[12]. Kaze to z ostroznoscig podchodzi¢ do wynikow ba-
dan nad biologia komérek i interpolowania wynikow do
warunkdéw in vivo. Skracanie telomerow w przebiegu sta-
rzenia si¢ ludzkich osteoblastow hodowanych in vitro po-
twierdzajq tez badania Kveiborga i wsp. [13]. Jednak nie
stwierdzano ubytkow telomeréw w limfocytach pacjentow
z osteoporoza w odniesieniu do limfocytéw osob zdro-
wych w podobnym wieku.

Gléwnymi komorkami resorbujacymi kos¢ sa oste-
oklasty. Ich powstawanie, przezycie i aktywnos¢ osteoli-
tyczna moze by¢ skutecznie hamowana przez osteoprote-
geryng (OPG), rozpuszczalny receptor z rodziny TNF.
Wraz z wiekiem komorki zrgbowe szpiku ludzkiego wyka-
Zuja zmniejszajaca si¢ ekspresj¢ OPG, co powoduje zwigk-
szong zdolnos¢ komoérek zrgbowych (osteoblastow) do
stymulacji osteoklastow [14]. Komérki zrgbowe szpiku re-
guluja, poprzez ekspresje¢ biatek RANKL, osteoprotegery-
n¢ (OPG) i cytoking M-CSF, proces powstawania oste-
oklastow (osteoklastogeneze) [15]. Hodujac in vitro ko-
morki prekursorowe osteoklastow na zrebie szpiku, pobra-
nego od zwierzat mtodych, dojrzatych i starych, stwierdzo-
no bardzo znamienny wzrost liczby osteoklastow pod wpty-
wem kontaktu z komérkami zrgbowymi od osobnikow sta-
rych w odniesieniu do hodowli z zastosowaniem zrgbu
osobnikow miodych. Wraz z wiekiem dawcow zrgbu szpi-
ku zwigksza si¢ w nim ekspresja RANKL oraz M-CSF, na-
tomiast spada ekspresja OPG. Podanie RANKL i M-CSF
zwigksza wytwarzanie osteoklastow z jednojadrzastych
prekursoréw, zwlaszcza w populacji komorek od zwierzat
starych. Tak wigc proces starzenia si¢ znacznie wzmaga
osteoklastogeneze¢ indukowana przez komorki osteobla-

ed reduced ability of self-renewal, which in turn could
result in depletion of osteoblasts, and thus be responsible
for reduced osteogenesis in aged animals.

In the process of human osteoblast senescence, as de-
termined by the number of cell culture passages, the
expression of the insulin-like growth factor (IGF) binding
protein is gradually reduced [10]. IGF is an important
stimulator of the secretory activity of osteoblasts.

Although osteoblasts derived from children and from
adults did not reveal any differences in terms of prolifera-
tion and differentiation, osteoblasts from aged donors were
characterized by an increase in receptors for transforming
growth factor beta (TGF-B). These receptors have, how-
ever, a reduced affinity for the ligand [11]. Similarly, Bax-
ter et al. [12] analyzing humaan bone marrow stromal cells
cultured in vitro demonstrated that their rapid senescence
is related to the loss of telomeres. Thus cautions should be
exercised in linking in vitro studies with the situation in
vivo. Also Kveiborg et al. [13] reported telomere shorten-
ing in the process of aging of human osteoblasts grown in
vitro. Interestingly, no telomere loss was found in the leu-
cocytes of osteoporotic patients.

Bone is resorbed mostly by multinucleated osteoclasts.
Their formation by the fusion of mononuclear macropha-
ges, survival, and osteolytic activity are inhibited by osteo-
protegerin (OPG), the soluble decoy receptor for the tu-
mour necrosis factor (TNF). OPG is the product of oste-
oblastic cells, including marrow stroma. The expression of
OPG by human marrow stromal cells declines with age,
which correlates with stimulation of osteoclasts [14]. Stro-
mal cells regulate osteoclastogenesis through expression
of RANKL (Receptor Activator of Nuclear factor ?B
Ligand), OPG and cytokine M-CSF (macrophage colony
stimulating factor) [15].

