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1

VEGF : vascular endothelial growth factor



INTRODUCTION



Des l'apparition des animaux pluricellulaires, deedette fut nécessaire. Par son réle de
soutien, il permet de lutter efficacement contregtavité et de maintenir la cohérence de
l'organisme. Ce squelette est généralement co@gti#uparties dures mais peut aussi étre de
composition liquidienne comme chez les Némathelmaisit Chez les Spongiaires, le squelette
est diffus et se compose de spicules (calcairesilimeuses) qui participent a la bonne tenue
de l'animal. L'exosquelette des Arthropodes, corm@pegsincipalement de chitine et de
carbonate de calcium, a permis a cet embrancheohentoloniser le milieu aérien en
s'affranchissant de la gravité et de la déshydmtatChez les Vertébrés, le squelette devient
interne ; d’abord cartilagineux il va se minéralipar la suite pour donner |'os.

D’un point de vue biologique, il est trés étonnd@tconstater que I'un des seuls vestiges
de nos ancétres est leur squelette, capable dsterési l'altération du milieu extérieur.
Pourtant, dans l'organisme, l'os est le siege daampétuel remaniement conduisant au
remplacement d’environ 10% du squelette par an thdalte. Les deux principales cellules
du tissu osseux sont l'ostéoclaste, capable delrésbos et I'ostéoblaste, responsable de sa
formation. Il réside un parfait équilibre entre ab=ux processus afin de maintenir la masse
osseuse. Le déreglement de cette balance mengparition de pathologies ostéo-articulaires
qui sont ostéocondensantes ou ostéolytiques. Laaissance des mécanismes fondamentaux
impliqués dans la biologie de I'os et notammeniecele I'ostéoclaste permet de mieux
comprendre la physiopathologie de ces maladiesyrgdut peut conduire a la découverte de

nouveaux traitements.



Structure de I'os

I. Structure de ’'os

Le squelette humain est composé de plus ou moisa®) sur lesquels viennent
s’insérer des ligaments et des tendons. L'os & Iphg du corps humain est le fémur (50 cm
pour un homme de 1,80 m), et le plus petit osti€ei(2,6 a 3,4 mm), se situe dans l'oreille
interne.

Le tissu osseux qui compose ce squelette est sun dmnjonctif spécialisé formé, d’'une
fraction organique et d’'une fraction minérale, guiconferent ses propriétés de rigidité et
d’élasticité. Il s’agit d'un tissu de soutien sarvae point d’ancrage au systéme musculaire
squelettique. Il remplit également des fonctions metection pour un certain nombre
d’organes vitaux en formant de grandes cavités ok du crane protegent les hémispheres
cérébraux et le cervelet, le rachis renferme lallm@piniere et la cage thoracique préserve le
coeur et les poumons. Enfin, le tissu osseux posasedéle métabolique important puisqu’il
constitue la principale réserve d’ions minéraux lEganisme (calcium, phosphate,

magnésium, .).

1. Organisation générale

Au sein du squelette humain 3 types d’os peuveatdcrits :

* les 0s longscomme I'humérus, le fémur ou le tibia, serverasslquement de modele
pour décrire la structure des os.

» les os courtscomme les vertebres et les phalanges, sont c@&spdisn noyau d'os
spongieux entouré d’une corticale d’'os compact (oentes os longs).

* les os platscomme le sternum et les os pariétaux, ont unesmbion nettement plus
courte que les deux autres. lls sont composés de deuches d’os compact, les tables

externe et interne, enfermant une couche d’os spoxg

Un os long typique chez I'adulte est constitué d'yartie centrale cylindrique appelée
diaphyse, et de deux extrémités élargies et aresndppelées épiphyses, couvertes de
cartilage articulaire. Des régions coniques, amsel@étaphyses, connectent la diaphyse a
chaque épiphyse. La forme particuliere des os l@bdeur organisation macroscopique leur
conférent la capacité a résister aux forces deigengle traction et de cisaillement.
Histologiquement, on distingue I'os compact (outicaf) et I'os spongieux (ou trabéculaire),
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Structure de I'os

'ensemble étant entouré d’'une "enveloppe extereepérioste, sauf au niveau du cartilage
articulaire et aux endroits d’insertion des tendeihdes ligaments. Ces mémes ligaments sont
constitués d'un tissu conjonctif composé de deuxches: l'une, interne, a capacité
ostéogene et l'autre, externe vascularisée asserben avec les tissus voisins.

L’endoste constitue la face interne de I'os et s&as cortical (ou trabéculaire) de la
moelle osseuse. Il a un réle dans I'ostéoformatiotians le remaniement osseux (figure 1).

La croissance en longueur des os longs est poggifide a la persistance d’'une plaque
cartilagineuse appelée "cartilage de conjugaisaiiteeles épiphyses et la diaphyse. Cette
plague épiphysaire de cartilage contient de nombolwndrocytes en multiplication tandis
gue les points d’ossification diaphysaires cont@&rirune matrice cartilagineuse calcifiée par
modification des chondrocytes. Vers I'age de 18 #mplaque de croissance est remplacée
par de I'os spongieux, ce qui provoque la fusionl'dpiphyse et de la métaphyse. La
disparition du cartilage de croissance suite aisgoh de deux masses est appelée fermeture

du cartilage.

Epiphyse
proximale

Métaphyse {

Périoste

Os compact

Diaphyse < Périoste

Cavité
médullaire .
—0Os spongieux
Cartilage de
croissance

-

Métaphyse

Epiphyse {
distale

Figure 1: Organisation structurale d’'un os long.
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Structure de I'os

A. Os compact

Il s’agit d'os mature, dense, contenant moins d& e tissu mou, présent dans la
couche externe de tout os (figure 2). Son architecatectiligne, est faite d’'un grand nombre
d’ostéons contigus. L’'ostéon est I'élément struadtwnitaire de I'os compact. Il s’agit d’'un
cylindre de 200 a 250 micrometres de largeur, [gdeah I'axe longitudinal de la corticale de
I'os. Il consiste en une apposition de lamellescentriques (de 5 a 15) de fibres de collagene
autour d’'un canal. Ce canal, appelé canal de Halsege de 40 a 50 micromeétres permet le
passage de vaisseaux, de fibres nerveuses amyéhnignais aussi la connexion
intercellulaire. Largement ouvert dans les ostgmisaires, le canal de Havers est délimité
par les cellules ostéoprogénitrices et les ostétdda Ces cellules prendront le nom
d’ostéocytes lors de la maturation des ostéongjuisant au comblement du canal. Enfin, les
ostéons sont reliés entre eux par des canaux gemes/ dits de Volkmann assurant
I’'hnoméostasie phosphocalcique mais aussi la congatian entre le périoste et la moelle
osseuse.

L’os compact, qui représente jusqu’a 80% de la magselettique, a un réle mécanique

et métabolique important comme nous le suggereiGastructure.

osteocyte

Lamelles Lamelles

concentriques intersticielles g compact

Périoste

Canal de Volkmann

Vaisseaux sanguins
et lymphatique

Figure 2: Représentation schématique d’'un os de type biaver(d’aprés Marieb,
1998). A: coloration d'ostéocytes figés dans lasdlles concentriques (ostéoplastes) de

I'unité structurale de I'os compact : I'ostéon. Beseau trabéculaire limité a I'endoste par les
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Structure de I'os

deux corticales (composées d’os compact) recowssddgérioste. Coloration au trichrome de
Goldner. C : canal de Havers et canal de Volkmamen coupe longitudinale (Laboratoire

de Physiopathologie de la résorption osseuse).

B. Os spongieux (ou trabéculaire)

Il est constitué de trabécules plates ou rondes’'quiremélent dans la moelle osseuse,
qui peut étre jaune (tissu adipeux) ou rouge (hépwaétique), et qui représente 75 % du
volume total de I'os spongieux. De par sa micrastne (grande surface de contact), I'os
spongieux a des échanges particuliers avec la enosfieuse (figure 3). La moelle osseuse,

contenue dans I'os spongieux, est a l'origine desggniteurs des différentes lignées

sanguines (hématies, plaquettes, lymphocytes, plbages, ostéoclastes, ...).

Figure 3: Jonction entre os spongieux et os cortical @ssement x4) (Gotzos ait, 2007).

2. Organisation microscopigue

L’os est un tissu conjonctif constitué de cellulées ostéoblastes, les ostéocytes et les

ostéoclastes, ainsi que d’'une matrice extracetlilgui occupe entre 92 et 95% du volume

tissulaire.

A. La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire peut étre subdiviséelemx phases, organique et minérale. Sa

teneur en eau, environ 9%, est trés variable ectitonde I'age et du degré de minéralisation.

13



Structure de I'os

La phase organique représente 30% de la massesessethe. Elle est principalement
composée de fibres de collagene de type |, quieptént une structure hélicoidale issue de
'assemblage de deux chaindset d’'une chaine2. L'élastine et la fibronectine forment avec
le collagene de type | (90% de la phase organilgusiyibstance fibrillaire. Cette derniere est
entourée par la substance interfibrillaire (10 %lalgphase organique), également appelée
substance non-collagénique. Elle comprend des sg#yomoglycanes (GAGs), des
protéoglycanes, des glycoprotéines et des lipidepatite quantité. L'ostéocalcine, la plus
abondante des protéines non-collagéniques (10 a),26% spécifiqgue de la matrice
extracellulaire du tissu osseux. Cette protéinetasant des résidus d’acide glutamique
carboxylé, jouerait un réle dans l'attraction deséoclastes dans les foyers de résorption et
dans le processus de minéralisation (Swaminatlt, 2Glowacki etl., 1991).

Plusieurs protéines non-collagéniques telles qostdbpontine et la sialoprotéine
renferment une séquence arginine-glycine-acide rtigpa (RGD). Cette séquence RGD
caractérise les protéines d'adhérence cellulaireestt reconnue par certaines protéines
membranaires appelées intégrines (Ruoslahti, 19@%)intégrines présentes a la surface des
ostéoclastes offs) et des ostéoblastes permettent leur attachement amatrice
extracellulaire.

Des cytokines et des facteurs de croissance [lefT@&nsforming growth factds), les
interleukines, le TN& (Tumor Necrosis Factor), les BMPs (Bone Morphod®riotein)] sont
également présents au sein de la fraction organiGes substances, bien qu’en faible
qguantité, participent a I'activation et a la difféciation des cellules de la matrice osseuse
assurant I'équilibre entre formation et dégradateseuses.

Si la phase organique confere une certaine élgstei tissu osseux, la rigidité et la
résistance mécanique sont assurées par la phagralinLes sels minéraux les plus
abondants sont le calcium (27 %) et le phospho2e%) présents sous forme de cristaux
d’hydroxyapatite (CAPO,)s(OH),). Ces cristaux ont une forme hexagonale, apldtigoet
disposés dans les espaces interfibrillaires. Lemnbre et leur taille s’accroissent lentement
au cours du processus de minéralisation secondefrephase minérale de la matrice
extracellulaire constitue environ 99 % du calciuen’drganisme, 85 % du phosphore et entre

40 et 60 % du sodium et du magnésium de I'organisme

14



Structure de I'os

B. Les ostéoblastes

Les ostéoblastes sont des cellules ostéoformatniesponsables de la production des
constituants de la matrice osseuse et de sa misairanh.

L’'ostéoblaste mature (figure 4) est une celluleiqué, polyédrique ou vésiculeuse,
polarisée, dont le noyau est excentré et dont teptasme est rempli d’organites impliqués
dans la synthese et la sécrétion de macromolémeégscielles. L'ostéoblaste est limité par
une membrane plasmique classique possédant quettpekications structurelles en relation
avec sa polarité cellulaire. La portion de membraiasmique adjacente a l'os en
développement se trouve hérissée d'un nombre impbde processus cytoplasmiques qui
peuvent s’étendre profondément entre les fibridlescollagene. Par contre, la portion de
membrane plasmique située au poéle opposé de lae;etiest-a-dire celui qui n’est pas en

contact avec I'os en formation, possede peu d’esipas.

Figure 4: Ostéoblaste observé par microcopie électrongguansmission (Bosshardt, 2005).

Les cellules souches mésenchymateuses sont ail@rages ostéoblastes. Elles sont
présentes principalement dans le stroma médullaiaés on peut les retrouver au niveau du
périoste et de I'endoste. Ces cellules souches moBgmateuses pluripotentes, en plus de
pouvoir se différencier en ostéoblastes, ont laaci de générer des cellules adipeuses, des
chondroblastes et des myoblastes (Owen, 1988)iffeaaahciation vers I'une ou l'autre des
voies est sous le contrdle de I'expression de @amstde transcription spécifiques. Les facteurs
Runx2 (Cbfal) et Osterix sont indispensables affardnciation en ostéoblastes (Nakashima

et al.,, 2002). La délétion génique du facteur Runx2 dhesouris entraine I'absence de tissu
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osseux : les maquettes des o0s sont présentes &irrde normale mais elles ne sont
constituées que de cartilage (Komori a&t, 1997). La différenciation dans la voie
chondrocytaire requiert I'expression des factewedadfamille Sox dans un premier temps,
puis du facteur Runx2 dans la phase tardive deffi@rehciation. L'expression de PPAR
(Peroxysome Proliferator Activated Receptor gamman@uit la différenciation des cellules
souches mésenchymateuses dans la voie adipocyiigkimura etal., 2008), alors que
I'expression de MyoD provoque leur différenciatien myoblastes (Davis etl., 1987)
(figure 5).

Cellule souche mésenchymateuse

@ =

Runx2 I Myoblastes

Cellule ostéoprogénitrice

PPAR y2
—_—
Runx2
Sox 5, 6,9 Osx i
/ \S-Caténine Adipocytes

DODERE Y

Chondrocytes Ostéoblastes

Figure 5: Les ostéoblastes sont issus de la differenciatie cellules souches

mésenchymateuses sous l'action de facteurs dectijainen (d’aprés Marie, 2008).

L'expression des facteurs de transcription (Ostefdunx2, AP-1) de la voie
ostéoblastique est sous le contrdle de cytokindhetmones telles que les BMPs, le TGF-
Wnt, hedgehog, les FGFs (fibroblast growth factdes estrogenes et les androgenes (Marie,
2008). La BMP2 active Smad1/5 et Smad4 qui stintdlerpression et la fonction de Runx2.
Les protéines anaboliques Wnt (Wnt3a et Wntl10),aetivant la voie Wnf-Catenin,
augmentent également I'expression de Runx2 (Gawl.eR005 et Bennett edl., 2005)
(figure 6).
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Cellule souche Progéniteur Ostéoblaste Survie
mésenchymateuse immature mature ostéoblaste
Runx 2 Osterix B-caténine
_— _— —_—
PTH PTH Whnts
Vitamine D BMP 2 PTH
Hormone de croissance IGF 1 Forces mécaniques

BMP 2

TGF B

Whnt

PGE2

Forces mécaniques
FGF2 /| FGFR2

Figure 6: Régulation des facteurs de transcription dedeg wstéoblastique (d’apres
Marie, 2008).

Le cytoplasme des ostéoblastes est riche en nétic@ndoplasmique granuleux, en
mitochondries et présente un appareil de Golgi déasloppé, ce qui démontre une activité
de synthese trés importante. La fonction esseatikdll'ostéoblaste mature est la formation, le
dépbt et la minéralisation de la matrice osseugmmgue. L'ostéoblaste synthétise du
collagene de type I, qui forme la majorité de lastance organique osseuse. Les molécules
de collagene s'assemblent dans le milieu extrdagu en fibrilles apres coupure
enzymatique des propeptides C- et N-terminaux. l@stéines non-collagéniques
(ostéocalcine, ostéopontine, ostéonectine) lesoghminoglycanes et les protéoglycanes
(décorine, biglycan) constituent avec le collagdaetissu ostéoide. Le processus de
minéralisation de ce tissu ostéoide intervientdl®g apres le dépdbt de la matrice organique.
Il dépend d'une part de la présence d'une struatatecielle extracellulaire, et d'autre part
d'une concentration adéquate en minéraux. La watdn de la matrice se fait par
l'intermédiaire des vésicules matricielles émisas Ifpstéoblaste qui contiennent de fortes
concentrations de phosphatase alcaline et de mixétaes cristaux d’hydroxyapatite se
déposent entre les fibres de collagéene, ce quiaariims sa résistance a la rupture, en plus de
sa résistance a l'étirement.

A l'issue de la période de formation osseuse, lprité des ostéoblastes va mourir par
apoptose ; dans le cas contraire les ostéoblasmtegrglobés dans une matrice extracellulaire
organique qui se minéralise peu a peu, et devidrhes ostéocytes reliés entre eux et aux

ostéoblastes par des jonctions cellulaires de jgpetion communicante ou jonction gap
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assurées par les connexines de type 43 (Civig€li8). D’autres cellules prennent un aspect
aplati le long de la nouvelle matrice et sont ditesdantes.

Les cellules bordantes recouvrent la majorité defases osseuses trabéculaires (65%).
Ces cellules ont pour origine des ostéoblastesamnigepos, capables de se réactiver si elles
sont sollicitées. Les cellules bordantes préseniantytoplasme réduit pauvre en organites,
témoin d'une faible activité synthétique. Leur pipale fonction serait d’assurer la

communication entre la surface osseuse, I'enviroram cellulaire et les ostéocytes.

C. Les ostéocytes

Incapables de proliférer, les ostéocytes proviendera différenciation terminale de la
lignée ostéoblastique, sous l'action notamment aléiatrix Metalloproteinase de type 2
(MMP-2) et de la Dentin Matrix Protein-1 (Noble,). Tres réecemment, Brounais et coll.
ont montré que I'oncostatine M (OSM), une cytokdee la famille de I'lL-6, était capable
d’induire la différenciation terminale de cellulds calvaria en ostéocytes (Brounaisakt
2009). Cellule la plus abondante dans I'os mat@884 des cellules de I'0s), I'ostéocyte est
entierement entouré de matrice extracellulaire ussealcifiee. Il y réside dans une lacune
périostéocytaire (ostéoplaste) (figures 1 et 75 astéocytes possedent de nombreux et fins
prolongements cytoplasmiques reliés entre eux @ajahctions communicantes (Dattaakt
2008). De cette maniere, les ostéocytes communigutre eux et avec les cellules bordantes
qui recouvrent la surface osseuse. Les ostéocyssrent la transmission des signaux
mécano-sensoriels et permettent le maintien daiilibce osseux. Les candidats potentiels
pour la transduction des signaux mécaniques ssmtiégrinegl, certains canaux ioniques et
les connexines (Rubin afi., 2006). Les ostéocytes régulent également la filomasseuse
par la sécréetion de sclérostine qui est un de leangjueurs spécifiques (Pooleabt 2005).

La sclérostine est un antagoniste des voies Wmtoatrdle négativement l'activité des
ostéoblastes (Noble, 2008). Il semblerait que fapse de ces cellules soit le facteur
déclenchant I'ancrage des ostéoclastes a la surfsmise et par conséquent la mise en place

du processus de résorption (Noble et al., 2003).
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Figure 7: Les ostéoblastes (Ob)

synthétisent l'ostéoide (Os) durant la
phase de formation osseuse. Les
ostéoblastes, une fois emmurés dans la
matrice osseuse, se différencient en
ostéocytes (Ot). lls possedent de fins
prolongements cytoplasmiques assurant
une communication entre eux mais
également avec les ostéoblastes (Knothe
Tate etal., 2004).

D. Les ostéoclastes

Les ostéoclastes sont les seules cellules de Hge capables de résorber I'os. lls
sont capables de dégrader, au niveau de la chatebrésorption, la phase organique par la
sécrétion d’enzymes et la phase minérale en dimirleagpH. lls jouent un réle critique dans
le développement et le maintien du squelette dtégaiement impliqués dans de nombreuses
pathologies osseuses telles que I'ostéoporosesamstéolyses tumorales.

Les ostéoclastes, issus de la fusion de plusied@supseurs, sont des cellules géantes
(10 a 100 um de diamétre) multinucléées, conteegritis souvent de 10 a 20 noyaux (figure
8). Ces cellules sont visibles au fond des lacualeesesorption appelées lacunes de Howship,
au contact de la matrice osseuse calcifiée. Unecdexctéristiques propres a l'ostéoclaste
actif est sa bordure en brosse constituée d’'uneessimn d’expansions et d’invaginations de
la membrane cytoplasmique apicale adjacente aflacguosseuse (Sudaadt, 1992).

Lorsque les ostéoclastes sont actifs et formerte dedordure en brosse, une zone
spécialisée dénommée zone claire est observéee CGethe, dépourvue d’organites
intracellulaires et riche en filaments d’actinerrespond & une région ou la membrane
plasmique est en contact avec l'os, délimitantiainscompartiment clos entre la bordure en
brosse et la surface osseuse. Le processus deti@soest réalisé dans ce compartiment
appelé chambre de résorption (Holtrop et King, 1977

19



Structure de I'os

Figure 8: A. Ostéoclastes obtenus par différenciation ddVMR264.7 en présence de
RANKL (100ng/mL) pendant 5 jours; marquage immuytelogique du récepteur a la
calcitonine (grossissement original : x40). B. Oslastes obtenus par différenciation de
monocytes CD1%4en présence de RANKL (100ng/mL) et de M-CSF (2&rg/pendant 12
jours ; marquage cytologique révélant Il'activité AR des ostéoclastes (grossissement
original : x40). C. Ostéoclaste résorbant issu é’tumeur a cellules géantes et cultivé sur
une pastille de dentine observé au microscoperéteqtie a transmission (x5000) (Heymann
et Rousselle, 2000).

Les principales caractéristiques cytologiques silitecturales de I'ostéoclaste sont un
grand nombre de lysosomes, de mitochondries, deulgs denses et un ou plusieurs
appareils de Golgi périnucléaires. lls exprimenalément de nombreux récepteurs a la
calcitonine (CTR) (inhibiteur de la résorption) siinqu'a la vitronectine (réle dans
'adhérence de l'ostéoclaste a son support) eteptést une importante activité TRAP.
(Phosphatase Acide Résistante au Tartrate). Cetigree est impliquée dans la dégradation
des composants de la matrice osseuse (notammenphlesphoprotéines) lors de leur
trancytose de la partie basale a la partie apaaléostéoclaste (Hayman, 2008 ; Vaaraniemi
et al., 2004).

Les cellules souches hématopoiétiques sont a ihariges ostéoclastes (Hattersley et
Chambers, 1989 ; Sudaadt, 1992). Leur différenciation comporte plusieurapéss illustrées
dans les figures 9 et 10. Les cellules souches tofigtigues donnent naissance aux cellules
mononucléées circulantes appelées CFU-GM (Colonymifag Unit Granulocyte-
Macrophage). Le M-CSF (Macrophage-Colony Stimutattactor) stimule la prolifération de
ces CFU-GM afin de maintenir un pool de cellulesnorucléées appartenant a la lignée
monocyte / macrophage. Une faible proportion de amdhiles est considérée comme les
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précurseurs des ostéoclastes et est caractériseel’'gmsence de deux marqueurs
ostéoclastiques : TRAP et CTR. Les ostéoclastevgmtuégalement dériver de cellules
engagées dans un autre processus de différencibésrcellules dendritiques immatures sont
capables de se dédifféerencier en ostéoclastesidanels sous l'action de M-CSF et de
RANKL (Receptor Activator of Nuclear Factor KappatiByand) (Rivollier etal., 2004 ;
Wakkach etal., 2008). Certaines fractions monocytaires (envizét) dérivées des PBMCs
(Peripheral Blood Mononuclear Cells) sont capaldes se différencier en ostéoclastes
matures en présence de M-CSF et de RANKL. Parmipogsilations monocytaires, celle
exprimant le CD14, un co-récepteur au LPS, se eé@&le un bon modele d’étude de la
différenciation ostéoclastique (Massey et Flanag@89 ; Nicholson eal., 2000 ; Sorensen
etal., 2007).

Moelle osseuse

-9

Séries lymphocytaires Séries myélocytaires

Lymphoblastes l Erythroblastes / \ Mégacaryoblastes

<\

)| e
90 e ! =

Lymphocyte B Lymphocyte T Globules rouges

Plaquettes
CFU-GM

B-CFU -
) 20’ '
@ ’o"@% Q GM-CSF +
o ; . M-CSF + RANKL
l Pré-ostéoclastes RANKL

?
o3 s @ @

N

Granulocyte neutrophile Ostéoclaste Monocyte Cellule dendritique
M-CSF +
RANKL

Figure 9: Voie de différenciation des ostéoclastes (d'apfavropoulou et Yovos, 2008).
CFU-GM : Colony Forming Unit Granulocyte-Macrophage
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Les précurseurs mononucléés sont ensuite attirés we site de résorption par
chimiotactisme, puis se différencient sous I'actienM-CSF et RANKL en pré-ostéoclastes
exprimant le CTR et TRAP. Ces cellules, toujoursisstieffet de M-CSF et RANKL,
fusionnent pour former des cellules multinucléées e sont pas encore actives et ne
développent pas de bordure en brosse. L’activatesnostéoclastes est due a RANKL qui va
stimuler la formation de la bordure en brosse (kaatal., 1998 ; Suda l., 1999).

Cependant la co-stimulation M-CSF / RANKL n’est passeule voie nécessaire a la
différenciation ostéoclastique. Des signaux suppléaires de co-stimulation issus des
récepteurs OSCAR (osteoclasts associated receptdREM?2 (triggering receptor expressed
on myeloid cells 2), relayés par les protéines tdapes, a motif ITAM (immunoreceptor
tyrosine based activation motif), DAP12 (DNAX-aetiing protein) et FciR, sont également
requis pour la formation d’ostéoclastes matureggéket al., 2004). Récemment, les protéines
Tec et Btk, a activité tyrosine kinase, viennenétid identifiées comme les molécules
capables d'intégrer les signaux d’activation du ptaxe RANK / RANKL ainsi que ceux
transmis par les protéines a domaine ITAM (Shinahatr al., 2008). Cette plate-forme
moléculaire, couplée a la phospholipasgi@duit le flux calcique nécessaire a I'activatibe
NFATc1, un des facteursde transcription de la dffi€iation ostéoclastique.

D’autres facteurs de transcription, PU.1, AP-1 /{tog et NF-kB ont aussi des roles
primordiaux (Yavropoulou et Yovos, 2008) pour lééhentiation terminale des précurseurs
en ostéoclastes. En effet, les animaux chez lesqiesl délétions géniques de ces facteurs ont
éte réalisées présentent un phénotype ostéopéwoti a un défaut de formation ou
d’activité des ostéoclastes (Crotti at, 2008). Ces facteurs de transcription interviehrden
des stades différents de I'ostéoclastogenése €iiQy et régulent I'expression de protéines
spécifiques de I'ostéoclaste, telles que la catheps, le CTR et la TRAP (Kim adl., 2005 ;
Matsumoto etl., 2004).
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Niveau de
différenciation

Cellule souche OST;%T;ZE:L(? OStﬁ_Odalsjt? Ostéoclaste
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Marqueurs TRAP TRAP
Intégrine 3 Intégrine 33

Figure 10: Facteurs de transcription impliqués dans laédéfficiation ostéoclastique
(hors échelle).

La fonction essentielle des ostéoclastes est laptien osseuse, qui correspond a un
mécanisme de dégradation extracellulaire, contregrg & la phagocytose qui est un
processus intracellulaire. Le premier événememnenant dans la dégradation de I'os est
I'adhérence des ostéoclastes a la zone de la matrnésorber. Cette adhérence est assurée par
l'interaction entre la matrice organique (notamméat vitronectine, la fibronectine et
I'ostéocalcine) et les intégrines de la membrangoatastique vz ou récepteur a la
vitronectine). Ces intégrines sont elles-mémes css® au cytosquelette de I'ostéoclaste
(Lakkakorpi etal., 1993). Les filaments d’actine forment un anndagufe 11) et délimitent

la zone claire, dépourvue d'organites (Lakkakotp/@ananen, 1996).

Figure 11: Anneau d’actine observée par
microscopie confocale (marquage de
I'actine par la phalloidine TRITC et des
noyaux par le DAPI) (d’apres Bonnelye
et al., 2008)
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La résorption se fait dans cette zone délimitées’effectue en deux étapes: la
dissolution de la matrice minérale (1) puis la dégtion de la phase organique (2).
L’acidification de la chambre de résorption (pH 5)permet la déminéralisation de la
matrice. Ce processus fait intervenir des pomppsotons dépendantes de 'ATP. Le pH a
l'intérieur de [l'ostéoclaste est maintenu par urangport passif de THCO;.
L’électroneutralité est assurée par un canal ch{igure 12). La digestion de la trame
organique s’effectue sous I'action des enzymeséphgtiques (cathepsine K, collagénases,
métalloprotéases comme la MMP-12, ...) contenues kenk/sosomes (Blair etl., 1986 ;

Georges edl., 2009 ; Rousselle et Heymann, 2002).

CO, + H,0O
Anhydrase
carbonique Il
o &0 v o+ m
00 &=L o
Zone claire O
Protéases
Calcium
- +
R Cl H Phosphore
Collagéne
_ Cristaux
pH=4.5 d’hydroxyapatite l /
Os calcifié
@ Canal chlore Q Enzymes lysosomiales OEchangeur Bicarbonate/Chlore
§ Pompe a protons O Récepteur & la vitronectine

Figure 12: Schéma d’un ostéoclaste actif (d’aprés Rousselfteymann, 2002).
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3. La croissance osseuse

L’ostéogenese ou formation du tissu osseux utiliseprocessus de meétaplasie au
cours duquel un tissu conjonctif est transforméigsu osseux. La vascularisation des sites
remaniés est une condition nécessaire au bon déneant des différents processus

d’ossification qui comprend deux phases.

A. Ossification primaire

L'ossification primaire correspond a la formaticnrdtissu osseux sur un support non
osseux. Elle débute durant la vie embryonnaireoetalie, a des moments variables suivant les
pieces osseuses. La formation de I'os débute & jwh tissu conjonctif ou d’'un support

cartilagineux hyalin :

- la formation endoconjonctive correspond soit adification périostique pour
la diaphyse des os longs, soit a l'ossification fmemaire pour les os plats,

- la formation sur un support cartilagineux est nomméssification
endochondrale ou enchondrale, comme au niveau diegayse des os longs, des épiphyses

des os longs ou des os courts.

1. Ossification membranaire

L’ossification membranaire a lieu lors du dévelampat des os plats. Le tissu osseux
se développe directement par différenciation dautimésenchymateux embryonnaire. Le
processus d'ossification débute avec l'arrivée e Mascularisation. Des cellules
mésenchymateuses au niveau d’'une zone vasculalisé#ssu conjonctif embryonnaire
proliferent et se différencient directement en @s&oblastes puis en ostéoblastes. Ces
cellules élaborent la matrice ostéoide sur un sufofibres de collagene de type I, qui se
minéralise dans un second temps. L'ossificatiomysse de proche en proche en formant un
réseau de travées osseuses dans l'os spongieux. falmmé au niveau de ces sites
d’ossification est de l'os fibreux qui sera ensusorbé et remplacé par du tissu osseux

lamellaire (Toppets, 2004).
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2. Ossification périostique

L’ossification périostique participe a la croissartes os courts et est responsable de
laugmentation du diameétre des os longs. Des besdufostéoblastes sécrétent de I'os
réticulaire sur un support de fibres de collagerevgnant du périoste. Ces fibres orientées
dans tous les sens permettent une continuité plgygigtre le tissu osseux en formation et les
tissus péri-osseux. Au fur et a mesure, les trawsseuses s'épaississent par sécrétion
successive de matrice osseuse par les ostéoblaatdensification progressive de la matrice
osseuse realise des lames concentriques d'os figumsautour de la diaphyse. Cette
apposition des lames de lintérieur vers I'extérigpermet la croissance en épaisseur des

diaphyses des os longs (Toppets, 2004).

3. Ossification endochondrale

L’ossification endochondrale est le processus swaneau cours du développement
des os longs. Elle comporte deux phases : la adistnudu cartilage préexistant puis son
remplacement par de |'os.

Dans la partie centrale du cartilage, les chondescg’hypertrophient et la matrice
cartilagineuse se réduit a de fines travées. Disspd®sphocalciques précipitent sur cette
matrice et donnent naissance a du cartilage aalafans lequel les chondrocytes
hypertrophiés se retrouvent prisonniers puis meupan apoptose. Une néovascularisation
permet alors 'acheminement de cellules ostéopiitiiges et d’ostéoclastes, qui résorbent le
cartilage calcifié en formant des travées. Lesuted| ostéoprogénitrices, une fois fixées sur
les travées, se multiplient et se transforment stéablastes qui sécretent une matrice
ostéoide, qu’ils minéraliseront ensuite, et quistibme I'os primaire endochondral. Cette
structure sera rapidement détruite par les oststedaet remplacée par de I'os secondaire
(Toppets, 2004).

B. Ossification secondaire

L'ossification secondaire correspond a la formatiban tissu osseux sur un support
0sseux, aprés une phase préalable de destructitan rdatrice osseuse préexistante par les
ostéoclastes. Elle élabore un os plus résistanti@iix vascularisé : c’est la formation des

ostéons. Elle survient principalement au nivealaddiaphyse des os longs. Au cours de ce
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type d’ossification, des bourgeons conjonctivo-utaices amenant des ostéoclastes abordent
la diaphyse du cété de la cavité médullaire et éhiopte. Les ostéoclastes creusent de larges
canaux dans l'os lamellaire. Ces canaux sont ensgitlonisés par des cellules
ostéoprogénitrices attachées a la paroi du canaeetransformant en ostéoblastes. Les
ostéoblastes sécrétent de la matrice ostéoideagrapidement se minéraliser. De nouvelles
cellules ostéoprogénitrices se déposent sur laicaatsseuse formée et se transforment en
ostéoblastes qui sécrétent a leur tour une matdos laquelle ils se retrouvent emmureés et
ainsi de suite jusqu’a former un ostéon. C'estiainge I'os haversien va entierement se

substituer a I'os lamellaire périostique (Topp2tN4).
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4. Le remodelage osseux

Le remodelage osseux est un processus complexantfaistervenir deux activités
opposées mais complémentaires qui conduisent autieTaide la masse osseuse: la
formation du tissu osseux par les ostéoblastes atestruction par les ostéoclastes. C’est
grace a ce processus que le squelette se renodeeli® par an pour 'os compact et de 25%
pour I'os spongieux. Ce mécanisme permet au tisseux de remplir son role métabolique
(libération de sels minéraux lors de la résorptieh)son role de soutien (adaptations
architecturales aux changements de conditions rgczs).

Le signal qui déclenche le remodelage osseux pgeutlé nature mécanique (altération
de l'architecture locale de l'os: fracture, pride poids...) (Turner et Pavalko, 1998) ou
hormonale comme c’est le cas dans I'ostéoporosan@udiminution du taux d’estrogenes
entraine une augmentation du nombre et de l'aétidtés ostéoclastes (Pacifici, 1998). Le
remodelage en lui-méme présente une successionuates gphases parfaitement définies :
activation, résorption, inversion et formation (Hi1998) (figure 13).

A I'état quiescent, la surface de la matrice exdHataire de I'os est recouverte par une
bordure d'ostéoblastes (cellules bordantes), qupémime l'accés de la matrice aux
ostéoclastes. Ces cellules bordantes ont unetaathétabolique trés réduite, mais peuvent se
multiplier ou se différencier a nouveau en ostéstela fonctionnels sous l'influence de
stimuli mécaniques ou moléculaires. Lors de la pldiactivation, sous I'action des facteurs
tels que la PTH, la vitamine D3 et prostaglandi@e(IEGE?2), les ostéoblastes se rétractent et
laissent la place aux précurseurs mononucléés sEoatastes, ou pré-ostéoclastes, qui
peuvent adhérer a la matrice. Les ostéoblaste@ssauproximité des pré-ostéoclastes vont
alors favoriser leur différenciation en ostéoclasteatures via la production de différentes
cytokines dont RANKL qui va interagir avec son gteeir RANK présent a la surface des

pré-ostéoclastes.
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Figure 13: Les différentes étapes du remodelage osseugrédd_erner, 2006)

Une fois les ostéoclastes formés et matures, lagptia résorption débute et se déroule
comme indiqué précédemment. Les ostéoclastes mjugtesuite le site de résorption et la
phase d’inversion peut alors commencer. Les faste@sponsables de l'arrét d’activité des
ostéoclastes ne sont pas totalement élucidés.niblseait toutefois que des récepteurs
membranaires sensibles a la concentration de oaladans la chambre de résorption
provoqueraient le détachement des ostéoclastes derface osseuse (Marie, 2009). Les
ostéoclastes détachés peuvent se déplacer a Ecesute I'os et résorber de nouveau la
matrice osseuse ou mourir par apoptose vraisengntedsit médiée par le systeme Fas/Fas
ligand (Wu etal., 2003). Ces ostéoclastes sont alors remplacédegarellules mononucléées
de type macrophagique qui vont éliminer les desniésidus de matrice présents dans le fond
de la lacune.

L'ultime phase de ce cycle est la phase de formaigseuse. Elle est caractérisée par le
recrutement des ostéoblastes au fond de la laceimésarption qu’ils comblent en apposant

une nouvelle matrice collagénique non minéralis@e qstéoide) qui sera secondairement
minéralisée.
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I1. Les principaux régulateurs de la résorption osseuse

Le remodelage osseux est un processus complexantfaiatervenir deux types
cellulaires. La maturation et l'activité de ceslaels sont sous la dépendance de facteurs
locaux et systémiques (hormones, facteurs de amiss cytokines,...). Parmi ces facteurs, la
triade OPG / RANK / RANKL découverte il y a une d@ize d’'années apparait étre la voie

principale de régulation.

1. La triade OPG / RANK / RANKL

La découverte en 1997 de l'ostéoprotégérine (OPFRSF11B) et l'identification
consécutive de son ligand RANKL (TNFRSF11l) et de NRA (TNFRSF11A) ont
révolutionné les connaissances des mécanismes utatés a la base de la régulation du
remodelage osseux (Simonet at, 1997). Ce systeme a été depuis caractérisé grace
I'utilisation de modéles animaux transgéniques anti permis de mieux comprendre le role
de chaque protagoniste dans le contréle de ladi®lmsseuse. L'interaction de RANKL a son
récepteur RANK induit la différenciation et I'acéitton des précurseurs ostéoclastiques en
ostéoclastes matures tout en assurant égalemerguate. L'OPG est un récepteur soluble
capable de se lier a RANKL et d’'empécher son ictera avec RANK. L'OPG est donc, a ce
titre, une molécule anti-résorption osseuse (fidue

CFU-M

Pré-ostéoclaste @ RANKL

M CSF ¢/ RANK
'. M-CSF Ostéoclaste </ OPG

multinucléé

9
~ @

Hormones

Facteurs de croissance N\
Cytokines
Ostéoclaste activé
‘ MOsteoblastes .
3 ™ ==

Formation Osseuse

(Amgen, 2007; Adapté de Boyle WJ, etal.  Nature. 2003;423:337-342) Resorptlon osseus 7

Figure 14: Role de la triade OPG / RANK / RANKL dans Iafelrbnmatlon
ostéoclastique (d’aprés Amgen adapté de Boyd.,e2003)
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A. RANKL

Si RANKL, membre de la superfamille du TNF, estsaw®nnu sous le nom d'OPGL
(Osteoprotegerin Ligand), TRANCE (TNF-Related Aatien-Induced CytokinE) ou ODF
(Osteoclast Differentiation Factor), la nomenclatafficielle est le TNFSF11 (fTemembre
de la superfamille du TNF). Les différentes appigies s’expliquent du fait que RANKL a
éte identifié et cloné au méme moment par deuxpg®ue recherche différents, I'un a partir
d’une lignée de cellules stromales de la moellewss murine ST2 (Yasudaadt, 1998), et
l'autre a partir de cellules myélomonocytaires mesi 32D (Lacey edl., 1998). RANKL est
une protéine transmembranaire de type Il (partieedstinale intracellulaire) sans peptide
signal (Hofbauer eal., 2000) montrant une homologie d’environ 30% av&AIL (TNF-
Related Apoptosis-Inducing Ligand) et CD40, et siiean 20% avec Fas-Ligand (Wong et
al., 1997).

