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Summary

The third part in the series of three publica-
tions describing the role of the SIBLING family
proteins in dentinogenesis concerns MEPE (ma-
trix extracellular phosphoglycoprotein), ENAM
(enamelin), OPN (osteopontin) and BSP (bone
sialoprotein). MEPE, unlike the rest of the SI-
BLING family members, is strongly basic and is,
therefore, much less able to bind calcium ions.
Studies confirm that MEPE is secreted by odon-
toblasts to dentine matrix during dentinogenesis.
Other proteins have been examined mainly in the
context of their role in the osteogenesis and ame-
logenesis and, to a certain degree, in the context
of dentine. Since it is believed that mineralization
of bone and dentine is similar, the most signifi-
cant reports concerning OPN and BSP have been
analysed for the purpose of this study. In turn, di-
rect presence of enamel and dentine tissues — the
enamel-dentine junction — with active participa-

Streszczenie

Ostatnia czes¢ serii publikacji skupia si¢ na
pozostalych biatkach z rodziny SIBLING, {j.
MEPE (biatko fosfoglikozylowe macierzy zebino-
wej), ENAM (enamelina), OPN (osteopontyna) i
BSP (biatko sialowe kosci). MEPE w przeciwien-
stwie do opisywanych wczesniej czlonkow rodzi-
ny, posiada silnie zasadowy charakter, a tym sa-
mym mniejszq zdolnos¢ wigzania jonow wapnia.
Badania potwierdzajq, ze MEPE jest wydzielane
przez odontoblasty do macierzy zgbiny w trakcie
dentinogenezy. Pozostate biatka zostaly przeba-
dane glownie w kontekscie funkcji jakg petnig w
rozwoju i mineralizacji kosci, czy tez szkliwa oraz
w niewielkim stopniu w kontekscie zebiny, jak-
kolwiek uwaza sie, ze w pewnym zakresie proces
mineralizacji kosSci i zebiny przebiega w zblizony
sposob, dlatego dla potrzeb tej publikacji zebra-
no najbardziej istotne doniesienia dotyczqce bia-
tek OPN i BSP. Z kolei bezposrednie sgsiedztwo
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tion of enamelin, is the basis for assumption that
this protein may also influence the dentine mine-
ralization process.

tkanek szkliwa i zebiny, a tym samym obecnosé
polgczenia szkliwno- zebinowego, w ktorego two-
rzeniu bierze udzial enamelina, pozwala przy-
puszczad, iz biatko to rowniez moze mie¢ wphw
na proces mineralizacji zebiny.

Matrix extracellular phosphoglycoprotein —
MEPE

In situ, MEPE occurs in the form of small
peptides, containing ASARM sequence, which
is identical to the C-terminal fragment of the
main salivary protein — staterin.!

The ASARM sequence of MEPE, similarly
to DSPP and DMP1, is located on its C-terminal
fragment and has an inhibitory effect on dentine
mineralization.?

The decrease in MEPE synthesis increases
the activity of odonoblasts and osteoblasts,
which suggests the MEPE inhibitory effect on
dentino- and osteogenesis. In bone, MEPE is
mainly secreted by osteocytes.?

MEPE is also associated with tooth pathology
in the course of hypophosphatemic rickets
(XLH).* Similarly to DMP1, MEPE binds
to the PHEX endopeptidase, which protects
the ASARM sequence from proteolysis.>°
This is confirmed by the fact that more than
80% of patients with XLH have mutations
in the PHEX sequence, which results in the
exposure of ASARM sequence to proteolysis.”-
Consequently, MEPE is exposed to proteolytic
degradation by cathepsin B.>%10 In addition,
the absence of PHEX, whose substrate
under normal conditions is ASARM, causes
the accumulation of peptides formed after
degradation of the native MEPE in mineralized
matrix tissues and consequently results in
failure of dentine and bone mineralization.-6-11
In their in vivo and in vitro studies, Salomon et
al. confirmed that the ASARM phosphorylate

Bialko fosfogliokozylowe macierzy z¢bino-
wej — MEPE

In situ MEPE wystepuje w postaci matych
peptydow, zawierajacych sekwencje ASARM,
ktora jest analogiczna do C-koncowego frag-
mentu glownego bialka §liny — stateryny.!

Sekwencja ASARM MEPE podobnie, jak w
przypadku DSPP oraz DMP1, znajduje si¢ na
C-koncowym fragmencie biatka i ma hamu-
jacy wplyw na proces mineralizacji zebiny.?