When osteoclast precursor cells are cultured on a feed-
er layer of bone marrow stroma derived from young, adult
and senile mice, the highest osteoclastogenesis is observed
when precursor cells are grown on senile-derived stroma.
With the age progression of stroma donor animals, the
expression of RANKL and N-CSF increases, while ex-
pression of OPG diminishes. The addition to the culture
system of RANKL and M-CSF increases the formation of
osteoclasts from mononuclear precursors, specifically
from precursor cells derived from senile animals. Thus
senescence is associated with an increase in marrow stro-
ma-induced osteoclastogenesis, and by elevation of the
pool of osteoclast precursor cells [16,17].

Human osteoblasts obtained from young and aged in-
dividuals proliferate differently when exposed to some
chemokines, pointing to the importance of senescence as
a modulator of osteogenic cell responses [18]. In an attempt
to solve the question why bone regeneration of young indi-
viduals is faster than in older ones, Cowan et al [19] eva-
luated some parameters of biologic activity of osteoblasts
obtained from a 2-day-old child and of a 60-year-old indi-
vidual. In the child-derived osteoblasts, a subpopulation of
poorly differentiated cells with weak osteoclacin expres-
sion was found. Child osteoblasts better adhered to the
plastic vessel and proliferated faster than adult-derived
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styczne (zrgbowe szpiku), a takze zwigksza pule prekurso-
réow komorek osteoblastycznych [16,17].

Osteoblasty ludzkie os6b mtodych i starych wykazuja
roéznice w zakresie odpowiedzi proliferacyjnej na niektore
chemokiny, co §wiadczy o roli procesu starzenia si¢ w mo-
dulowaniu odpowiedzi komérek osteogennych [18]. Co-
wan i wsp. badajac roznice lezace u podstaw szybszej re-
generacji kosci u ludzi mtodych dokonali oceny aktywno-
Sci biologicznej hodowli osteoblastow od ludzi mtodych
(2 dniowych!) i dorostych w wieku 60 lat [19]. Osteobla-
sty dziecigce zawieraly subpopulacje komorek stabo zrdz-
nicowanych, o niskiej ekspresji osteokalcyny. Osteoblasty
dziecigce cechowala lepsza przylepnos¢ do podtoza i zwigk-
szona proliferacja, a po stymulacji czynnikiem wzrostu FGF-
-2 — zwigkszona ekspresja kolagenu typu I (pigciokrotna),
osteopontyny (trzynastokrotna) i osteokalcyny (szesnasto-
krotna) w stosunku do osteoblastéw od ludzi dorostych.
Ponadto osteoblasty noworodkowe produkowatly znacznie
wigcej biatek macierzy kostnej i wytwarzaty wigcej ognisk
osteogenezy (tzw. ,,bone nodules™).

Wiek nie wptywa zasadniczo na zdolnos¢ pobudzania
osteogenezy przez biatka morfogenetyczne kosci — BMP.
Wprowadzenie tych biatek pod okostng zwierzat 10, 30
i 70-tygodniowych dawato jednakowy lokalny przyrost
masy tkanki kostnej [20]. Osteoblasty szczurdw starych, 80-
tygodniowych, silnie reaguja na podanie ogoélnoustrojowe
lub do srodowiska hodowlanego prostaglandyny E2. Juz
po kilkunastu dniach od podania bardzo szybko zwigksza
si¢ ich liczba oraz ilo$¢ wytwarzanego osteoidu, a komor-
ki zrebowe szpiku starych zwierzat, poddane hodowli in
vitro w obecnosci tej prostaglandyny wykazujg zwigkszo-
ng ekspresje fosfatazy zasadowej i wytwarzaja wigcej ognisk
osteogenezy (,,bone nodules') [21,22].
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