RANKL existe sous trois isoformes (chez la soutisl®mme) résultant de I'épissage
alternatif d’'un méme gene (Ikeda at, 2001 ; Suzuki eal., 2004). L’isoforme RANKL1
correspond a une protéine transmembranaire de @d€saaminés chez la souris et 316 chez
’'homme, possédant un domaine intra-cytoplasmicuaptet lui permettant d’interagir avec
des molécules intracellulaires. RANKL3 est une @ira soluble monomérique de 199 acides
aminés chez la souris et 244 chez 'lhomme, intogdgtsmique et non sécrétée, délétée dans
sa partie N-terminale pour les acides aminés qooretant aux domaines intracytoplasmique
et transmembranaire de RANKL. Quant a l'isoformeN¥A 2, elle est de structure différente
suivant I'espéce : RANKL2 de souris (287 acidesras) possede un court domaine intra-

cytoplasmique alors que RANKL2 humain (244 acidefmas) en est dépourvu (figure 15).

ID ™ ED
1 48 71 158 316

1 19

Domaine homologue
a la famille du TNF

42 129 287
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T P
(

14)  (44)

616 234

RANKL1

RANKL2

RANKL3

RANK

Figure 15: Structure des trois
isoformes de RANKL et de son
récepteur RANK

Theoleyre etl., 2004).

(D’aprés
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Dans le milieu extracellulaire, la forme soluble RIBNKL peut également étre libérée
de la membrane plasmique aprés clivage par deégsed comme ADAM-10 (A Desintegrin
And Metalloprotease), ADAM-17, la MMP-7 ou la MMR+{Georges edl., 2009 ; Hikita et
al., 2006)

RANKL est exprimé par un grand nombre de cellukedestissus, mais plus fortement
par le squelette (0os, moelle osseuse, cartilaga)eyetal., 1998 ; Yasuda edl., 1998), les
organes lymphoides (ganglions, thymus, rate, fatal) et par le systéeme vasculaire (Collin-
Osdoby etal.,, 2001). RANKL est exprimé dans différentes lignées cellules stromales
(ST2, MC3T3-E1) et d’osteosarcomes (UMR-106, SaQ8a)s des ostéoblastes murins en
culture primaire et dans les chondrocytes hypehicpes murins (Kartsogiannis &t, 1999).
Les ostéoblastes matures expriment peu RANKL ; iavdirse les cellules stromales
'expriment en quantité importante. Il est égaletnerprimé en grande quantité par les
lymphocytes T, les cellules endothéliales et lesdes mammaires (Andersonaet 1997 ;
Srivastava eal., 2003). Enfin une expression faible de RANKL a ®@iée en évidence dans
le cerveau, le cceur, les poumons, les reins déadepta (Kartsogiannis at., 1999).

Le principal r6le de RANKL est de stimuler la dié@ciation des ostéoclastes ainsi que
leur maturation et leur survie en inhibant leur @pee. (Fuller etl., 1998 ; Wong esl.,
1999). En effet, des souris invalidées pour ce ggasentent une ostéopétrose (condensation
0sseuse) sévere associée a une absence totakodlastes fonctionnels due a l'incapacité
des ostéoblastes a supporter I'ostéoclastogenadaisant une augmentation de la densité
minérale osseuse et une hématopoiese compensattomenédullaire (Kong edl., 1999). A
l'inverse, aprés injection de RANKL, des souriswvesai ont développé une ostéoporose
importante (Hofbauer l., 2000). Ces résultats mettent en évidence ledélele RANKL
dans la résorption osseuse. En effet, in vitro RANEKn se fixant a son récepteur RANK
présent a la surface des pré-ostéoclastes (Yaswaa £998), induit en présence de M-CSF
(Suda etal., 1999) leur différenciation en ostéoclastes matkacey etal., 1998). De plus,
les souris transgéniques invalidées pour RANKL ¢mént également un défaut de
développement des glandes mammaires engendrantrtades nouveaux-nes, ce processus
pouvant étre contrebalancé par l'injection de RAN&ogene (Fata ai., 2000).

RANKL joue également un rble majeur dans les famdi immunitaires puisqu’il
semble étre tres fortement impliqué dans la régulatie I'organogenése des ganglions
lymphoides et dans la maturation des cellules gmtis (Kong etal.,, 1999). Le rble de

RANKL dans le systéme immunitaire peut étre étesnakicellules dendritiques (il est capable
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de stimuler leur activation et leur survie) et amonocytes (il agirait comme un facteur
chimiotactique) (Baud'huin ei., 2007b, revue acceptée en annexe) (figure 16).

Enfin, certaines cellules cancéreuses exprimentfamae fonctionnelle du récepteur
RANK donnant & RANKL une implication pro-tumoral€ih et al., 2006 ; Ando eal., 2008
; Mori et al., 2009). RANKL intervient également dans les preaossmeétastatiques des
cancers du sein, de la prostate et du rein (Armgtetal., 2008 ; Jones &tl., 2006 ; Mikami
etal., 2009 ; Mori etal., 2007). Il facilite la migration de cellules canmdses a I'origine de

leur dissémination dans I'organisme (Moriagt 2009)

Cancer du sein

Ostepclastes et Cellules de | eP'the"”m Cancer de prostate Cellules dendritiques
précurseurs mammaire Ostéosarcome

| l | l

Prolifération

. Immunité adaptative
Métastase

Remodelage osseux Lactation

Figure 16: Les roles du systeme RANK / RANKL sur les ostéstes et sur d’autres
types cellulaires (d’aprés Boyce et Xing, 2007).

B. RANK

RANK est une protéine transmembranaire de typeuitigp N-terminale extracellulaire)
appartenant a la superfamille des récepteurs au€ellgki possede environ 40% d’homologie
avec CD40. Cette protéine transmembranaire de 6itl@saaminés qui posséde un peptide
signal (Anderson efal., 1997) se présente a la membrane sous forme doepteur
trimérique. Le domaine extracellulaire de RANK g¢ent 4 motifs riches en cystéine et deux
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sites de N-glycosylation (Hofbauer &t, 2000). RANK, récepteur de RANKL, est présent a
la surface des précurseurs ostéoclastiques etstiésctastes matures au niveau osseux, et il
est également exprimé par les lymphocytes, lesulesll dendritiques et les cellules
endothéliales. L'expression de RANK a été détedtes différents tissus comme le muscle
squelettique, la peau, le cerveau, les poumorisidg¢Anderson eal., 1997 ; Min efal., 2000

; Nakagawa eal., 1998).

RANK est essentiel a la différenciation et a laveurdes ostéoclastes. En effet, des
souris transgéniques invalidées pour ce gene &&BANK-/-) présentent une ostéopétrose
sévere associée a un manque d’ostéoclastes mathesytype similaire a celui des souris
délétées pour le gene RANKL (Li at, 2000). Différentes études ont montré que RANKL se
lie spécifiguement a RANK a la surface des préamdésstes avec une haute affinité (3 nM) et
que cette liaison entraine I'activation de RANKismensable a I'ostéoclastogenese (Hsu et
al., 1999 ; Nakagawa eal., 1998). La fixation de RANKL a RANK entraine, par
I'intermédiaire de TRAF6, I'activation de voies dignalisation (telles que PI3K, p38, ERK,
JNK, Akt ou NKB) qui ménent a la différenciation des précurseastoclastiques et a

I'activation des ostéoclastes (figure 17).
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Figure 17: Signalisation induite par la liaison de RANKIs@n récepteur RANK

dans les ostéoclastes (Baud'huialet2007a).
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Les souris RANK, en plus de développer une ostéopétrose, présemerabsence de
ganglions lymphoides et un défaut de maturationydephocytes B et T alors qu’elles ont un
développement thymique normal (Li at, 2000) confirmant les données obtenues pour
RANKL.

Des souris transgéniques exprimant la protéineud®ri soluble RANK-Fc présentent
guant a elles un phénotype squelettique similagel@d des souris transgéniques pour 'OPG,
c'est-a-dire une diminution de l'ostéoclastogengisele la résorption osseuse (Hsuakt
1999).

C. Ostéoprotégérine (OPG)

L’OPG est une glycoprotéine sécrétée appartendatsaperfamille des récepteurs au
TNF. Elle a été identifiee de fagon concomitante geux groupes indépendants (Simonet et
al., 1997 ; Yasuda dl., 1998). L'OPG, contrairement aux autres membresetie famille,
ne possede ni domaine intracytoplasmique ni domaiaesmembranaire et n’est donc
produite que sous forme soluble.

Le géne humain codant 'OPG est localisé sur l®mimsome 8g23-24 et contient 5
exons sur un domaine de 29 kb (Yamaguchalgt1998). Structurellement, 'OPG est une
protéine de 401 acides aminés (55-62 kDa), dorlgsremiers acides aminés correspondent
a un peptide signal clivé dans la forme matureadprobtéine (figure 18). Dans sa partie N-
terminale, les 4 domaines (D® D4) riches en cystéine participent a lactivitétian
ostéoclastique de I'OPG. En effet, ce sont pardoesaines que 'OPG se fixe & son principal
ligand : RANKL. Son extrémité C-terminale contiel®@ux domaines de mort fonctionnels D5
et D6 ("death domain homologous region”) (Yamagwthal., 1998). Le dernier domaine
(D7) posséde un site de liaison a I'héparine esdembur l'interaction de 'OPG avec les
protéoglycanes et les glycosaminoglycanes (Boitset,e2000 ; Theoleyre edl., 2006). Au
sein du domaine D7, une cystéine en position 40M@iel’homodimérisation de 'OPG (110-
120 kDa). C’est sous cette forme que 'OPG estétéer Elle présente dans ce cas une plus
grande affinité pour RANKL (2 a 3 log) et une cdpa@ se lier a I'héparine renforcée
(Schneeweis dl., 2005).
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Peptide

ol ' ' 3 Région homologue au Domaine de
signa Domaines riches en cystéine domaine de mort liaison a
21 AA Glu? - Ser86 Phe20? - va] 361 I'héparine

|

L1 | | | J— [ [

D1 D2 D3 D4 D5 D6 D7
401 Acides Aminés

'
L

a

A}

D Formation dimé re
l Cys 4001

> Clivage protéolytique du peptide signal

[ I I | J— I [

Protéine mature 380 Acides Aminés

l
| 1 1 #
T — [ [

Dimére d'OPG sécrété

S
v

Figure 18: Structure de 'OPG (Holen et Shipman, 2006).

L’OPG est une molécule ubiquitaire présente dartss$el osseux, la peau, le foie, les
poumons, le cceur, les arteres, les veines, les, ngirplacenta, les glandes mammaires et le
cerveau (Collin-Osdoby, 2004 ; Simonetaét 1997 ; Yasuda l., 1998). Elle est exprimée
de facon prédominante par les cellules stromalels deoelle osseuse, mais son expression
par les lymphocytes B et les cellules dendritigpest également étre induite par le T\NF
RANKL, I'lL-1 B et l'activation de CD40 (Schoppetadt, 2007 ; Yun etl., 1998). Enfin, les
cellules endothéliales (Collin-Osdoby ak, 2001), les fibroblastes, les monocytes et les
ostéoblastes humains en culture primaire exprirfetément 'OPG (Hofbauer etl., 2000),
ainsi que des cellules tumorales de cancers dwseiie prostate (Holen et Shipman, 2006).

Les fonctions principales de 'OPG ont été clairatnenises en évidence par
I'établissement de souris transgéniques surexptit@PG. En effet, ces souris présentent
une sévere ostéopétrose accompagnée d'une spléal@nmélie a une hématopoiese
compensatoire extramédullaire et a un défaut deldgpement thymique (Simonet &k,
1997). Une augmentation de I'os trabéculaire mirg&associée a une diminution du nombre
d’'ostéoclastes est également observée. Au contrige souris invalidées pour I'OPG
développent une ostéoporose et présentent une wtiorinde la densité minérale osseuse
accompagnée de multiples fractures et d’une stimonlale renouvellement osseux (Bucay et

al., 1998). Ces phénoménes sont réversibles par dtioje intraveineuse d'OPG
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recombinante (Min eal., 2000). L'OPG joue donc un réle primordial dansréenodelage
osseux et dans le maintien de la masse osseuse.

L’OPG fonctionne en réalité comme un récepteurréepour RANKL empéchant celui-
ci de se lier a RANK (figure 17). Elle inhibe parnséquent la différenciation et I'activation
ostéoclastiques (figure 19). Cependant, 'OPG pimssine activité directe sur I'ostéoclaste
mature. Elle régule la production de protéasesigqupks dans la dégradation de la matrice
organique. Wittrant et coll. ont montré que I'OPi&ithue I'expression de la cathepsine K et
de TRAP alors qu'elle augmente celle de la MMP-dti\aht etal., 2002). De plus, 'OPG
posseéde une action sur les tissus et cellulesldagaels RANKL intervient. L'OPG agit par
conséquent sur le systeme immunitaire en diminizastrvie des cellules dendritiques (Reid
et Holen, 2009). Un autre ligand de 'OPG a été amisévidence, il s’'agit de TRAIL. La
fixation d’'OPG a TRAIL inhibe I'effet pro-apoptotig de cette cytokine qui en retour bloque
I'activité anti-ostéoclastique de 'OPG (Emeryadt 1998). Des études vitro ont montré
gue des cellules de cancers du sein et de prgetadeisent des quantités suffisantes d’'OPG
pour se protéger de I'effet pro-apoptotique de TR@&olen etal., 2002 ; Holen eal., 2005).
Des résultats similaires ont été obtenus pouridegsds de carcinome du colon (Pettersen et
al., 2005). Ces travaux suggerent donc un effet pmwtal de 'OPG dans certains cancers.
Pourtant, dans des pathologies cancéreuses pignisu(ostéosarcomes), 'OPG a démontré,
in vivo, une activité anti-tumorale puissante (Lamoureuad.e2007b).

L’'OPG peut enfin interagir avec des molécules ddalaille de I'héparine par un
domaine de liaison spécifique (Yamaguchiakt 1998). Cette capacité a se lier a des
structures glucidiques comme les glycosaminoglysd@&Gs) est a l'origine de nombreuses
activités complémentaires de I'OPG. C’est en dffetse liant aux protéoglycanes (structure
protéiqgue reliee a des chaines de glycosaminogbgamue I'héparine induit le
chimiotactisme des monocytes (Mosheimer et al.5p0De plus, il a été montré qu’une fois
liée a I'néparine ou a d’'autres GAGs, I'OPG n’églils capable d'interagir avec RANKL
(Theoleyre et al., 2006). Des études menées chnirial ont permis de mettre en évidence
que les activités anti-tumorales de I'OPG dans degosarcomes étaient modifiées par
I'environnement tumoral et osseux riches en GAG®pretéoglycanes (Lamoureux et al.,
2009). Ces données suggeéerent donc que I'hépamseaue les GAGs controlent I'activité de
'OPG.
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SYNDECANS

Ostgoclastes et Leucocytes et CeIIL{I(_es Cellules dendritiques
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Remodelage osseux Adhérence Angiogenése Apoptose

Figure 19: Les roles de 'OPG dans différents types celleta

2. Les autres protagonistes impliqués dans le remekhge osseux

Comme nous venons de le voir, le tissu osseuxoest & contrble de la triade OPG /
RANK / RANKL. Cette triade moléculaire est réegulésr d’autres effecteurs, notamment par
des hormones et des cytokines. Cependant le raledeytokines dans la biologie osseuse est

parfois controversé comme c’est le cas de I'lL-& gous aborderons en détail.

A. Les facteurs hormonaux (Tableau I)

1. La parathormone ou PTH

Cette hormone peptidique de 84 acides aminés gsinicipale hormone responsable de
I’'homéostasie calcique. En effet, elle agit a muss niveaux pour augmenter la concentration
plasmatique du calcium. Sur l'os, la PTH stimulenelda résorption osseuse avec la
production de RANKL par les ostéoblastes qui adtdgeostéoclastes (Qin &lt, 2004). Sur le
rein, la PTH provoque I'excrétion urinaire de phlom@ inorganique et la réabsorption des
ions calcium. Enfin, elle augmente I'absorptioresiinale de calcium et de phosphore (Poole
et Reeve, 2005).
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2. Le 1,25-dihydroxycholécalciférol ou 1,25 DHCC

Cette hormone active le remaniement osseux a slaoiivité ostéolytique (synergie
avec la PTH) sur I'os vieux et I'ostéogenese panarmalisation de I'ostéoide. Elle augmente
I'absorption intestinale de calcium et de phosphé&iée favorise la réabsorption rénale de
calcium et de phosphore et diminue la sécrétionlaute (St-Arnaud, 2008)

3. La calcitonine

Cette protéine de 32 acides aminés est antagateste PTH et est synthétisée par les
cellules C contenues dans la thyroide. La calai®mbhibe la résorption osseuse en modifiant
le cytosqulette des ostéoclastes et stimule I'aétostéoblastique. Elle diminue la quantité de

calcium et de phosphore inorganique circulant (M&@ornish, 2008 ; Suzuki at.,, 1996).

Tableau I: Effets des différentes hormones calciques st I’

Origine Roéles
» Augmentation de la calcémie
» Diminution de la phosphatémie
Glandes
Parathormone . » Augmentation du rapport phosphocalcique
parathyroides
HYPERCALCEMIANTE
HYPOPHOSPHATEMIANTE
 Diminution de la calcémie
. Cellules C de
Calcitonine ) » Diminution du rapport phosphocalcique
la thyroide
HYPOCALCEMIANTE
Augmentation de la calcémie et de la phosphatémie

1,25
. ] - Alimentation  afin que le rapport phosphocalcique soit constant
dihydroxycholécalciférol

4. Autres hormones (Hadjidakis et Androulakis, 2006

La thyroide produit deux hormones principalestriladothyronine (T3) et la thyroxine
(T4) indispensables au développement des os Idmys. d'une hyperthyroidie, on observe
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une hypercalcémie et une accélération du remaniensseux associée a une diminution de la
vitesse de formation osseuse.

Les hormones sexuelles sont également impliquées t&a maintien de la masse
osseuse. En effet, la chute du taux d’estrogeneg th femme et de testostérone chez
I’'homme a pour conséquence I'augmentation de larpéisn osseuse.

Les corticoides agissent par diminution de Il'abBorp intestinale de calcium et
hypersécrétion de parathormone. Au long termeniibent la formation osseuse par arrét de

la synthese de collagéne et diminution de I'addidiés phosphatases alcalines.

B. Les principales cytokines contrélant le remodelasseux

Certaines molécules, sécrétées par les cellulenichwenvironnement osseux (cellules

stromales, lymphocytes, ...) peuvent réguler la tefféiation ostéoclastique.

1. M-CSF et IL-34

Le M-CSF est bien plus qu’'un simple facteur de sgance hématopoiétique. Il s’agit
d’'une cytokine active sur beaucoup d’autres cdll@tetissus, notamment le tissu osseux. Le
réle majeur du M-CSF dans l'ostéoclastogenése anétéen évidence chez les souris op/op
(Kodama etal., 1991) dans lesquelles une mutation non-sens @SM-entraine I'absence de
M-CSF biologiquement actif. Ces souris présentermt ostéopétrose sévere due a un défaut
d’'ostéoclastes. L'administration de M-CSF recombinaorrige le phénotype osseux et
provogue I'apparition d’ostéoclastes capables derber (Felix etl., 1990). Le M-CSF est
impliqué dans plusieurs étapes de la différenaiatistéoclastique. Il est nécessaire dans la
prolifération, la survie et 'adhérence des préeurs ostéoclastiques (Knowles et Athanasou,
2009). Il a été reporté que le M-CSF est égaleraetif sur les ostéoclastes matures en
stimulant leur migration et leur adhérence (Pilkimgetal., 1998). Trés récemment, une
nouvelle cytokine, I'lL-34, a été découverte. Edlssure la survie des monocytes au méme
titre que le M-CSF (Lin eal., 2008) et partage un méme récepteur : le c-fms.

Nous avons par ailleurs montré récemment que cgtokine pouvait se substituer au
M-CSF dans 'ostéoclastogeneése induite par RANIKUitro (Baud’huin efal., article soumis
en annexe). Dans plusieurs modéles de différenniatistéoclastique (RAW 264.7,
monocytes humains CD14t murins CD111), I'lL-34 peut remplacer le M-CSF et permettre

la formation d’ostéoclastes. Comme le M-CSF, I'k-8ssure les étapes de prolifération et
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d’adhérence des précurseurs ostéoclastiques. Naus alémontré également que I'lL-34

induisait,via le récepteur c-fms, I'activation des voies Erkdt2kt. D’autre part, nous avons

mis en évidence I'expression d’'IL-34 au niveau ésidns de tumeurs a cellules géantes
(TCGSs). Les TCGs sont des lésions ostéolytiquesvpes d’'une abondante vascularisation et
constituées d’un triple contingent cellulaire, deflules géantes multinucléées capables de
résorber I'os, des cellules fibroblastiques etaikiles macrophagiques. La présence d’IL-34
dans ce type de tumeur tres ostéolytique pournaitesir la formation de ces cellules géantes

en complément du M-CSF.

2. TNFx

Le TNFo a un rdle important et central dans la physiodatiie de la résorption
osseuse. La balance résorption / formation négessaimaintien de 'homéostasie de I'os est
modifiée par de fortes concentrations de GNE&ncontrées dans les processus inflammatoires
aigus et chroniques (Maladie de Crohn, polyarthritematoide pour revue Nanes, 2003)
L’augmentation de production de TlFparticulierement chez les femmes meénopausées,
cause des dommages osseux en augmentant la résargtieuse tout en inhibant la formation
de I'os par les ostéoblastes (Pacifici, 1996).

Le TNFa peut, en présence de M-CSF, stimuler la formatmstéoclastes par un
mécanisme impliquant les deux récepteurs spécsigiue TNF, TNFR1 et TNFR2, mais ne
faisant pas intervenir RANKL (Azuma at., 2000 ; Kobayashi &tl., 2000). Les ostéoclastes

formés sont capables de résorber I'os en préseéimtertbukine-1 (IL-1).

3. TRAIL

L'activité de TRAIL sur l'ostéoclaste est actuellemd trés controversée. L'équipe
italienne de Zauli et coll., a montré que TRAIL iiodit de facon directe la différenciation
ostéoclastique induite par RANKL (Zauli at.,, 2004 ; Zauli etal., 2008). Cependant, la
méme année, Yen et coll. ont démontré le contrBiags deux modeles d'ostéoclastogenese,
TRAIL est suffisant pour induire une différenciatiostéoclastique (Yen ei., 2008). Mais
I'effet réel de TRAIL sur I'ostéoclaste est désoisneemis en question. Dans une lettre a
I'éditeur, Labrinidis soutient le fait que TRAIL a’aucune activité directe sur I'ostéoclaste

que ce soit en présence ou en absence de RANKIilidib etal., 2008).
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4. 1L-1

L’IL-1, protéine majeure de l'inflammation, stimula résorption osseuse de maniere
indirecte. En effet, I'lL-1 augmente la productial® M-CSF par l'ostéoblaste tout en
diminuant celle de 'OPG. Ces deux effets stimularstéoclastogenese (Tanabekt 2005).
Mais, I'lL-1 peut aussi avoir un role direct dafestéoclastogenese. Tres récemment, Kim et
coll. ont montré que I'lL-1 pouvait induire direatent la différenciation ostéoclastique de
précurseurs surexprimant le récepteur IL-1R1. Ebsénce de RANKL, [I'lL-1 induit
I'expression de genes spécifiques de l'ostéocladeque I'enzyme TRAP, en activant le
facteur de transcription MITF (Kim ai., 2009).

5. Autres interleukines influencant I'ostéoclastogse

D’autres interleukines présentent une activité I'mstéoclastogenése. Parmi celles-ci,
I'IL-23 stimule la différenciation des PBMC en ostéastes en I'absence de RANKL exogéne
(Yago etal., 2007) et augmente I'expression de RANK dans lésyrseurs monocytaires
(Chen etal., 2008). Plus récemment, Mabilleau et coll. ont tréogue I'lL-32 favorisait la
formation de cellules multinucléées TRARoutefois ces cellules sont incapables de résorbe
une matrice osseuse (Mabilleau et Sabokbar, 2Q0R)22, produite par les lymphocytes
Th17, stimule la formation d’ostéoclastes dans adtires de splénocytes (Geboesakt
2009). Ces mémes lymphocytes sécrétent I'lL-17agigmente la différenciation et I'activité
des cellules ostéoclastiques dans la polyarthitmetoide (Brown edl., 2008).

6. Effets de l'interleukine-6 sur I'ostéoclastogemeé

a. L'interleukine-6, cytokine de l'inflammation

L’IL-6 est une glycoprotéine de 184 acides amiméspprenant 4 hélices (figure 20).
Elle est produite par de nombreuses cellules agcéigsation : monocytes / macrophages,
lymphocytes T, cellules NK, fibroblastes, progémite hématopoiétiques,... L'IL-6 est
souvent produite sous l'effet d’autres cytokinesnsh I'lL-1 et le TNFa induisent la
production d’IL-6 par les monocytes / macrophagkes, cellules endothéliales et les
fibroblastes. L'IL-6 appartient a la famille destakines du type IL-6 qui comprend
également I'IL-11, I'lL-27, I'lL-31, le LIF (Leukamia Inhibitory Factor), 'OSM, le CNTF
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(Ciliary Neutrophic Factor), la cardiotrophine 1T{) et la cytokine cardiotrophine-like
(CLC).
gp130
ot fl Figure 20: Structure de I'lL-6.
Les 4 hélicesa sont représentées dans différentes
couleurs. Les sites de liaison aux récepteurs son

indiqués par les cercles (d’aprés Heinriclalet2003).

site |

/

IL-6Ru

Ces cytokines activent des genes impliqués dadsféaenciation, la survie, 'apoptose
et la prolifération notamment dans le tissu oss@lanchard etal., 2009). Ces cytokines
utilisent la méme sous-unité réceptrice, la glyotgine gp130, pour initier le signal dans la
cellule, ce qui explique en partie la redondancetionnelle de ces molécules. Les signaux
de transduction aboutissent a l'activation desefast de transcription de la famille STAT
(Signal Transducers and Activators of Transcripti@t a I'activation de la cascade
MAPKinase (Mitogen-Activated Protein Kinase) (figu21).
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Figure 21: Schéma de la signalisation de I'lL-6. L'IL-6 &t la voie JAK/STAT et la
cascade des MAPKinases (d’aprés Blanchaal.g2009). FT : Facteur de transcription.
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L’IL-6 est souvent impliguée dans la perte osseasgociée a certaines pathologies
(Kwan Tat etal., 2004). Ainsi, I'ostéoporose post-ménopausiquedasta une augmentation
d’expression de I'lL-6 par les cellules stromalédes ostéoblastes (Girasole adt, 1992 ;
Manolagas et Jilka, 1995). De plus, un taux éleVie-@l a été mis en évidence dans des
pathologies ou la perte osseuse est importantemeodans la maladie de Paget (Roodman,
2001), les myélomes multiples (Klein @t, 1990), la polyarthrite rhumatoide (Kotakeaét
1996) et I'hnyperparathyroidisme (Greyadt, 1996).

b. L'interleukine-6 : molécule pro- ou anti-résavpet

Les ostéoblastes expriment faiblement le réce@dlt-6 et la présence du récepteur
soluble sIL-6R est nécessaire pour une efficacaimale de I'lL-6 sur ces cellules (Erices
et al., 2002). L'IL-6 favorise I'expression de marqueucstéoblastiques comme la
phosphatase alcaline, I'ostéocalcine ou la sialépre osseuse et augmente la formation de
nodule osseux et la minéralisation de la matrideaegllulaire (Blanchard etl., 2009). Ces
effets passent par l'activation du facteur de wdpson STAT3 dans les cellules
ostéoblastiques (Bellido etl., 1997). Mais ce ne sont pas les seuls effets’astébblaste.
L’IL-6, toujours en présence du récepteur solulile6R, induit la production ou I'activation
de divers effecteurs de la différenciation ostésicjae comme RANKL, I'lL-1 ou la PGE2
(Liu et al., 2005 ; Palmqvist etl., 2002). Ces effets pro-ostéoclastiques indireet$It-6
impliquent I'activation de STAT3 dans les ostéot#agKim etal., 2007).

L'effet de I'lL-6 sur I'ostéoclastogenése est conersé selon les auteurs et selon le
modéle d’étude employé. La différenciation en odtisies de cellules de la moelle osseuse
de souris est possible avec I'lL-6, a conditiontid#é&ouplée a son récepteur soluble sIL-6R
(Tamura etal., 1993). La méme conclusion a été obtenue par ipégule Palmqgvist
(Palmqvist etal.,, 2002) dans des cultures de cellules issues dmllearia de souriceaux
nouveau-nés. La présence du récepteur solublelldé kst également indispensable pour
induire la différenciation des cellules de moelgs@use en culture avec des ostéoblastes et
I'lL-6 (Udagawa etal., 1995). Pourtant, chez des souris transgéniques Ipb-6 humaine,
des analyses histomorphométriques ont montré umimdiion du nombre d’ostéoclastes et de
la résorption osseuse (Kitamuraagt 1995).

Nos récents travaux montrent que I'lL-6 est capabémir sur I'ostéoclaste de facon
directe (Duplomb etal., 2008, article en annexe). Dans trois modelestélbmtastogenéese,

I'IL-6, en l'absence de récepteur soluble sIL-6Rhibe la différenciation ostéoclastique
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induite par RANKL et favorise la voie macrophagig@et effet direct s’accompagne d’une
réduction d’expression de différents marqueursoo$dstiques (TRAP, cathepsine K et CTR)
et d’'une acquisition de marqueurs macrophagiqued {8, F4/80 et Emrl) a la fois par PCR
quantitative et par cytométrie en flux. C’est aslate de ces observations que nous avons
cherché les mécanismes impliqgués dans l'inhibitler’’ostéoclastogenese. Dans un premier
temps, nous nous sommes intéressés a une possblécation de la voie de signalisation
RANK / RANKL par des études western-blot. Nos tava’ont révélé aucune modification
par I'lL-6 des voies classiquement activées par RANMAPKkinases, NF-kB et PI3kinase).
Dans un second temps, nous avons étudié 'uneales de signalisation propres de I'lL-6 :
la voie STAT3. Tout d’abord par une approche déolgie moléculaire, nous avons cherché a
bloquer la voie STAT3 en transduisant le modéle R284.7 par un lentivirus codant pour
une forme tronquée de STAT3 (STAAR Il s’est avéré que la surexpression de la forme
STAT3A provoquait une mort cellulaire importante nousiqomdnt que ce facteur de
transcription était important dans la survie et di#fférenciation des précurseurs
ostéoclastiques. C'est dans cette optique que avois poursuivi nos investigations sur le
facteur STAT3 en nous concentrant sur les phospdtags activatrices de ce facteur de
transcription. L'étude par western-blot des diffédes formes de STAT3 et de leur
localisation (cytoplasmique ou nucléaire) a révglée la phosphorylation sur le résidu
Tyrosine 705 est impliquée dans l'acivité inhilwi&ride I'lL-6 tandis qu’un taux basal de
phosphorylation du résidu Sérine 727 est nécessairel’ostéoclastogenéese.

Ces résultats ont été confirmés la méme annéenmeéquipe japonaise. Yoshitake et
coll. ont montré également que I'lL-6 inhibe lafdienciation ostéoclastique de facon directe
(Yoshitake etal., 2008). Leurs expériences menées sur des cellidesoelle osseuse de
souris conduisent aux mémes observations biologique les nétres (diminution du nombre
d’ostéoclastes et diminution d’expression des meutg ostéoclastiques TRAP, CTR et
cathepsine K). Cependant, le mécanisme avancéfiésedt. Dans leur modele d’étude, I'lL-

6 modifie certaines voies de signalisation actiyé@sRANKL. L’IL-6 diminue fortement la
phosphorylation de la voie JNK et la dégradatiotkRl' Les auteurs en revanche ne
mentionnent pas la diminution de phosphorylatios sigus-unités p50 et p52 de la voie NF-
kB que I'on devrait normalement observer si IkBst’plus dégradé. Dans I'ensemble de nos
travaux, nous n'avons effectivement jamais obselwénodification de la voie NF-kB, un
autre mécanisme de régulation des facteurs p5®2tppurrait étre responsable de cette
ambiguité. Néanmoins, ces deux études décriventivigé directe de I'IL-6 sur les

précurseurs ostéoclastiques en empéchant leurafiff@tion en ostéoclastes matures. Une
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tres récente étude vivo vient confirmer ces donnéas vitro (Darowish etal., 2009). Des
analyses d’histomorphométrie et de micro-scannérrévélé que les lésions ostéolytiques
induites par des particules de titane étaient plas importantes chez des souris déficientes
pour le gene de I'lL-6. L’IL-6 n’est donc pas latokine responsable de 'augmentation du
nombre et de l'activité des ostéoclastes. D’auinet, des auteurs ont montré que I'IL-6
inhibait la différenciation ostéoclastiqire vitro de précurseurs issus de la rate (Darowish et
al., 2009).

En prenant en considération I'ensemble des travaemxés sur I'lL-6 et son implication
dans le remodelage osseux, nous pouvons conclureréle double de cette cytokine pro-
inflammatoire. Lorsque I'IL-6 agit sur l'ostéoblastc’est une cytokine pro-résorptive
(Palmqvist etal., 2002) et elle se comporte comme un facteur atéexlastique en agissant
directement sur les précurseurs ostéoclastiqueslidbib etal., 2008, Yoshitake edl., 2008).
Dans un contexte de pathologies inflammatoiresobgdtques d’origine cancéreuse ou non,
les fortes concentrations d’IL-6 sont le reflet m’'mécanisme protecteur du squelette pour
compenser la résorption osseuse induite par RANKL.
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II1. Systéme vasculaire et tissu osseux

Les vaisseaux sanguins sont organisés de maniérarthique afin de délivrer dans
'ensemble du corps l'oxygéne, des facteurs sokubde différents types de cellules.
L’endothélium est I'un des composants principaux ldevascularisation. Il n’agit pas
seulement comme une barriere qui limite le mouverdes cellules et des molécules entre les
tissus et la circulation, mais il est également tissu actif capable d’échanger des
informations avec les tissus adjacents et lesleslidu sang. Ces échanges d’informations ne
sont pas uni-directionnels : les tissus et I'endldtim communiquent entre eux par des
facteurs de croissance, des cytokines, des cheemkihe tissu osseux bien que d’apparence
inerte, est richement vascularisé. Les vaisseamgusas parcourent I'os des épiphyses
jusqu’a lintérieur de la moelle osseuse. Les candel Volkmann et de Havers permettent
aux vaisseaux de traverser I'os lamellaire et disssles échanges entre ces deux tissus. Les

facteurs de croissance et cytokines de I'endotimélgissent sur le tissu 0sseux.

1 Ro6le de la vascularisation dans le développememgseux

Le systéme vasculaire joue un réle important dardéliveloppement et la croissance du
squelette en intervenant non seulement dans lica8dn mais également dans le remodelage
osseux. La formation du squelette met en jeu derocessus distincts : l'ossification
membranaire et l'ossification endochondrale. Dasss deux cas, la formation de l'os est
étroitement liée a la présence de vaisseaux saguin

L'ossification membranaire est caractérisée panvéision de capillaires dans le
mésenchyme assurant une bonne oxygénation et pdifféaenciation de cellules souches
mésenchymateuses en ostéoblastes matures. Cewntideposer une matrice osseuse
aboutissant a la formation de spicules, pouvanggienérer pour donner des trabécules
osseux. Le tissu osseux ainsi formé est relativem@sorganisé et peut étre remplacé par de
'os lamellaire, plus résistant. Ce type d'ossifica a lieu durant le développement
embryonnaire et s’observe dans les os plats dwectarclavicule et la mandibule (Gotzos et
al., 2007).

En revanche, les os longs sont formés par ossditatndochondrale. Il s’agit du
remplacement du cartilage par un os primaire. ©@egasus est di a une invasion du cartilage
par des vaisseaux sanguins qui apportent des exladtéoprogénitrices et des précurseurs

ostéoclastiques. Les ostéoclastes matures vorrbe¥garogressivement le cartilage alors que
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les ostéoblastes vont combler les lacunes par ueteicen calcifiee. Le VEGF (Vascular
Endothelial Growth Factor) joue un réle primord@dns l'ossification endochondrale. |l
coordonne a la fois la vascularisation, la fornratio cartilage et I'ossification (Dai et Rabie,
2007).

La vascularisation n’est pas seulement importaraesdle développement osseux
embryonnaire. La présence de vaisseaux est retuisede la croissance, les capillaires
envahissant le cartilage de conjugaison pour uonesance en longueur des os. A I'age
adulte, la vascularisation permet le remodelagewssdgans des conditions physiologiques et
en réponse a des traumatismes ou a des conditethsl@gigues comme la polyarthrite

rhumatoide et I'arthrose (Gerber et Ferrara, 2000).

2 Interactions de I'endothélium et de I'os

L’endothélium est une part essentielle du tissuelgtique, ou la communication
intercellulaire entre les cellules endothélialedest cellules osseuses est importante dans le
maintien de l'intégrité osseuse. Il a été démonguwé des milieux conditionnés de cellules
HUVEC (Human Umbilical Vein Endothelial Cell) augntaient la prolifération de cellules
stromales de moelle osseuse. De plus, lorsquedlleses HUVEC et ces cellules du stroma
médullaire sont co-cultivées, I'expression et ité phosphatase alcaline (un marqueur
ostéoblastique précoce) sont élevées suggérant difiérenciation dans la lignée
ostéoblastique (Villars edl., 2000). Ces deux types cellulaires, exprimantoanexine 43,
seraient capables de communiquer entre eux pablisséement de jonction gap. Inversement,
il a été montré que des cellules HUVEC empéchdgedifférenciation des cellules stromales
de la moelle osseuse en ostéoblastes par inhildgdiexpression du facteur de transcription
Osterix (Meury etal., 2006). Il semblerait que la différenciation oftiéstique soit sous le
contrdle des cellules endothéliales, en initiamelrutement de cellules ostéoprogénitrices sur
les sites de remodelage et en les maintenant daisati pré-ostéoblastique afin d’éviter le
dép6t de matrice osseuse dans les vaisseaux sanghmes la migration a travers
'endothélium de ces précurseurs ostéoblastiquas,différenciation continue jusqu'a
I'obtention d’'ostéoblastes matures capables de dorume matrice osseuse. De plus dans
I'environnement vasculaire un type de cellules,désdcytes, sont capable de se différencier
en ostéoblastes (figure 22). Ce sont des celluigsprgesentent de longs prolongements

cytoplasmiques dont les principaux rdles sont lgulaion du tonus vasculaire, de la
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perméabilité capillaire et la formation de la marextracellulaire (Diaz-Flores at., 2009).
Ces péricytes sous l'influence de facteurs ostéqgés se différencient en ostéoblastes
(Doherty etal., 1998). Les ostéoblastes jouent un réle actif dansascularisation du tissu
osseux. lls sont une source importante d’angiopai€it dont les principales fonctions sont de
stabiliser les vaisseaux formés et de promouvoir ddférenciation de cellules
mésenchymateuses en cellules musculaires lisssaifiéaetl., 2007).