Spadek poziomu syntezy MEPE zwicksza
aktywno$¢ odontoblastow i osteoblastow, co
sugeruje inhibicyjny wptyw MEPE na pro-
ces dentino- i osteogenezy. W przypadku ko-
sci MEPE w gltownej mierze wydzielane jest
przez osteocyty.?

MEPE ma réwniez zwigzek z patologicz-
nymi zmianami dotyczacymi z¢bow w prze-
biegu hipofosfatemicznej krzywicy kosci
(XLH).* Podobnie, jak DMP1, MEPE wigze
si¢ z endopeptydazg PHEX, ktora chroni se-
kwencje ASARM przed proteolizg.>® Ponad
80% pacjentow z rodzinng hipofosfatemiczna
krzywica posiada mutacj¢ w genie kodujacym
PHEX, skutkujacg brakiem ochrony sekwen-
cji ASARM przed proteolizg.”® W konse-
kwencji u tych pacjentow MEPE jest narazo-
ne na proteolityczny rozpad z udziatem ka-
tepsyny B.>%:10 Ponadto, brak PHEX , ktore-
go substratem w normalnych warunkach jest
ASARM, powoduje akumulacj¢ w macierzy
organicznej tkanek zmineralizowanych pep-
tydow, powstalych po degradacji natywnej
czasteczki MEPE, co prowadzi do zaburzen
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peptide originating from MEPE, inhibits
dentine mineralization, disrupts odontoblast
differentiation, and significantly increases the
level of MEPE expression.'> This implies that
this peptide may be a key molecule in the
pathogenesis of dentine mineralization in the
course of hypophosphatemic rickets.!!

Enamelin — ENAM

The role of enamelin in dentinogenesis has
not been recognized yet, despite its expression
by odontoblasts.!> So far, it has been found
that enamelin, which is a phosphorylated
glycoprotein, plays an important role in enamel
formation. Enamelin is the largest protein of
ename] organic matrix, consisting of 1181 amino
acids (50-70 kDa).'* It contains large quantities
of aspartic acid and serine residues, which
facilitates phosphorylation, and thus gives it
acidic character. Such structure of ENAM
determines its participation in amelogenesis.!3

Siddiqui et al. discovered the presence of
ENAM in the area of enamel-dentine junction
(EDJ), which may suggest the contribution of
this protein to the enamel formation.!3

Mutations in the ENAM encoding sequence
result in enamel hypoplasia,’> however the
interaction mechanism of this mutation, and
its effect on the crystallographic structure of
the enamel, is still a subject of both in vivo and
in vitro studies.

Osteopontin — OPN

Osteopontin is a 33 kDa extracellular
matrix protein, which plays a key role in
bone morphogenesis.!® 1t is also present in
cementum, predentine and tertiary dentine.!®
Both in vivo and in vitro studies confirmed the
inhibitory effect of osteopontin on the growth
and formation of hydroxyapatite crystal.!”

Unlike DSPP and DMP1, OPN is present in a
high concentration in non-mineralized tissues,
and its level of synthesis is comparable to
that in mineralized tissues.!®1? It is produced

w procesie mineralizacji koSci i zebiny.>-6-11
Salomon 1 wsp. w badaniach in vivo 1 in
vitro potwierdzili, ze ufosforylowany pep-
tyd ASARM, pochodzacy z MEPE hamuje
proces mineralizacji z¢biny, zakldca rdzni-
cowanie odontoblastow i znacznie podwyz-
sza poziom ekspresji MEPE.!? Nasuwa to
stwierdzenie, ze peptyd ten jest kluczowa
czasteczka w patogenezie zaburzen minera-
lizacji zgbiny w przebiegu krzywicy hipo-
fosfatemiczne;j.!!

Enamelina - ENAM

Rola enameliny w procesie dentinogene-
zy nie zostala poznana pomimo, iz komor-
ki zebinotworcze wykazujg jej ekspresje.!3
Dotychczas stwierdzono, ze enamelina beda-
ca ufosforylowana glikoproteing petni istot-
ng role w procesie ksztattowania szkliwa.
Enamelina jest najwigkszym biatkiem macie-
rzy organicznej szkliwa, zbudowanym z 1181
aminokwasow (50-70kDa).!4 Biatko to zawie-
ra w swoim sktadzie duzo reszt kwasu aspa-
raginowego 1 seryny, co sprzyja jej fosforyla-
cji, a tym samym nadaje jej kwasny charak-
ter. Taki charakter biatka decyduje o udziale
enameliny w procesie tworzenia krysztalow
mineratu w szkliwie.!3

Siddiqui 1 wsp. wykazali obecnos¢ ENAM
w okolicy potaczenia szkliwno-zebinowego
(EDJ — enamel dentin junction), co moze su-
gerowa¢ udziat tego biatka w jego powsta-
waniu. !