Des étudesn vitro ont montré l'implication des cellules endothélgaldans la
différenciation et I'activité de la lignée ostéatigue. Afin d’atteindre le site de remodelage
osseux, les précurseurs ostéoclastiques ont bedaithérer et de migrer a travers
I'endothélium par diapédéese (Collin-Osdobyakt 2001 ; Kindle etl., 2006). L'endothélium
permettrait également I'adressage des précursastémaastiques sur des sites spécifiques
afin de contrdler la résorption osseuse (Parfig®.

Les cellules endothéliales de I'os ont des carestigues moléculaires propres.
Certains facteurs moléculaires osseux sont capaldgi sur les cellules endothéliales tels
que la PTH, les estrogénes et des cytokines planinfiatoires. Les cellules endothéliales
sécrétent des molécules impliquées dans le rengmlelsseux, en agissant directement sur les
ostéoblastes et les ostéoclastes. Les cytokinesSM-& RANKL, facteurs requis pour la
différenciation ostéoclastique, sont exprimées Iparcellules endothéliales de méme que
I'OPG (Collin-Osdoby et al., 2001 ; Yoshida et 4990). L'OPG a également été retrouvée
associée au facteur de von Willebrand (FvW) dasscteps de Weibel-Palade des cellules
endothéliales (Zannettino et al., 2005). Ces asteunrt démontré que sous conditions
inflammatoires, 'OPG et le FvW pouvaient étre fié dans la circulation sanguine. Cette
capacité du FYW a se lier a 'OPG suggére un éeéméile de ce facteur dans les activités
biologiques de I'OPG. Comme évoque précédemment,cétlules endothéliales peuvent
réguler la différenciation ostéoblastique. Parns haolécules candidates, I'endothéline 1
permettrait la communication entre ces cellules(8chroeder etl., 2003) (figure 22). De
plus, I'angiotensine Il produite par les celluleslethéliales, exerce une activité anabolique
vis-a-vis des cellules ostéoblastiques et favoli@egiogenese a travers I'expression du
VEGF. Une étude récente a montré que le VEGF iat@ai dans la différenciation
ostéoblastique en augmentant I'expression des geust pour la phosphatase alcaline et le
collagene de type | (Grellier at., 2009). Le VEGF agit aussi sur les ostéoclastggut non
seulement remplacer le M-CSF dans l'osteoclastagedes monocytes induite par RANKL
(Niida et al., 1999) mais il peut également augmenter l'activies ostéoclastes matures
(Nakagawa eal., 2000).
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Figure 22: Interactions moléculaires et cellulaires enadothélium et les cellules osseuses
(d’aprés Brandi et Collin-Osdoby, 2006).

3. La triade OPG / RANK / RANKL dans la biologie vasculaire

La premiere preuve démontrant I'implication derlade moléculaire OPG / RANK
/ RANKL dans la biologie vasculaire a été appopaele phénotype des souris déficientes en
OPG. Ces souris, atteintes d’une ostéoporose sgué&gentent des calcifications au niveau
de l'aorte et des arteres rénales mais pas auwnes petits vaisseaux. (Bucayakt 1998).
Les lésions observées ressemblent aux Iésionsatiérmtiques de 'homme, dans lesquelles
on retrouve une expression du récepteur RANK etligand RANKL. Ces premieres
observations ont depuis été étayées par des travautxo etin vivo. Désormais, il est bien
établi que le systeme OPG / RANK / RANKL est impkgdans la biologie des cellules
endothéliales et des cellules musculaires lissesvaésseaux. Cette triade est également
associée a la survenue des calcifications artesiell

Les cellules endothéliales et les cellules muskgdisses expriment toutes les deux
'OPG, a des taux relativement élevés, mais pluiqudierement dans les arteres rénales et

aortiques. En revanche, RANK et RANKL ne sont péectés dans les vaisseaux sains non
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calcifies (Collin-Osdoby etfal., 2001), bien gu'une faible expression de RANKL éié
observée dans des lésions aortigues humaines ([hate 2001) ou dans des vaisseaux de
métaphyse de souris (Laceyatt 1998). Sous I'action de cytokines pro-inflammedsitelles
que I'lL-1a ou le TNF, les cellules endothéliales expriment forteme®PIG et RANKL
(Ben-Tal Cohen etl., 2007 ; Collin-Osdoby eal., 2001). Le RANKL surexprimé a la
surface de ces cellules est fonctionnel, puisdodluit la différenciation ostéoclastique de
précurseurs monocytiques (Collin-Osdobwkt2001).

Les cytokines OPG et RANKL, en plus détre produitpar les cellules
endothéliales, ont des effets directs sur celled-€@PG est en effet capable d’induire la
survie des cellules endothéliales par une voie rigee des intégrines (Malyankar &,
2000 ; Scatena et Giachelli, 2002). Une autre daesurvie est désormais envisagée, car
I'OPG en se liant a TRAIL empécherait I'effet prpegtotique de cette cytokine de la famille
du TNF (Emery eal., 1998 ; Pritzker eal., 2004). L'OPG assure également la migration et la
prolifération des cellules endothéliales par uni wependante des intégrinegd; et avps
(Kobayashi-Sakamoto etl., 2008). Contrairement a ce que I'on pourrait atten RANKL
est également capable d’induire la survie des lesllendothéliales. Dans des cellules
HUVEC soumises a une privation de sérum ou a utemnant par TNk, RANKL prévient
partiellement la mort des cellules endothéliafieda stimulation de la voie PI3K/Akt (Kim et
al., 2003). RANKL est également impliqué dans la péodition et le chimiotactisme des
cellules endothéliales, il permet la néoangiogeriesmparable au bFGH) vivo dans deux
modeles différents (Kim &tl., 2002). C’est la liaison de RANKL au récepteur RAprésent
a la surface des cellules endothéliales qui iniés signaux SRC/phospholipase CG/Ca
induisant la formation de nouveaux vaisseaux qusotdedans des conditions physiologiques

ou pathologiques (tableau II).
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Tableau lI: Effets du systeme OPG / RANKL sur la biologiesdeellules

endothéliales

Cytokines Effets sur les cellules endothéliales eRr#fces

Malyankar efal.,

Survie par la voie des intégrineés NF-kB 2000 ; Scatena et

Giachelli, 2002

OPG . I .
Survie par inhibition de TRAIL Pritzker al., 2004
Migration et prolifération par la voie des  Kobayashi-Sakamoto
intégrinesoy B3 etayPs. etal., 2008
Survie par la voie PI3 kinase Kim &it, 2003
RANKL

Prolifération et chimiotactisme permettant une
] : . Kim etal., 2002
néoangiogenese

De nombreux travaux ont montré I'implication desogynes OPG et RANKL dans

la survenue des lésions athérosclérotiques. Legbyygm des souris déficientes en OPG a été
la premiére preuve apportée en 1998 (Buca}.e1998). Depuis, le rble protecteur de 'OPG
dans la survenue de calcifications artérielleseacénfirmé. En effet, I'administration d'OPG
chez le rat prévient la formation de calcificationduites par la Warfarine ou de fortes doses
de vitamine D. Toutefois 'OPG ne peut pas invergemphénomene si le processus de
minéralisation a déja débuté (Priceakt 2001). La capacité de I'OPG a promouvoir la srvi
des cellules endothéliales suggere que I'OPG peotggtentiellement du processus de
calcification. D’autre part, RANKL et OPG sont difemment exprimés dans les sténoses
aortiques calcifiées (Kaden at, 2004). En effet, alors que RANKL est fortemenprxé
dans les lésions calcifiées, 'OPG n’est détectde dans le tissu sain et non dans le tissu
pathologique. De plus, dans des cultures de myadjlastes de valve aortique humaine,
RANKL favorise la calcification de la matrice eteXpression de genes associés a
I'ostéoblaste. Enfin, les cellules endothéliales ldemicrovascularisation produisent un
environnement favorable a la formation d’'un tisalciié et stimulent aussi 'adhérence et la
migration transendothéliale de monocytes, pouvantdgférencier en ostéoclastes sous
I'action de RANKL (Kindle etal., 2006). Plus réecemment, I'anticorps humanisé Demadbd
dirigé contre RANKL a prouvé son efficacité dans kteintes vasculaires. Il prévient le

52



Systeme vasculaire et tissu osseux

dépot de cacium dans les arteres de souris sungxipria forme humaine de RANKL (Helas
etal., 2009). L'ensemble de ces résultats montre I'ingtion des cytokines RANKL et OPG

dans la survenue des calcifications aortiques.
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IV. Objectifs de la thése

Le tissu osseux est un tissu conjonctif complexperpétuel remaniement, reposant
sur I'équilibre de deux mécanismes: la formatiotaatsorption osseuse. La régulation du
remodelage osseux est basée sur I'interventiorod#wreuses hormones, cytokines et facteurs
de croissance.

La vascularisation tres importante du tissu osssixe témoignage d’'une activité
métabolique importante. L’'implication du systéemesadaire dans la biologie osseuse
apparait a plusieurs niveaux. Deés la vie feetadmyvBhissement du cartilage par les vaisseaux
sanguins assure la formation d’'un tissu calcifié agportant notamment les précurseurs
cellulaires et les cytokines nécessaires. Les ®aiss sanguins permettent aussi la
cicatrisation rapide des fractures osseuses. Egféce a I'étroite communication qu’elle
entretient avec I'os, la circulation sanguine coletd’équilibre phosphocalcique et assure le
drainage des précurseurs hématopoiétiques cordangda moelle osseuse.

L’interdépendance des systémes vasculaire et osggarait également sur le plan
moléculaire. La circulation prend en charge lesntmnes, les facteurs de croissance et les
cytokines qui permettent la différenciation, I'aetiion et la survie des cellules osseuses. La
systéme OPG / RANK / RANKL constitue la charniéreléculaire entre le tissu osseux et le
systeme vasculaire. Cette triade qui a fait I'oljet nombreuses publications quant a sa
capacité a contréler le remodelage osseux jouekgalt un réle important dans la biologie
vasculaire. Elle agit principalement sur les celbuéndothéliales dont elle stimule la survie et
la prolifération.

L'OPG possede, en plus de RANKL, d'autres ligandsnp lesquelles deux
possedent des activités dans la biologie vasculdil®PG produit dans les cellules
endothéliales est en effet capable de se liera@adade von Willebrand (FvW) (Zannettino et
al., 2005). Le FYW a un réle essentiel dans I'hdas®ssanguine en permettant le recrutement
les plaquettes sur les sites de Iésion vasculbed=vW est, par ailleurs, lié au FVIII de la
coagulation sanguine dans la circulation pour ferlfeecomplexe FVIII/FYW. Ces données
suggerent I'implication du FVIII/FVYW dans des preses biologiques controlés par 'OPG.
L’OPG est également capable de se lier a 'hépaimaylycosaminoglycane est un puissant
anti-coagulant, libéré dans la circulation sanglimg d’une Iésion de I'endothélium.

Nos travaux de recherche ont pour but de compreledreffets de ces ligands de

I'OPG d’origine vasculaire dans des activités bgodpies contrélées par 'OPG.
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Les différents objectifs des travaux de cettedlssont :

- d'étudier les effets du complexe Facteur Vlll/fear de von Willebrand dans la

différenciation ostéoclastique, processus conpald’OPG,

- d’évaluer l'effet de ce complexe de la coagulati@ans I'activité anti-apoptotique de 'OPG,

- d’etudier le réle de I'héparine et d’autres glyaminoglycanes dans I'ostéoclastogenese.
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I. Introduction

L'utilisation de cryoprécipités (fraction coagulandes protéines plasmatiques) comme
traitement des troubles de la coagulation a coraliitlentification d’un nouveau complexe
protéigue possédant une activité anti-hémophilidqueet des propriétés de liaison aux
plaquettes. Il y a une trentaine d’années, Zimmarsgtacoll. ont montré que deux protéines
circulantes liees entre elles, assuraient ces @dfexs : le facteur anti-hémophilique VIiI
(FVI) et l'antigene lié au facteur VIII (FVIII-RA& ou facteur de von Willebrand ; FvW)
(Zimmerman et Edgington, 1973). Le FVIII corrigeBitéemophilie de type A tandis que le
FvW permettait de traiter les patients atteintslalenaladie de von Willebrand. Ces deux
glycoprotéines aux propriétés bien distinctes ddmsnostase sont intimement liées dans la

circulation et forment un complexe protéique.

1. R6les dans I’lhémostase

L'hémostase est l'ensemble des phénomeénes phygissg qui concourent a la
prévention et a l'arrét des saignements. Elle ppetia la réparation de la breche vasculaire et
d'une fagcon générale, elle assure le maintieniagdtité des vaisseaux. L’hémostase se

déroule en deux étapes : 'hémostase primairdétribstase secondaire.

A. L’hémostase primaire (figure 23)

Un traumatisme vasculaire conduit en premier liéangasoconstriction du vaisseau lésé
afin de diminuer le débit sanguin dans le vaissa&aainsi limiter les pertes liquidiennes. Ce
processus est appelé "temps vasculaire" de I'hé@segirimaire. Ensuite, la formation d’'un
clou plaquettaire permet de combler la bréchet ¢e%emps plaquettaire”. Au niveau de la
zone lésée, le FYW adhére rapidement a la matocs-endothéliale mise a nue par le
traumatisme. Les plaquettes, par lI'intermédiaireglyeoprotéines (GP) membranaires, vont
adhérer au FVYW (GP Ib/1X) et au collagene (GP #&/Hu sous-endothélium (Sakariassen et
al., 1979). Suite a cette phase d’adhérence plaguesttle nombreuses plaquettes circulantes
vont s’agréger sur la monocouche plaquettaire fernh@&s GP llb et Illa, majoritairement
présentes sur la membrane plaquettaire, interagissere elles en présence de*Cpour
former un complexe llb/llla actif qui se lie au fiflogene plasmatique (des ponts se créent
entre les nombreuses plaquettes présentes) camstitun caillot "réversible". Ensuite, les
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plaquettes deviennent sphériques et forment daslppedes. Les granules se regroupent et
leur contenu est déversé dans la lumiére du vaisgsami les molécules libérées, le facteur

tissulaire initie 'lhémostase secondaire.

Cellules
endothéliales

FVW

L . Complexes lIb-llla unis
U GP Ib-IX et site e 5
N RGD du FvW par du fibrinogéne
|
E
L3 |F
E
\Y
&3 |a !
N S C
Plaquettes | C —=
/ U
L
&3
|
R
E GP la-lla et
collagéne
Le sous-endothélium mis & nu montre Les plaquettes circulantes adhérent Les plaquettes s'agrégent entre elles
des molécules de collagene et les au sous-endothélium par grace aux molécules GP lib-llla qui se
cellules endothéliales libérent du FvW l'intermédiaire des GP la-lia et Ib-1X couplent au fibrinogéne.
qui se fixe au sous-endothélium. qui se lient respectivement au

collagéne et au FVW.

Figure 23: Les différentes étapes de 'hnémostase primdiep(es le laboratoire
d’hématologie du C.H.U. d’Angers)

B. L’hémostase secondaire (figure 24)

L’hémostase secondaire (ou coagulation) conduita asthbilisation du caillot en
transformant le fibrinogene en fibrine grace athat® enzymatique de la thrombine. Deux
voies distinctes existent pour aboutir a la forovatile la fibrine : la voie exogene et la voie
endogene.

La voie exogene est initiée par le facteur tisselibéré par I'agrégat plaquettaire. Le
facteur tissulaire fixe le facteur VII (FVII), ergsence d’ions calcium, et permet I'activation
du FVII (FVlla). Le complexe FVlla/facteur tissulai est capable ensuite d’activer les
facteurs IX et X. La voie exogéne est la principales de la coagulation.
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La voie endogéne débute par le contact du factéuiEXIl) avec le sous-endothélium.
Cette fixation entraine une activation progressivd-Xll (FXlla). Le FXlla active a son tour
le facteur XI par protéolyse. Puis le facteur Xt transforme le facteur IX en facteur IX
activé (FIXa).

Ces deux voies convergent vers une voie uniquetalsant a la formation de fibrine.
Le recrutement du FVYW lors de la phase primairéh#enostase permet 'activation du FVIII
qui se détache du complexe FVIII/FVW. Le FVIII aitiséré forme un complexe équimolaire
avec le FIXa issu des voies exogene et endogeneoi@plexe active le facteur X, qui en se
liant au facteur V, clive la prothrombine en thranme Lorsque la concentration de thrombine
formée atteint un certain seuil, la thrombine cativde fibrinogene soluble en fibrine
insoluble. La fibrine forme un réseau autour dgrémgat de plaquettes pour réaliser le caillot

"irréversible".

VOIE ENDOGENE

Breche vasculaire

}

Kininogéne
Kallikréine
VOIE EXOGENE
/\
L X Traumatisme
/\
Xl Xla l
/\ /\
IX IXa Vila Vil
l Villa l Facteur ~ ¢——— Traumatisme
tissulaire
/\ ‘/\
X Xa X
l Va
/ /_\
Prothrombine Thrombine
/\
VOIE FINALE
COMMUNE Fibrinogene Fibrine
l Xllla
\_ Caillot insoluble de fibrine

Figure 24: Cascade de coagulation
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Le complexe FVIII/FVW a des roles majeurs dansrée@ssus d’hémostase, que ce soit

lors de 'hémostase primaire ou de la coagulation.

2. Biosynthése des FVIII et FvW

L’ARN messager et la protéine (2332 acides amidadyVIll ont été retrouvés dans de
nombreux tissus humains comme le foie, les pourebtess reins. Le foie constitue pourtant
la source principale de FVIih vivo, comme c’est le cas pour I'ensemble des factears d
coagulation (Jacquemin eal., 2006 ; Wion etal, 1985). Parmi les cellules de
I'environnement hépatique, il a été montré quenkgsatocytes et les cellules endothéliales du
sinus hépatique synthétisaient le FVIII (Hollestadtal., 2001).

Le FYW (2791 acides aminés) n’est sécrété que @ax t/pes cellulaires : les cellules
endothéliales et les mégacaryocytes (Spoal.e1985 ; Wagner, 1990). La quantité de FvW
sécrétée varie selon le type de vaisseaux. Degstidtologiques menées chez I'animal, ont
montré que le FVW était plus largement exprimé dangseau veineux que dans le réseau
artériel (Wu etal., 1987 ; Yamamoto edl., 1998). Les tissus qui renferment une quantité
importante de FYW sont les poumons et le cervdats gue le taux d’expression du FYW est
tres faible dans le foie. Bien que I'on retrouveFNlll et le FYW liés dans la circulation
périphérique, il n'y aucune preuve directe qui détr® que le FVIII et le FYW sont
synthétisés ensemble dans un type cellulaire pdidic Toutefois, des études ont montré que
le FVIII et le FYW peuvent étre co-synthétisésnsgortés jusqu’a des granules de stockage et
libérés par les cellules endothéliales et les magacytes (Rosenberg &kt, 1998 ; Shi eal.,
2003 ; van den Biggelaar &k, 2007 ; Wilcox egl., 2003).

3. Importance de la formation du complexe FVII/FvW

Nous avons vu précédemment que le FVIII et le Fvavtigipaient a 'hémostase
sanguine. Or, ces deux facteurs ne sont actifsstjisesont séparés I'un de l'autre. Pourtant
dans la circulation générale, ces deux facteursistimement liés. En effet, le FVIII est lié
au FvW avec une grande affinité : le Kd est dedferde 0,2 a 0,5 nM (Ganz ai, 1991 ;
Vot et al., 1995). La liaison du FVIII avec le FvW s’effectastre la chaine légére du FVIII
(résidus 1672-1689) et les domaines D’ et D3 du Rué¥idus 763 a 1035) (Terraubeakt
2009) (figure 25). Cette intéraction est primoreialans la biologie du FVIII. Il est

maintenant bien établi que I'interaction du FvW aleFVIII augmente la demi-vie du FVIII

60



Complexe FVIII/FVW et biologie osseuse

en le protégeant de l'activité d’enzymes protéqgly#is ainsi que de sa capture par certains
types cellulaires tels que les macrophages oudklsles dendritiques (Kaveri etl., 2007 ;
Koppelman etal., 1996 ; van Schooten ai., 2008). Ainsi, chez des patients atteints de
maladie de Von Willebrand (Abshire, 2006) (absedeeFvW fonctionnel) la demi-vie du
FVIII administré par perfusion est réduite a 2h8@rsaqu’elle est de 12h chez des patients
sains (Tuddenham etl., 1982). La concentration plasmatique du FVIII clies patients
sains est comprise entre 100 et 250 ng/ml (envitonM) alors que la concentration
plasmatique de FVW est de I'ordre de 50 nM (Boddhieet al., 1996). Ceci montre d’'une
part que le FVIII est toujours lié au FYW (saufsigw’il devient actif dans la coagulation) et
d’autre part qu’une proportion importante de Fv\§teelibre ou liée a d’autres ligands. De
récentes études ont montré que le FVYW peut s& li@®PG de fagon physiologique que ce
soit dans la circulation sanguine ou dans les coepd/eibel-Palade des cellules endothéliales
(Shahbazi eal., 2007 ; Zannettino al., 2005). Ces données suggerent un role potentiel du
complexe FVIII/FvYW dans la biologie de 'OPG etakefait dans la biologie osseuse.

A
(@) Chaine lourde Chaine légére
al a2 a3
lla 372 740 1689
B
Propeptide Polypeptide mature
@ < > < >
1 763 1242 2813
l D3 Al A2 A3HD4H81—3|—|C1|—| CIHCK]
I EE . e [ |
FViI Gplb clivage Collagéne GPlIb-3a
Héparine Héparine  ADAMTS 13

Collagéne

Figure 25. Représentation shématique des différents domaheles sites d’interaction du
FVIII (A) et du FYW (B) (d’apres Terraube at, 2009).

61



Complexe FVIII/FVW et biologie osseuse

4. Pathologies hémorragiques et phénotype osseux

Le complexe FVIII/FYW pourrait donc avoir un rélarts la biologie osseuse, par son
éventuelle interaction avec I'OPG. L'implicationreite ou indirecte de ces facteurs de
I'hnémostase dans la biologie osseuse est souteaualgs données cliniques de patients
atteints de troubles de I'hémostase (Kovacs, 2008gmophilie A et la maladie de von
Willebrand, dues respectivement a une déficiencétigue du FVIII et du FYW, représentent
85% des pathologies hémorragiques.

L’hémophilie A est la plus fréquente des maladiémbphiliques. Elle est causée par
des mutations dans le géne codant pour le FVilgssur le chromosome X. L’incidence de
I’'hnémophilie A est d’environ 1 pour 5000 naissandesgarcons (Castaldo at, 2007). La
plus fréquente des anomalies, responsable de pr&®% des cas d’hémophilie A, est une
inversion entre l'intron 22 et une région téloméaqdu chromosome X (Pothet et Jean,
2007). La protéine tronquée n’est plus fonctiormell est & I'origine de graves troubles de
I’'hémostase. Les principaux symptémes de 'hémaplilsont des saignements spontanés et
des douleurs articulaires (dues aux saignements B articulations, principalementt le
genou). De plus, les patients atteints d’hémophitiéveéres présentent une réduction de la
densité osseuse que ce soit chez de jeunes hépwBiirnes eal., 2004) ou chez des
patients plus agés (Nair at., 2007 ; Wallny etal., 2007). Le manque d’activité physique
serait a l'origine de cette perte osseuse. Les fitbroaes et I'arthropathie chronique que
développent les hémophiles les empéchent d’avog activité physique nécessaire au
maintien d’'une pression mécanique suffisante swagleelette (Kovacs, 2008). Gurevitch et
coll. ont avancé une autre hypothese pouvant exglifjostéoporose des hémophiles. Les
auteurs suggerent que les pertes sanguines s’aagoemt d’une augmentation de production
de facteurs de croissance hématopoiétiques qurisawnd la prolifération des précurseurs
hématopoiétiques comprenant entre autres les peaogr ostéoclastiques. Leur
différenciation est favorisée ce qui conduit a tgsorption intense du tissu osseux (Gurevitch
et Slavin, 2006).

La maladie de von Willebrand constitue un autreetglp pathologie hémorragique. Elle
est due a un défaut de la quantité, de la struaurele la fonction du FvW. Elle touche
environ 1% de la population générale, mais ledna@nt de la maladie n’est nécessaire que
dans 1 cas sur 8000 (Abshire, 2006). L'étiologside dans des mutations du gene codant

pour le FYW présent sur le chromosome 12. Il exmtssieurs formes de maladie de von

62



Complexe FVIII/FVW et biologie osseuse

Willebrand. Dans les formes mineures a modérégesty et 1), les principaux symptémes
sont des saignements mineurs (épistaxis, ecchyrgoggyorragie). Deux autres formes plus
rares (type 2N et Ill), mais plus séveres, conduisedes symptémes proches de ceux de
I’'hémophilie A (Veyradier etal., 2006). En effet, ces deux formes se caractériganune
absence de liaison au facteur VIl (type 2N) ouyrataux tres faible de FvW circulant. Dans
ces formes graves, le FVIII n'est plus protégélpdevW, ce qui aboutit a des manifestations
cliniques identiques a I'hnémophilie A (hématomanhéhrose, ostéoporose) (Abshire, 2006).
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Article 1

I1. Article 1

Le complexe facteur Vlli/facteur de von Willebrand inhibe la
différenciation ostéoclastique induite par RANKL etcontrole la survie
cellulaire.

Le facteur VIII (FVIII) et le facteur de von Willeand (FvW) sont deux glycoprtoéines
de I'hémostase sanguine. Le FVW permet le recruterdes plaquettes et le FVIII agit
comme un catalyseur de la voie exogéne de la catiguisanguine. Ces deux effecteurs de la
coagulation sanguine forment un complexe dansrtaletion sanguine. Il se dissocie lors
d’'une bréche vasculaire et permet son comblemenagarmation d’'un caillot. Récemment,
I'interaction moléculaire entre le FYW et la prokianti-résorptive OPG a été caractérisée,
révélant un possible réle du FYW dans la biologisenise. Le complexe FVIII/FVW circulant
pourrait également participer a la biodisponibiété I'activité de 'OPG.

Avec le M-CSF, RANKL est la molécule nécessairém @différenciation ostéoclastique.
L’'OPG, en se liant a RANKL, contdle I'osteoclastngse et maintient I'équilibre osseux. Le
but de cette étude est de déterminer le role dyptexa FVII/FYW dans l'interaction OPG /
RANKL.et son incidence dans le processus d’'ost&tmigenese.

L’'OPG posséde un autre partenaire moléculaire gtilae cytokine pro-apoptotique
TRAIL. Ce membre de la famille du TNFRnduit une mort cellulaire par apoptose que 'OPG
inhibe en se fixant a TRAIL. Le second temps detragail consiste a étudier I'effet du
complexe FVIII/FVYW sur l'interaction OPG / TRAIL abn réle dans I'apoptose de cellules

tumorales sensibles a TRAIL.

Ces travaux nous ont permis de montrer que :

- le complexe FVIII/FVW inhibe la différenciatiorsi®oclastique induite par RANKL,

- le complexe FVII/FYW accroit [I'activité inhibite de I'OPG envers

I'ostéoclastogenese,

- le complexe FVIII/FVW se lie directement a TOP&SRANKL et a TRAIL,

- le complexe FVIII/FVW contréle la proliférationrnhorale en empéchant la laison OPG
/ TRAIL.
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Factor  Vlli/von Willebrand Factor
(FVIIIIVWEF) complex, a molecule involved in
coagulation, can be physically associated with
osteoprotegerin  (OPG). OPG is an anti-
osteoclastic protein and a soluble receptor for
the pro-apoptotic protein TRAIL, suggesting
a potential role of FVIIIWVWF complex in
bone and cancer biology. We thus assessed the
effects of FVIIWVWWF  complex on
osteoclastogenesis and cell survival. We first
evidenced that FVIII/VWF complex inhibited
RANKL-induced osteoclastogenesis, and
enhanced the inhibitory effect of OPG.
Interestingly, we revealed by surface plasmon
resonance that FVIII/VWF complex bound to
RANKL, whereas recombinant FVIII and
vWF did not. By modeling, we showed that
the OPG-binding domain to the Al-domain of
VWF was closely located and partially
overlapped to its binding site to RANKL.
Then, we demonstrated that FVIINVWF
complex cancelled the inhibitory activity of
OPG on TRAIL-induced apoptosis, and
characterized interactions between these
molecules. The present work evidenced a
direct activity of FVIII/VWF complex on
osteoclasts and on induced cell apoptosis,
pointing out its potential involvement in
physiological bone remodeling or in bone
damages associated with severe hemophilia
and cancer development.

The molecular triad OPG/RANK/RANKL is
a crucial parameter of bone biology. Receptor
Activator of Nuclear factokB Ligand, (RANKL),

a member of the Tumor Necrosis Factor (TNF)
family, is mainly expressed by osteoblasts in the
bone microenvironment and acts as a pro-
resorption factor (1,2); RANKL binds to its
receptor RANK expressed at the cell surface of
osteoclast precursors and induces osteoclastic
differentiation and maturation, leading to bone
resorption (3,4). Osteoprotegerin (OPG), also
mainly produced by osteoblasts, is a soluble decoy
receptor for RANKL preventing the binding of
RANKL to RANK, and thus inhibiting
osteoclastogenesis (5-7). Bone turnover is tightly
controlled by the OPG/RANK/RANKL triad, and
any change in the balance OPG/RANKL leads to
pathological conditions (7). OPG is also a receptor
for Tumor Necrosis factor-Related Apoptosis-
Inducing Ligand, TRAIL (8,9), a cytokine which is
able to induce a rapid cancer cell death by
apoptosis (9-11). Interestingly, the binding of OPG
to TRAIL completely inhibits TRAIL-induced
cytotoxicity (8). OPG possess anti-apoptotic
properties and therefore could be considered as a
pro-tumoral agent.

Factor VIl is a plasma glycoprotein, mainly
synthesized by hepatocytes, but also by kidney,
sinusoidal endothelial cells, and in small amounts
by lymphatic tissues (12). Factor VIl is one oéth



main coagulation factors and allows the abolished the inhibitory effect of OPG on TRAIL-
completion of the coagulation process. Factor induced apoptosis, revealing a key role of
VIII circulates in plasma in a non-covalent FVIII/VWF complex in cancer development.
complex with the von Willebrand factor
(FVII/IVWF complex). The most well known- EXPERIMENTAL PROCEDURES
genetic disease associated with Factor VIl is
hemophilia A, which shows an X-linked Osteoclast differentiation assay- Generation of
inheritance (13). A second important disease osteoclasts from murine RAW 264.7 cells was
associated with low Factor VIII levels is von performed as previously described (26) in the
Willebrand disease (VWD), a bleeding disorder presence of recombinant human RANKL (100
(14,15). Patients suffering from vWD have ng/ml) (kindly provided by Amgen Inc, USA),
primary hemostasis defects leading to human OPG (100 ng/ml) (R&D systems, UK),
mucocutaneous bleeding or spontaneous deepFVIII/IVWF complex purified from plasma
tissue bleeding, such as in hemophilia A, or both (ProSpec, Israel) or recombinant FVIIl (Octocog
(14). Bleeding diseases could be associated withalpha kindly provided by CSL Behring, USA) (1
different bone phenotypes. For instance, in a or 2 U/ml). Generation of osteoclasts from human
murine model of platelet-type VWD, a significant CD14 monocytes was described previously (26).
increase of bone mass and cortical tickness dueBriefly, purified CD14 cells were cultured in-
to a reduction of the number of osteoclasts is MEM with 10% FCS and 25 ng/ml human M-CSF
observed (16). In contrast, various case reports (R&D systems). After 3 days of culture, 100 ng/ml
suggest that children suffering from severe RANKL, 100 ng/ml OPG, and 1 U/ml FVIIl or
hemophilia have more risks to have low bone FVIII/VWF were added. Multinucleated cells
density and osteopenia/osteoporosis, formed with 3 nuclei and more were counted after
preferentially caused by physical inactivity and TRAP staining (Sigma, France).
leading to loss of joint function, shorter height,
lower weight and muscle atrophy (17,18) Cell proliferation- Human osteosarcoma cell lines
Von Willebrand factor is a multimeric  MG63 and Sa0S2 as well as the Ewing’s sarcoma
protein containing many binding domains for cell line TC71 were cultured in DMEM containing
various proteins such as the D-D3 domain 10 9% FCS. MG63 and SaOS2 cells were seeded at
which binds FVIII (19) and the Al domain 500 cells/well in 96-well plates, and TC71 at 1500
which can bind different proteins such as the cells/well. Cells were treated with 50-100 ng/ml
platelet glycoprotein Ib (20), heparin (21) and TRAIL (R&D systems), 50-100 ng/ml OPG and 1
snake venom toxins (bitiscetin (22) and U/ml of FVIII/VWF complex for 72 hours. After
botrocetin (23)). Recently, it has been shown that the culture period, cell viability was determined b

the VWF is physically complexed to OPG XTT assay (Roche Molecular Biomedicals,
(through the Al-domain) within the Weibel- Germany).

Palade bodies and also in plasma, revealing a

possible modulatory role of OPG in hemostasis Hoechst staining and caspase-3 activity- Cell
(24,25). The aim of the present study was t0 death was monitored microscopically after
characterize the effects of FVIII/VWF complex Hoechst 33258 (Sigma) staining. MG63, SaOS2
on osteoclastogenesis and cancer cell survival, and TC71 cells were seeded in a 96-multiwell plate
and then interactions between complex and treated or not with TRAIL (50 ng/ml), OPG
FVIIIlVWF complex and three members of TNF (50 ng/ml) and FVIIIVWF complex (1 U/ml) for
cytokine / cytokine receptor family: OPG, 16 h, stained with 10 pg/ml Hoechst reagent for 20
RANKL and TRAIL. The data obtained min at 37°C, and then observed under UV
demonstrated that FVIII/VWF Complex binds to microscopy (DMRXA, Leica, Germany)_ Caspase-
OPG and RANKL, and thus indirectly 3 activity was assessed on 10 pl of total treated
participates to bone biology. Indeed, we first cell lysates using the kit CaspACE assay system,
demonstrated that FVIII/VWF Complex inhibits fluorometric (Promega, USA) f0||owing the

RANKL-induced osteoclastogenesis. Secondly, manufacturer's recommendations. Results are
we demonstrated that the FVIII/VWF complex



expressed in arbitrary units and corrected for
protein content.

Surface plasmon resonance-binding assays
Experiments were carried out on a BIAcore 3000
instrument (Biacore, Sweden). OPG (1 pug/mL in
5 mM maleate, pH 6.0), RANKL (2 pg/mL in 5
mM maleate, pH 5.75) and TRAIL (10 pg/mL in
10 mM acetate, pH 5.5) were covalently
immobilized to the dextran matrix of a CM5
sensor chip (BIAcore) at a flow rate ofuBmin.
Immobilization levels ranging of 300 RU for
OPG, 400 RU for RANKL and 700 RU for
TRAIL were obtained. VWF (Haematologic
Technologies, USA) was immobilized on a C1
sensorchip at 2000 RU. Binding assays were
performed at 25°C in 10 mM Hepes buffer, pH
7.4, containing 0.15 M NaCl and 0.005% P20
surfactant (HBS-P buffer, BIAcore) or in a pH
6.5 buffer containing 20 mM Bis-Tris and 10
mM CaCl2, at a flow rate of 3@l/min for
immobilized-OPG, and 20 ul/min  for
immobilized-RANKL and immobilized-TRAIL.
Kds of OPG for VWF and FVIII/IVWF were
determined using single cycle kinetics, starting
with 25 nM of OPG or with 300 nM of
FVIIIVWEF, then Y% dilutions. For binding
analysis over the immobilized-RANKL or
immobilized-TRAIL chip, binding of OPG alone
or preincubated for 120 min with different
concentrations of FVIII/IVWF complex was
performed for 4 min at a flow rate of 20/min,
followed by dissociation for 2.5 min. The
resulting sensorgrams were fitted using BiaEval
4.1 software (Biacore). For Kd calculations, the
following molecular weights were used:
recombinant FVIII: 330 kDa and FVIII/VWF
complex: 540 kDa.

ELISA assay- FVIII/VWF complex was coated at
1 U/ml on a 96-well plate overnight at room
temperature (RT). OPG or RANKL (both were

min then the revelation solution (Promega, USA)
was added for 20 min and the reaction was stopped
with sulfuric acid solution. The absorbance at 450
nm was measured using a microplate reader
(Victor Il, Perkin Elmer, USA).

Modeling analysiss To design OPG and RANKL,
sequences were retrieved from the Universal
Protein resource. Each protein was subjected to
BLAST searches on the organism species (Homo
Sapiens) and on the organism classification
(Mammalia, Vertebrata)(27) These sequences
were further analyzed using multiple sequence
alignments to extract the most conserved residues
(28). The multiple alignments were manually
adjusted using Jalview (29). Human OPG and
human RANKL models were built using Modeller
9v5 (30) from these refined alignments,
respectively using substructure of DR5 (1D4V)
(31) and mouse RANKL (11QA) (32). All resulting
models were assessed using the Protein Health
module of Discovery Studio 2.1 (Accelrys Inc,
USA). Alignment of the Al-domain of VWF on
OPG has been realized as described below.
Structural figures were produced with VMD (33)
and rendered using Pov-Ray
(http://www.povray.org/).

OPG, RANKL and TRAIL effect on coagulation
cascade- Plasma of a healthy donor was drawn on
0.109 M buffered citrate. OPG, TRAIL and
RANKL were added to the plasma at 100 ng/ml.
Primary hemostasis was tested using PFA 100
automate (Siemens, USA). The Quick time was
determined using the reagent RecombiPlasTin
(Instrumentation Laboratory, Spain) on the ACL
TOP automate (Instrumentation Laboratory). The
activated partial thromboplastin time (aPTT) was
tested using TriniCLOT Thrombin Time reagent
(Trinity Biotech, Ireland) on ACL TOP. The
thrombin time was tested using Thrombin
(Siemens) on ACL TOP. The FVIII/C method was

tested at 500, 100 and 10 ng/ml) were incubated based on the aPTT. This assay was performed

for 2 hours at RT. After 2 washes with
PBS/Tween 0.05%, the revelation of the binding
of OPG or RANKL to FVIII/VWF complex was
performed using a specific biotinylated antibody
against each molecule (anti-OPG was from R&D
systems and anti-RANKL from Peprotech,
USA). Streptavidin conjugated to horseradish
peroxydase (R&D systems) was incubated for 20

using FVIII deficient plasma (Biopep, France), an
aPTT reagent with kaolin as contact phase
activator (CK Prest, Diagnostica Stago, France)
and an ACL TOP coagulometer.

Satistical analysis- The mean 4SD was calculated
for all conditions and compared by ANOVA, with
Bonferroni multiple comparisons test as post-hoc



test. Differences relative to a probability of two- underlying the effect of the FVIII/VWF complex

tailed p < 0.05 were considered significant. on RANKL-induced osteoclastogenesis and the
possible synergistic effect of OPG and FVIII/VWF

RESULTS complex, we investigated the molecular
interactions between RANKL, OPG, FVIIIIVWF

FVIINWE inhibits murine and human osteoclast complex, recombinant FVIII and vWF by surface

differentiation induced by RANKL. The impact plasmon resonance technique. It is well admitted
of the FVIII/VWF complex on osteoclastogenesis that OPG and vVWF are physically associated in
was first examined using the cellular model Weibel-Palade bodies of endothelial cells and also
RAW 264.7. After 5 days of culture with 100 in the plasma (24,25). Thus, we first immobilized
ng/ml RANKL, RAW 264.7 cells differentiated vWF, and confirmed that the interaction between
into multinucleated cells. As expected, 50 ng/ml OPG and VvWF depends on the biochemical
OPG inhibited the RANKL-induced environment (25). In fact, the binding of OPG to
osteoclastogenesis, by 47 % (p<0.01) (Figure immobilized-vWF occurred only with 20 mM Bis-
1A). Surprisingly, 2 U/ml of FVIII/VWF Tris pH 6.5 and not with 10 mM Hepes pH 7.4
complex inhibited RANKL-induced  (Figure 2A) and the dissociation constant obtained
osteoclastogenesis by 42 % (p<0.01), whereas 1was Kd = 3.51 1® M (Figure 2B). Then, we
U/ml of FVIII/IVWF complex had no effect on revealed that, in the pH 7.4 buffer, FVIII/IVWF
RANKL-induced osteoclastogenesis (Figure complex was also able to bind to immobilized-
1A). Furthermore, when 2 U/ml of FVIIIVWF  OPG whereas recombinant FVIII was not (Figure
complex was added to the culture medium in the 2C). Furthermore, using a single cycle kinetic
presence of OPG, the inhibition of assay, the Kd of OPG for FVIII/VWF complex was
osteoclastogenesis was significantly stronger 7.19 10° M (Figure 2D). The binding of OPG to
than that observed with OPG alone. Indeed, the the FVIII/VWF complex was also confirmed by
inhibition of RANKL-induced ELISA assay. As shown in Figure 2E, OPG can
osteoclastogenesis reached 65 % in the presencdind, in a dose dependant manner, to the
of a mixture OPG, FVIIIVWF complex FVIII/VWF complex previously coated. Taken
compared to 47 % with OPG alone (p<0.05). together, these results revealed that the interacti
The recombinant FVIII alone had no effect on between OPG and the FVIII/VWF complex
RANKL-induced osteoclastogenesis of RAW occurred through the vVWF.
264.7 cells (data not shown). To explore the putative mode of ligand-
To ascertain the effect of FVIIIWVWEF  receptor binding, we modelled the OPG-RANKL
complex on osteoclastogenesis, we next interaction using constructs obtained from
generated osteoclasts from human CD14 crystallographic coordinates of homologous
purified from total peripheral blood mononuclear proteins TRAIL-DR5 complex as described by
cells upon M-CSF and RANKL activation (26). Cheng et al. (34). We confirmed that OPG-
As shown in Figures 1B and 1C, and similarly to RANKL binding model is closely related to
RAW 264.7 cells, 1 U/ml of FVII/VWF  TRAIL-DR5 binding mode (data not shown). The
complex significantly inhibited by 30% the data obtained clearly showed that the OPG-binding
RANKL-induced osteoclastogenesis of CD14 domain to Al-domain of VWF is closely located
cells (p<0.05) (Figure 1C). Furthermore, 1 U/ml and partly overlaps to its binding site to RANKL
of FVIIIWWF complex reinforced the OPG (Figure 2F). Indeed, the interface shape consfsts o
inhibitory  activity on  RANKL-induced two anchoring points on OPG for RANKL by
osteoclastogenesis (P>0.05) (Figure 1C). In amino acids 68, 69, 82 and amino acids 88-91, 111
accordance with the RAW 264.7 cells, the and 116-120 while the contact surface is a
recombinant FVIII alone had no effect on continuum for Al-domain of VWF to OPG (amino
RANKL mediated osteoclastogenesis (data not acids 62-69, 82-89) (Figure 2G).
shown). The binding of FVIIIIVWF complex to
immobilized-RANKL was then investigated in the
RANKL binds to FVIHI/NWF complex similarly to pH 7.4 buffer. Surprisingly, FVIIIlVWF complex
OPG. To explore the molecular mechanism was able to bind to immobilized-RANKL



(response of 150 RU) whereas recombinant immobilized-vWF; indeed a pre-formed complex
FVIII was not (Figure 3A). However, when OPG/RANKL was able to bind to immobilized-
using an immobilized-vWF sensorchip, no VWF in the same way as OPG alone
binding was observed whatever the biochemical (Supplementary data).

parameters used (20 mM Bis-Tris pH 6.5 or 10

mM Hepes pH 7.4) (data not shown). As for the TRAIL bound to FVIII without affecting
binding of OPG to the FVIII/VWF complex, we TRAIL/OPG interactions. OPG is not only a decoy
performed an ELISA assay using a coating of receptor for RANKL, but also acts as soluble
FVIIIWWE complex. As shown in Figure 3B, receptor for TRAIL and thus inhibits its pro-
RANKL was able to bind to FVIII/IVWF  apoptotic activity (8,10,11). To determine whether
complex, in a dose dependant manner, or not the FVIII/VWF complex could affect the
confirming the results obtained by surface complex OPG/TRAIL, TRAIL has been
plasmon resonance experiments. Thus, theimmobilized on a sensorchip and the capacity of
present data demonstrated for the first time the FVIII/VWF complex to bind to TRAIL was
capacity of FVII/VWF complex to bind analyzed. In contrast to the previous experiments
RANKL. However, in contrast to OPG for which  with OPG and RANKL, both FVIII/VWF complex
the interaction with this complex is dowia the and recombinant FVIII were able to bind to
VWF, our results suggested that the tri- immobilized-TRAIL (Figure 4A and summarized
dimensional structure of the FVIII/VWF complex in Figure 4D). Furthermore, as for OPG binding to
is mandatory for its interaction with RANKL. To immobilized-vWF, only specific biochemical
further explore the involvement of the conditions of 20 mM Bis-Tris pH 6.5 allowed the
FVIIIWWE  complex in the RANKL/OPG binding of TRAIL to immobilized-vWF (no
interactions, the effect of a pre-incubation of binding with 10 mM Hepes pH 7.4) (data not
OPG (100 ng/ml) and increasing concentrations shown). We confirmed that TRAIL bound to
of FVIII/VWF complex for 2 hours was assessed. immobilized-OPG and showed that the complex
The pre-formed FVII/VWF complex-OPG  formed by TRAIL and recombinant FVIII was still
complex was then injected over the able to bind similarly to OPG (Figure 4B). To
immobilized-RANKL  (Figure 3C). This  further explore the involvement of the FVIII/VWF
experiment revealed that the pre-formed complex in the OPG/TRAIL interactions, the
complex FVIII/VWF/OPG did not prevent the effect of a pre-incubation of OPG and increasing
binding of OPG to RANKL or the binding of concentrations of FVII/VWWF has been
FVIIIIWWF to RANKL. Furthermore, the investigated. Whatever the concentration of
binding of OPG was higher in the presence of FVIII/VWF complex used to form a complex with
FVIII/IVWF complex than without this complex. OPG, all these combinations completely inhibited
These results suggest that FVIII/VWF complex the binding of OPG to TRAIL (Figure 4C and
by binding to RANKL or OPG induced some summarized in Figure 4D). These results suggested
modifications in the three-dimensional structure that the binding domains of OPG to VWF and
of OPG, RANKL or FVIII/VWF, resulting in a  TRAIL is very closed and one molecule bound to
higher affinity between OPG and RANKL, and OPG can then block the binding sites of the
then potentially increasing its biological activity second.

Such hypothesis was supported by the To investigate the relevance of this
synergistic effect of OPG-FVIII/VWF complex inhibition in a biological experiment, we
observed on RAW 264.7 cells (Figure 1A). performed viability assay on the human
Similarly, Figure 3D showed that FVIII/VWF osteosarcoma cell line MG63 sensitive to TRAIL-
complex was still able to bind RANKL or OPG induced apoptosis. As shown in Figure 5A, the
even if RANKL had already been bound to ability of TRAIL to induce MG63 cell death
immobilized-OPG, demonstrating that these (~75%, p<0.01) was prevented by addition of
three molecules can interact together without OPG. In contrast, when 1 U/ml of FVIII/VWF
interfering the binding of one to another (see complex was added to the culture medium OPG
Figures 3c and 3d for schematic explanations). was not able to prevent the capacity of TRAIL to
The same results were observed using induce MG63 cell death (~60%, p<0.05).



Furthermore, the apoptotic effect of TRAIL was resorption (7). Although severe hemophilia
confirmed even in the presence of FVIII/IVWF patients have also joint diseases, to our knowledge
complex and OPG. Nucleus fragmentation was there is no evidence of the effect of FVIII/VWF
observed in MG63 (Figure 5B). In the same complex on bone cells and especially on
manner of 50 ng/ml of TRAIL, the combination osteoclasts. The present work demonstrates that
TRAIL + FVIII/VWF complex + OPG induced FVIII/VWF complex binds to OPG and RANKL,
nucleus fragmentation, as the cells exhibited a and thus indirectly participates to bone biology.
characteristic kidney-like form with condensed This paper is thus the first evidence that
chromatin clumps compared with control cells. FVII/VWF complex inhibits RANKL-induced
Moreover, TRAIL induced a significant increase osteoclastogenesis. Furthermore, in a second part
of caspase-3 activity in MG63 cells (p<0.01) of the manuscript, we also demonstrated for the
(Figure 5C) which was significantly reduced in first time that the FVIII/VWF complex abolishes
the presence of OPG. But the caspase-3 activity the inhibitory effect of OPG on TRAIL-induced
was not decreased by OPG when FVIII/VWF apoptosis, suggesting a potential function of
complex was added (p<0.05)he same results FVIII/VWF complex in cancer development
of viability, Hoechst staining and caspase-3 (Figure 6).
activation, were obtained using other cell lines In two different models, FVIIVWF
sensitive to TRAIL-induced apoptosis such as complex regulates osteoclastogenesis by inhibiting
the human osteosarcoma cell line SaOS2 and thethe pro-osteoclastic activity of RANKL. Two
human Ewing’s sarcoma cell line TC71 (data not different effects can be involved in this inhibitio
shown) the first way of inhibition occurs through a
Thus, these data revealed that the physical interaction between FVIIIIVWFE complex
inhibitory effect of OPG on TRAIL-induced and RANKL, leading to an inactivation of
apoptosis can be reversed by FVIII/VWF RANKL; the second potential effect is a synergic
complex and then evidenced the role of effect of the FVIII/VWF complex with OPG. In
FVIII/VWF complex in the control of cell death. fact, both molecules inhibit RANKL-induced
osteoclastogenesis by themselves, but their
association in the culture medium increased this
Recombinant human OPG, RANKL and TRAIL inhibitory effect. However, different mechanisms
do not affect the coagulation cascade. Due to the could be proposed. OPG could bind to the
different interactions evidenced in our study FVII/VWF complex through the vWF, and this
between OPG, RANKL, TRAIL and FVIIIIWWF  complex could increase the affinity of OPG to
complex, we evaluated the potential implications RANKL; or the complex FVIII/VWF could bind to
of these 3 molecules on the coagulation cascade.both RANKL and OPG, leading to a stronger
We demonstrated that 100 ng/ml of OPG, inhibition of RANKL activity.
RANKL and TRAIL have no effect on the These interactions between FVIII/VWF
following assays: primary hemostasis, Quick complex, OPG and RANKL point out their
time, activated partial thromboplastin time potential involvement in bone and vascular system
(@aPTT), thrombin time, FVIII/C method based (7). Indeed, the hallmark of severe hemophilia is

on the aPTT (data not shown). repeated bleedings into joints and muscles
resulting in a severe and painful inflammation of
DISCUSSION synovitis named hemophilic synoviti$35,36).

However, the exact mechanism related to blood-

Factor VIII (FVII) associated with the induced joint disease is not precisely known even

von Willebrand factor (VWF) is a key if some mechanisms are now settled. The
protagonist of the coagulation process as processes that occur at early stages of blood-
evidenced in patients suffering from hemophilia induced joint disease associated infiltration of
A. Recent papers revealed the physical inflammatory cells releasing high amounts of
interaction between VWF and osteoprotegerin inflammatory cytokines, enzymes (36), proteins
(OPG) (24,25), a powerful inhibitor of such as hemoglobin, an increase of intra-articular
osteoclastogenesis and therefore of bone pressure and synovial proliferation. The later



stages are characterized by a promotion of and osteoclastic cells strengthening the interafsts
angiogenesis, cartilage cell apoptosis and prophylaxis in young patients suffering from
subchondral bone destruction. Thus, hemophilic severe hemophilia. Even if prophylaxis seems to
arthropathy shares several biological features be the best therapeutic option for severe
with rheumatoid arthritis (37Numerous studies  hemophilia A in order to prevent joint damages
in rheumatoid arthritis models have produced (42,43) in evidence based medicine, these results
evidences for a causal role of excessive RANKL are giving a basic explanation for the effect of
activity in associated-bone loss (38). Indeed, prophylaxis in joint damage and subchondral bone
RANKL levels were concomitantly increased in erosion prevention.

inflamed joint leading to an increase in the The second important result reported in our
RANKL/OPG ratio which appears positively study is the control of cell apoptosis by the
correlated with bone destruction and osteoclast FVII/VWF complex. We observedn vitro that
activity (39). The present data evidenced for the OPG did not inhibit TRAIL-induced cell apoptosis
first time that FVII/VWF complex inhibits  when FVIII/VWF complex was present in the
RANKL-induced osteoclastogenesis. Moreover culture medium. Physical interactions between
FVIIIWWE complex did not abolish OPG FVII/VWF complex, OPG and TRAIL were
activity on osteoclastogenesis but reinforced its confirmed by surface plasmon resonance
activity in murine and human models. In this experimentsWe showed that FVIII/VWF complex
context, hemophilic arthritis may be associated was able to bind to TRAIL, and then we
with intra-articular inflammatory process demonstrated that, when associated to OPG,

concomitantly with an increased FVIII/VWWF complex prevented the binding
osteoclastogenesis due to a deficiency of TRAIL/OPG, correlating thein vitro apoptosis
FVIII/VWF complex. experiment. To our knowledge, the functional

OPG/RANK/RANKL triad constitutes a relationship between Factor VIII and/or VWF and
molecular bridge spanning bone metabolism, apoptosis has never been investigated. TRAIL is a
vascular biology and immunity (7). The first cytotoxic ligand which binds to type |
evidence linking the OPG/RANK/RANKL transmembrane receptors (DR4 and DR5)
system to the vessel biology has been provided possessing death domains and which ultimately
by the vascular phenotype of OPG deficient mice activates caspase cascade inducing cell death (44).
(40). Indeed, OPG-deficient mice exhibited TRAIL has also two decoy receptors (DcR1,
medial calcification of the aorta and renal DcR2) which lack functional death domain and
arteries and not of smaller vessels, suggestingexplain in part the absence of massive apoptosis in
that OPG and its molecular partners may play a cells that express functional membrane receptor
role in the long term observed association (45). However, normal and cancer cells lacking
between osteoporosis and vascular calcification these decoy receptors can escape to cell death
(40). OPG physically associated with the VWF is through the expression of OPG which is able to
localized in the Weibel-Palade bodies of block TRAIL transduction signaling (8). It is well
endothelial cells and is rapidly secreted in established that the coagulation cascade
response to inflammatory stimuli (24). More contributes to cancer development (46) and a clear
recently, in a case-control study, Biloeh al. correlation between thrombosis and cancer
assessed the presence of atherosclerosis in 5(rogression has been established. Indeed, tissue
patients suffering from hemophilia and in 50 factor is upregulated on both tumor and host cells
age-matched control individuals (41). Their in cancer patients and initiates protease-activated
results suggest that hemophilia could protect receptor (PAR)-mediated cell signaling that leads
against asymptomatic atherosclerosis. Overall, to the production of soluble cytokines and
these observations strongly support that the angiogenic growth factors (47). More recently,
OPG/RANK/RANKL and FVII/VWF systems  Noé et al. demonstrated that platelets support
constitute a molecular cascade essential in thetumor vascular homeostasis by regulating the
development of atherosclerotic lesions. stability of tumor vessels (48). Thus, tumor
Furthermore, our present work gives biological development appears as equilibrium between cell
direct relationship between FVIII/VWF system proliferation and cell death actively controlled by



blood vessels and coagulation cascade. By W. J. (1999)Proc Natl Acad Sci U S A 96(7),

reversing the inhibitory effect of OPG on
TRAIL-induced apoptosis, FVIIIIVWF may
control tumor growth. Hemophilia A has been
recently reported after tumor resection in patient
suffering from glioblastoma (49) and it has been

3540-3545

5. Tsuda, E., Goto, M., Mochizuki, S.,
Yano, K., Kobayashi, F., Morinaga, T., and
Higashio, K. (1997)Biochem Biophys Res

suggested that cancer cells could produce factor Commun 234(1), 137-142

VIlll-like tumor antigens. Such hypothesis has
been also strengthened by Franclenal., who
reviewed recently the acquired factor VIii
inhibitors in oncohematology (50). If the origin
of such nonclassical antibodies against FVIII is
not yet defined, these autoantibodies may
complicate the clinical course of the malignancy

6. Simonet, W. S., Lacey, D. L., Dunstan,
C. R,, Kelley, M., Chang, M. S., Luthy, R.,
Nguyen, H. Q., Wooden, S., Bennett, L.,
Boone, T., Shimamoto, G., DeRose, M.,
Elliott, R., Colombero, A., Tan, H. L., Trail,
G., Sullivan, J., Davy, E., Bucay, N.,

(51). All these data associated with the present Renshaw-Gegg, L., Hughes, T. M., Hill, D.,

work are in favor of a contribution of FVIII/VWF
complex during cancer disorders. Then the
interaction between OPG-TRAIL-FVIII/VWF
complex may be involved in induced cell
apoptosis (endothelial, cartilage, bone and tumor
cells) which is essential during angiogenesis

associated with inflammation and cancer
disorders.
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Figure 1: FVIII/VWF complex inhibits RANKL-induced osteoclastogenesis
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Figure 1: FVIII/VWF complex inhibits RANKL-induced osteoclastogenesisA. RAW 264.7
cells were cultured for 5 days in the presenceodbon100 ng/ml hRANKL, 100 ng/ml of OPG, and 12or
U/ml of FVIII/VWF complex. After May Griinwald / Giasa (MGG) stainingB. Purified human CD14
monocytes were cultured for 15 days in the presef@® ng/ml hM-CSF and 100 ng/ml hRANKL and 1
U/ml FVIIIIWVWE. TRAP colorationwas performed at the end of the culture period, @dPurified
human CD14 monocytes were cultured for 15 days in the presefi@5 ng/ml hM-CSF and 100 ng/ml
hRANKL, with or without 50 ng/ml OPG and 1 U/ml RVWWF. Multinucleated TRAP positive cells
were counted under a light microscope. (A, C) Resalle expressed as number of multinucleated cells
(more than 3 nuclei) per well: each value represéim mean + SD. All experiments were performed
independently 3 times in triplicate. * p<0.05, *@.01.
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Figure 2: The interaction between OPG and the FVIII/VWF compéx occurred through the
VWF
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Figure 2: The interaction between OPG and the FVIII/VWF compéx occurred through the
VWF. A. OPG binds to immobilized-vWF chip in specific biwenical conditionsBinding assays were
performed using 2 different buffers (pH 7.4 or pB)@s described in experimental procedures sedion
Determination of the Kd of OPG for vVWF using a $in@ycle Kinetic assay. OPG was injected over
immobilized-vWF, in the pH 6.5 buffer, at 25 nM atiten % dilutions.C. In the pH 7.4 buffer,
FVIIIIVWEF complex, but not recombinant Factor VIbBinds to OPGFVIII/VWF complex (50 U/ml) or
recombinant Factor VIII (50 U/ml) were injectedaaflow rate of 3Qul/min over the immobilized-OPG
sensorchip for 5 min and the dissociation was noogdt for 10 minD. Determination of the Kd of OPG
for FVIIIIWVWEF complex, in the pH 7.4 buffer, usira Single Cycle Kinetic assalFVII/VWF complex
was injected over immobilized-OPG starting at 300 and then %2 dilutions=. OPG (500, 100 and 10
ng/ml) bound to the coated FVIII/VWF complex (1 Uyrasing an ELISA assay. Results are expressed
using arbitrary unitsF. Modeling of the interactions between OPG (greedANRL (grey) and Al-
domain of VWF (yellow). OPG has the same orientaiiothe three illustrations. Right illustrationas
overlay of left and middle illustrationss. Representation of the binding domains involvedthe
interaction OPG-RANKL and OPG-vWF. OPG-amino adiuglved for the binding with RANKL are
schematized in black, and those involved for timelinig with VWF are schematized in yellow

12



Figure 3: Complex FVIII/VWF can bind to RANKL and O PG prevents its binding
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Figure 3: Complex FVIII/VWF can bind to RANKL and O PG prevents its binding.A. In the
pH 7.4 buffer, FVIIIIVWF complex, but not recombimaFactor VIII, binds to RANKL. FVII/VWF
complex (50 U/ml) or recombinant Factor VIII (50rlj were injected at a flow rate of 1/min over
the immobilized-RANKL sensorchip for 5 min and tiesociation was monitored for 10 mB. RANKL
(500, 100 and 10 ng/ml) bound to the coated F\MIMFvcomplex (1 U/ml) using an ELISA assay. Results
are expressed in arbitrary uni@. FVIII/VWF complex increases the binding of OPGRANKL. OPG
was incubated with increasing concentrations of[RXXNF complex for 2 hours prior to the injection t
immobilized-RANKL. D. FVII/VWF complex, OPG and RANKL can form a tripée complex.
hRANKL (5 pg/ml) was injected to immobilized-OPGtlwia flow rate of 20 pl/min, then the FVII/VWF
complex was injected. Schematic explanations aneesented in Figures 3c and 3d.
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Figure 4: TRAIL binds to FVIII without affecting TRAIL/OPG in teractions
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Figure 4: TRAIL binds to FVIII without affecting TRAIL/OPG in teractions. A. Recombinant
Factor VIl and FVIII/VWF complex bind to immobikd-TRAIL. Recombinant Factor VIII (50 U/ml) or
FVIII/VWF complex (50 U/ml) were injected at a flowte of 30 pl/min over the immobilized-TRAIL for
2 min associatiorB. Recombinant Factor VIl bound to TRAIL does ndieiiere the binding of TRAIL
to immobilized-OPG. 50 U/ml of recombinant FactdtlWvas preincubated with TRAIL for 2 hours at
room temperature. The complex formed was then tegeto immobilized-OPGC. FVIII/VWF complex
inhibits the binding of OPG to TRAIL. FVIII/VWF coptex was incubated with OPG for 2 hours at room
temperature; the new complex formed was then ieject a flow rate of 30 pl/min for 2 min over
immobilized-TRAIL. D. Schematic representation of plasmon resonancerigygrds a, b, and ¢
summarized respectively Figure 4A, 4B and 4C.
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Figure 5. FVIIIIVWF complex blocks the inhibitory effect of OPG on TRAIL-induced

apoptosis on MG63 cells
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Figure 5. FVIIIIVWF complex blocks the inhibitory effect of OPG on TRAIL-induced
apoptosis on MG63 cellsA. Osteosarcoma cell line MG63 was cultured with @g0nl TRAIL +/- 100
ng/ml OPG +/- 1 U/ml of FVIII/VWF complex. After 72ours of culture, cell viability was determined by
XTT assay. Results were expressed as percentagentsbl. Experiments were performed at least three
times (* p<0.05)B. Nuclear morphological changes induced by TRAIL,GO&nd FVIII/VWF complex
were analyzed by Hoechst staining on MG63 céllsCaspase-3 activity was assessed on MG63 cells
after 16 hours of treatment with TRAIL, OPG and FMWF complex (* p<0.05, ** p<0.01).
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Figure 6: Schematic representation describing thenivolvement of FVIII/VWF complex in
coagulation cascade, bone and cancer biology
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Figure 6: Schematic representation describing thenivolvement of FVIII/VWF complex in
coagulation cascade, bone and cancer biologEVIIIIVWE complex is one of the main complex
involved in coagulation: FVIII is released from vWjy the action of thrombin and becomes a co-factor
for Factor IX to stimulate coagulation cascade,l&RWF is essential in platelet activation. FVIMAF
complex plays also a major role in other biologipabcesses. Indeed, this complex inhibits RANKL-
induced osteoclastogenesis, by binding to RANKL alst by increasing the anti-osteoclastic activity
OPG. Furthermore, FVIII/VWF complex may be invohiadcell apoptosis (endothelial, bone and cancer
cells): through its binding to OPG, the FVIII/vWBroplex inhibits the OPG protective effect on TRAIL-
induced apoptosis which occurs in inflammation eaidcer disorders
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Supplementary data
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Experimental conditions: OPG (4nM), RANKL (10nMpH 6.5. OPG was incubated with
RANKL for 2 hours prior to the injection.
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Discussion

II1. Discussion

Le systeme vasculaire joue un réle primordial danbiologie osseuse. Il apporte les
nutriments, 'oxygene, des facteurs de croissassergiels au maintien de I'équilibre osseux
assuré par les activités de l'ostéoclaste et detdablaste, et il permet également le bon
déroulement des processus d'ossification et detrisation. Dans cette étude, nous nous
sommes intéressés a la fonction que le complexd/FWV, composé de deux facteurs de
coagulation, pouvait potentiellement remplir aunsdu tissu osseux. Nous nous sommes
basés sur deux précédents travaux qui ont montcarattérisé la liaison entre le FVW et
'OPG (Shahbazi etl., 2007 ; Zannettino edl., 2005) dans les cellules endothéliales. Or,
dans la circulation sanguine, le FYW se lie au F¥fin de le protéger des protéases. Ainsi,
ce complexe FVIII/FVYW pourrait réguler I'activitted’OPG dans la circulation sanguine et
participer au controle du remodelage osseux.

Dans un premier temps, nous avons observé dans aeaeles (RAW 264.7 et
monocytes humains CDI}4 une inhibtion significative du complexe FVII/FvWéur
I'ostéoclastogenése induite par RANKL. C’est lenpier rapport qui fait état de I'implication
directe du complexe FVIII/FVYW dans un processugwssDe plus, nous avons constaté que
le complexe FVII/FYW renforgait I'activité inhibice de 'OPG sur l'ostéoclastogenése.
Pour comprendre les mécanismes impliqués, noussagtudié, par résonance plasmonique
de surface, les interactions moléculaires entrérdes protagonistes. Le complexe FVIII/FYW
est capable de se lier a RANKL et a 'OPG, alors tFVIIl recombinant seul ne se lie a
aucune de ces protéines. Nous supposons doncingiggdction se réalise par la partie FvW
du complexe comme le suggérent les travaux de @aafBhahbazi edl., 2007). Nous avons
confirmé que la liaison entre 'OPG et le FvW pseatfaire dans des conditions de pH acide
(pH = 6,5) et de salinité particuliere. En revancam&me dans ces conditions, RANKL ne
peut se lier au FYW. Il semble donc que la strecttndimensionnelle du complexe
FVII/FVYW soit requise pour se fixer a RANKL et aininhiber I'ostéoclastogenése. De plus,
le renforcement de l'inhibition par I'OPG, en pnése de complexe FVIII/FVYW, s’explique
par une augmentation de fixation du couple [complEXIII/FYW — OPG] a RANKL. La
modélisation moléculaire des interactions entredi@plexe FVII/FVW, 'OPG et RANKL a
permis de localiser les différents sites de fixatfproches mais distincts) et de confirmer la
formation potentielle du complexe ternaire [compl&¥VI11I/FVW — RANKL - OPG].

Si le complexe FVIII/FVW est capable de modulerdesvités de RANKL et d'OPG, il
apparait, en revanche, que ceux-ci n'ont pas d’'stfeles activités biologiques du complexe
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FVIII/FYW. Les différents paramétres de la coagala{thémostase primaire, temps de Quick,
temps de céphaline activée) ne sont pas modifiégue 'OPG ou RANKL sont ajoutés aux
prélévements sanguins. Ces résultats peuvent gjeeplpar le fait que ni RANKL ni 'OPG
ne se lient au FVIII et au FYW dans des conditidespH sanguin. Ces hypothéses sont
appuyées par certaines données de résonance plgamde surface. D’'une part, le FVIII ne
se lie ni a I'OPG, ni a RANKL dans des conditiomspaH physiologique (pH = 7,4). D’autre
part, 'OPG ne se lie au FYW que dans des conditide pH acide (pH = 6,5) alors que
RANKL ne se fixe pas au FVvW quelque soit les coodg de pH (pH = 6,5 ou 7,4, données

non montrées).

En complément de ce travail, nous avons recherah&dence de la formation du
couple RANKL / complexe FVII/FYW sur la liaison RK / RANKL. L'étude des
interactions montre que le complexe FVIII/FVYW sesil capable de se lier a RANK. De plus,
le couple [RANKL / complexe FVIII/FVW], une fois fmé, est toujours capable de se fixer
au recepteur RANK (figure 26).

Chip RANK pH=7.4
700 +
600 -
RANKL (2ng/ml) + complexe FVIII/FVW
500 -
— 30 Ul/mi
T 400 - 20 Ul/ml
— 10 Ul/ml
g 300 0 Ul/ml
o
& 200 -
o 100 | Complexe FVIII/FVYW
30 Ul/ml
0 L
-100 +
-200 w w \ ‘ ‘ ‘ : i
0 50 100 150 200 250 300 350 400

Temps (S)

Figure 26: RANKL (2 ng/ml) et le complexe FVIII/FVW (30 Util) se fixent au
récepteur RANK dans un tampon de pH = 7,4. Le cergFVIII/FVYW pré-incubé pendant 2

heures avec RANKL renforce la liaison au récepRANK.

Cependant, ces données ne nous informent pas somailetien de la signalisation
RANK/RANKL lorsque le couple [RANKL/complexe FVIEVW] est lie a RANK. Nous

pouvons supposer que la liaison de ce couple séckpteur membranaire RANK masque le
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domaine de transmission du signal ou empéchentetisation du récepteur RANK requise
pour son activité (Kanazawa et Kudo, 2005). Uneiittion de signalisation, méme patrtielle,
des voies classiquement activées par RANKL (MAPk@#sa PI3kinase et NF-kB) pourrait
expliquer I'inhibition de I'ostéoclastogenese. Nq@vons également envisager d’'identifier
les sites de liaison du complexe FVIII/FVYW au réeap RANK, soit par modélisation
moléculaire, soit par I'étude de mutants.

L’ensemble de ces résultaits vitro doit étre confirmé par des études vivo. Les
expériences de différenciation ostéoclastique etédenance plasmonique de surface ont
toutes été effectuées dans des conditions de pkigibgique (pH = 7,4). Cependant nous
n'avons pour l'instant aucune donnée qui nous peemd’affirmer que le complexe
FVIII/FVYW circulant se lie a RANKL et a I'OPG dars sang. Nous supposons que ces
interactions sont tout a fait envisageables danpldasma (pH équivalent). Le complexe
FVIII/FYW pourrait agir alors comme un régulate@sdconcentrations d’OPG et de RANKL
circulants. Il pourrait contrdler I'activité de IRG et de RANKL dans d’autres processus que
I'ostéoclastogenése, tels que I'angiogenése, I'imitdwou I'adhérence cellulaire.

L’activité que nous décrivons sur |'ostéoclastogenémplique que le complexe
FVIII/FVW doive se trouver en relation étroite avée site de résorption. La riche
vascularisation du tissu osseux laisse supposenguklle colocalisation est concevable. De
plus, des travaux menés sur la circualtion ossdé@sgvent que le remodelage osseux se fait
dans des compartiments ou des vaisseaux sanguinprégents. Ce compartiment est appelé
BRC (Bone Remodeling Compartment) (Eriksen et28Q7). Les vaisseaux se trouvent en
relation directe avec les cellules osseuses. Naus/gns supposer que les molécules
circulants dans les vaisseaux sont donc capabéggrdur la biologie des ostéoblastes et des
ostéoclastes. Des études immunohistochimiques peameat de mettre en évidence la co-
localisation du complexe FVIII/FVYW avec les moléside I'environnement osseux (OPG et
RANKL).

Ces premieres preuveas vitro de l'implication du complexe FVIII/FVW dans le
contrdle de I'ostéoclastogenése viennent compléte¥seau d’intéractions moléculaires entre
le tissu osseux et le systéme vasculaire. En gefffatitres molécules du systeme vasculaire
ont montré des effets sur la différenciation odiimue. Parmi celles-ci, le facteur de
croissance VEGF peut remplacer le M-CSF (Niidalet1999) dans des souris déficientes
pour le M-CSF. Les précurseurs ostéoclastiquesiragpt a leur surface les récepteurs du
VEGF (Tombran-Tink et Barnstable, 2004) qui stinmalgen présence de VEGF) I'expression

de RANK dans les ostéoclastes de rat (Yaocalet 2006). L’endothéline, neuropeptide
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vasoconstricteur produit par I'endothélium, inhiagésorption osseuse par un effet direct sur
la mobilité cellulaire des précurseurs (Alamakt 1992). De nombreuses études ont mis en
évidence les relations structurales et fonctiomsedintre les précurseurs ostéoclastiques et les
cellules de I'environnement vasculaire. Sous l@ttdu TGEPB, les cellules endothéliales
issues de I'os expriment RANKL pour induire la drnciation ostéoclastique (Ishidaakt
2002). Ces mémes cellules endothéliales dans deditioms inflammatoires (stimulation
TNFo ou IL-1) permettent le recrutement de précursdursang capables de se différencier
en ostéoclastes (Kindle at., 2006). Nos travaux décrivent une nouvelle refagotres les
cellules endothéliales et les ostéoclastes. Le tmpFVIII/FYW, dont 'un des éléments
constitutifs est synthétisé par les cellules enélales, contrble la différenciation
ostéoclastique de manieres direot@ (a liaison a RANKL) ou indirecte (renforcement de
I'activité de 'OPG).

Le role du complexe FVII/FVYW dans l'ostéoclastogea pourrait expliquer lI'effet
bénéfique sur le tissu osseux de la prophylaxie ¢bg patients hémophiles. Ces patients
présentent généralement une diminution de la derssseuse liée principalement a des
hémarthroses et a un manque d’activité physiqupe@iant, une trés récente étude clinique
souligne qu’un traitement précoce et a long termgednes patients hémophiles protéege de la
perte osseuse (Khawaji at., 2009). Les auteurs n’ont pourtant pas observéifiéence
significative dans la perte de masse osseuse obezatients présentant des hémophilies
modérées ou séveres. Il n’existe pas non plus kélaton entre la perte osseuse et I'activité
physique pratiquée par les patients. Il semble dprign traitement précoce de I'hémophilie
améliore le statut osseux des patients hémoplhilefet direct du complexe FVIII/FVYW sur
I'ostéoclastogenese pourrait constituer un des migwees de prévention de ces pertes

osseuses.

Dans la seconde partie de cette étude, nous aewherché les effets du complexe
FVIII/FYW sur l'interaction entre 'OPG et TRAIL. €s études de résonance plasmonique de
surface ont permis de mettre en évidence que TR&H.capable de se lier au complexe
FVIII/FYW et au FVIII recombinant (contrairementRANKL et a 'OPG). De plus, comme
'OPG, TRAIL peut se fixer au FYW mais dans des dibtons de pH particulieres.
Cependant, I'association de TRAIL a ces facteursadgulation n’a aucune incidence sur les
paramétres de I'hémostase. Le résultat le plugessént des études d'interactions, est
I'inhibition de liaison entre 'OPG et TRAIL lorsguie couple [OPG - complexe FVII/FVW]

68



Discussion

est préalablement formé. Ces résultats laissaigaser que 'OPG n’était plus capable de
contrer les effets biologiques de TRAIL.

Nous avons par conséquent évalué I'impact de adtaésavec un test de viabilité de
cellules tumorales sensibles a TRAIL (2 lignéesstBosarcome et une lignée de sarcome
d’Ewing). Dans ce test biologique, le complexe FNMNW, qui est sans effet sur la mort
cellulaire, empéche I'OPG de contrer la mort inglpar TRAIL. La détection de I'activité
caspase 3 confirme que la diminution de viabilékutaire est due au phénomene d’apoptose.
Ces résultats suggerent que le complexe FVIII/FWY¥spde des propriétés anti-tumorales.
Ces propriétés ne sont possibles que si le compigkie/FVW est en contact étroit avec les
cellules cancéreuses et I'environnement moléculdeela tumeur (OPG, TRAIL). Cette
localisation proche est tout a fait envisageablesdas tumeurs. La vascularisation est tres
développée dans les lésions cancéreuses. Ellatestemue par une angiogenese intense qui
permet l'apport de nutriments nécessaires a laiesuev a la proliféeration des cellules
tumorales. L’inhibition de I'angiogenése est a ite tune des thérapies envisagées dans la
lutte contre les cancers. Le VEGF est une des <ildgenues : l'anticorps humanisé
Bevacizumab (Avastin®) a prouve depuis pres derf0san activité dans plusieurs types de
tumeurs solides notamment celles de la prostateeii du rein et du célon dans leurs formes
métastatiques (Aragon-Ching et Dahut, 2008 ; R20IQ9 ; Traina, 2009). Les vaisseaux
tumoraux sont tres différents des vaisseaux normdlaxsont désorganisés sans réelle
délimitation, et beaucoup plus perméables quedessgaux sains (Cao, 2009). lls sont sujets
a des ruptures de la paroi endothéliale ce quiquoe des hémorragies au sein méme de la
tumeur avec formation de lacunes vasculaires (eassdrcomes). Dans ces conditions, le
complexe FVIII/FVYW pourrait se trouver en relatiditecte avec les cellules tumorales et
contrdler leur survie par son interaction avec I®P

L’implication de la cascade de coagulation dangréayression tumorale est maintenant
bien connue. Le facteur tissulaire est fortementriex® dans des pathologies malignes
(cancers colorectaux, mammaires, hépatiques, o&r{®ogan et Demirkazik, 2005). Dans
des métastases de patients atteints d’ostéosarcbexgsession du géene codant pour le FVvW
est augmentée (Eppertat, 2005). Une élévation du taux sérique de FVIIlwstmarqueur
précoce d’hypercoagulabilité chez les les patiatitsints de cancers (Dogan et Demirkazik,
2005). Nos observations pourraient donner un sersdique a I'augmentation du FVIII et
du FYW dans les pathologies tumorales. L’'organiguarrait produire ces facteurs pour
former le complexe FVIII/FVYW et faciliter I'activét anti-tumorale (en bloquant I'association
OPG / TRAIL).
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I. Introduction

Nous avons vu précédemment le controle de la difi@ation ostéoclastique par un
complexe impliqué dans la biologie vasculaire. Nalsrderons dans cette partie la
régulation de 'ostéoclastogenése par I'héparineirgarvient dans la régulation finale de la
coagulation. Cette étude se généralisera aux giptio®glycanes dont I'héparine est le

représentant le plus sulfaté.