Mutacje w genie kodujacym biatko ENAM
skutkujg powstaniem hipoplazji szkliwa,!?
jednak mechanizm oddzialywania tej muta-
cji 1jej wptyw na strukture krystalograficzng
szkliwa jest w dalszym ciggu przedmiotem ba-
dan zaréwno in vivo, jak i in vitro.

Ostopontyna — OPN

Osteopontyna jest biatkiem macierzy ze-
wnatrzkomorkowej o masie 33 kDa i odgrywa
glowna role w procesach morfogenezy tkanki
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by preosteoblasts, osteoblasts, osteoclasts,
osteocytes, odontoblasts and chondrocytes,?’
bone marrow cells, dendrocytes, epithelial
cells (breast, skin, kidney), immune system
cells (lymphocytes T, lymphocytes B, NK,
macrophages, Kupffer cells), nerve cells (glial
cells, Schwanna cells, neurons), vascular
smooth muscle cells, skeletal and smooth
muscle myoblasts, fibroblasts, endothelial cells,
the inner ear, brain, kidney and placenta.?!-25

OPN is an important cytokine for the immune
system because it boosts Thl lymphocyte
activity by inhibiting interleukin-dependent
Th2 lymphocytes (IL10).'® In addition, it
promotes proliferation of lymphocytes B
and production of immunoglobulins; it also
stimulates migration of the mast cells, as well as
macrophage degranulation and hyperactivity.'6
Osteopontin also affects the activity of
parathyroid hormone (PTH).2¢

OPN is a phosphorylated and glycosylated
protein that contains the RGD sequence
(arginine-glycine-aspartic acid) through which
it binds to CD44 integrin present at the cellular
membrane of odontoblasts, osteoblasts and
cementocytes. !

It is believed that OPN participates in the
adhesion, displacement and survival of tumour
cells by modulation of the binding properties of
CD44 integrins to the surface of these cells. This
seems very likely since CD44 integrins mediate
many cellular functions such as activation,
recirculation, targeting and hematopoiesis of
lymphocytes, as well as tumour metastasis.!®
Moreover, OPN and other SIBLING proteins
have the ability to bind and activate specific
metalloproteinases of the extracellular matrix
(MMPs: 2, 3, 7, 9), which participate in
tumour metastases by angiogenesis activation
and cancer cell growth progression.'®?7 The
elevated levels of osteopontin expression have
been found mostly in tumours that show bone
metastases.!®

kostnej.'® Wystepuje rowniez w cemencie ko-
rzeniowym, prezebinie i z¢binie trzeciorzedo-
wej.10 Badania in vivo i in vitro potwierdzaja
hamujacy wplyw tego biatka na wzrost i for-
mowanie krysztatu hydroksyapatytu.!’

W przeciwienstwie do DSPP oraz DMPI,
osteopontyna wystepuje w duzych ilosciach
w tkankach niezmineralizowanych, a poziom
syntezy jest porownywalny do tego w tkan-
kach zmineralizowanych.'®!® OPN produko-
wana jest przez preosteoblasty, osteoblasty,
osteoklasty, osteocyty, odontoblasty i chon-
drocyty.?® Ponadto, komorki szpiku kostne-
go, dendrocyty, komarki nablonkowe (piersi,
skory, nerek), komorki uktadu immunologicz-
nego (limfocty T, limfocyty B, NK, makro-
fagi, komorki Kupffera), komorki nerwowe
(glejowe, komorki Schwanna, neurony), ko-
morki naczyniowe miesni gladkich, mioblasty
miesni szkieletowych i gtadkich, fibroblasty,
komorki srodbtonka, komorki ucha wewnetrz-
nego, moézgu, nerek itozyska.?!-23

OPN jest wazng cytoking dla uktadu im-
munologicznego podnosi bowiem aktyw-
nos¢ limfocytéw Thl poprzez hamowanie
zaleznej od limfocytow Th2 interleukiny 10
(IL10).'6 Ponadto, sprzyja proliferacji limfo-
cytow B, wytwarzaniu immunoglobulin, sty-
muluje migracj¢ komoérek tucznych oraz de-
granulacje 1 zwigkszenie aktywnos$ci makro-
fagow!®. Osteopontyna wplywa rowniez na
aktywno$¢ parathormonu (PTH).