1. L’héparine : découverte, structure, fonction eeffets sur I'os

La découverte de I'hnéparine remonte au début dclesidernier par Jay McLean et
William Henry Howell. Le terme héparine provient giec "hepar" qui signifie foie, puisque
c’est dans cet organe que I'héparine a été poprdmiére fois isolée. C'est I'une des plus
anciennes thérapeutiques dont I'utilisation esjoimns largement répandue.

L’héparine est un polymére saccharidique de poideculaire compris entre 3 kDa et
50 kDa avec une moyenne de 14 kDa. La structurd’tdparine, comme celle des
glycosaminoglycanes en général, réside dans lditiépéd’'une sous-unité disaccharidique.
Pour I'héparine, la sous-unité la plus communeceshposée d’'un acide iduronique 20-

sulfaté et d’une glucosamine N- et 60-sulfatéeufBgR7).

Figure 27 : Structure de la

sous-unité dissacharidique de
'héparine (acide iduronique

20-sulfaté et glucosamine N-
et 60-sulfatées)

L’héparine est stockée dans les granules des nyéassoqui bordent les vaisseaux
sanguins. Elle est sécrétée lors de Iésion du vigsculaire. Son principal réle est I'inhibition
de la coagulation. L’activité antithrombotique deeparine réside dans son interaction avec
I'antithrombine (AT IllI). L’héparine se lie a I'ATII par un motif pentasaccharidique qui
induit un changement conformationnel de I'AT 1l cqui renforce son activité
antithrombotique. Le complexe AT Il - Héparinelgeau facteur X pour l'inactiver (figure

28). L’héparine contréle eégalement la coagulatinriractivant la thrombine. Il se forme un
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complexe entre I'héparine, I'AT Il et la thrombintlne séquence de 18 saccharides est

requise pour la formation de ce complexe (figurg 28

AT Il

A

AT Il AT I

~

Héparine
AT Il

Figure 28: Interactions entre I'héparine, I'antithrombire thrombine et le facteur X de

coagulation.

L’héparine est couramment employée en médecine inempour ses propriétés
anticoagulantes. Elle est administrée par voierérale en injection intraveineuse ou sous-
cutanée. Les injections intramusculaires sont égign raison de la formation d’hématomes
au point d’administration. La demi-vie de I'hépariest relativement faible, de I'ordre de 1 a
2 heures, c’est pourquoi elle doit étre adminisfréquemment ou sous forme de perfusion.
Toutefois, l'utilisation des héparines de bas paomdéculaire permet de pallier ce probleme.
Ces héparines se fixent moins aux protéines plaguegt et ont par conséquent une demi-vie
plus importante, qui ne nécessite qu’une seule rdtmation quotidienne. L’héparine est
indiquée dans la phase aigle des thromboses vemeusfondes, des embolies pulmonaires
et des infarctus du myocarde. Elle est égalemafijugée en prévention de la coagulation
dans les circuits de circulation extra-corporelladriaque, 2009).

Le principal risque lié a un traitement a I'héparest le risque hémorragique, surtout en
cas de surdosage. De plus, I'héparine et les hégmarde bas poids moléculaire sont
susceptibles d’engendrer une thrombocytopénie.iiéevient généralement au®iSjour de

traitement. L’administration d’héparine engendree uméaction immunologique avec
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production d’anticorps dirigés contre les plaguett€heriaque, 2009). Deux autres effets
indésirables majeurs sont également décrits : tlemtes hépatiques s’accompagnant d’'une
augmentation des transaminases et des troubles lddiémie. Enfin, plusieurs rapports font
état de la survenue d’'une ostéoporose a la suiteedadministration prolongée d’héparine
non fractionnée ou d’héparines de bas poids maé&eu(Barbour etl., 1994 ; Dahlman et
al., 1994 ; Douketis etl., 1996). Ces traitements au long cours sont indicghiiez des
patients présentant un risque thrombotique élewttdprs de valve cardiague, femmes
enceintes). Environ 1/3 des patients recevantaitetnent prolongé d’héparine présente une
diminution de densité osseuse (Rajgopalakt 2008). Ces données cliniques ont été
confirmées par des études chez I'animal. Muir dt. ant montré que I'administration
prolongée d’héparine non fractionnée ou d’hépartdmbas poids moléculaire chez des rats
provogue une perte osseuse (diminution du nomlugt@blastes et augmentation du nombre
d’ostéoclastes) (Muir eal., 1996). Il a été également rapporté que I'hépasiaecumulait
dans l'os, ce qui donne une explication a son gkéesistant méme apres l'arrét du traitement
(Shaughnessy etl., 1999).

De nombreuses équipes ont étudié les effets dpdiiee dans I'ostéoclastogenése. Les
résultats de leurs travaux sont relativement cdidtaires. Ainsi, dés 1991, Fuller et coll.
montrent que I'héparine augmente l'activité proer@sive des ostéoclastes (Fuller at,
1991). Les auteurs suggerent que I'héparine actagtivité d’'un facteur impliqué dans la
régulation de l'ostéoclastogenese. En 2002, Wadtaroll. ont rapporté I'effet synergique de
I'héparine dans la différenciation ostéoclastiquauite par I'lL-11 dans un modele de moelle
osseuse murine (Walton &t, 2002). De plus récents travaux ont montré quépkitine et les
héparines fractionnées présentaient des activiiférahtes selon le modele d'étude
(Folwarczna eal., 2005). Des doses faibles d’héparine stimulestéoclastogenese dans des
cellules de moelle osseuse de rat alors qu’eliekilient a plus forte dose. Dans un modele
de cellules de moelle osseuse de souris, les m@gadiminuent le nombre d’ostéoclastes
générés a l'exception de I'héparine non fractionada plus faible dose (Folwarcznaad,
2005). Irie et coll. ont montré que I'héparine aegne la différenciation ostéoclastique dans
un modéle de moelle osseuse de souris en co-calie@®des ostéoblastes murins (Irialet
2007). Leurs travaux suggéerent que I'héparine mHihctivité de I'OPG et prévient par
conséquent la liaison de 'OPG a RANKL. Cette iattion entre I'héparine et I'OPG (par
son domaine de liaison a I’héparine) avait été rarsévidence par notre équipe (Theoleyre et
al., 2006). Ces résultats sont en complet désaccaw @@ux de Ariyoshi et coll. (Ariyoshi et

al., 2008) qui démontrent que I'héparine inhibe lafélénciation ostéoclastique dans le
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modele RAW 264.7. Cette inhibition serait le résutte I'interaction directe entre I'héparine
et RANKL (Ariyoshi etal., 2008). Il apparait donc que I'effet de I'héparswer I'ostéoclaste

diverge selon les auteurs.

2. Les autres membres de la famille des glycosamgigcanes

Difféerentes familles peuvent étre distinguées an des glycosaminoglycanes (GAGS).
L’héparine, que nous venons d'évoquer, appartient l@paranes sulfates. Dans ce groupe
figure I'héparane sulfate qui présente les mémsdué osidiques que I'héparine mais dont le
pourcentage de sulfatation ne dépasse pas les &otre plus de 80 % pour I'héparine).
Quatre autres membres viennent compléter les GAG&cide hyaluronique, le kératane
sulfate, le dermatane sulfate (DS) et la chondreitsulfate (CS). lls different par leur
composition en sous-unités disaccharidiques efepaidegré de sulfatation (tableau Ill).

Tableau Ill: Composition en sous-unités disaccharidiquesdifésrentes familles de

glycosaminoglycanes (d’aprés Lamoureurlet2007a).

Unité disaccharidique Position des sulfatations
Chondroitine sulfate GalNac-4S0,
(Acide glucuronique + N- GalNac-6SO,
acétylglucosamine) GalNac-4,6SO,
Dermatane sulfate GalNac-4S0,
(Acide glucuronigue ou acide GalNac-6SO,
iduronique + N-acétylgalactosamine) (IdoA-2S0,)
Keratane sulfate GlcNac-6S0,
(galactose + N-acétylgalactosamine) Gal-6S0,
i COCQH HO4S0CH, T

‘ Y ; Héparine et héparane sulfate (IdoA-2S0,)
(Acide glucuronigue ou acide GlcNac-3,6S0,

H Hfl—o H HALg— \ i ; . GICA-2SO
iduronique + N-acétylglucosamine) (GlcA- )

HOSO4H H HNSO4H n

Acide hyaluronique

(Acide glucuronique + N- Pas de sulfatation
acétylglucosamine)
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Les GAGs sont des molécules que I'on retrouve dans les types de tissus. lls sont
localisés a la surface des cellules et dans laiceagxtracellulaire mais ils sont, en général,
liés a des protéines pour former les protéoglycdRé€xs) (Lamoureux eal., 2007a). Les
GAGs sont capables de se lier a des protéinestglie des chémokines (CXCL4), des
facteurs de croissance (FGF) ou des molécules é'adbe (fibronectine) et contrélent, par
conséguent, des processus biologiques ou pathaksyiggls que I'angiogenese, la migration
cellulaire ou la croissance tumorale (Gandhi et &éaa, 2008). Leur intervention dans le
métabolisme osseux a également était rapportéeammaoént dans la différenciation
ostéoclastique.

L’effet de I'acide hyaluronique sur I'ostéoclastogse differe selon les auteurs. Chang
et coll. évoquent une inhibition de la différenmatvia le toll like receptor 4 dans trois
modeles d’ostéoclastogenese (Chan@let2007). Pourtant peu de temps auparavant, c’est
'effet inverse qui a été décrit. L'acide hyalurque favoriserait la différenciation
ostéoclastique en se liant a son récepteur CD4gdgti etal., 2005). L'acide hyaluronique
est également capable d’augmenter I'expression AlKR dans les cellules stromales de
moelle osseuse, ce qui a pour conséquence direne rnégulation positive de
I'ostéoclastogenese (Caoat, 2005). Enfin, une derniere étude vient de morqgter I'acide
hyaluronique inhibe la résorption osseuse en soqgmi I'expression de PGE2 dans les
ostéoblastes traités par I'lL-1 (Hirataadt, 2009).

Les autres familles de GAGs ont également été &sdi Le DS inhibe
I'ostéoclastogenéese en se liant directement a RABtinmyouzu etl., 2007) a des doses
fortes uniqguement. La CS ne semble pas avoir d'siéon les travaux de Irie (Irie at.,
2007) alors qu'elle favoriserait le remodelage ozséorsqu’elle est déposée sur des
matériaux de comblement osseux (Schneideat,e2008 ; Schneiders at., 2009).

L’ensemble de ces travaux met en évidence le ctnfeticulier et contradictoire des
effets des GAGs sur l'ostéoclastogenése. De pks GAGs exercent d’autres fonctions sur

le tissu osseux lorsqu’ils sont sous forme de pglieanes.
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3. Les protéoglycanes et leurs effets dans la bigie osseuse

Les protéoglycanes (PGs) sont une famille ubigeitdie molécules composées d’un
corps protéique et d’'une ou plusieurs chaines geoghminoglycanes sulfatés. Les GAGs
sont reliés a la protéine au niveau d'une sérine ljpatermédiaire d’une liaison O-
glycosidique. L’ensemble des GAGs, excepté l'acidaluronique, peut entrer dans la
composition des PGs. La partie protéique des PC$w@ese grande diversité dans sa nature et
dans sa taille (de 10 kDa a plus de 5000 kDa) ceanpfere aux différentes familles de PGs
des fonctions spécifiques, telles que la migratioeurale, I'adhérence cellulaire ou
I'angiogenese (Lamoureux at., 2007a , article en annexe). Les PGs, exprimés pesque
tous les types de tissus, sont localisés dans tepadiment intracellulaire, a la surface
membranaire ou dans la matrice extracellulaire. REs constituent avec le collagene les
constituants majeurs de la matrice organique du tisseux : ils représentent environ 5% des
protéines non-collagéniques (Leavenkt 1975). Les principaux PGs du tissu osseux sant le
heparane sulfates PGs (HSPGs), l'aggreccan et redl deucine reach proteoglycans
(SLRPs).

Les SLRPs, dont la décorine, le biglycan et ladiiboduline, sont les PGs les plus
abondants dans la matrice osseuse (Waddingtah, &003). La décorine et le biglycan sont
principalement substitués par la CS et le DS.olleent un réle important dans la formation du
tissu osseux comme le suggerent des études déodélnique chez la souris. Des souris
déficientes en biglycan présentent une diminutierladformation osseuse par un défaut de
guantité et d'activité des ostéoblastes (Xu abt 1998). Le biglycan et la décorine
interviennent également dans la régulation deiVaétd effecteurs du remodelage osseux.
Théoleyre et coll. ont montré que le DS et la CSspdent une forte affinité pour 'OPG,
leurs travaux évoquent un réle potentiel des SL&RPs la biodisponibilité de 'OPG et de ce
fait dans la biologie osseuse (Theoleyralet2006). Comme I'OPG, la biodisponibilité du
TGHB est également contrdlée par la décorine et le/dagl (Bi etal., 2005 ; Bi efal., 2006).
Ces observations montrent que les SLRPs, gracara ¢haine saccharidiques (CS et DS),
sont essentiels dans le remodelage osseux en modalarolifération et la différenciation
des cellules osseuses.

Les HSPGs sont également présents dans le tiseuxgdecalisés dans la matrice
extracellulaire ou associés a la membrane celuldes ostéoblastes et des ostéoclastes

(Nakamura et Ozawa, 1994). Tout comme les SLRRsHIBPGs fixent de nombreuses
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molécules telles que les FGFs, le VEGF et le TGénetodulent I'activité (Bernfield &tl.,
1999 ; Park etal., 2000). Ces propriétés sont dues aux chaines aadicjues (heparane
sulfate et heparin) chargées négativement. Les KSRGdulent également l'activité de
'OPG comme le font les SLRPs. Standal et coll. mwmintré que les cellules de myélome
internalisent et dégradent 'OPG par l'intermédiadu syndécan-1 (Standal &t, 2002).
Cette observation est soutenue par les travaux @gh&mer dans lesquels 'OPG induit le
chimiotactisme des monocyteta le syndécan-1 (Mosheimer at, 2005). Le syndecan-1
participe donc a la biodisponibiltié et a I'act&itle 'OPG, ce qui évoque son rble dans le
remodelage osseux. Une étude montre I'implicatioecte des HSPGs dans la différenciation
ostéoclastique : le FGF-2 en se liant aux HSPGsfilm®blastes synoviaux provoque
I'expression de RANKL et provoque la maturation degoclastes (Nakano &t, 2004). Le
perlécan, un HS/CSPG péricellulaire, joue égalementréle dans la biologie osseuse.
L’étude histologique de souris perlécan -/- révele désorganisation de la plaque de
croissance et une ossification endochondrale gE¥éuconduisant a des os de petites tailles
(Arikawa-Hirasawa eal., 1999 ; Costell edl., 1999).
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I1. Article 2

Les glycosaminoglycanes inhibent 'ostéoclastogememduite par RANKL

L'os est un tissu conjonctif composé de cellulesdetne matrice extracellulaire
minéralisée. La biologie osseuse repose sur |'dgaides activités de formation assurées par
les ostéoblastes et les activités de résorptidisééa par les ostéoclastes. Cette balance entre
les fonctions de ces deux types cellulaires estrgl&e par un grand nombre de cytokines et
de facteurs de croissance. Ces effecteurs ossesitusat dans le micro-environnement liés
ou non aux PGs (ou aux GAGS). L'influence des GAGsla biologie osseuse a fait I'objet
de nombreuses publications cependant les donnéesmergent de ces travaux sont
contradictoires. C’est dans ce contexte particujigz le but de notre étude était de clarifier

les effets des GAGs sur I'ostéoclastogenese.

Ces travaux nous ont permis de montrer que :
- I’héparine inhibe la différenciation ostéoclasggnduite par RANKL,

- le degré de sulfatation et la longueur des clzal@pariniques ont une influence sur

leur activité,

- d'autres classes de GAGs sont capables commgafime d’'inhiber la différenciation

ostéoclastique.
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Glycosaminoglycans (GAGS) are
component of the bone matrix and thus
participate to the bone metabolism.
However data on bone resorption are
rare and controversial. We thus studied
the role of glycosaminoglycans on
different models of RANKL-induced
osteoclastogenesis (mouse RAW 264.7
cell line, mouse CD11b cells, and
human CD14 monocytes). We first
showed that  heparin inhibited
osteoclastogenesis in these 3 models,
which was confirmed by a decrease in
MRNA  expression of osteoclastic
markers and by an inhibition of the
bone resorption capacity. We also
demonstrated on the mouse model RAW
264.7 cells that glycosaminoglycans from
different families were also able to
inhibit RANKL-induced
osteoclastogenesis, and we showed that
this inhibition was dependent on the
length of the GAGs and their level of
sulfation. Furthermore, this effect of
GAGs was specific of osteoclastogenesis
as the differentiation in dendritic cells
was not affected by GAGs. In a second
part of the manuscript, we tried to

decipher the mechanisms of action of
heparin on human CD14 cells. We
showed that heparin acts at 2 distinct
steps of osteoclastogenesis. Indeed,
heparin first strongly decreases the
adherence of osteoclast precursors, and
secondly inhibits osteoclasts to spread
and to be active. Furthermore, the
second action of heparin was reversible
as the removal of heparin at the end of
the culture allowed the condensed cells
to spread out and showed morphological
osteoclasts. The present work clearly
evidences that GAGs inhibit
osteoclastogenesis in vitro and
strengthen the therapeutic interest of
defined GAGs for osteolytic diseases.

Introduction

Bone metabolism is regulated by a
functional balance between catabolic and
anabolic activities of bone cells. Thus,
osteoclasts are multinucleated cells
specialized in bone catabolism and
participate to phosphocalcic homeostasis
together with cells playing anabolic
functions  and named  osteoblasts.



Osteoclasts originate from
monocyte/macrophage lineage through a
series of events associating membranous,
soluble and extracellular matrix
compounds (1). Among these factors, some
of them are required for proliferation and
differentiation of osteoclast progenitors
such as macrophage-colony stimulating
factor (M-CSF) (2-4) and others factor
such as receptor activator of nulear factor
kB ligand (RANKL) are more specifically
involved in the commitment to the
osteoclast lineage from the fusion of
mononuclear precursors to the formation of
multinucleated resorbing osteoclasts (5). In
this system, RANKL binds to its receptor
RANK expressed at the cell surface of
osteoclast precursors and consequently
activates specific signal pathways leading
to the formation and maturation of the
osteoclasts (6, 7). Furthermore, whether
M-CSF supports the survival of osteoclast
precursors, RANKL exerts similar activity
on mature osteoclasts. The
RANKL/RANK activities are completed
by the function of osteoprotegerin (OPG)
which acts as a soluble decoy receptor
blocking the binding RANK-RANKL and
then  osteoclastogenesis and  bone
resorption (8, 9).

Extracellular matrix components
such as glycosaminoglycans (GAGSs) also
participate to bone metabolism (10). GAGs
are linear polymers which are bound to a
core protein to form proteoglycans (10).
GAGs are composed of repeated
disaccharidic units of hexosamine and
hexuronic acid, except keratan sulfate in
which hexuronic acid is replaced by
galactose. According to the epimerization
of hexosamine and hexuronic acid,
different groups of GAGs can be
established. Proteoglycans and GAGs
contribute to the maintenance of bone mass
through their participation to collagen
organization (11). They could exert several
activities on bone cells because they serve
as co-factors in cell-to-cell adhesion or
modulate the binding and activation of
cellular growth factors and cytokines (12)

such as TG by decorin (13), b-FGF by
heparin (14) and OPG by syndecan-1 (15-
17). Unfortunately, the data available on
the effects of GAGs on osteoclastogenesis
are very limited and very controversial.
Indeed, Ariyoshi et al. showed that
hyaluronic acid, the most abundant GAG
in mammalian tissues, enhances osteoclast
formation and function (18). In 2007,
Changet al. described exactly an opposite
effect on osteoclastogenis and revealed the
implication of Toll-like receptor 4 in the
inhibitory effect of hyaluronic acid (19).

Irie et al. recently demonstrated that
heparin in combination with
1,25(0OH)2D3/PGE2 enhanced the pit-

forming activity of osteoclasts obtained
from the coculture of mouse osteoblasts
and bone marrow cells (20). They did not
observe any direct effect of heparin on
osteoclastogenesis. On the other hand,
Shinmyouzuet al., demonstrated that high
concentrations of dermatan sulfate
inhibited osteoclastogenesis (21) and the
same group showed similar activities of
heparin (22). In these studies they
proposed that the mechanisms involved in
the inhibition of osteoclastogenesis is
through an inhibition of RANKL signaling
(inhibition of p38 and ERK
phosphorylations upon RANKL
stimulation). Thus, these 2 studies are in
opposition concerning the effect of GAGs
on osteoclastogenesis. The controversial
effect of GAGs on osteoclastogenesis is
strengthened by the report of Folwarczna
et al. (23) who pointed out species
differences in the sensitivity of bone
marrow cells to standard heparin and low-
molecular weight heparins. For instance; in
rat model, low concentrations of heparins
increased the formation of osteoclasts,
whereas at the highest concentrations they
decreased the number of osteoclasts. In the
mouse bone marrow cell culture, the
heparins suppressed the formation of
osteoclasts, with the exception of standard
heparin at low concentrations which
intensified the process (23).



In this very controversial context, the aim
of our study was to clarify the effect of
GAGs on osteoclastogenesis using three
different models of osteoclastogenesis:
murine RAW 264.7 cell line, murine
purified CD11b monocytes and human
purified CD14 monocytes. These models
are characterized by the absence of
osteoblastic/stromal cells, allowing
investigating the direct effect of GAGs on
osteoclast precursors. Various GAGs
(bovine and porcine heparin with various
sulfation levels, heparan-, chondroitin- and
dermatan-sulfate, hyaluronic acid and
oligosaccharides) have been assessed in the
in vitro osteoclastogenesis models. We
found that all GAGs inhibited RANKL-
induced osteoclastogenesis in murine and
human models, and then demonstrated that
heparin induced an inhibition of the sprawl
of the osteoclasts.

Materials and methods

Materials

Human M-CSF (hM-CSF) and
mouse M-CSF (mM-CSFjere obtained
from R&D Systems (Abington, UK).
Human RANKL (hRANKL) was kindly
provided by Amgen Inc. (Thousand Oaks,
USA). Heparin sodium salt, heparan
sulfate from bovine kidney (bHS), heparan
sulfate from porcine intestinal mucosa

(pHS), chondroitin  sulfate from shark
cartilage (CS), dermatan sulfate from
porcine intestinal mucosa (DS) and

hyaluronic acid were purchased from
Sigma (St Quentin Fallavier, France).
Heparin-derived  oligosaccharides  of
defined size were prepared by digestion of
porcine mucosal heparin with heparinase |
followed by gel filtration chromatography
on a Bio-Gel P-10 column (24). Heparin
initially contained 97.7% of N-sulfate
groups, 89.3% of 2-O-sulfate groups, and
92.4% of 6-O-sulfate groups. De-N-
sulfated/re-N-acetylated heparin contained
90.5% of 2-O-sulfate groups, 85.3% Gf
O-sulfates, and a very low amount of
remaining N-sulfatggroups (2.4%). De-2-

O-sulfated heparin contained 80.2% of 6-
O-sulfate groups, 91.4% of N-sulfate
groups, and a residual 2.2% of the 2-O-
sulfates. De-6-O-sulfated heparin
contained 98.2% of N-sulfate groups,
54.7% of 2-O-sulfate groupand a residual
4.2% of 6-O-sulfates (25).

Osteoclastogenesis assays
Differentiation from the murine RAW 264.7
monocytic cellsline.

Murine RAW 264.7 monocytic
cells (ATCC, Promochem, Molsheim,
France) were cultured in phenol red-free
Minimal Essential Medium o-MEM)
(Invitrogen, Eragny, France) supplemented
with 10 % of fetal calf serum (FCS)
(Perbio, Logan, USA), 1 % non essential
amino acids (Invitrogen). To induce
osteoclast formation, RAW 264.7 cells
were scrapped and put back at 37°C for 2
minutes to allow adherence of the more
differentiated cells. Non adherent cells
were then seeded, 3 x°1id fresh medium
in 96-well plate. After 2 hours, the medium
was changed for a fresh one containing 100
ng/ml hRANKL and various forms of
glycosaminoglycans at different
concentrations (see result section and
figure legends). Multinucleated cells (>3
nuclei) were counted under a light
microscope (Leica DM IRB, Nanterre,
France; Camera: Olympus D70, Analysis

software: Olympus DP
Controller/Manager, Hamburg, Germany)
after TRAP staining (Sigma, Saint

Quentin-Fallavier, France)

Differentiation from murine CD11b+
monocytes.

CD11b monocytes were purified
from murine bone marrow cells, obtained
by flushing femur and tibiae from 4 week-
old C57BL6 male mice. CD11lzells were

magnetically labeled with CD11b
Microbeads and positively selected by
MACS technology (Miltenyi Biotec,

Bergisch Gladbach, Germany). CDI1b
cells were seeded in 24-well plates (500 x
10° cells / well) ina-MEM without phenol



red, containing 10% FCS and 25 ng/ml
mM-CSF. After 3 days of culture, medium
was changed with fresh medium containing
10% FCS, 25 ng/ml mM-CSF, with or
without 100 ng/ml hRANKL, and with or
without 125 pg/ml heparin. Thereatter,
medium was changed every 4 days. The
formation of osteoclasts occurred around
15 days of culture and was observed by
TRAP staining.

Osteoclastogenesis and dendritic cell
formation from purified human CD14"
cells

Human peripheral blood
mononuclear cells (PBMCs) were isolated
by centrifugation over Ficoll gradient
(Sigma). CD14 cells were magnetically
labeled with CD14 Microbeads and
positively selected by MACS technology.
For osteoclast differentiation, CD14ells
were seeded at 250 x 16ells/well in 24-
well plate or 45 x 1dcells/well in 96-well
plate in o-MEM supplemented with 10%
FCS and 25 ng/ml hM-CSF. At day 3 of
the culture, medium was changed for fresh
medium containing 10% FCS, 25 ng/ml
hM-CSF and 100 ng/ml hRANKL, with or
without heparin (125 pg/ml). Then
medium was changed every 4 days. The
formation of osteoclasts occurred around
15 days and was observed by TRAP
staining. In some experiments, heparin was
added at different time of the culture
period, as indicated on the grapfs. test
the capacity of osteoclasts to resorb bone,
CD14" cells were cultured on dentine
slices in the conditions previously
described. At the end of the culture,
osteoclasts were removed by bleach; dentin
slices were fixed with 4% glutaraldehyde
in 0.2 M sodium cacodylate solution for 30
minutes, followed by staining with 1%
toluidine blue in 0.5% sodium tetraborate
solution for 3 minutes. Resorption lacunae
were identified by light stereomicroscopy
(Zeiss, STEMI 2000-C, Gottingen,
Germany).

Adherence of CDI1% cells was
analyzed by counting the adherent cells

after 3 days of culture in presence of hM-
CSF (25 ng/ml) with or without heparin
(125 pg/ml). Briefly, cells were washed 3
times with PBS (Lonza, Verviers,
Belgium)and adherent cells were detached
with trypsin solution (Lonza), cells were
counted using trypan blue exclusion.

Dendritic differentiation was
obtained upon 5 ng/ml hIL-4 (Invitrogen)
+ 100 ng/ml human GM-CSF (kindly
provided by UTCG, CHU Nantes)
stimulation. Briefly, 1 x 10 CD14" cells
were cultured in 6-well plate in 3 ml of
RPMI 1640 (Lonza) supplemented with
10% FCS, in the presence or the absence of
glycosaminoglycans. Medium was
replaced after 3 days. After 2 more days of
culture, cells were harvested and double
stained for 15 min at 4°C with antibodies
againstCDla-APC(Becton DickinsonLe
Pont de Claix, France) and€D14-PE
(Immunotech, Marseille, Francen PBS
and then washed and fixed in PBS 1%
formaldehyde. Irrelevant isotype-matched
antibodies were used to determieeels of
nonspecific binding. Flow cytometry
analysis was carried out on a FACScan
using CELLQuest softwargboth from
Becton Dickinson).

Statistical analysis

Each experiment was repeated in
triplicate three times independently. The
mean + SD was calculated for all
conditions and compared by ANOVA.
Differences relative to a probability of
two-tailed p < 0.05 were considered
significant.

Results

Glycosaminoglycans inhibit RANKL-
induced osteoclastogenesis in murine and
human models.

RAW 264.7 cells are murine
monocyte/macrophage cells which can
differentiate into TRAP-positive
multinucleated cells in 5 days upon
RANKL stimulation. As shown in figures
1A and 1B, addition of heparin inhibited



around 83% RANKL-induced
osteoclastogenesis (p<0.01). This result
was confirmed by the analysis of
osteoclastic markers by real-time PCR.
Indeed, after 5 days of culture, mRNA
expressions of osteoclastic markers such as
TRAP and Cathepsin K were strongly
increased in the presence of RANKL,
whereas their expressions were around 50
% less when cells were cultured in the
presence of both RANKL and heparin,
confirming the inhibitory effect of heparin
on RANKL-induced osteoclastogenesis
(Figure 1C). We confirmed this effect in a
second model of murine
osteoclastogenesis. We used CD11b
purified monocytes and cultured them in
presence of RANKL and heparin. As
shown in figure 1D, heparin completely
inhibited RANKL-induced
osteoclastogenesis of CDI1b Same
results were obtained in a human model of
osteoclastogenesis, using CD1gurified
monocytes. As shown in figures 2A and
2B, RANKL stimulation of CD14 cells
induced their differentiation in TRAP
multinucleated cells. Again, the addition of
heparin strongly inhibited (76%) the
RANKL-induced osteoclastogenesis
(p<0.01). Furthermore, when cultured on
dentine slices, TRAPosteoclasts showed
a strong capacity of resorption (Figure 2C)
which was significantly decreased in the
presence of heparin.

To investigate the effect of other
GAGs on RANKL-induced
osteoclastogenesis, we added 5uM of
heparan sulfate (bovine and porcine
origin), chondroitin sulfate C and dermatan
sulfate to the culture of RAW 264.7 cells.
After 5 days, all GAGs tested inhibited at
least 65% of the RANKL-induced
osteoclastogenesis (Figure 3A). GAGs
alone had no effect on RAW 264.7 cell line
and did not reveal any cell toxicity, any
proliferative or apoptotic effect (data not
shown).

Furthermore, addition of
oligosaccharides (4, 14 and 24) to the
culture inhibited RANKL-induced

osteoclastogenesis, in a dose dependent
manner as well as in a size dependent
manner (Figure 3B). Indeed, 1.56uM of
oligosaccharide 4 inhibited 6% of the
osteoclastogenesis, whereas at the same
concentration, oligosaccharides 14 and 24
inhibited respectively 24% and 53% of the
osteoclastogenesis. In the same way, the
inhibition of RANKL-induced
osteoclastogenesis using 12.5uM  of
oligosaccharide was around 17% with
oligosaccharide 4, 44% with
oligosaccharide 14, and 72% with
oligosaccharide 26. At 100uM,
osteoclastogenesis was almost totally
abolished with the 3 sizes of
oligosaccharides. These oligosaccharides
had no effect on RAW 264.7 cells cultured
in medium without RANKL. We then
analyzed the effect of hyaluronic acid
which is a huge non-sulfated molecule. As
shown in figure 3C, hyaluronic acid also
inhibited osteoclastogenesis in a dose
dependent manner.

Sulfation of oligosaccharides is important
for the inhibition of RANKL-induced
osteoclastogenesis.

To decipher the inhibition of
osteoclastogenesis observed in presence of
oligosaccharides and GAGs, we analyzed
the importance of sulfation by using
different forms of heparin. Indeed, we
tested normal heparin, de-N-sulfated re-N-

acetylated heparin, total de-sulfated
heparin, de-2-sulfated heparin, de-6-
sulfated heparin, and de-N-sulfated

heparin. As shown in figure 4, RANKL-
induced osteoclastogenesis was inhibited
by normal heparin (83% of inhibition,
p<0.01), by de-N-sulfated re-N-acetylated
and de-N-sulfated heparins (around 50% of
inhibition), and by de-20- and de-60-
sulafted heparins (around 75% of
inhibition,  p<0.01). However, the
inhibition observed in presence of total de-
sulfated heparin was only 14% (p<0.05).
This result demonstrated the importance of
the sulfation for the inhibition of
osteoclastogenesis by heparin.



GAGs induce differentiation of human
monaocytes into dendritic cells.

To determine if the inhibitory
activity of GAGs was specific of
osteoclastogenesis, we then tested the
effect of oligosaccharide 16, dermatan
sulfate and heparin  during the
differentiation of human monocytes into
dendritic cells. Two different methods of
differentiation were used: human isolated
CD14" monocytes (Figure 5A) and
monocytes obtained after 2h of adherence
of total PBMCs (Figure 5B). As shown in
figure 5, oligosaccharide 16, dermatan
sulfate and heparin potentiated the effect of
GM-CSF / IL-4 cocktail to induce
dendritic cells differentiation from both
isolated CD14 cells and total PBMCs. For
example, using CDI4monocytes, GM-
CSF / IL-4 combination induced around
20% of CD14 / CD14d dendritic cells
whereas when oligosaccharide 16 or
heparin were added to the culture the
differentiation was significantly enhanced
by 10 to 20%. Using total PBMCs, the
same pattern of differentiation was
observed. Indeed, oligosaccharide 16,
dermatan sulfate and heparin significantly
increased the dendritic cells differentiation
with a mean average about 12.5%. These
GAGs have no effect alone. Thus the
inhibitory effect of GAGs observed on
osteoclastogenesis is specific to this
pathway as no inhibition has been shown
within a different differentiation system
such as dendritic differentiation.

Heparin does not bind to RANKL and
does not modulate RANKL signaling.
Shinmyouzu et al., demonstrated
that dermatan sulfate inhibits RANKL-
induced osteoclastogenesis in a mouse
bone marrow model of osteoclast
differentiation (21). They showed that this
inhibition occurred through the binding of
dermatan sulfate to RANKL leading to an
inhibition of the interaction of RANKL to
its receptor RANK and thus to an
inhibition of RANKL signaling. Thanks to

these observations, they suggested that the
same phenomenon should be involved in
the inhibition of RANKL-induced
osteoclastogenesis that they also observed
with heparin or chondroitin sulfate E.
However, in our hands, using Plasmon
Surface experiments heparin did not bind
to RANKL (data not shown). Furthermore,
heparin did not inhibit RANKL signaling

in RAW 264.7 cells nor in CDI4human
monocytes (data not shown).

Heparin inhibits the adherence and the
spreading of osteoclast and thus ther
functionality.

We tested the effect of heparin
when added at different times of the
culture period. First when heparin was
added during the first 3 days of the culture,
when only M-CSF was present, we showed
that very few osteoclasts were generated
(Figure 6A). This can be explained by the
fact that the adherence of CDl1dells to
the well was affected by the presence of
heparin. Indeed, as shown in figure 6B
there was around 40% less adherent CD14
cells in presence of M-CSF and heparin
than in M-CSF alone. Thus, the fact that
fewer cells had adhered to the plastic in
this condition explained that less
osteoclasts were generated in presence of
RANKL. When heparin was added after 10
days of culture, the result in counted
osteoclasts was the same that when heparin
was present all culture long. Indeed, with
these conditions of culture, few osteoclats
were counted and many condensed cells
were observed. However, when heparin
was present only the first 10 days of the
culture and then removed for the end of the
culture, the number of osteoclasts was
almost the same as with RANKL alone.

In the presence of heparin and
RANKL, CD14" cells, as well as RAW
264.7 cells, developed 2 different
morphological cells: large and usual
multinucleated TRAP cells and very
condensed cells (see arrows on Figures 1A
and 2A). As this second kind of cells
seemed to be TRAPand multinucleated,



we suggested that heparin inhibited the
sprawl of RANKL-generated osteoclasts.
Thus, after the formation of large
osteoclasts in the control medium
containing RANKL, we removed heparin
and cultured the cells for 3 more days.
Osteoclasts did not die during these 3 more
days. Surprisingly, in this condition the
number of condensed cells decreased
whereas the number of usual large
osteoclasts increased, suggesting a sprawl
of the condensed cells during these 3 days
(Figures 6C and 6D). We thus confirmed
this phenomenon using time laps
experiment. Same  experiment as
previously described was performed and a
picture was taken every 10 min during 11
hours to realize a time lap’s movie
(Supplemental data 1). This movie really
showed that condensed cells obtained in
presence of RANKL and heparin
completely spread themselves when
heparin was removed of the culture.

This result clearly demonstrated a
sequential effect of heparin on RANKL-
induced osteoclastogenesis. Heparin acted
at two distinct levels of osteoclastogenesis;
first at the beginning of the culture by
affecting and decreasing cell adherence
and then at the end of the
osteoclastogenesis process by inhibiting
the spreading of the preformed osteoclasts
which thus were no functional as shown by
the inhibition of the dentine resorption.
Furthermore, as shown in figures 6C and
6D, this second effect is reversible as
osteoclasts are able to spread when heparin
was removed only 3 days after the
predicted end of the culture. Actually, we
these results suggested that on CD14
monocytes, heparin did not inhibit the
fusion of osteoclast precursors, but induced
a morphological change of the generated-
osteoclasts leading to a misinterpretation of
the osteoclast counting and an inhibition of
the functionality of these cells.

Discussion

Bone is a connective tissue
composed of cells and mineralized
extracellular matrix. Its normal remodeling
and volume are maintained through the
balance of bone formation by osteoblasts
and resorption by osteoclasts. Whether this
equilibrium  between osteoblast and
osteoclast activities is controlled by a
plethoric number of cytokines and growth
factors, extracellular matrix components
including proteoglycans and
glycosaminoglycans (GAGs) participate
also to this phenomenon (10). Indeed,
heparan sulfate proteoglycans are found
ubiquitously both on the surface of cells as
well within the extracellular matrix where
they bind and modify function of
numerous ligands (10)The influence of
GAGs on bone metabolism has been
revealed many years ago Hgng-term
administration of heparin can lead to
development of osteoporosis. Rats treated
once daily by subcutaneous injections of
heparin exhibited decreased trabecular
bone volume both by decreasing the rate of
bone formation and increasing the rate of
bone resorption (26). Similar Barboet
al., showed that 36% of pregnant women
undergoing long-term treatment heparin
had a 10% reduction in femoral bone
mineral density (27). However, the
mechanisms sustaining this osteoporosis
was unclear and it was difficult to
determine if these effects on bone
resorption were due to the direct effect of
heparin on osteoclasts or to an indirdet
its osteoblast activity.This study takes
place in this context and analyzed the
influence of GAGs on osteoclastogenesis
and resorption activity.