OPN to ufosforylowane i glikozylowane
biatko, ktore zawiera sekwencje RGD (ar-
ginina-glicyna-kwas asparaginowy), poprzez
ktorg wigze si¢ z integryng CD44 obecng w
btonie komoérkowej odontoblastéw, osteobla-
stow i cementocytow.!6

Poniewaz, integryna CD44 posredniczy w
wielu funkcjach komoérkowych, miedzy in-
nymi w aktywacji, recyrkulacji, naprowa-
dzaniu na cel i hematopoezie limfocytow, a
takze powstawaniu przerzutbw nowotworo-
wych, uwaza sie, ze OPN moze uczestniczy¢
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Bone sialoprotein — BSP

BSP is the non-collagenous
component of the bone organic matrix.?® It
is composed of 301 amino acids, produced
during bone morphogenesis by osteoblasts,
osteoclasts, osteocytes and chondrocytes.?’
High concentration of glutamic acid in BSP
(approximately 22%) is crucial for binding
amorphous calcium ions by BSP, and thus
participation of this protein in the formation of
bone mineral crystals.?%-3!

Valverde et al. attribute the inductive effect
on the development and differentiation of
osteoclasts together with the RANKL factor
(Receptor Activator for Nuclear Factor «
B Ligand), and thus its function as a bone
resorption mediator to BSP.3> RANKL and
BSP levels are elevated in many disorders
resulting from bone resorption. However, the
mechanisms, in which these two components
can induce osteoclasts to bone resorption under
pathological conditions, are mostly unknown.3?

BSP can also inhibit bone marrow stem cell
proliferation.?3 In vivo studies have shown
that BSP actively participates in reproductive
processes and osteogenesis during repair
procedures (bone healing).3*

As aresult of interaction with avp3 integrin,
which is present on the surface of human
endothelial cells, BSP promotes their migration
and angiogenesis.’> In addition, BSP binds
type I collagen, binds and activates MMP2
(metalloproteinase 2) and CFH (Complement
Factor H), thereby protecting complement
cells from their lysis.?® Until recently, BSP
expression was thought to be present only in
bone-forming cells. Recent studies, however,
indicate that the high level of BSP expression
is also present in osteotropic tumour cells, such
as multiple myeloma, breast, prostate, lung,
thyroid and cervical cancer.'®

In a tooth, BSP was localized in cementum
and reparative dentine.'® In studies conducted
on teeth of pigs and mice, BSP expression

main

w adhezji, przemieszczaniu i przetrwaniu ko-
moérek nowotworowych poprzez modulowa-
nie wigzania integryn CD44 na powierzchni
tych komorek.'® Dodatkowo, OPN oraz in-
ne biatka SIBLING maja zdolno$¢ wigza-
nia i1 aktywacji specyficznych metaloprote-
inaz macierzy zewnatrzkomorkowej (MMPs:
2,3,7,9), ktore uczestnicza w powstawaniu
przerzutow nowotworowych poprzez aktywa-
cj¢ angiogenezy i progresje wzrostu komo-
rek rakowych.!®27 Obecno$¢ podwyzszone-
go poziomu ekspresji osteopontyny stwier-
dzono zwtaszcza w tych nowotworach, ktore
wykazujg przerzuty do kosci.!®

Bialko sialowe kosci — BSP

BSP stanowi dominujaca niekolagenowa
komponente macierzy organicznej kosci.?®
Jest biatkiem zbudowanym z 301 aminokwa-
sow, wytwarzanym w trakcie morfogenezy
kosci przez osteoblasty, osteoklasty, osteocy-
ty i chondrocyty.?® Wysoka zawarto$¢ kwasu
glutaminowego w BSP (ok. 22%), ma kluczo-
we znaczenie dla wigzania przez BSP amor-
ficznych jondw wapnia, a tym samym udziatu
biatka w procesie tworzenia krysztaléw mi-
neratu budujgcego kos¢.2%-3!1

Valverde 1 wsp. przypisuja BSP indukcyjny
wplyw na rozwdj i réznicowanie si¢ osteokla-
stow razem z czynnikiem RANKL (Receptor
Activator for Nuclear Factor k B Ligand), a
tym samym funkcj¢ posrednika w procesie
resorpcji ko$ci.32 Poziom RANKL i BSP jest
podwyzszony w wielu zaburzeniach bedacych
skutkiem resorpcji kosci. Jednakze mechani-
zmy, w ktorych te dwa elementy moga indu-
kowac osteoklasty do resorpcji kosci w wa-
runkach patologicznych, pozostaja w duzej
mierze nieznane.3?