The effect of GAGs on
osteoclastogenesis is controversial as some
studies showed a stimulation of

osteoclastogenesis (20, 28) and others an
inhibition (21, 22). The mechanisms
suggested are an inhibition of OPG the
decoy recepetor for RANKL (20) or a
direct interaction of GAGs with RANKL



leading to an inactivation of the cytokine
(21, 22). It is worth to note that there are
differences in the models used by these
two teams. Indeed, Irieet al., used a
system of coculture of mouse bone marrow
with calvarial osteoblats in a medium
supplemented with 1,25(0OH)2D3/PGE2
(20) whereas Shinmyouzat al., simply
performed their studies on mouse bone
marrow cells (21). In order to better
understand the real effect of GAGs on
osteoclastogenesis, we used three different
models of osteoclastogenesis (murine or
human) and tested various GAGs. Our
results clearly demonstrated that all GAGs
inhibited osteoclastogenesis in all systems
tested. Furthermore, we demonstrated the
importance of the length and the sulfation
of the GAGs in their inhibitory effect.
Such structural importance has been
already been shown in other biological
models (29-31). The influence of length on

instance, in anin vitro model of
osteoclastogenesis, FGF-2 upregulated the
expression of RANKL on rheumatoid
arthritis synovial fibroblasts, which was
diminished by the removal of heparan
sulfate with heparitinase.(33) Heparan
sulfate can also participate in bone
resorption regulation through the inhibition
of cathepsin K activity, as demonstrated by
the study of Liet al. (34). Cathepsin K is a
lysosomal papain-like cysteine protease
mainly involved in bone matrix destruction
and forms complexes with chondroitin
sulfate therefore demonstrating a highly
collagenolytic activity. If sulfation clearly
modulates GAG activities on
osteoclastogenesis, their length appears
also as another key parameter of their
biological functions. Indeed, although
hyaluronic acid is not sulfated (10), its
length can explain its inhibitory activity on
osteoclastogenesis. These data then

osteoclastogenesis has been also suggested revealed a complementary influence of

by in vivo study. Indeed, in contrast to
unfractioned heparins which seems
decrease bone formation and increase bone
resorption, low molecular weight heparins
cause less bone loss because they only
decrease bone formation (31). The
sulfation plays also a key role in biological
activities of GAGs as revealed by the
present work. The sulfation has been
clearly participating to the control of cell
biology. For example, Hallaket al,
demonstrated that efficient infection of
cells by the Respiratory Syncycial Virus
requires an interaction of the virus to
GAGs containing N-sulfation and a
minimum saccharide chain length of 10
(29). McDonnell et al., showed that
reduced GAG chain sulfation by chlorate
treatment decreases the frequency of
spontaneous acetylcholine receptor
clustering in skeletal muscle cells (30).
Furthermore, sulfation strongly modulates
the interaction of GAGs with proteins such
as growth factors or enzymes (10, 32).
Similarly, osteoclast differentiation and
activity are regulated by GAGs at different
levels, as revealed in previous studies. For

length and sulfation of GAGs on
osteoclastogenesis. Overall, our data are in
favour of a direct inhibitory activity of
GAGs on osteoclastogenesis and ine
vivo effect of unfractioned heparin
observed can be explained by its effects on
osteoblast compartment of bone associated
and then by the dysregulation of the
balance between osteoblasts  and
osteoclasts.

However, how can explain the
strong discrepancies between the previous
data published? First, the models used are
different and the present work is the first
comparing simultaneously the GAG effects
on human and murine cells (purified
primary culture cells and cell lines). Thus,
Ariyoshi et al. (18) showed that hyaluronic
acid upmodulates  osteoclastogenesis
through activation of CD44 signaling
pathway and Changet al. (19)
demonstrated opposite effects revealing an
activation of TLR4 signaling pathway
without any involvement of CD44.
.However, the present work did not
evidence any alteration of RANK/RANKL
signaling and no specific signaling induced



has been detected after GAG treatments.

Ariyoshi et al. (22) demonstrated the
binding of heparin to RANKL,
unfortunately our surface plasmon

resonance experiments did not confirm
such binding in contrast for instance to
OPG, an heparin binding protein (data not
shown, (15, 35). Moreover, Shinmyoudu

al. (21) published that dermatan sulfate
inhibits osteoclast formation by binding to
RANKL. However, these authors used 300
ng/ml dermatan sulfate, a non relevant
physiological concentration and used non
purified osteoclast precursors to study
osteoclastogenesis. Such effects may be
due to the activation of Toll like receptors
as shown by Changt al.(19). In this
context, in absence of RANKL-GAG
binding and signalisation, we analyzed the
effects of GAGs on adhesion and fusion of
osteoclast precursors. Thudhet second
major point of this study is the effect of
heparin on the morphological changes of
the cells obtained in presence of RANKL.
First, these cells can not be counted as
osteoclasts because the number of nuclei is

not detectable, and second these cells are

not able to resorb dentine, indicating that
in any case they can be considered as
osteoclasts. However, this effect is
reversible by removing heparin from the
medium, just few hours are needed to get
normal osteoclastsWe clearly revealed
that GAGs inhibit early step of osteoclast
precursor adhesion and inhibit also the step
of cell fusion. The alteration of cell
adhesion and morphology avoids the cell
fusion of ostoclast precursors and blocks
osteoclast resorption which is particularly
sensitive to the cell morphology to develop
their brush border (36).

The present work evidences a novel
mechanism of action of GAGs on the
osteoclasts and their precursors. However,
although a direct activity of GAGs on
osteoclasts has been demonstrated,
mechanisms of action of low molecular
weight heparin which have gradually
replaced the use of unfractioned heparin in
part due a lower risk of causing

the

osteoporosis is not totally elucidated (31).
Indeed, if short oligosaccharides are less
efficient to inhibit osteoclastogenesis, the
effect of low molecular weight heparins on
osteoblasts and on osteoblast-osteoclast
communications needs to be investigated.
Moreover, issues to determine whether the
effects of heparin on bone are reversible
are needed.
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Figure 1: Heparin inhibited RANKL-induced osteoclagogenesis in two murine models
of osteoclastogenesis
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Figure 1: Heparin inhibited RANKL-induced osteoclagogenesis in two murine models
of osteoclastogenesifRAW 264.7 cells were cultured in presence of hiRAN100 ng/ml)
and heparin (125 pg/ml). After 5 days, cells weegned for TRAP expression (A) and
TRAP" multinucleated cells (more than 3 nuclei) werented under a light microscope
(original magnification x 40). Each value represehe mean (x SD) of multinucleated cells
per well of a triplicate experiment (B). mRNA expsens of osteoclastic markers (RANK,
TRAP, Ctsk) were analyzed by real-time PCR aftdags of culture. Cycl and Hprtl were
used as internal control. Results are expresséadsicrease compared to the control (C).
Experiments were performed independently at ledish&s in triplicate. CD1Tbpurified

cells from mouse bone marrow were cultured for &gsdn presence of 25 ng/ml mM-CSF
with or without hRANKL 100 ng/ml and heparin 125/md At the end of the culture period,
TRAP staining was performed and TRARultinucleated cells (more than 3 nuclei) were
counted under a light microscope (D) (** p<0.01).



Discussion

3. Discussion

L’OPG a été décrite pour la premiére fois comme mio&cule anti-résorptive (Simonet
et al., 1997 ; Tsuda etl., 1997). Depuis, de nombreuses autres fonctionsoti été
attribuées. L'OPG contrdle l'activité de la cyto&ipro-apoptotique TRAIL (Emery etl.,
1998). L'importance biologique de I'interaction OPGRAIL a été soulignée par des travaux
récents montrant que I'affinité de 'OPG pour TRAdkt comparable a celle de 'OPG pour
RANKL (Vitovski et al., 2007). Ces propriétés anti-apoptotiques s’exersen différents
types cellulaires tels que les cellules endothedigMalyankar eal., 2000 ; Pritzker eal.,
2004 ; Zauli et Secchiero, 2006), les cellules tates de rein et de prostate (Holerakt
2002 ; Holen efal., 2005 ; Thomas eal., 1999) ou les cellules de myélomes multiples
(Shipman et Croucher, 2003). L'OPG possede égalediantres partenaires avec lesquels il
peut se lier, notamment par son domaine de laisdihéparine. Dans les cellules de
myélomes multiples le syndécan-1 fixe 'OPG et petrson internalisation et sa dégradation
(Standal etal., 2002). Cette diminution d’OPG par les cellulesmgélome participe a la
destruction osseuse observée dans cette patholpgisqu’elle augmente I'activité de
RANKL et donc celle des ostéoclastes. Les GAGsledgégalement la biodisponibilité de
'OPG. L’héparine en s’associant a I'OPG favoriaedifférenciation ostéoclastique (Irie et
al., 2007). Les GAGs, en séquestrant I'OPG, limitéamttivité anti-tumorale spécifique des
tumeurs osseuses primitives comme |'ostéosarcomm@d@ureux eal., 2009).

Ces travaux préliminaires montrent que 'OPG egtabée d'induire I'adhérence des
monocytes CD14 Le rble de 'OPG dans l'adhérence avait déja ééérit pour les
leucocytes. Elle augmente, en effet, leur contaet des cellules endothéliales (Zauliatt,
2007). Le domaine de liaison a I'héparine de I'OR& nécessaire pour promouvoir
'adhérence des monocytes puisque I'OPG tronquéeoutvue de ce domaine, n’en est pas
capable. De plus, les GAGs qui se lient a 'OPGe@layre efal., 2006) diminuent de fagon
significative le nombre de cellules adhérentes. e@dpnt, ces GAGs n’inhibent pas ce
processus avec la méme intensité. Cette différgraeerait s’expliquer par des affinités
différentes entre les GAGs et 'OPG. Ces donnéggérent donc que I'OPG interagit avec
les monocytes grace a son domaine de liaison pdiie. A ce titre, les HSPGs pourraient
constituer un récepteur (ou co-récepteur) pour GORes HSPGs exprimés a la surface
cellulaire participent a la régulation du cytosetel d’actine, a la migration et a I'adhérence

cellulaires (Secchiero etl., 1997 ; Woods et Couchman, 1998). Le syndécanrheiela
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Figure 2: Heparin inhibited RANKL-induced osteoclagogenesis in human CD1%
monocytes
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Figure 2: Heparin inhibited RANKL-induced osteoclagogenesis in human CD1%
monocytes.CD14 purified monocytes were cultured for 15 days iesence of 25 ng/ml
hM-CSF with or without hRANKL 100 ng/ml and heparl25 pg/ml. At the end of the
culture period, TRAP staining was performed (omgimagnification x 40) (A) and TRAP
multinucleated cells (more than 3 nuclei) were ¢edrunder a light microscope (B). In some
conditions, CD14 monocytes were cultured on dentine slices for 4sdResorption areas
were visualised after the culture of CDIlls on dentine sclices (C) (* p<0.05).



Figure 3: Various GAGs are able to inhibit RANKL-induced osteoclastogenesis
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Figure 3: Various GAGs are able to inhibit RANKL-induced osteoclastogenesi®RAW
264.7 cells were cultured in presence of hRANKLQ(X®/ml) and 5uM of heparan sulfate
(bHS: heparan sulfate from bovine kidney, pHS: hapasulfate from porcine intestinal
mucosae), chondroitin sulfate C (CS-C) and dermagalfate (DS) (A) or increasing
concentrations of oligosaccharides 4 (grey bar)(datk bar) and 24 (hatched bar) (&)
increasing concentrations of hyaluronic acid (CffeA5 days, RAW 264.7 cells were stained
for TRAP expression and multinucleated cells (ntbes 3 nuclei) were counted under a light
microscope. Results are expressed as number oinoai#ated cells per well: each value
represents the mean (+ SD) of multinucleated qadtswell of a triplicate. Experiments were
performed at least 3 times in triplicate (* p<0.65p<0.01, *** p<0.001).



Figure 4. Sulfations are important for the inhibition of RANKL-induced
osteoclastogenesis by heparin
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Figure 4: Sulfations are important for the inhibition of RANKL-induced
osteoclastogenesis by hepariiRAW 264.7 cells were cultured in presence of RANKOO
ng/ml) and different forms of heparin (5uM). Afteidays, RAW 264.7 cells were stained for
TRAP expression and multinucleated cells (more tBaruclei) were counted under a light
microscope. Results are expressed as number oinoai#ated cells per well: each value
represents the mean (+ SD) of multinucleated qadtswell of a triplicate. Experiments were
performed at least 3 times in triplicate (* p<0.65p<0.01).



Figure 5: Oligosaccharides promote dendritic diffeentiation
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Figure 5: Oligosaccharides promote dendritic diffeentiation. Human CD12 cells (A) or
total PBMCs (B) were cultured in presence of 100migGM-CSF + 5 ng/ml IL-4, in
presence or not of different oligosaccharides. rAiedays, cells were double stained for
CDla and CD14, and analyzed by flow cytometry. ®atages of CDTacells (dendritic
cells) were plotted.



Figure 6: Heparin acts at two different levels of RNKL-induced osteoclastogenesis of
human CD14 cells
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Figure 6: Heparin acts at two different levels of RNKL-induced osteoclastogenesis of
human CD14 cells.CD14" cells were cultured in presence of hM-CSF and hRANvith

or without heparin (125 pg/ml) added at differeime point of the culture. After TRAP
staining, osteoclasts were counted under a lightrascope (A). Heparin inhibits the
adherence of CDI4ells when added only the first 4 days of theureltin the only presence
of hM-CSF (B). Heparin inhibits osteoclast spregdi@D14 monocytes were cultured as
usual with hM-CSF and hRANKL, with or without hepaf125 pg/ml) until the end of the
culture. Heparin was then removed from the medimeh @ulture was extended for 3 more
days. TRAP staining was then performed and oststsclvere counting under a light
microscope (original magnification x 40) (C and BJack arrows showed the condensed
cells obtained in heparin conditions after the radraulture period + 3 more days (* p<0.05).



Discussion

II1. Discussion

Nous avons abordé en introduction de cet articke dennées contradictoires qui
émergent des études menées sur les difféerenteseslade GAGs et leurs effets sur
I'ostéoclastogenése. Certains articles montrent gtimulation de la différenciation
ostéoclastique (Ariyoshi etl., 2005 ; Fuller etl., 1991 ; Irie etal., 2007) alors que d’autres
rapportent une inhibition (Ariyoshi etl., 2008 ; Shinmyouzu edl., 2007). Le but de nos
travaux était de clarifier le role direct des GA@s la différenciation ostéoclastique. Notre
étude repose sur l'utilisation de trois modélesstBoclastogenésa vitro (la lignée murine
RAW 264.7, les monocytes murins CDI1bt humains CD13. Ces travaux traitent
essentiellement de l'activité directe de I'hépargue la différenciation ostéoclastique de ces
modéles.

L’héparine lorqu’elle est ajoutée au milieu de @iénciation induit une diminution
significative du nombre d’'ostéoclastes générés msgmce de RANKL. L'activité de
résorption des ostéoclastes est egalement dimicoéeme le montrent les essais de
résorption sur dentine. Nous avons ensuite rechemghelles caractéristiques chimiques de
I'hnéparine pouvaient agir sur son activité antieosfastique. Nous disposions au laboratoire
de différentes structures hépariniques issues diiégp native. Nous avons pu montrer que le
degré d’inhibition de l'ostéoclastogenese est damment lié au degré de sulfatation des
résidus hépariniques. En effet, I'inhibition dubh&parine totalement désulfatée n’atteint que
16% alors qu'elle est de 83 % pour I'héparine reatiZn revanche, la localisation des sites
sulfatés n’a pas d’influence sur l'acivité anti@stlastique de I’héparine. L'importance de la
sulfatation de structures osidiques a déja étéitdédans d’autres processus biologiques.
Hallak et coll. ont montré que le virus respiratasyncitial doit se lier a des GAGs contenant
des N-sulfatations, pour pouvoir infecter une dell(Hallak etal., 2000). De plus, la
désulfatation des glycosaminoglycanes a la surides cellules MG-63 provoque une
diminution de prolifération et de minéralisationufdarasuriyar etl., 2009). La taille des
chaines osidiques est également un parametre ampatans l'activité de I'héparine. A des
concentrations identiques, les chaines hépariniqiesgrande taille (24 sous-unités
dissacharidiques) inhibent plus fortement I'ostéstigenese que les chaines hépariniques de
taille restreinte qui ne présentent que 4 sougsmlissachiridiques (oligosaccharide 4).

Ces travaux nous ont donc permis de mettre en gsgdque le nombre de répétitions
des sous-unités dissacharidiques ainsi que leurédeég sulfatation sont des parametres

critiqgues dans I'effet anti-ostéoclastique de I'aépe.
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Nous avons évalué ensuite I'effet d’autres reprigses de la famille des GAGs sur la
différenciation ostéoclastigue. Ces GAGs ont umecsire chimique proche de I'héparine,
c'est-a-dire qu'ils sont basés sur la répétitiamd’sous-unité dissacharidique. Les différences
résident dans la nature des résidus osidiquesnst ldar degré de sulfatation. Nous avons
donc évaluer I'impact de ces modifications sur iééenciation ostéoclastique induite par
RANKL. Il apparait que les autres GAGs étudiés énépe sulfate, chondroitine sulfate
dermatane sulfate) inhibent de facon similaire itéknciation ostéoclastique. Afin de
confirmer I'importance de la taille et de la sudidn de ces autres GAGS, nous envisageons
de reéaliser les mémes travaux que pour I’hépaNioes avons par ailleurs étudié I'effet d’'un
GAG non sulfaté, I'acide hyaluronique. Il apparqite I'acide hyaluronique est également
capable d'inhiber I'ostéoclastogenése a des corat@ris équivalentes a celles utilisées pour
I'héparine. Nous supposons que cette activitérastibitrice est due a la taille relativement
importante de l'acide hyaluronique. L'utilisatione dragments de petite taille d’acide
hyaluronique permettrait de confimer cette hypathes

L’activité anti-ostéoclastique de I'héparine queusiadécrivons ici est quelque peu
contradictoire avec les données cliniques recasillors de I'administartion a long terme
d’héparine non fractionnée. En effet, les résulti&tudes cliniqgues montrent I'induction
d'une perte de masse osseuse lorsque des pategds/ent de maniére prolongée un
traitement héparinique. Cette différence peut digupr par le fait que dans cette étude nous
analysons l'effet direct de I'héparine sur les préeurs ostéoclastiques. Ces étudegitro
écartent les activités potentielles de I'hnéparine Ies autres cellules de I'environnement
osseux. Nous pouvons supposer que I'héparine pmségdlement une activité sur la
composante ostéoblastique de la biologie osseuss. dudes menées actuellement au
laboratoire sur un exopolysaccharide d’origine maarfen collaboration avec I'lFREMER)
permettent d’apporter certains éléments de répquaed a I'effet de polysaccharides sur les
ostéoblastes. Cet exopolysaccharide (que nous noonmEXO) est constitué de la répétition
d’'une unité nonasaccharidique et présente desicatidins. Son poids moléculaires moyen
est de 20 kDa, proche de celui de I'héparine. Oetmes d’EXO ont été étudiées : une forme
peu sulfatée (EXO NS) et une forme sulfatée (EXOL8} travaux préliminaires menes sur
des cellules souches mésenchymateuses (CSM) denratondition de différenciation
ostéoblastique montrent une diminution de proliféracellulaire lors d’un traitement par la
forme sulfatée d’EXO (figure 29). La forme EXO N& ®n revanche aucune activité sur la

prolifération cellulaire.
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Figure 29 :Effets dEXO NS et dEXO S sur la prolifération aellules souches
mésenchymateuses de rat en condition de différmgmiastéoblastique.

25.1¢ de CSM de rat ont été ensemencées en plaque BAgbunis en condition de
différenciation ostéoblastique. Aprés 7 jours diuce, le nombre des cellules a été évalué

par coloration au bleu trypan.

D’autre part, EXO S diminue la capacité des CSMale& former une matrice minérale
(figure 30) alors qu’un traitement par EXO NS esiseffet.

Controle EXO NS EXO S

50 pg/mL

25 pg/mL

10 pg/mL

Figure 29 : EXO NS et EXO S diminuent la capacité des -cellukmsiches
mésenchymateuses de rat a former une matrice ri@néra

50.1G de CSM de rat ont été ensemencées en plaque 4gbunis en condition de
différenciation ostéoblastique. Apres 21 jours diuce, la matrice minérale est coloré par

une solution de rouge alizarine.

Ces premiers résultats laissent supposer que dgsapoharides sulfatés inhibent de

facon directe la différenciation ostéoblastiques @&@vaux auront besoin d'étre étendu a
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I'héparine ainsi qu’'aux autres glycosaminoglycarssfatés. Toutefois, nous pouvons
envisager que des structures saccharidiques adf@téparine, GAGs, EXO S) auraient des
activités inhibitrices directes sur les différenicins ostéoclastique et ostéoblastique. Ce
déréglement du remodelage osseux conduirait aionE®stéoporotiques décrites lors d’'un

traitement héparinique au long cours.

Le second temps de notre étude s’inscrit dansdaerehe des mécanismes impliqués
dans l'inhibition de I'ostéoclastogenese par I'népa Basés sur la littérature, nos travaux se
sont orientés vers une interaction directe entnéplarine et RANKL comme le suggérait
Ariyoshi. (Ariyoshi etal., 2008). Cependant, I'analyse par résonance plagm®mle surface
n'a pas mis en évidence de liaison directe entrdNRIA et I'héparine (données non
montrées). De plus, nous n'avons observé ni madito des voies de signalisation RANK /
RANKL ni induction d’'une voie de signalisation prepa I'héparine. Nos investigations ont
porté sur les récepteurs CD44 (récepteur a I'aai@duronique) et TLR4 (toll like receptor).

Il a été montré que l'acide hyaluronique inhibaistéoclastogenése via 'activation du TLR4
(Chang et al., 2007) alors que l'acide hyaluronigieebas poids moléculaires stimulait la
différenciation ostéoclastique en se liant au CD¥dyoshi et al., 2005).

Nos recherches se sont alors concentrées surdaledlhéparine dans I'adhérence des
précurseurs et des ostéoclastes matures. En efféales traitements a différents temps de
culture, nous avons pu observé que I'héparine dagitacon séquentielle. Dans les premiers
temps de l'ostéoclastogenese, I'héparine modifisafzacité des précurseurs ostéoclastiques a
adhérer au support. Cette perte d’adhérence ergemde diminution du nombre de
précurseurs et donc d’ostéoclastes. Si I'hépashajeutée dans les temps intermédiaires, elle
est sans effet sur le processus d’osteoclastogeBasevanche, I'exposition des ostéoclastes
dans les derniers temps de culture a I'’héparine@iet un changement de morphologie. Les
cellules perdent leur capacité a s’étaler, et pprhrun aspect arrondi. Cet effet est en
revanche réversible, une fois I’héparine retirés,dstéoclastes sont capables de s’étaler sur la

surface de culture en quelques heures.

A travers ces travaux, nous avons pu mettre enegua que I'héparine inhibait
I'ostéoclastogenése et que le processus d'adhén@ese précurseurs ou des ostéoclastes
matures) entrait dans le mécanisme d’inhibitioradtiérence des ostéoclastes sur la surface
osseuse est une étape essentielle de la résogesmuse. Elle est régie par les intégrines

avPs, qui reconnaissent les séquences RGD des protéieela matrice telles que la
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vitronectine, la fibronectine et l'ostéocalcine (fda et al., 2008). L’interaction entre
I'ostéoclaste et I'os induit la formation de la eorlaire et une réorganisation du cytosquelette
pour former la bordure en brosse caractéristiqud’aftéoclaste mature. Afin de mieux
comprendre le mécanisme d'inhibition de [|'ostédclgenése par [I'héparine, nous
poursuivons nos investigations sur ces phénoméadbétence. Nous étudions actuellement
le cytosquelette d’actine en microscopie confodaharquage par la phalloidine) afin de
déceler une éventuelle désorganisation de la berdar brosse des ostéoclastes matures.
Cependant, la différenciation des CDB4rr des supports adaptés a la microscopie coefocal
a poseé certaines difficultés (adhérence des prégtgsliminuée, temps de culture plus long,
nombre d’'ostéoclastes réduit). Des améliorations cde conditions de culture sont
actuellement a I'essai pour étudier la localisatdes intégrineswps, et lI'activation des
protéines régulatrices de I'adhérence telles qaecFAK et PYK-2 (Miyazaki eal., 2004 ;
Nakamura etl., 2007). Nous pensons que I'héparine modifie |&ibistion de ces protéines
ou leur degré de phosphorylation, ce qui pertudsdoclastogenése et la résorption osseuse.
D’autres travaux sont également nécessaires peuatifigr les récepteurs ou les interactions
moléculaires a I'origine de cette modification diégdence due a I'héparine. Est-ce le résultat
d’'une trop grande quantité de charges négativespque I'héparine ? L’héparine agit-elle
comme un film moléculaire limitant I'adhérence dedlules ? L’héparine modifie-t-elle

localement le pH, ce qui cause la désorganisattinlaire ?
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IV. Travaux complémentaires

1. Introduction

Pour que les monocytes circulants gagnent lesstisaudiapédése et se différencient en
macrophages,leur adhérence aux cellules endo#s kit nécessaire. Cette étape est régulée
par des un grand nombre de facteurs membranairesolebles comme les molécules
d’adhérence (I-CAM-1, sélectines) et les chémokifies3, CCL2) (Martin etal., 2007).
L’'adhérence de ces mémes précurseurs monocytaseségalement requise pour la
différenciation ostéoclastique. Cette étape d’aeiné, de 72 heures environ, est assurée par
le M-CSF dans nos modeles d’ostéoclastogenese.

L'OPG, qui posséde un domaine de liaison a I'héariest impliquée dans des
phénomenes d’'adhérence et de migration. En 2005h&lmer et coll. ont montré que 'OPG
augmentait, par chimiotactisme, la migration desiooytes (Mosheimer eil., 2005). L'OPG
favorise la prolifération et la migration des cihkimusculaires lisses des arteres pulmonaires
ainsi que des cellules endothéliales (Lawri@let2008 ; Kobayashi-Sakamoto at, 2008).
L’'OPG augmente I'expression de molécules d’adhé&d€f€AM-1, V-CAM-1 et E-sélectine)
dans les cellules endothéliales traitées par le aflangan etal., 2007). L'OPG est
€galement capable d’accroitre I'adhérence des tgte® aux cellules endothéliales (Zauli et
al., 2007). Dans cette étude, les auteurs ont mis/iglerdce qu’un traitement par I'héparine
diminuait 'adhérence des leucocytes induite paPIG.

L’ensemble de ces travaux prouve le role majeul’@®G dans l'adhérence et la
migration cellulaire. C’est dans ce contexte quesnavons étudié I'effet de 'OPG sur

I'adhérence des monocytes CD#t le controle de ce processus par les GAGs.
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2. Résultats

<

Le domaine de liaison a I'héparine de 'OPG indiagdhérence des monocytes

Pour déterminer I'effet potentiel de 'OPG sur Fedlence, des monocytes CDlght
été cultivés en présence ou en l'absence de 10@l yOPG humaine et de 125 pg/ml
d’héparine. Apres 3 jours de culture et en I'absethe M-CSF, 'OPG a augmenté de facon
significative I'adhérence des monocytes au plastigua présence d’héparine inhibe
totalement I'effet de 'OPG (p<0,01) (figure 31).

Contrble OPG
W () X *0 &y
HENSE Jon U8
} i ¥ > ¥ % 1
Héparine Héparine / OPG

Figure 31: L'OPG induit 'adhérence des monocytes qui est intiée par I'héparine.
1.1C@ cellules ont été ensemencées en plaque 6 puitsjtRtées en présence ou non d’'OPG
(100 ng/ml) et/ou d’héparine (125 pg/ml). Aprés ddirg, les cellules ont été lavees et

observées au microscope.

Les mémes effets de 'OPG et de I'héparine ontoéiervés sur d’autres supports tels
que la vitronectine et le collagéne (données nontrées). Le traitement des monocytes par
de I'OPG tronquée dépourvue de domaine de liaisdrhéparine n'a aucun effet sur
'adhérence (données non montrées). Afin de guantié phénomene et de confirmer les
observations microscopiques, les cellules adhésee été décollées et dénombrées par un

comptage au bleu trypan (figure 32).
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augmente l'adhérence des monocytes CDl14de fagon

ont été ensemencées en plaque 6 pudsiteees en présence ou

non d’OPG (100 ng/ml) et/ou d’héparine (125 pg/mipres 3 jours, les cellules ont été

lavées et dénombrées (** p<0,01).

Effets d’autres glycosaminoglycanes sur I'adhérence

Nous avons ensuite recherché les effets d’autgemghminoglycanes dans le processus
d’adhérence (figure 33). Nous avons montré queSeeDgu’un oligosaccharide de 18 sous-

unités disaccharidiques (Oligo 18) sont capablathdier I'activité de 'OPG avec la méme

intensité que I'héparine (90 % d’inbition). En raghe, la CS et un oligosaccharide de 4

sous-unités disaccharidiques (Oligo 4) inhibent maofortement I'adhérence induite par

'OPG (50 % dinhibition).

Unité arbitraire

e P N

OPG - + + + + + +
Héparine - - + - - - -

Oligo4
Oligo18

DS - - -+ - - -
cs - - - -+ - -

1 1
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Figure 33: Effets des glycosaminoglycanes sur I'adhérence desonocytes induite

par 'OPG. 50.1CF cellules ont été ensemencées en plaque 96 puitdtitées en présence
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ou non d’'OPG (100 ng/ml) avec ou sans glycosamymagles (5 uM). Aprés 3 jours, les
cellules ont été lavées puis un test de viabil#dutaire (XTT) a été réalisé (* p<0,05,
comparé a OPG seule).

L’OPG stimule I'adhérence des monocytes par 'atton de la voie P13Kinase/Akt.

Pour explorer les mécanismes impliqués dans I'adfteér des monocytes, nous avons
tout d’abord analysé le rdle des molécules d'adigecomme ICAM-1 et V-CAM-1.
Aucune modification d’expression de ces moléculaseté observée a la surface des cellules
CD14 aprés une stimulation par I'OPG. Nous avons eesttitdié I'implication de voies de
signalisation activées par 'OPG. L’'OPG induit laggphorylation d’Akt qui est inhibée par
I'héparine (figure 34).

10 min 45 min

OopG 100 ng/ml - + - + + - +
Héparine 125 pg/ml - - + + - + +

Figure 34: L’'OPG stimule la voie PI3Kinase/Akt dans les monoags CD14. Les
monocytes CD14ont été stimulés pendant 10 (ou 45 minutes) a@&cnh/ml d’OPG avec
ou sans héparine (125 pg/ml). Le western-blot aédbsé sur les lysats cellulaires afin de
déterminer le niveau de phosphorylation d’Akt. liiae est utilisé comme témoin de

chargement. L’expérience a été réalisée 3 foispaddamment.

Pour confirmer le role de la voie PI3Kinase/Akt sldimdhérence induite par I'OPG,
nous avons traité les monocytes CDpar un inhibiteur chimique spécifiqgue de PI3Kinase
(LY294002). Comme le montre la figure 35, le LY2920inhibe I'adhérence de monocytes
de facon dose-dépendante. En effet, 1,25 uM de 4¥@® inhibe de maniére significative
(de l'ordre de 57%) l'activité de 'OPG et 10 pM de&r294002 empéche totalement

I'adhérence sans aucun effet toxique sur les esllul
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Figure 35: L'inhibition de la voie PI3Kinase/Akt empéche l'adhérence des
monocytes.50.1F cellules ont été ensemencées en plaque 96 puitstatées en présence
d’OPG (100 ng/ml) et de LY294002 a des concentnatioroissantes . Apres 3 jours, les

cellules ont été lavées puis un test de viabi@utaire (XTT) a été réalisé.

Ces résultats viennent confirmer le réle de la \RigKinase/Akt dans I'adhérence des

monocytes induite par I'OPG.
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migration par chimiotactisme des monocytes CD{Mosheimer etl., 2005). De plus, nos
études de western-blot montrent une activatioradeie PI3kinase/Akt en 10 minutes. C’est
cette voie qui est activée dans les travaux de Blostr. Nous pouvons émettre I'hypothése
que le syndécan-1 est responsable de I'adhérerscendaocytes induite par I'OPG. Pour
apporter certains éléments de réponse, nous epraisagle bloquer ce PG par un anticorps et
d’évaluer son effet sur 'adhérence. La stratégmelise pourra également étre réalisée en
transfectant de fagon transitoire les monocytesepgyndécan-1.

Cette étude démontre pour la premiere fois le dide’lOPG dans l'adhérence des
monocytes. L’'OPG pourrait participer au recrutendeg monocytes au niveau de sites ou sa
production est augmentée. Certains types tumoraprineent de grandes quantités d’'OPG
(Reid et Holen, 2009). Ces monocytes, par diapegesgraient rejoindre le site tumoral et se
différencier en macrophages. Il est maintenant Biabli que les macrophages infiltrant les
tumeurs sont responsables non seulement de las@nois tumorale mais aussi de la
néovascularisation indispensable au développemendral (Hagemann etl., 2009). L'OPG
pourrait favoriser la progression tumorale par dewnies distinctes: I'adhérence des
monocytes / macrophages et l'inhibition de I'acéuile TRAIL.

Toutefois ces monocytes peuvent emprunter une awiee de différenciation. Sous
I'action de RANKL et de M-CSF, ils sont capablessaedifférencier en ostéoclastes. L'OPG,
pourtant molécule anti-résorptive, pourrait d’apneés données, favoriser le recrutement de
monocytes dans des pathologies ou elle est fortemgrimée. Les cancers du sein, de la
prostate et du poumon font partie de ces tumeuta peoduction d’OPG est élevée (Reid et
Holen, 2009). La présence de métastases osseussscda pathologies tumorales est
relativement fréquente (Mountzios at, 2007). L'OPG pourrait favoriser le développement
de ces atteintes osseuses secondaires en pernkettaatutement de monocytes qui peuvent

se différencier en ostéoclastes, responsablesua$eostéolytiques.
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Il existe entre les systémes osseux et vasculaiee apopération cellulaire et une
communication chimique assurée par des messageléscutares. Cette communication
s'effectue dés le plus jeune age, lors de la vigleavec le processus d’ossification qui
requiert une vascularisation importante des zorsslagineuses.Les vaisseaux sanguins
assurent, tout au long de la vie, le transport aisiles sanguines produites par la moelle
osseuse et la cicatrisation rapide d'une fractuisseonse (Laroche, 2002). Ces vaisseaux
apportent les nutriments, l'oxygéne et les préansedes futures cellules osseuses
(ostéoblastes et ostéoclastes). D’'un point de vo&culaire, certains effecteurs du tissu
osseux jouent un réle prépondérant dans I'homéestassculaire. Parmi ces molécules,
'OPG soutient la prolifération et la survie deslldes endothéliales et favorise par
conséquent l'angiogenese (McGonigle at, 2009). Les BMPs, inducteurs de la
différenciation ostéoblastique, activent la probfon et la migration de cellules
endothéliales grace a I'activation des voies VEGEBFR?2 et Angiopoietin/Tie2 (Suzuki et
al., 2008). De plus, des molécules du systeme vaseparticipent activement a la biologie
osseuse. Le VEGF, molécule majeure de I'angiogerwsdrdle la différenciation des deux
types cellulaires osseux (Grellier at, 2009 ; Nakagawa el., 2000). Les FGFs, qui
posseédent une activité mitogénique sur les celletethéliales, ont également des effets sur
les cellules osseuses. La délétion du gene FGiezxbQue une diminution de la densité et de
la formation osseuses chez la souris (Monterd.e2000).

Les travaux de cette thése ont permis de définirdle de deux autres molécules
majeures de 'homéostasie vasculaire dans la h®logseuse et plus particulierement dans la
différenciation ostéoclastique. Nous avons étudignel part le complexe FVIII/FVYW un
acteur de 'hémostase sanguine et d’autre pampdheée, glycosaminoglycane sulfaté régulant

la coagulation sanguine.

De récents travaux ont montré la colocalisation@®G et du FvW dans les cellules
endothéliales au sein des corps de Weibel-Paladengftino efal., 2005). Les interactions
entre ces deux molécules sont désormais bien ceni@imhbazi eal., 2007). Ces résultats
laissaient supposer une implication potentiellddW dans la biologie osseuse en contrélant
I'activité de 'OPG. Or dans la circulation sangeiime FvW est lié au FVIII de la coagulation.
C'est pour cela que nous avons recherché les eflatscomplexe FVIII/FYW sur
I'ostéoclastogenése, processus fondamental du edag® osseux. Nous avons montré dans
la premiére partie de ce manuscrit, que le complax#l/FvVW possédait une double activité

sur l'ostéoclastogenese. Non seulement, il inhilee fdcon directe la différenciation
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ostéoclastique en se liant a RANKL mais il renfoagessi la fonction inhibitrice de 'OPG.
Puis, nous avons mis en évidence l'interventiorcdmplexe FVIII/FYW dans l'interaction
OPG / TRAIL. En se fixant a 'OPG, le complexe FNfVW est capable d’empécher
I'inhibition de I'apoptose induite par TRAIL.

Ces résultats permettent d’expliquer en partiehdaéfice sur la masse osseuse des
traitements prophylactiques chez les patients héitesp(Khawaji etal., 2009). Il apparait
aussi clairement que le complexe FVIII/FVW intentiedans les activités pro- et anti-
apoptotiques de TRAIL et d’'OPG. Ces données ouvdmtnouvelles perspectives de
recherche dans des domaines ou 'OPG, TRAIL, RANKLe complexe FVIII/FYW sont
impliqués. Il est possible d’envisager une intetieen du complexe FVIII/FVYW dans la
survenue des lésions athérosclérotiqgues et dedfiaations vasculaires (Collin-Osdoby,
2004).

Les cellules des systemes sanguin et osseux strigalécules régulatrices interviennent
dans la physiopathologie de ces atteintes vasealdifapparition de calcifications artérielles
chez les souris déficientes pour 'OPG constituaié premiére preuve de I'implication de
cette molécule dans la biologie vasculaire (Bucagle 1998). Pourtant, ces observations
chez I'animal sont contradictoires avec les donr@gsques. Les concentrations sériques
d’OPG sont élévées chez des patients présentant cdiedfications artérielles (Van
Campenhout et Golledge, 2009 ; Ziegleakt2005), cependant le rble exact de cette ptotéine
dans les atteintes vasculaires est encore incerf@at comme I'OPG, lintervention de
RANKL dans des atteintes vasculaires a été docugmeRANKL stimule la transmigration
des monocytes a travers la barriere endothéligiacéite leur différenciation en ostéoclastes
capables de résorber le tissu minéralisé dan®sisnls athérosclérotiques avancées (Collin-
Osdoby, 2004). TRAIL, un autre membre de la supsifa du TNF contribue également a la
biologie vasculaire mais les données sur ce sojet elativement controversées. Il serait
responsable de la déstabilisation de la plaguenéfamme en provoquant I'apoptose des
cellules endothéliales et des cellules musculdisses (Pritzker etl., 2004 ; Sato edl.,
2006). Pourtant certains auteurs lui attribuent rale protecteur et anti-inflammatoire
(Secchiero eal., 2003 ; Secchiero ai., 2004 ; Zauli etl., 2003). L'implication des facteurs
de coagulation FVIII et FYW dans la survenue defésvasculaires a été montrée : le FvW
favorise la formation d’un thrombus par recrutemetnddhérence des plaquettes a la surface
endothéliale, tout en facilitant la génération deombine par le FVIII dont il maintient la
biodisponibilit¢ (Vischer, 2006). Une récente étuddinique vient confirmer ces

observations : les patients hémophiles présergargffet, un risque plus faible de développer
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des lésions athérosclérotiques (Bilora a 2006). Nos travaux s’inscrivent dans une
meilleure compréhension de I'orchestration molécglat cellulaire de ces pathologies. Nous
pouvons effectivement envisager que le complexellF¥MW contréle les concentrations
sériques et module I'activité d'OPG, de RANKL etTRAIL, puisque tous les trois se lient a
ce complexe. En inhibant 'ostéoclastogenése, itemit la déstabilisation de la plaque
d’athérome par les ostéoclastes. En bloquant Viaéetide I'OPG vis-a-vis de TRAIL, il
induirait indirectement la mort par apoptose debules inflammatoires qui infiltrent la
plaqgue d’athérome. Pour s’assurer du rdle du coxeplEVIII/FVYW dans les lésions
athérosclérotiques, I'existence des interactionseaino de la circulation sanguine devra étre
examinée.

Le r6le de ces molécules pourrait étre beaucoup atabigu. En effet, Zannettino et
coll. ont montré que sous l'action de TNEt d’IL-1, les cellules endothéliales liberent de
grande quantité de FvW et d'OPG (Zannettino adf 2005). De telles conditions
inflammatoires existent dans I'athérosclérose. ibération de 'OPG pourrait permettre a la
cellule endothéliale de se protéger de I'activiegd TRAIL. Une étude de Shoppet et coll.
montre d’ailleurs une colocalisation d’'OPG et deATIRdans des régions de calcifications
vasculaires chez des patients athérosclérotiqudmpPet etl., 2004).

Afin de clarifier le déroulement et la mise en glale ces Iésions, ainsi que le role joué
par les différents acteurs moléculaires, des tradayront étre menés a la fois sur les cellules
endothéliales et sur les cellules osseuses. Last@stde 'OPG, de RANKL et de TRAIL sur
la cellule endothéliale seront évalués en présateecomplexe FVII/FVYW. Ces effets
pourront étre quantifiés en terme de prolifératarde survie cellulaires. Les fonctions de
I'ostéoblaste (minéralisation, expression de RAN&Ld'’OPG) seront mesurées en présence
de complexe FVIII/FVW.

L’activité directe du complexe FVIII/FVW sur RANKQue nous avons décrite dans
I'ostéoclastogenése sera explorée dans d’autraessos ou RANKL intervient. La survie
des cellules dendritiques par RANKL sera étudiéprésence du complexe FVIII/FVYW. Ces
résultats pourront étre comparés aux données dédtdeature sur le réle des cellules
dendritiques dans la dégradation du FVIII (Kaveriak, 2007) et dans l'athérosclérose
(Niessner et Weyand, 2009).

Le FVW ne se fixe pas uniguement a 'OPG et au F\llipossede également un
domaine de liaison a I'héparine. Nous pouvons demgsager des études dans lesquelles

I'héparine modifierait les activités du complexe IRNFVW. A ce titre, nous avons pu
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observer qu’une fois I'hnéparine fixée au FYW, I'OR@st plus capable d’interagir avec ce
facteur de la coagulation (figure 36). Nous enwseny de poursuivre ces travaux sur les
interactions entre le FYW et ses partenaires (IHIFVRAIL, OPG, I'héparine) et d’étudier

leurs conséquences biologiques.
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Figure 36: L’héparine empéche la fixation de 'OPG au FvW.

Le FVW est immobilisé sur une chip C1. L'OPG egiatde de se lier au FYW lorsque
la chip est saturée par du PBS (pas de fixatiornal, sensorgramme en pointillé). En
revanche, 'OPG ne peut plus se fixer au FYW urie f® FYW saturé par de I'héparine

(sensorgramme en trait plein).

La seconde partie de notre travail a mis en évigldimtervention de I’héparine et de
'ensemble des GAGs dans le processus de diffaaBoei ostéoclastique. Nous avons
effectivement montré que les GAGs inhibent la ngson osseuse par perte d’adhérence des
précurseurs et des ostéoclastes matures. Il es€habli désormais que les GAGS et les PGs
participent a de nombreux processus biologiques Hansemble des tissus du corps. Dans la
biologie osseuse, ils sont un réservoir importanfatteurs de croissance (Lamoureuxrlet
2007a) et de cytokines comme 'OPG (Lamoureual¢t2009). Dans la biologie vasculaire,
ils contrblent des molécules impliquées dans leeli@pement et la cicatrisation des
vaisseaux comme le VEGF et les FGFs (Alexopouloal.e2007). Nos travaux ont mis en

avant I'importance des sulfatations et de la longues GAGs dans leur activité.
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Les héparines de bas poids moléculaire ont desadgmons sur le tissu osseux bien
moins importantes que les héparines non fractisné&eperte osseuse est limitée (Rajgopal
et al., 2008). L'utilisation récente dans l'arsenal tip@Enatique du fondaparinux vient
confirmer le rble de la taille des GAGs. Ce pertelaride synthétique ne présente a priori
que des avantages. Contrairement a I’héparine denfixe a aucune protéine plasmatique et
ne présente de ce fait aucune variation de biodibpidé. Bien qu’aucune donnée clinique
n'ait été rapportée a ce sujet, le fondaparinusarable pas avoir d’effet délétere sur le tissu
osseux. Seule une étude vitro indique qu’il ne modifie ni la difféerenciation na
prolifération des ostéoblastes (Handschinakt 2005). Il serait intéressant d’étendre ces
résultats a l'ostéoclaste, comme nous l'avons efée@vec I'héparine. D’autre part, nous
pourrions également évaluer les effets de ce pactharide sur les activités de I'OPG,
puisque nous avons montré par des études de re&sopEsmonique de surface que de petits
oligosaccharides se lient a 'OPG.

Les sulfatations des GAGs sont des caractéristigtresturales déterminantes dans
I'activité des GAGs. Nous avons pu le montrer patilisation de GAGs partiellement ou
totalement désulfatés. Ces GAGs modifiés inhibalardifférenciation ostéoclastique dans
une moindre mesure que I'héparine native. Ce astla seule étude qui relate 'importance
des sulfatations. La désulfatation des GAGs a ttase des cellules ostéoblastiques MG-63
provoque un retard de minéralisation (Kumarasurigaral., 2009). Les sulfatases qui
hydrolysent les esters de sulfates de nombreuxrstgomme les GAGs ou les sulfolipides
interviennent dans l'activité de ces moléculesat@lfs. Récemment, il a été montré que la
désulfatation des GAGs était un processus essed#iet biologie du cartilage et de
'organogenése, notamment en contrélant les coratéoris de FGF (Khatri et Schipani,
2008). Nous pourrions évaluer l'activité de cesyemzs dans des processus biologiques
controlés par les GAGs et les PGs (difféerenciatmmilulaire, angiogenése, adhérence
cellulaire).

Les potentiels thérapeutiqgues des GAGs ne se finites aux traitements des maladies
thrombo-emboliques ou au traitement symptomatigee’atithrose (chondroitine sulfate :
Chondrosulf®). Les GAGs peuvent en effet étre sé8i comme inhibiteurs des héparanases.
Ces enzymes sont responsables de la dégradatioHSfe&s et participent de ce fait a de
nombreux processus biologiques. De maniere phygmle, les héparanases favorisent
I'angiogenése en libérant les facteus pro-angiagés séquestrés (VEGF, FGFs) par les
HSPGs de la matrice extracellulaire et en génétargetits fragments d’héparane sulfate qui

améliorent la liaison du bFGF a son récepteur et da signalisation (Elkin el., 2001). Les
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héparanases sont également impliquées dans linténwem soutenant la formation de
vaisseaux lymphatiques (Vlodavsky at, 2007). En revanche, elles interviennent dans la
progression tumorale notamment par leurs poterdiggogénique et métastatique (Sanderson
et al., 2004). C'est a ce titre que des firmes pharmapees développent de courtes
structures saccharidiques pour bloquer I'activeé béparanases et ainsi limiter 'angiogenese
et les phénomeénes métastatiques. La plus connoesdmolécules est le Pi-88. Elle a montré
son efficacité dans les phases | et Il sur diffisyeéypes de tumeurs dont le mélanome et les
carcinomes hépatocellulaires (Kudchadkaalet 2008). Cependant I'apparition d’anticorps
menant a une thrombocytopénie a limité son usage cértains patients (Kudchadkaragt
2008). Aucune donnée en revanche n’est dispondilearnant les effets de ce traitement sur
la masse osseuse. Comme le montrent nos travasxpetées structures saccharidiques
n'auraient qu’'un faible impact sur la résorptionsasse. Toutefois, il serait intéressant
d’évaluer l'activité du fondaparinux sur les cedlsil osseusem vitro et son impact sur
I'architecture osseusa vivo.

Les patients atteints de cancers présentent unerdoguyulabilité due en partie a
I'élévation des taux seériques de FVIII et de FvWogan et Demirkazik, 2005). Cette
situation entraine I'apparition d’'un thrombus eslavenue d’accidents thrombo-emboliques
tels que des embolies pulmonaires ou des ischéoasigtiaques thrombo-emboliques qui
peuvent étre une cause de décés. L’héparine dpaimhia cascade de coagulation prévient la
formation du thrombus et augmente par conséquerdpdérance de vie des patients
(Vlodavsky etal., 2007). Cependant son utilisation est limitéelparisques de saignements
gu’elle peut engendrer. L’héparine présenterailedgant des propriétés anti-métastatiques
(Vlodavsky etal., 2007). Les mécanismes mis en jeu ne sont pasetmalement élucidés,
toutefois l'inhibition des héparanases constitue das explications potentielles. Le blocage
de l'adhérence entre les plaquettes et les celltdesorales ainsi que [inhibition des
interactions cellulairesvia les sélectines sont d’autres hypothéses actuellemeancées
(Borsig etal., 2001 ; Hostettler edl., 2007). Ces hypotheses rejoignent d’'une certainerf
nos travaux complémentaires présentés dans la decpartie du manuscrit. En effet,
I'héparine et 'ensemble des glycosaminoglycanepéaient I'adhérence des précurseurs
monocytaires. Cette observation pourrait participdiactivité anti-tumorale des GAGs en
évitant le recrutement de monocytes / macrophagesessite tumoral qui entretiennent la
croissance tumorale par la libération de cytokresinflammatoires (TNF, IL-1). Des études
chez des animaux porteurs de tumeurs peuvent Biisagées. En marquant les cellules

d’origine monocytaire / macrophagique par une sofhgigrescente et en les réinjectant a
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I'animal, nous pourrions suivre ces monocytes atliét les effets de I'héparine et de ses

dérivés sur leur devenir au sein de la tumeur.

Nous avons évoqué ci-dessus que les concentrgilasmatiques de FVIII et de FvW
étaient augmentées dans les pathologies tumoialssrait intéressant de comprendre les
origines et les répercussions sur la tumeur d’'efle augmentation en comparaison de nos
travaux (article 1). Nous pourrions rechercherdiégs de production privilégiés. Certaines
données de la littérature nous laissent a pensetegivW pourrait avoir comme origine les
cellules endothéliales des vaisseaux de la tunhesrconditions inflammatoires présentes au
sein de la masse tumorale augmentent en effdbdaalion du FYW (Zannettino at., 2005)
par les cellules endothéliales. La concentratiord& a l'intérieur de la tumeur pourrait étre
comparéee a la concentration de ce facteur dangdalation générale. Il faudra également
évaluer la capacité de ce FvW libéré a se lier ¥l Fle la coagulation pour former le
complexe FVIII/FVYW. D’apres nos travaux, si une megtation de concentration du
complexe FVIII/FVYW devait étre observée, elle deusi moyen pour I'organisme de lutter
contre la progression tumorale. En effet, en santixa 'OPG, le complexe FVII/FVYW
augmente le pouvoir pro-apoptotique de la cytoRIRAIL. Mais peut-on envisager de traiter
les cancers par I'administration de FVW et de F¥IlILes risques de thrombose veineuse
seraient potentiellement plus élevés et le dévelogmt d’anticorps anti-FVIII serait
possible, ce qui pourrait conduire a des hémopghgexrondaires. A ce titre, certains patients
cancéreux développent des hémophilies secondaaegaqguisition d’inhibiteurs du FVIII
(Franchini etal., 2008). Un tout récent rapport suggére la prodacpar I'environnement
tumoral d’'antigenes FVIlI-like que le systeme imrtaine reconnait et qui conduit a une
hémophilie A (van Durme etl., 2008). Ces observations et nos travaux permetténtettre
certaines hypotheses. La production de ces ansgevill-like n’est-il pas un moyen pour la
cellule tumorale de se protéger de I'effet du carelFVIII/FYW sur TRAIL ? La tumeur par
ce biais peut également faciliter 'angiogenésaspehsable a sa progression. En effet, les
saignements causés par I'hnémophilie engendrentaleditions inflammatoires proprices a
I'angiogenese. Des investigations plus pousséedestile exact du complexe FVIII/FVW

dans les pathologies tumorales sont donc nécessaire
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La vascularisation de I'os joue un réle importaahsl la formation et le développement
du squelette. Les vaisseaux apportent les élémeétessaires a la prolifération, la
différenciation et la survie des ostéoblastes st aéoclastes qui assurent le processus de
remodelage osseux. Ce processus est essentidiedaagntien des propriétés biomécaniques
du squelette. Les vaisseaux qui colonisent le tismeux participent activement a certaines
fonctions de I'os comme [I'équilibre phophocalciq(teansport des ions libérés lors du
remodelage) ou I'hématopoiése (prise en chargecelades sanguines issues de la moelle
osseuse). Pour assurer ces activités, le tissurostde systeme vasculaire entretiennent des
contacts cellulaires (recrutement des précursesgsux par I'endothélium) et communiquent
par un réseau complexe de messagers solubles (RAGRG, VEGF...).

Nous décrivons, a travers nos travaux de rechertimeplication du complexe
FVIIl/Facteur de von Willebrand et de I'héparineeud molécules de I'homéostasie
vasculaire, dans le contréle de la différenciatimtéoclastigue. Nous avons déterminé les
mécanismes mis en jeu : interaction moléculairectlr et activité sur I'adhérence cellulaire.

Ces données viennent compléter les différentesswigecommunication entre les systemes

0sseux et vasculaire.
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Interleukin-34 (IL-34) is a newly
discovered regulator of myeloid lineage
differentiation, proliferation, and
survival, acting via the Macrophage-
Colony Stimulating Factor Receptor (M-
CSF receptor, c-fms). M-CSF is also
considered as required for
osteoclastogenesis and has been already
identified as a major contributor of the
pathogenesis of giant cell tumours of
bone (GCT), tumours rich in osteoclasts.
According to the key role of M-CSF in
osteoclastogenesis and GCT, the
expression of IL-34 in human GCT, was
first assessed. Quantitative analysis of
IL-34 mRNA expression in 14 human
GCT revealed expression of this
cytokine in GCT as well as M-CSF and
c-fms. Immunohistochemisty
demonstrated that osteoclast-like cells
exhibited a huge immunostaining for IL-
34 and that mononuclear stromal cells
slightly expressed this protein. In
contrast to osteoblasts, bone-resorbing
osteoclasts showed a very strong staining
for IL-34 then suggesting its potential
role in the pathogenesis of GCT by
facilitating osteoclast formation. The
role of IL-34 in osteoclastogenesis was
then studied in murine and human
models. IL-34 was able to support
RANKL-induced osteoclastogenesis in
the absence of M-CSF in all models.

Multinucleated cells generated in the
presence of IL-34 and RANKL specific
osteoclastic markers and resorbed
dentine. IL-34 induced phosphorylation
of ERK1/2, MAP-Kinase and Akt
through the c-fms, as revealed by the
inhibition of signaling by a specific c-fms
tyrosine kinase inhibitor. Furthermore,
IL-34 stimulated RANKL-dependent
osteoclastogenesis by promoting the
adhesion and proliferation of osteoclast
progenitors and had no effect on
osteoclast survival. Overall, these data
reveal that IL-34 can entirely substitute
for  M-CSF in RANKL-induced
osteoclastogenesis, thus identifying a
novel biological activity for this cytokine
and a contribution to the pathogenesis of
GCT.

INTRODUCTION

Giant cell tumour of bone (GCT)
accounts for 5 to 9 percent of all primary
bone tumours, occur most often during the
second to the fourth decades and are found
more commonly in men than women
excepted in the second decade of life [1].
These tumours are usually detected in the
long bones, most often the distal femur,
proximal tibia, and distal radius. GCT are
characterised by osteoclast-like cells, in a
background of mononuclear rounded



(CD68 monocytes) and spindle-shaped
cells (stromal cells) which appear to be the
neoplastic component [2]. There s
evidence that theses stromal cells strongly
support the recruitment and formation of
mature osteoclasts [3]. Thus, the morbidity
observed in GCT is the consequence of the
destructive osteolysis due to the hyper-
resorptive activity of these giant cells. This
exacerbated osteolysis iis fine the result

of a dysregulation of osteoclastogenesis.
Indeed, in a physiologic context, bone
remodelling depends on osteoblasts
responsible for bone apposition and
osteoclasts specialized in bone resorption
[4]. Differentiation of osteoclastic
precursors into mature osteoclastsvivo
depends on a tight interaction with
osteoblastic/stromal  cells:  cell-to-cell
interactions as well as the production of
various soluble factors by osteoblasts are
required [5-8]. Thus, all disturbances of
osteoclastogenesis lead to an osteolytic
disorder such as GCT.

The differentiation of osteoclasts is
mainly dependent on RANKL, a TNF
family cytokine [11-18], as well as on M-
CSF [8-11]. The role for M-CSF in
osteoclastogenesis has been demonstrated
in osteopetrotic (op/op) mutant mice which
suffer from congenital osteopetrosis due to
a deficiency of osteoclasts associated with
an absence of M-CSF [19]. M-CSF is
therefore considered as required for
osteoclastogenesis, stimulating both the
adhesion and the proliferation of osteoclast
precursors [20, 21]. Thus, according their
role in osteoclastogenesis, M-CSF and
RANKL have been clearly involved in the
pathogenesis of GCT [3, 22, 23]

Recently, Linet al. discovered a
new cytokine, interleukin-34  [24].
Functional studies showed that IL-34 binds
to the M-CSF Receptor (also called CSF-1
Receptor or c-fms) expressed on the cell
surface of human monocytes. Furthermore,
IL-34 induces the formation of the colony
forming unit-macrophage in human bone
marrow cultures, with the same efficiency
as M-CSFIn light of this work, it can be

hypothesized that IL-34 may contribute to
osteoclastogenesis and to the pathogenesis
of GCT.

The aim of the present study was to
determine if IL-34 is expressed by a series
of 14 human GCT. We next analyzed if M-
CSF can be substituted vitro by IL-34 in
RANKL-induced osteoclastogenesis using
several murine and human models and
studied the mechanism by which IL-34 can
support osteoclastogenesis.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Tissue specimens and osteoclastic
differentiation assays

Fourteen patients, treated at the
Department of Orthopaedic Surgery
(University Hospital of Nantes, France),
were included in the present study (Table
). The experimental procedures followed
were in accordance with the ethical
standards of the responsible institutional
committee on human experimentation and
with the Helsinki Declaration. The study
was approved by the institutional ethics
committee.

Murine RAW 264.7 cells (ATCC,
France) were cultured io-MEM medium
containing 10% FCS and 100 ng/ml
recombinant human RANKL (Amgen Inc,
USA) in the presence or absence of 100
ng/ml murine M-CSF (mM-CSF) or miL-
34 (R&D Systems, UK). Multinucleated
cells (> 3 nuclei) were counted after May
Grunwald Giemsa staining.

CD11b cells were isolated from
murine bone marrow of C57BI/6 mice, and
CD14 cells were isolated from human
peripheral blood, by selection using MACS
microbeads (Miltenyi Biotec, Germany) as
previously described [25]. Culture medium
containing 10% FCS, M-CSF or IL-34 and
100 ng/ml hRANKL was changed every 4
days. After 15 days of culture, osteoclasts
were visualized by TRAP staining (Sigma,
France). The resorption capacity of
osteoclasts was assessed after cell culture
on dentine slices. At the end of the culture,
osteoclasts were removed and dentin slices



were fixed with 4% glutaraldehyde
followed by staining with 1% toluidine
blue for 3 minutes.

RNA isolation and real-time PCR.

Total RNA was extracted using TRIzol
reagent (Invitrogen, France). First strand
cDNA was synthesized at 37°C for 1 hour
from 5 pg of total RNA using Moloney
Leukemia Virus-Reverse Transcriptase
according to the manufacturer’s
recommendations (Invitrogen). The real-
time PCR contained 10 ng of reverse
transcribed total RNA, 300 nM of primers
(Table 1) and 2x SYBR green buffer
(Biorad, France). Quantitative PCRs
(QPCR) were carried out on a Chronib4
System (Biorad). Analysis was performed
according to the method described by
Vandesompeleet al. [26] using both
human and mouse hypoxanthine guanine
phosphoribosyl transferase 1 (Hprtl) and

cytochrome c¢-1 (cycl) as invariant
controls.
Immunohistochemistry

GCT samples harvested during

incisional and excisional biopsies were
immediately fixed in 10% formaldehyde
solution. The samples were decalcified by
electrolysis and embedding in paraffin
augmented by pycolytis (Dubar
Electronique, France), 5-um thick sections
were mounted on glass slides.
Immunohistochemistry was performed
using an autostainer 360 (MM, France).
Briefly, deparaffinised sections were for 5
minutes to block endogenous peroxidase
and then incubated with primary
polyclonal anti-human IL-34 (ProSci Inc,
USA) (1/200 in PBS), anti-human M-CSF
or anti-human c-fms antibodies (Abcam,
France) (respectively at 1/100 and 1/50)
for 1h. The slides were then incubated with
1/800 anti-rabbit biotinylated
immunoglobulin (Sigma) for 1 hour and
1/150 extravidin-peroxidase for 30
minutes, and then revealed with an AEC
staining kit (Sigma). Preparations were
counterstained with hematoxylin. Negative

control was analyzed using a similar
procedure excluding the primary antibody
and using an irrelevant IgG.

Western Blot Analysis

After 5 hours of culture in serum-free
medium, undifferentiated RAW 264.7 or
CD14 cells were stimulated with 100
ng/ml of IL-34 or M-CSF for 15 minutes at
37°C. In some experiments, cells were pre-
incubated for 2 hours with 20 uM of c-fms
specific inhibitor GW2580 (Calbiochem,
USA). Cell lysates were obtained and
protein concentrations were determined as
described previously [25]. Proteins were

run on 10% SDS-PAGE gels and
transferred to Immobilon-P membranes
(Millipore, USA) which were then

incubated with antibodieso Phospho-
ERK1/2, Phospho-Akt, Total-ERK1/2 and
Total-Akt (Cell Signaling Technologies,
USA). Bands were visualized using ECL
reagent (Roche, Germany).
Cell  adhesion, and
osteoclast survival

Human CD14 monocytes were
cultured for 3 days (adhesion assay) or 10
days (proliferation assay) in the presence
of hM-CSF or hIL-34 or absence of these
factors (control condition). Cell adhesion
and proliferationwere determined using
XTT reagent (Roche Molecular
Biomedicals, Germany) which was added
to each well and incubated for 5h at 37°C.
The corresponding absorbance was then
determined at 490 nm. Osteoclast survival
was determined in the presence or absence
of hRANKL, hM-CSF and hIL-34. Alive
and apoptotic osteoclasts were visualized
after TRAP staining.

proliferation

Statistical analysis

Experiments were performed 3 times in
triplicate. The mean 6D was calculated
for all conditions and results were analyzed
by ANOVA, with Bonferroni multiple
comparisons test as post-hoc test. p<0.05 is
considered as significant.



RESULTS

Osteoclast-like cells from giant cell
tumours of bone strongly express IL-34

To examine the functional
implication of IL-34 in the pathogenesis of
GCT, the expression of M-CSF, IL-34 and
c-fms was first analyzed by qPCR in 14
human GCT (Table 1). Results clearly
demonstrated that all human GCT
expressed IL-34 and M-CSF (Figure 1A),
as well as c-fms (Figure 1B). Interestingly,
in 9 patients the relative gene expressions
of IL34 and M-CSF are inversely related.
Indeed, in patients 1, 2, 4, 5, 6, 7, 9, the
expression of IL-34 was high with a
relatively low expression of M-CSF and in
contrast to patients 11 and 12 for who M-
CSF was highly expressed. All GCT
assessed expressed c-fms, which appears
fairly homogeneous (Figure 1B).

To identify the source of IL-34 in
human  GCT, immunohistochemistry
analysis has been carried out. Most of the
multinucleated osteoclast-like giant cells
exhibited a huge cytoplasmic
immunostaining for IL-34 (Figure 2b)
compared to the control (Figure 2a) and
occasional (1-2 %) osteoclast-like cells
lacked 1L-34 protein expression (Figure
2¢). Interestingly, bone-resorbing
osteoclasts were positive for IL-34 in
contrast to osteoblasts (Figure 2d) and
mononucleated stromal cells slightly
expressed this protein (Figure 2e). We then
compared this expression pattern to those
of M-CSF and c-fms. Osteoclast-like cells
and stromal cells were similarly positive
for M-CSF (Figure 2f) and c-fms was
restricted to osteoclast-like and monocytic
cell types (Figure 2h). Bone-resorbing cells
positively expressed M-CSF (Figure 29g)
and c-fms (Figure 2i). Thus, the presence
of IL-34 strongly suggested its
involvement in the pathogenesis of GCT.

IL-34 cooperates with RANKL to
support osteoclastogenesis from murine
RAW 264.7 cells and CD11bcells

To better understand the potential
role of IL-34 in GCT, we then analyzed the
effect of IL-34 on RANKL-induced
osteoclastogenesis. First, using the murine
monocytic cell line RAW264.7 [27, 28],
100 ng/ml of mM-CSF or 100 ng/ml of
mlIL-34 exerted a synergistic effect on
RANKL-induced osteoclastogenesis
(Figure 3A). While RANKL alone resulted
in the generation of 83 osteoclasts per well,
this was significantly increased to 247
osteoclasts per well (3-fold increase,
p<0.05) with the addition of mM-CSF and
294 osteoclasts (3.5-fold increase, p<0.05)
in the presence of miL-34 (Figure 3B).
Furthermore, osteoclasts generated in the
presence of M-CSF or IL-34 were larger in
size compared to those obtained with
RANKL alone (Figure 3A). These findings
were confirmed by analysis of expression
of osteoclastic markers by gPCR (Figure
3C). The presence of RANKL in the
culture medium of RAW 264.7 cells
induced a 6-fold increase in gene
expression of TRAP and Cathepsin K, two
well-known osteoclastic markers. When
mM-CSF or mlL-34 were added to the
culture medium, expression of these
markers increased 8.5- to 10.5-fold,
confirming a strong impact of both M-CSF
and IL-34 on osteoclastogenesis (Figure
3C). To determine if IL-34 can substitute
for M-CSF in mouse primary cultures,
osteoclastogenesis was assessed from
murine CD11b bone marrow cells. In
CD11b cells, similarly to mM-CSF, miL-
34 allowed RANKL-induced
osteoclastogenesis in a dose dependent
manner (Figure 3D). Thus, 50 ng/ml of
miL-34 are as effective as 25 ng/ml of
mM-CSF.

IL-34 can substitute for M-CSF in
RANKL-induced osteoclastogenesis
from human CD14" monocytes

To determine if IL-34 can substitute
for M-CSF in human primary cultures,
osteoclastogenesis was assessed from
human CD14 monocytes. Results revealed
that M-CSF (which is normally required to



form osteoclasts in these models) can be
completely substituted by IL-34 (Figures

4A, 4B and 4C). Similarly to hM-CSF,
hiL-34 increased in a dose-dependent
manner the RANKL-induced

osteoclastogenesis (Figure 4B). In CD14
monocytes, 50 ng/ml hM-CSF or 100
ng/ml hIL-34 supported RANKL-induced
osteoclastogenesis with similar efficiency
(Figure 4B). Analysis of osteoclastic
markers by quantitative PCR revealed
upregulated expression of TRAP, NFATcl
and Cathepsin K in the presence of
RANKL in combination with either hM-
CSF or hIL34, confirming the presence of
osteoclasts in these cultures (Figure 4C).
Furthermore, the differentiation of CD14
cells on dentine slices showed the activity
of osteoclasts generated in presence of IL-
34 to resorb calcified matrix (Figure 4D).
These data thus demonstrate, for the first
time, a key role for IL-34 in human and
mouse osteoclastogenesis.

IL-34 signals through c-fms during
osteoclastogenesis

We next analyzed the signal
transduction pathways of IL-34 in RAW
264.7 cells and CDI4human monocytes.
As shown in Figure 5 (left panel), both
mM-CSF and miL-34 induced
phosphorylation of AKT and ERK 1/2 in
RAW 264.7 cells. When a specific c-fms
inhibitor (GW2580) was added for 2 hours
at 20 uM prior to the stimulation with mM-
CSF or miL-34, signal transduction was
completely inhibited in response to either
mM-CSF or miL-34 stimulation. Similar
results were obtained using human CD14
monocytes; hM-CSF and hlL-34 induced
the phosphorylation of AKT and ERK1/2
and this was completely inhibited in the
presence of GW2580 (Figure 5, right
panel). These results demonstrate that IL-
34 induces osteoclastogenesis through c-
fms, and that the biological activities of M-
CSF and IL-34 overlap during
osteoclastogenesis.

IL-34 promotes the adhesion and
proliferation of osteoclast precursors

but does not modulate osteoclast
survival

To better understand the
mechanism by which IL-34 increases

osteoclastognesis, we analyzed its impact
on monocyte adhesion, proliferation and
osteoclast survival. Figure 6A
demonstrated that hlIL-34 and h-M-CSF
promoted the adhesion of CD1dells in a
dose-dependent manner. Furthermore, hlL-
34 with a twice higher concentration
compared to hM-CSF induced the
proliferation of CD14 cells and confirmed
the data published by Liret al. [24]
(Figure 6B). We then assessed the effect of
IL-34 deprivation on osteoclast survival
(Figure 6C). Three days of hiL-34 or hM-
CSF deprivation had no effect on
osteoclast survival in contrast to RANKL
deprivation which resulted in a strong
apoptosis of these cells. hIL-34 is an
inductor of RANKL-dependent
osteoclastogenesis but does not act as a
survival factor of osteoclast. Overall, these
data demonstrated that IL-34 stimulated
RANKL-dependent osteoclastogenesis by
promoting the adhesion and proliferation
of osteoclast progenitors.

DISCUSSION

Numerous cytokines has been
already involved in the pathophysiology of
osteoclasts [3, 7, 22, 29]. Two main factors
appeared as key molecules orchestrating
the osteoclast differentiation process and
survival [7]: M-CSF which modulates cell
adhesion, differentiation, fusion [30] and
resorbing activity and RANKL which is
dedicated to the osteoclast fusion,
activation and survival [8, 11]. RANKL
and M-CSF then represent the canonical
pathway of osteoclastogenesis which can
be substituted by other protagonists in
specific contexts. Thus, substitutes for
RANKL include TNFRx, IL-11 and IL-8
[31, 32] and those for M-CSF include



VEGF, HGF and FLt-3 ligand [32]. IL-34
is a recently discovered cytokine which the
unique role already described is its action
as a regulator of myeloid lineage
differentiation, proliferation, and survival,
acting via c-fms [24]. The present study
showed that IL-34 plays an important role
in RANKL-induced osteoclastogenesis as
it can substitute for M-CSF and support
osteoclast differentiation in the same way
as M-CSF does. IL-34 must be now
considered as a novel non-canonical
pathway of osteoclast formation.

M-CSF was identified as a
molecule mediating the survival and
proliferation of precursors of monocytes
and their differentiation onto mature
phagocyte [33]. The role of M-CSF has
been confirmed by the observation that
op/op mice which fail to express functional
M-CSF because of a point mutation in the
Csf1l gene are osteopetrotic [19]. c-fms, is
the sole known receptor for M-CSF and its
functional implication in
osteoclastogenesis has been established by
the fact that mice lackingCsflr gene
coding for c-fms, exhibit a more severe
osteopetrosis than op/op, suggesting the
existence of a second ligand for this
receptor [34]. Autocrine regulation by M-
CSF has been reported specifically during
inflammatory response and in cancer cells
[35]. Indeed, transgenic expression of M-
CSF in c-fms-expressing cells leads to
macrophage activation associated with
osteoporosis [35]. Howeverin vitro
experiments evidenced that no
osteoclasteogenesis occurred in the
absence of M-CSF or of its known
substitutes [32]. Thus, autocrine and
paracrine regulation pathways by M-CSF
in c-fms-bearing cells participate to the
control of osteoclastogenesis. The
mechanisms allowing the formation of
large osteoclasts in GCT which are
responsible to the associated osteolytic
lesions [2, 36, 37], are not well understood.
However, it is accepted that stromal cells
located between osteoclasts represent the
tumour component promoting

osteoclastogenesis [38]. M-CSF has been
identified as one of the numerous factors
associated with this pathology. Indeed,
Atkins et al, evidenced that stromal cells
from GCT highly expressed M-CSF and
thus contribute to osteoclastogenesis in a
paracrine manner [3] confirming that M-
CSF acts mainly through paracrine
pathway activity [22]. Similarly, RANKL
produced by stromal cells induces
osteoclast formation in GCT in a paracrine
manner [3, 23, 36]. Despite its direct
activity on osteoclast precursors, RANKL
also stimulates partially osteoclastogenesis
via endogenous IL-1 production [39].

In this context, IL-34 appears as a
new non-canonical candidate associated
with osteoclastogenesis process. Overall,
the present data reveal that the recently
discovered IL-34 cytokine is strongly
expressed by GCT and can substitute for
M-CSF in RANKL-induced
osteoclastogenesis in both human and
mouse models. The present work identifies
an important novel function for this
cytokine. The immunolocalization of IL-34
demonstrates that the cytokine is mainly
expressed by osteoclast-like cells and
slightly by the stromal compartment
suggesting a main autocrine and secondary
paracrine mechanism of action on
osteoclastogenesis. The autocrine loop
controlling osteoclast differentiation and
activity is strengthened by the presence of
IL-34 positive staining in bone resorbing
osteoclasts. The detection of M-CSF has
been also evidenced in osteoclasts and
strongly in stromal component [40]. These
observations suggest that the presence of
M-CSF in osteoclasts also observed in
stromal cells could be explained by an
excessive  production of osteoclast-
inducing  cytokines  then inducing
osteoclast-like differentiation of
inappropriate  or unusual precursors.
Monocytes and osteoclast-like cells appear
as the main targets of M-CSF and IL-34 as
revealed by the pattern of c-fms
expression. Around 50% of GCT
expressed an opposite concentrations of M-



CSF and IL-34, pointing out the
redundancy of these two cytokines. This
observation allow to evidence two sub-
types of GCT with high and low
expression of IL-34.

Similarly, RANKL produced by
stromal cells has been detected in
osteoclast-like cells of GCT [23]. The
authors suggested that the presence of
RANKL in osteoclast can be explained by
a pathological production of RANKL by
these cells or by the accumulation of
pathologic accumulation of the cytokine by
the cells overexpressing its receptor
RANK. In the present paper, similar
hypothesis can be envisaged, especially
because osteoclasts express c-fms. The
involvement of IL-34 in inflammatory
process associated with the tumour
development is strengthened by its pattern
of expression including endothelial cells
and smooth muscle cells of vessels.
However, around 2% of the giant cells in
GCT did not express IL-34. The absence of

immunostaining demonstrates the
heterogeneity of osteoclast-like cells
composing the tumour mass. This

negativity can be explained by the absence
of c-fms on a sub-cellular population of
giant cells or by the lack of undetermined
specific receptor of IL-34 on the cell
surface. Another explanation could be the
non-monocytic origin of these IL-34-
multinucleated cells. Such cellular
heterogeneity has been previously pointed
out for RANKL expression [23].