BSP moze réwniez hamowac¢ proliferacje
komorek macierzystych szpiku kostnego.’3 W
badaniach in vivo wykazano, ze BSP aktyw-
nie uczestniczy w procesach odtwoérczych
podczas procesu wytwarzania i mineralizacji
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was demonstrated during dentinogenesis.3?
However, the biological function of this protein
for dentine mineralization has not yet been
determined.

Summary

Constantly expanded research on the
SIBLING proteins confirms that they are
essential for the proper dentine mineralization.
The main role of these proteins is to control
the process of dentine extracellular matrix
formation with subsequent promotion of
mineral crystal nucleation and growth.

Polyanionic proteins (BSP, OPN i.e. DMPI
and DSPP) with acidic properties show affinity
to Ca%*, which is reflected in the promotion
of mineral crystal nucleation and growth. On
the other hand, MEPE is alkaline and has an
opposite effect, which allows us to speculate
that MEPE in situ expression may play a role
in the control of excessive and/or too rapid
dentine calcification.

The role of the remaining OPN and BSP
proteins is strongly dominant in bone
mineralization. However, knowledge about
their presence in dentine organic matrix and
probable analogy of the course of selected
stages of bone and dentine mineralization
allows for speculations that these proteins can
perform similar functions in the dentinogenesis
processes.

nowej kosci podczas procesdéw naprawczych
(gojenia kosci).3

BSP dzig¢ki interakcji z integryng avp3, kto-
ra wystepuje na powierzchni komorek $rod-
btonka ludzkiego, sprzyja ich migracji, a tak-
ze angiogenezie.’> Dodatkowo BSP wigze
si¢ z kolagenem typu I, wigze 1 aktywuje
MMP2 (metaloproteinaz¢ 2), a takze CFH
(Complement Factor H) chronigc tym sa-
mym komorki uktadu dopetiacza przed ich
lizg.3% Jeszcze do niedawna uwazano, ze eks-
presja BSP wystepuje wylacznie w komor-
kach kosciotworczych, ostatnie badania wska-
zuja jednak, ze w komodrkach nowotworow
osteotropicznych, takich jak szpiczak mnogi,
rak piersi, prostaty, ptuc, tarczycy i rak szyjki
macicy, rowniez dochodzi do wysokiej eks-
presji BSP.16

W zebie BSP zostata wykryta w cemencie
korzeniowym i zgbinie reakcyjnej.!® W ba-
daniach przeprowadzonych na zebach $wi-
ni i myszy wykazano ekspresje BSP podczas
dentinogenezy,? jednak, biologiczna funkcja
tego biatka dla procesu mineralizacji zgbiny
jak dotad nie zostata okreslona.

Podsumowanie

Nieustannie rozszerzane badania na temat
biatek z rodziny SIBLING, potwierdzaja, ze
sg one niezbedne dla wlasciwego przebiegu
procesu mineralizacji z¢biny. Rola tych bia-
tek sprowadza si¢ gtownie do kontroli proce-
su tworzenia organicznego zr¢bu, w ktorego
domenach nast¢puje nukleacja 1 pdzniejszy
ukierunkowany wzrostu krysztaldéw mineratu.

Biatka polianionowe, o charakterze kwa-
snym ( BSP, OPN tj. DMP1 i DSPP ) wykazuja
duze powinowactwo do wigzania jonéw wap-
nia, sprzyjajac tym samym nukleacji i wzro-
stowi krysztatu mineratu, natomiast biatko za-
sadowe (MEPE) wykazuje dziatanie odwrot-
ne, co pozwala z duzg ostroznoscig spekulo-
wac, iz jego ekspresja in situ moze stanowic
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element kontroli przed nadmierng i/lub zbyt
szybka kalcyfikacja zgbiny.

Funkcja pozostatych biatlek OPN i BSP jest
zdecydowanie dominujgca w procesie mine-
ralizacji kosci. Jednak wiedza na temat ich

ekspresji w organicznej macierzy zebiny i
prawdopodobna analogia przebiegu wybra-
nych etapéw mineralizacji ko$ci i zebiny, po-
zwala na spekulacje, iz biatka te moga petnic
tozsame funkcje w obu procesach.
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