As a new ligand of c-fms, IL-34
can be now considered as a key protagonist
of osteoclastogenesis. These results then
open novel era for investigation in
pathophysiology of bone resorption.
Further experiments are needed to
determine the involvement of IL-34 in
human pathological osteolysis in which M-
CSF and RANKL have previously been
implicated.
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Figure 1: Giant cell tumours of bone expressed IL-8, M-CSF and c-fms.
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Figure 1: Giant cell tumours of bone expressed IL-8, M-CSF and c-fms.Assessment of
IL-34, M-CSF @A) and c-fms B) expression ¥ quantitative PCR was performed in 14
patients were treated at the Department of OrthdipaSurgery (University Hospital of
Nantes, France) between November 2000 and May 2006.
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Figure 2: IL-34 is mainly expressed by osteoclasike cells

Figure 2: IL-34 is mainly expressed by osteoclasike cells Immunolocalization of IL-34
(panels b-e), M-CSF (panels f, g) and c-fms (paheisin GCT. Representative hon-immune
negative control is represented in “a”. Most of tmuicleated osteoclast-like giant cells
(arrow) exhibited positive immunostaining for IL-38), some multinucleated cells (arrow)
were negative (c). In contrast to osteoblasts, {vemerbing osteoclasts (arrow head)
expressed IL-34 staining (d). GCT were also posifr M-CSF and c-fms (f-i). In contrast
to IL-34, M-CSF was expressed simultaneously bgadast-like cells (f, arrow) and by the
stromal component (f, asterix). c-fms staining appd positive for osteoclast-like cells
(arrow) and monocytic cell type (i, arrow head).miarly to IL-34, bone-resorbing
osteoclasts were positive for M-CSF (g) and c-fipsEndothelial cells and smooth muscle
cells presented similar strong positive immunorigdgtin contrast to adipocytes which are
negative (data not shown). Original magnificati®&00 (a, b, h); x 400 (c-e, f, g, i).
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Figure 3: IL-34 supports RANKL-induced osteoclastognesis from murine RAW 264.7
cells and CD118 cells
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Figure 3: IL-34 supports RANKL-induced osteoclastognesis from murine RAW 264.7
cells and CD11b cells. (A) After 5 days of culture in the presence of hARANKIOO ng/ml),
mM-CSF (100 ng/ml) or miIL-34 (100 ng/ml), RAW 264ceélls were stained with MGG
(original magnification: x 40) andB] multinucleated cells (more than 3 nuclei) werarted
under a light microscope (*, p<0.05 as compare®ANKL alone). C) mMRNA expression
(by Real-Time PCR) of specific osteoclastic marlkadter 5 days in culture with RANKL, M-
CSF and IL-34 (*, p<0.05 as compared to the cooedmg control without RANKL). D)
Mouse CD11b cells were cultures in the presence of hRANKL (I@@ml), mM-CSF or
mIL-34. After 15 days of culture, multinucleatedlsgmore than 3 nuclei) were counted
under a light microscope after a TRAP staining. @dperiments were performed three times
in triplicate. * p<0.05, ** p<0.01 as compared hetcontrol.
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Figure 4: IL-34 can substitute M-CSF in RANKL-induced osteoclastogenesis of human
CD14" monocytes
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Figure 4: IL-34 can substitute M-CSF in RANKL-induced osteoclastogenesis of human
CD14" monocytes (A) Human CD124 monocytes were cultured for 15 days in the presenc
of hRANKL (100 ng/ml), hM-CSF or hIL-34 (original agnification: x 400) andB) count of
multinucleated TRAP cells (more than 3 nuclei) under a light microscof) mRNA
expression (by Real-time PCR) of specific ostedidanarkers after culture of CD14ells

for 15 days. D) Resorption lacunae obtained by osteoclasts (fe@4") cultured on dentine
slices (original magnification: x 2.5). All experamts were performed three times in
triplicate. * p<0.05, ** p<0.01 as compared to trwntrol.
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Figure 5: IL-34 stimulates the MAP-Kinase, PI3-Kinase pathways through c-fms
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Figure 5: IL-34 stimulates the MAP-Kinase, PI3-Kinasse pathways through c-fms.
Undifferentiatedmurine RAW 264.7 cells and human CDIdonocytes were stimulated for
15 min at 37°C with 100 ng/ml of M-CSF or IL-34,dawith or without 20 uM of GW2580, a
specific inhibitor of c-fms. Protein lysates wenepared and expression of Phospho-AKT,
total-AKT, Phospho-ERK1/2 and total-ERK1/2 was gmatl by western blotting. All
experiments were repeated three times, and a myetive blot is shown.
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Figure 6: IL-34 promotes adhesion and proliferationof osteoclast progenitors but does
not affect osteoclast survival
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Figure 6: IL-34 promotes adhesion and proliferationof osteoclast progenitors but does
not affect osteoclast survivalHuman CD14 monocytes were cultured for 3 days (adhesion
assay) A) or 10 days (proliferation assay)(in the presence of hM-CSF or hIL-34 or
absence of these factors (control condition: CT). luman osteoclasts were formed from
CD14" monocytes cultured for 14 days in the presendeR#ENKL (100 ng/ml), hM-CSF or
hiL-34. After this differentiation period, hRANKLhM-CSF or hiIL-34 were removed for 3
days and osteoclast survival/apoptosis were vige@dliunder a light microscope. Original

magnification: X 40. Arrows: apoptotic osteoclastf<0.05, ** p<0.01 as compared to the
control.

15



Table I: Characteristics of patients suffering fromgiant cell

tumours who were included in the study

. Localization of
Patient Age/Sex umour Follow-up

1 62/M Proximal tibia > 5 years*

2 74/F Distal radius > 5 years*

3 35/F Distal radius > 5 years*

4 HuUMerus Death not related
49/M to the tumour

5 Femur: inferior Local recurrence
33/F extremity 15 months

6 25/M Distal femur > 4 years*

7 24/F Proximal tibia > 1 year*

Local recurrence

8 38/F Patella 12 months

9 Femur: inferior > 4 years*
23/M extremity

10 49/F Radius Local recurrence

11 61/F Proximal tibia > 4 years*

12 37IF Distal femur > 4 years*

13 45/F Proximal tibia > 4 years*

14 Distal femur Two successive
22/F local recurrences

*: follow-up without local recurrence
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Table II: Oligonucleotide primers used for real-time PCR

Gene Accession number| Primer sequences (from 5’ 8))
hHprt NM_000194.1 TGACCTTGATTTATTTTGCATACC
CGAGCAAGACGTTCAGTCCT
hCycl NM_001916 GCATGGTGGTGAGGACTACG
GGCCAGGAAAGTAGGGGTTG
hTRAP (Acp5) | NM_001611 AAGACTCACTGGGTGGCTTTG
GGCAGTCATGGGAGTTCAGG
hCtsk NM_000396.2 GCCAGACAACAGATTTCCATC
CAGAGCAAAGCTCACCACAG
hNFATc1 NM_006162 GGTCTTCGGGAGAGGAGAAA
TGACGTTGGAGGATGCATAG
hiL-34 NM_152456 GTGCTTAGGCCTCTGTGGAC
GCCAAGGAAGATCCCAAGATA
hM-CSF NM_172212.2 GTTTGTAGACCAGGAACAGTTGAA
CGCATGGTGTCCTCCATTAT
hc-fms NM_005211.3 CTGCATTTGCCCAAAGA
CTCCTGAAGGAAGGAGCAGAT
mHprt NM_013556.2 TCCTCCTCAGACCGCTTTT
CCTGGTTCATCATCGCTAATC
mCycl NM_025567.1 TGTGCTACACGGAGGAAGAA
CATCATCATTAGGGCCATCC
MTRAP (Acp5) | NM_007388 CGTCTCTGCACAGATTGCAT
AAGCGCAAACGGTAGTAAGG
mCtsk NM_007802.2 GGAGGCGGCTATATGACCA

GGCGTTATACATACAACTTTCATCC
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Osteoclasts are bone-resorptive cells that differentiate from
hematopoietic precursors upon receptor activator of nuclear
factor kB ligand (RANKL) activation. Previous studies dem-
onstrated that IL-6 indirectly stimulates osteoclastogenesis
through the production of RANKL by osteoblasts. However,
few data described the direct effect of IL-6 on osteoclasts. To
investigate this effect, we used several models: murine
RAW264.7 cells, mouse bone marrow, and human blood mono-
cytes. In the three models used, the addition of IL-6 inhibited
RANKL-induced osteoclastogenesis. Furthermore, IL-6 de-
creased the expression of osteoclast markers and up-modu-
lated macrophage markers. To elucidate this inhibition, sig-
nal transducer and activator of transcription (STAT) 3, the
main signaling molecule activated by IL-6, was analyzed. Ad-

dition of two STAT3 inhibitors completely abolished RANKL-
induced osteoclastogenesis, revealing a key role of STAT3. We
demonstrated that a basal level of phosphorylated-STAT3 on
Serine”” associated with an absence of phosphorylation on
Tyrosine’®® is essential for osteoclastogenesis. Furthermore, a
decrease of Serine”?? phosphorylation led to an inhibition of
osteoclast differentiation, whereas an increase of Tyrosine”*®
phosphorylation upon IL-6 stimulation led to the formation of
macrophages instead of osteoclasts. In conclusion, we showed
for the first time that IL-6 inhibits RANKL-induced osteoclas-
togenesis by diverting cells into the macrophage lineage, and
demonstrated the functional role of activated-STAT3 and its
form of phosphorylation in the control of osteoclastogenesis.
(Endocrinology 149: 3688-3697, 2008)

ONE REMODELING depends on osteoblast and oste-
oclast cells. Osteoblasts are responsible for bone ap-
position, whereas osteoclasts are specialized in bone resorp-
tion. Osteoclasts are multinucleated cells that differentiate
from hematopoietic precursors localized in bone marrow
and are closely related to macrophages (1, 2). Osteoclastic
precursors differentiate into mature osteoclasts thanks to a
tight interaction with osteoblastic/stromal cells: cell to cell
interactions are necessary as well as the production of factors
by osteoblasts (3—6). The receptor activator of nuclear factor
kB ligand (RANKL), also called osteoprotegerin ligand, TNF-
related activation-induced cytokine, or differentiation factor,
is a key factor during osteoclastogenesis (7-12). RANKL
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binds to its receptor, receptor activator of nuclear factor kB
(RANK) present at the cell surface of osteoclast precursors
and consequently activates different signal transduction
pathways, leading to the formation and maturation of oste-
oclasts (13, 14). The binding of RANKL to RANK activates
TNF receptor-associated factor adaptator proteins, particu-
larly TNF receptor-associated factor 6, which in turn targets
different proteins such as MAPKs, including ERK, p38, and
c-Jun N-terminal kinase, and transcription factors such as
nuclear factor-«B (NF-kB) or nuclear factor of activated T
cells (6, 13, 15, 16). The phosphatidylinositol 3-kinase is also
involved in osteoclastogenesis (17) as well as in the function
of bone resorption of mature osteoclasts (18, 19).

IL-6 belongs to the gp130 family, which is composed of
IL-6, IL-11, oncostatin M, leukemia inhibitory factor, car-
diotrophin-1, and novel neurotrophin-1/B-cell stimulatory
factor-3 (20, 21). They are pleiotropic cytokines, sharing the
glycoprotein chain gp130 as a common signal transducer (20,
22, 23). The binding of IL-6 to its receptor leads to the acti-
vation of two main signal transduction pathways: the Janus
kinase/signal transducer and activator of transcription
(STAT) and the MAPK pathways. Activation of phosphati-
dylinositol 3-kinase after IL-6 stimulation has also been dem-
onstrated in multiple myeloma cells for example (24). In
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pathologies associated with bone loss, such as postmeno-
pausal osteoporosis (25, 26), Paget’s disease (27), multiple
myeloma (28), rheumatoid arthritis (29), and hyperparathy-
roidism (30), elevation of IL-6 expression and secretion has
been demonstrated (31). In bone microenvironment, IL-6
produced by stromal cells and osteoblasts but not by oste-
oclasts (32) has stimulated osteoclastogenesis. Indeed, IL-6 in
association with its soluble receptor (soluble receptor IL-6)
has been a good stimulator of bone resorption in a model of
neonatal mouse calvaria (33) or in a model of mouse bone
marrow cells in coculture with osteoblastic or stromal cells
(34). However, this activity appears mainly due to the pro-
duction of RANKL by osteoblastic cells, which in turn stim-
ulates the differentiation of osteoclast precursors into oste-
oclasts, and, thus, induces their maturation and functions
(33). Therefore, the effect of IL-6 on osteoclastogenesis can be
defined as indirect through the production of RANKL by
osteoblasts. However, the direct effect of IL-6 on osteoclas-
togenesis has never been described. The present study pro-
vides strong evidence that IL-6 directly inhibits RANKL-
induced osteoclastogenesis in three models using only pre-
osteoclastic cells in the absence of osteoblastic or stromal
cells: the murine cell line RAW 264.7, mouse bone marrow
cells, and human CD14" monocytes isolated from peripheral
blood. Furthermore, we demonstrate the implication of
STAT3 and its various phosphorylation forms during
osteoclastogenesis.

Materials and Methods
Cell culture and osteoclast differentiation assays

Murine RAW 264.7 monocytic cells (American Type Culture Collec-
tion, Promochem, Molsheim, France) were cultured in phenol red-free
a-MEM (Invitrogen, Eragny, France) supplemented with 10% fetal calf
serum (FCS) (Perbio, Logan, UT), and 1% nonessential amino acids
(Invitrogen). To induce osteoclast formation, RAW 264.7 cells were
scraped and put back at 37 C for 2 min to allow adherence of the more
differentiated cells. Nonadherent cells were then seeded in fresh me-
dium at 3 X 10° or 10 X 10° cells in 96- or 24-well plates. After 2 h,
recombinant human RANKL, kindly provided by Amgen Inc. (Thou-
sand Oaks, CA), and recombinant human IL (hIL)-6 (R&D Systems,
Abington, UK) were added at the concentration of 100 ng/ml (otherwise
as noted in the figure legends). In some experiments, specific inhibitors
of STAT3 (AG490 and STATS3 inhibitor peptide) or of the MAPK ERK1/2
(UO126) (Calbiochem, Fontenay sous Bois, France) were added at 5 and
100 um, respectively. In some experiments, RAW 264.7 cells were pre-
treated with 100 ng/ml hIL-6 before induction of osteoclast differenti-
ation. Multinucleated cells were counted under a light microscope [Leica
DM IRB (Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany), Olympus D70
camera (Hamburg, Germany), and Olympus DP controller/manager
analysis software] after May Griinwald /Giemsa (MGG) staining (Sigma,
Saint Quentin-Fallavier, France) or tartrate-resistant acid phosphatase
(TRAP) staining (Leukocyte Acid Phosphatase Assay kit; Sigma). All
experiments were performed in triplicate at least three times.

Differentiation of mouse bone marrow cells into osteoclasts

Bone marrow cells were obtained by flushing femur and tibiae from
4-wk-old C57BL6 male mice. Total bone marrow cells were seeded in a
150-mm culture-treated petri dish in «-MEM containing 10% fetal calf
serum and 1% penicillin/streptomycin. After 2 h, nonadherent cells
were transferred in a new 150-mm petri dish for 18 h. After this second
adherence, nonadherent cells were transferred in a nontreated petri dish
in a-MEM containing 10% fetal calf serum, 1% penicillin/streptomycin,
and 30 ng/ml mouse macrophage colony-stimulating factor (M-CSF).
After 3 d, cells were detached by trypsin-EDTA treatment for 10 min, and
then seeded at 350 X 10° cells per well in 24-well plates in the presence
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of 10 ng/ml mouse M-CSF, with or without 100 ng/ml human RANKL
(hRANKL) and 100 ng/ml hIL-6. Medium was changed every 4 d. TRAP
staining was performed after 20-d culture. All experiments were per-
formed in triplicate at least three times.

Differentiation of human CD14™ cells into osteoclasts

Human peripheral blood mononuclear cells were isolated by cen-
trifugation over Ficoll gradient (Sigma Chemicals Co., St. Louis, MO).
CD14" cells were magnetically labeled with CD14 Microbeads and
positively selected by MACS technology (Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany). CD14" cells were seeded in 24-well plates (250 X
10 cells per well) in a-MEM containing 10% FCS and 25 ng/ml human
M-CSF. After 3-d culture, medium was changed with fresh medium
containing 10% FCS, 25 ng/ml human M-CSF, with or without 100
ng/ml hRANKL, and with or without 100 ng/ml hIL-6. Thereafter,
medium was changed every 4 d. The formation of osteoclasts occurred
around 12-d culture and was observed by TRAP staining.

RNA isolation and real-time PCR

Total RNA was extracted using TRIzoL reagent (Invitrogen). First-
strand cDNA was synthesized at 37 C for 1 h from 5 pug total RNA in
a 50 ul mixture containing RT buffer, 0.5 ug Random Primers, 0.5 mm
deoxynucleotide triphosphate mix, 20 U Rnasout, and 400 U Moloney
murine leukemia virus-reverse transcriptase (all from Invitrogen). Se-
quences of primers used for real-time PCR are listed in Table 1. The
real-time PCR contained, in a final volume of 10 ul, 10 ng reverse-
transcribed total RNA, 300 nM of the forward and reverse primers, and
5 ul 2X SYBR green buffer (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). PCRs
were performed in triplicate in 96-well plates, using the Chromo4 Sys-
tem (Bio-Rad). Mus musculus hypoxanthine guanine phosphoribosyl
transferase 1 and cytochrome c-1 were used as an invariant control.
Analysis was performed using the Vandesompele method (35).

Western blot analysis

RAW 264.7 and CD14" cells were cultured in the presence or not of
100 uM AG490 for 4 h at 37 C, and then stimulated with 25 ng/ml hIL-6
for 15 min. Extractions of cytoplasmic and nuclear proteins were per-
formed with the NE-PER nuclear and cytoplasmic extraction kit from
Pierce (Rockford, IL) according to the manufacturer’s instructions. Pro-
tein concentrations were determined with the BCA protein assay
(Sigma). Proteins were run on 10% SDS-PAGE and transferred to Im-
mobilon-P membrane (Millipore, Bedford, MA). The membrane was
blotted with antibodies to actin, phospho-STAT3 Tyr”*®> and phospho-
STAT3 Ser”® (Cell Signaling Technologies, Beverly, MA), in PBS, 0.05%
Tween 20, 3% BSA, washed, and probed with the secondary antibody
coupled to horseradish peroxidase. The labeled proteins were detected
using ECL reagent (Roche, Mannheim, Germany) according to the man-
ufacturer’s recommendations. Bands on Western blots were visualized
using a CCD camera (Syngene G-Box; Syngene, Cambridge, UK), and

TABLE 1. Oligonucleotide primers used for real-time PCR

Gene Accession no. Primers sequence (5'-3')

Hprt NM_013556.2 TCCTCCTCAGACCGCTTTT
CCTGGTTCATCATCGCTAATC

Cycl NM_025567.1 TGTGCTACACGGAGGAAGAA
CATCATCATTAGGGCCATCC

TRAP (Acp5) NM_007388 CGTCTCTGCACAGATTGCAT
AAGCGCAAACGGTAGTAAGG

CTR NM_007588 GAAGATGAGGTTCCTTCTCGTG
GATCAAGGCCGGAGTCAGTG

Ctsk NM_007802.2 GGAGGCGGCTATATGACCA
GGCGTTATACATACAACTTTCATCC

RANK NM_057149.1 AGACACAGAAGCACTACCTGACTC
GGCCCCACAATGTGTTGTA

Emrl NM_010130 TCCTCCTTGCCTGGACACT
GCCTTGAAGGTCAGCAACC

CD11b NM_008401 GGCACGCAGACAGGAAGT
CCCAGCAAGGGACCATTA
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quantification of band densities was obtained using the Syngene Gene-
Tool software. Experiments were performed four times for RAW 264.7
cells and twice for CD14™ cells.

Luciferase activity

RAW 264.7 cells were cotransfected using lipofectamine 2000 reagent
(Invitrogen) with pSiemLuc vectors expressing a Firefly luciferase re-
porter gene containing three copies of a STAT3 consensus binding site
linked to a minimal thymidine kinase promoter (kindly provided by Dr.
H. Gascan, Institut National de la Santé et de la Recherche Médicale
Unité Mixte de Recherche 564, Angers, France) (36) and pRL-CMV as an
internal control of transfection. pSiemLuc is a plasmid demonstrating
STATS3 activity, and pZTK plasmid is the corresponding empty control
vector. Luciferase activity was determined using the Dual Luciferase
Reporter Assay system kit from Promega (Charbonniéres, France) ac-
cording to the manufacturer’s recommendations. Experiments were per-
formed three times.

Flow cytometry

At the end of the differentiation culture, RAW 264.7 cells were har-
vested with 0.02% EDTA, incubated with mouse seroblock to eliminate
nonspecific binding, then incubated at 4 C for 30 min with different
antibodies against macrophage specific markers [PE-CD11b (Mac-1),
PE-F4/80, and mouse seroblock all from Serotec Ltd., Oxford, UK] in
PBS containing 1% BSA, and then washed and fixed in PBS 1% form-
aldehyde. Irrelevant isotype-matched antibodies were used to deter-
mine levels of nonspecific binding. Flow cytometry analysis was per-
formed on a FACScan using CELLQuest software (both from BD,
Franklin Lakes, NJ). The experiment was performed at least three times.

Statistical analysis

The mean * sp was calculated for all conditions and compared by
ANOVA, with the Bonferroni multiple comparisons test as a post hoc test.
Differences relative to a probability of two-tailed P < 0.05 were con-
sidered significant.

Results
IL-6 inhibits osteoclastogenesis on RAW 264.7 cells

To investigate the direct role of IL-6 on osteoclast differ-
entiation, we examined the effect of IL-6 on RANKL-induced
osteoclast formation from murine RAW 264.7 cells. RAW
264.7 cells were cultured for 5 d in the presence of 100 ng/ml
hRANKL with or without 100 ng/ml hIL-6. After 4-d culture
in the presence of hRANKL, a large number of multinucle-
ated osteoclast-like cells (more than three nuclei) can be
observed (Fig. 1A). Interestingly, although IL-6 alone had no
effect on osteoclast differentiation of RAW 264.7 cells, 100
ng/ml hIL-6 added during the culture strongly inhibited the
hRANKL-dependent osteoclast formation, and only a few
and very small multinucleated cells persisted. Thus, the ad-
dition of IL-6 inhibited RANKL-induced osteoclast differen-
tiation of RAW 264.7 cells in a dose-dependent manner (no
inhibition at 1 ng/ml, 38% inhibition at 10 ng/ml and 81%
inhibition at 100 ng/ml compared with the control without
cytokine, P < 0.05) (Fig. 1B). Furthermore, IL-6 acted during
the earliest steps of osteoclastic differentiation. Indeed, when
IL-6 was added at d 1 of the experiment, RANKL-induced
osteoclastogenesis was totally abolished, but if IL-6 was
added at d 2 or 3, IL-6 had no effect on RANKL-induced
osteoclastogenesis (Fig. 2A). To determine whether the in-
hibition of osteoclastogenesis induced by IL-6 was reversible
or not, RAW 264.7 cells were cultured during 3 d with or
without 100 ng/ml hIL-6 before adding hRANKL for 5 d with
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Fic. 1. IL-6 inhibits RANKL-induced osteoclastogenesis on RAW
264.7 cells. A, MGG staining of RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells were
cultured for 5 d in the presence or not of 100 ng/ml hRANKL with or
without 100 ng/ml hIL-6 (original magnification, X100). B, Dose re-
sponse of hIL-6 activity (0—100 ng/ml) in the presence of 100 ng/ml
hRANKL to induce osteoclastogenesis. RAW 264.7 cells were stained
with MGG, and multinucleated cells (more than three nuclei) were
counted under a light microscope. Results are expressed as the num-
ber of multinucleated cells per well. Each value represents the mean
(£sD) of multinucleated cells per well of a triplicate. All experiments
were performed independently three times in triplicate. ***, P < 0.001
compared with hRANKL conditions.

or without hIL-6. As shown in Fig. 2B, the effect induced by
hIL-6 was irreversible. Indeed, after being exposed for 3 d to
hIL-6, RAW 264.7 cells were unable to differentiate into os-
teoclasts upon hRANKL activation. Interestingly, a new cell
morphology appeared when RAW 264.7 cells were cultured
for 5 d with hIL-6, and this became evident after 3 more days
of culture (Fig. 2B). Indeed, the new large cells (black arrows)
are characterized by a dense central zone containing nucleus
and a poorly stained peripheral cytoplasm possessing nu-
merous vacuoles. These cells also possessed numerous fine
and dense filopodia. The cytological aspect of these cells is
totally different from the multinucleated osteoclasts, and
their size is smaller than osteoclasts. Thus, we hypothesized
that these cells are macrophages, and we investigated this
possibility.

IL-6 differentially modulates osteoclast and macrophage
markers on RAW 264.7 cells

We next investigated the mRNA expression profile of
some osteoclast and macrophage markers in RAW 264.7 cells
cultured in the presence of 100 ng/ml hRANKL with or
without 100 ng/ml hIL-6. Four specific osteoclast markers
[TRAP, RANK, calcitonin receptor (CTR), and cathepsin K
(Ctsk)] and two macrophage markers (Emrl and CD11b)
were analyzed by real-time PCR (Fig. 3A). As expected,
hRANKL significantly increased osteoclastic markers: 11
times for TRAP, 24 times for CTR, and seven times for Ctsk.
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Moreover, the results clearly showed that hIL-6, even in the
presence of hRANKL, strongly abolished the mRNA expres-
sion of the four osteoclastic markers studied. We next eval-
uated the mRNA expression of macrophagic markers such as
CD11b and Emrl. RAW 264.7 cells expressed a basal level of
these two markers, which were decreased during hRANKL-
induced osteoclast differentiation. When hIL-6 was present
in the culture medium, the mRNA expression of both mac-
rophagic markers increased, even in the presence of
hRANKL, confirming the hypothesis that hIL-6 induced a
macrophage phenotype instead of an osteoclastic one.

A

Fic. 3. IL-6 diverts RAW 264.7 cells
into macrophages. A, RAW 264.7 cells
were cultured in the presence or not of
100 ng/ml hRANKL with or without
100 ng/ml hIL-6. After 5 d in culture,
mRNA expression of osteoclastic and
macrophagic markers was analyzed
by real-time PCR. Results are ex-
pressed as fold increase compared
with the control. B, RAW 264.7 cells
were cultured for 5 or 11 d in the pres- 0
ence or not of 100 ng/ml hRANKL with

or without 100 ng/ml hIL-6. Cells were 3
then analyzed for their expression of
macrophagic markers by flow cytom-
etry (faint curve = control unstimu-
lated cells; bold curve stimulated
cells). Experiments were performed at
least three times in triplicate. FL2-H,
Fluorescence-2 height.
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Flow cytometry analysis was performed to confirm the
phenotype of the RAW 264.7 cells cultured in the presence
of hIL-6 and/or hRANKL (Fig. 3B). First experiments
showed, after treatment with hIL-6, a very strong non-
specific background with the IgG2-PE isotype control. We
observed that this high background was due to the pres-
ence of Fc-receptors CD16:CD32, induced at the RAW
264.7 cell surface by hIL-6 (data not shown). High expres-
sion of Fe-receptors is well known on macrophages, which
is thus a first argument in favor of a macrophage differ-
entiation induced by IL-6. To abolish the background as-

B

hRANKL hRANKL + hIL6 hIL6

O control
hRANKL
® hRANKL + IL-6

Day 5

Isotype control 1
=CD16:CD32

Isotype control
with saturation

J\ -‘ﬁ

A
A

CD11b *

Day 11

F4/80




3692 Endocrinology, July 2008, 149(7):3688-3697

sociated with Fc-receptor expression, next experiments
were performed with mouse seroblock reagent (anti-
CD16:CD32 antibody) before incubation with specific an-
tibodies. As shown in Fig. 3B, after 5-d culture, CD11b was
increased with hIL-6 (with or without hRANKL), confirm-
ing our hypothesis. Because no significant effect was ob-
served on F4/80 antigen (encoded by Emr1) after 5 d, we
continued the culture of RAW 264.7 cells for 6 more days.
At the end of this longer culture period, F4/80 expression
was significantly increased at the cell surface of RAW 264.7
cells cultured in the presence of hIL-6 (with or without
hRANKL). On the contrary, RANKL strongly down mod-
ulated F4/80 expression. Furthermore, TRAP staining per-
formed at the end of these 11-d cultures showed that these
cells remained in a TRAP negative state (data not shown).
The up-regulation of CD16:CD32 and CD11b, and a bit
later of F4/80 by hIL-6 confirmed the commitment of RAW
264.7 cells into the macrophage lineage. These results dem-
onstrated that the inhibitory effect of hIL-6 on RANKL-
induced osteoclastogenesis was due to the differentiation
of RAW 264.7 into macrophages and not to a blockade into
osteoclast precursors.

Recently, it has been shown that MafB, a protein of the Maf
family selectively expressed in monocytes and macrophages,
negatively regulates RANKL-induced osteoclastogenesis by
down-regulation of nuclear factor of activated T-cell c1 and
osteoclast-associated receptor, and induces macrophage dif-
ferentiation (37). Thus, we hypothesized that IL-6 could up-
regulate MafB in RAW 264.7 cells and then could divert cells
to the macrophage lineage instead of the osteoclast one.
However, no modulation of MafB was detected in our study
(data not shown).

Fic. 4. STAT3 and its phosphorylation tightly con-
trol osteoclastogenesis. RAW 264.7 cells were cul-
tured in the presence of two STATS3 inhibitors,
AG490 (5 um) (A) and STAT 3 inhibitor peptide (100

Osteoclasts / well
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Serine””’-phosphorylated STAT3 is mandatory for
osteoclastogenesis

To understand further the mechanism of action of hIL-6,
we focused our investigations on the STAT-3 transcription
factor and MAPK, the two main signal transduction path-
ways induced by IL-6. UO126, a specific inhibitor of MAPK
ERK1/2, did not reverse the inhibitory effect of IL-6 on
hRANKL-induced osteoclastogenesis, but, as previously
shown by Hotokezaka et al. (38), UO126 significantly in-
creased RANKL-induced osteoclastogenesis (data not
shown). Two specific inhibitors of STAT3, AG490 and a
STAT3-inhibitor peptide, were used to determine the in-
volvement of the STAT3 signaling pathway in the IL-6 effects
on osteoclastogenesis. At the concentrations used, cells grew
normally, and no toxicity was observed with these inhibitors
(data not shown). As shown in Fig. 4, A and B, STAT3
inhibitors did not reverse the inhibitory effect of hIL6 on
hRANKL-induced osteoclastogenesis of RAW 264.7 cells.
However, an unexpected result showed that in the presence
of hRANKL and STAT3 inhibitors, the osteoclastogenesis
was completely blocked, indicating for the first time the
essential role played by STAT3 during osteoclastogenesis
induced by RANKL. Because STAT3 is not activated by
hRANKL (data not shown), the constitutively activated
phosphorylated forms of STAT3 were analyzed by Western
blots. Even if nuclear import is independent of phosphory-
lation, Tyrosine’” phosphorylation is necessary for STAT3
activation, inducing STAT3 to dimerize, translocate to the
nucleus, bind to DNA, and induce specific gene transcription
(39, 40). Constitutive phosphorylation of Tyrosine”” STAT3
was not detected in RAW 264.7 cells in cytoplasmic or nu-
clear fractions, but as expected, hIL-6 treatment of RAW 264.7
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cells for 15 min induced a strong activation of phospho-
Tyrosine”*® STAT3 in both cytoplasmic and nuclear fractions
(Fig. 4C). In contrast, phospho-Serine”” was detected at a
basal level in unstimulated cells, and the up-regulation after
IL-6 treatment was mainly observed in the nuclear fraction
of these cells. Furthermore, we estimated the level of endog-
enous active STAT3 using a luciferase reporter gene con-
taining three copies of a STAT3 consensus binding site linked
to a minimal thymidine kinase promoter. In these conditions,
luciferase activity correlated with active STAT3. As shown in
Fig. 4C, RAW 264.7 cells expressed a basal level of endog-
enous active STAT3. Although this experiment could not
reveal which form of STAT3 was active, it evidenced that this
activity was associated with phospho-Serine’” STAT3. The
addition of 100 um AG490 for 4 h inhibited the IL-6 induced
STAT3-Tyrosine’” and Serine’” phosphorylations, as well
as the basal level of phospho-Serine” in the control condi-
tion without hIL-6 (Fig. 4C). These observations evidenced
that a sufficient level of constitutive activation of STAT3 by
phosphorylation on Serine’” is mandatory to generate os-
teoclasts because the presence of AG490 inhibited osteoclas-
togenesis (Fig. 4A) by reducing the level of Serine”” phos-
phorylated STAT3 (Fig. 4C).

Furthermore, we checked NF-«B signaling in cells pre-
treated with IL-6: cells were treated or not with hIL-6 for 3 d
before hRANKL stimulation (100 ng/ml, 20 min). As ex-
pected, hRANKL induced the phosphorylation of p65 and
p105 in control conditions. When hIL-6 was present for 3 d
before hRANKL stimulation, the induction of phosphoryla-
tion of p105 and p65 still remained, with the same intensity
observed upon hRANKL stimulation. Therefore, hIL-6 does
not modulate hRANKL induced-NF-«B signaling (data not
shown).

IL-6 inhibits RANKL-induced osteoclastogenesis of mouse
bone marrow cells and human CD14" monocytes

To confirm the inhibitory effect of IL-6 on osteoclastogen-
esis, similar experiments were performed using two other
models of osteoclast generation: mouse bone marrow cells
and human CD14" monocytes isolated from peripheral
blood cultured in the presence of M-CSF and RANKL. In-
deed, after 20 d, 234 = 59 TRAP-positive multinucleated cells
were generated from mouse bone marrow cells cultured in
the presence of M-CSF and hRANKL, whereas only 40 *+ 8
TRAP-positive multinucleated cells were formed in the pres-
ence of hIL-6 (Fig. 5). This result is in agreement with the
results obtained on the RAW 264.7 cell model and confirms
the inhibitory effect of hIL6 on RANKL-induced osteoclas-
togenesis. Similar results were obtained using purified hu-
man CD14" monocytes (Fig. 6). Indeed, in the presence of
hRANKL, 275 * 20 osteoclasts were counted, whereas the
number of TRAP positive multinucleated cells was reduced
by 87% in the presence of hIL-6 (Fig. 6, A and B). The in-
volvement of Serine”*”-phosphorylated STAT3 in osteoclas-
togenesis was confirmed in these models. Indeed, in control
condition, a basal level of STAT3 phosphorylated on
Serine’” can be observed in human CD14" monocytes,
whereas no phosphorylation on Tyrosine””” was detected.
IL-6 stimulated both Serine’®” and Tyrosine’”® phosphory-
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Fic. 5. IL-6 inhibits hRANKIL-induced osteoclastogenesis from
mouse bone marrow cells. Mouse bone marrow cells were cultured for
20 d in the presence or the absence of 100 ng/ml hRANKL with or
without 100 ng/ml IL-6. TRAP staining was performed (A), and
TRAP" multinucleated cells were counted (B) under a light micro-
scope. Results are expressed as number of TRAP" multinucleated
cells (more than three nuclei) per well. Each value represents the
mean (*SD) of osteoclast per well of a triplicate experiment. Exper-
iments were performed independently at least three times (original
magnification, X100).

lations, and this effect was decreased in the presence of
AG490 (Fig. 6C).

Discussion

IL-6 is enhanced in pathological situations of bone loss,
such as multiple myeloma (41), Paget’s disease (27), peri-
odontal disease (42), hyperparathyroidism (30), and rheu-
matoid arthritis (29). For this reason the role of IL-6 has often
been studied in vitro using different models of coculture of
osteoblast and osteoclast progenitors. These studies have
reported a pro-osteoclastic activity of IL-6 (33, 34) with a
direct effect of this cytokine on osteoblasts inducing the pro-
duction of RANKL, which in turn activates the differentia-
tion of osteoclast progenitors into osteoclasts. However, the
influence of IL-6 on osteoclastogenesis remains disputed
(43). Indeed, Kudo et al. (44) showed that IL-6 alone induced
osteoclastogenesis from human CD14™ monocytes in the ab-
sence of RANKL, results in favor of a pro-resorption activity
of IL-6. Their results are in accordance with those of Gao et
al. (45), who revealed the expression of IL-6 receptors on
osteoclast progenitors and mature osteoclasts. Similarly, De
Benedetti ef al. (46) reported that IL-6 overexpression in pre-
pubertal mice causes an increased osteoclastogenesis, lead-
ing to an accelerated bone resorption. On the contrary, Kita-
mura et al. (47) generated transgenic mice overexpressing
hIL-6, which presented a decrease in osteoclast number and
bone resorption measured by histomorphometry. The dif-
ference observed in these two studies had already been dis-
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not with 100 ng/ml hIL-6 for 15 min. Western blot
analysis was performed on cell lysates to determine

the level of phospho-Tyrosine’®® and -Serine”?”
STATS. Actin informed about equal loading charge.

Below the Western blot, histograms showed the band
intensities quantified using GeneTool software and
represented as a ratio to actin signals. Experiments 50
were performed three times independently. Ct, Con-

trol medium.
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cussed by De Benedetti et al. (46), who suggested that the
impact of IL-6 on osteoclasts may depend on the age of the
animal. Indeed, De Benedetti et al. (46) studied prepubertal
mice, whereas Kitamura et al. (47) studied adult mice. This
phenomenon relative to the development of the animal had
been observed by Hoshino ef al. (48) in a model of collagen-
induced arthritis in rats. Adult rats showed a decrease in
bone resorption due to a decrease in osteoclastogenesis,
whereas prepubertal rats displayed an increase of bone re-
sorption and an increased number of osteoclasts. In the
present study, we have explored the direct effect of IL-6 on
osteoclast progenitors obtained from three different models
(RAW 264.7 cell line, mouse bone marrow cells, and human
CD14" monocytes), and demonstrated in these three models
that IL-6 targeted osteoclast precursors and inhibited
RANKL-induced osteoclastogenesis, diverting them into the
macrophage lineage. Similarly, Flanagan et al. (49) demon-
strated that IL-6 failed to induce bone resorption in contrast
to vitamin D3. These apparent discrepancies could be ex-
plained by the model of osteoclastogenesis and especially the
experimental conditions used (serum, medium, etc.), and by
the potential interaction of IL-6 signaling with Ca®* sensing
(50). Indeed, Ca>" levels strongly affect osteoclastogenesis,
and modulate the expression of IL-6 and IL6 receptors. Such
an autocrine-paracrine loop may affect osteoclastic activity in
the face of Ca®* level generated locally during resorption and
present in the serum and culture medium. A dual function
of IL-6 cannot be excluded depending on the biological mi-
croenvironment (ions, cytokines, etc.). IL-6 may be consid-
ered as a pro-resorption factor as well as a protector of bone.
Indeed, high IL-6 concentration produced during osteolytic
pathologies may reflect a protective mechanism of the skel-
eton to compensate increased bone resorption especially in-
duced by RANKL. IL-6 may then be produced to counter-
balance the high RANKL concentrations produced in bone

s
nification, X100). Experiments were performed in- hR
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microenvironment. Such a protective mechanism has been
envisaged for osteoprotegerin in osteoporosis (51).

The transcription factor STAT3 and the SHP2 /ras/MAPK
pathway are the two main signaling pathways activated by
IL-6. Their implications during osteoclastogenesis have been
proven directly in osteoclasts and indirectly through the
production of RANKL by osteoblast cells. Indeed, STAT3 is
activated in osteoblasts or stromal cells upon IL-6 stimula-
tion, and it leads to the production of RANKL for induction
of osteoclastogenesis (52). In osteoclasts, the role of STAT3 is
controversial. Kim et al. (53) demonstrated that an inhibitor
of STAT3 (PIAS3) completely abolished osteoclastogenesis,
whereas other studies showed an increased number of os-
teoclasts generated from STAT3 deficient osteoclast precur-
sors (54). Furthermore, Sims et al. (55) used knock-in gp130
mutant mice unable to elicit either gp130-dependent
STAT1/3 or SHP2/ras/MAPK activation and suggested that
MAPK activation in osteoclasts inhibits osteoclastogenesis,
whereas STAT3 in osteoblasts increases osteoclastogenesis
through the production of RANKL. Some recent studies in-
directly demonstrated the importance of STAT3 in bone
physiology. Indeed, STAT3 mutations in its DNA-binding
domain cause hyper-IgE syndrome, which is associated with
skeletal / dental abnormalities, bone fragility due to increased
bone resorption and decreased mineralization (56-58).

In the present study, we confirm the inhibitory role of the
MAPK ERK1/2 during hRANKL-induced osteoclastogen-
esis (38), but we did not confirm the implication of the gp130-
SHP2/ras/MAPK pathway in the inhibitory role of IL-6 in
osteoclast differentiation. In contrast, the key role of STAT3
and its various forms of phosphorylation were evidenced in
osteoclast precursors. Indeed, inhibition of STAT3 by AG490
or STAT3 inhibitor peptide totally prevented hRANKL-in-
duced osteoclastogenesis. Osteoclast precursors express a
basal level of Serine”*’-phosphorylated STAT3 at both cyto-
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plasmic and nuclear localization, this form being active as
revealed by luciferase assay. This result is in agreement with
the work of Liu et al. (59), which demonstrated in a macro-
phage cell line a basal level of Serine’” phosphorylation
without any detection of Tyrosine’® phosphorylation. Fur-
thermore, we showed that Tyrosine’” phosphorylation,
which is undetectable at the basal level but enhanced after
IL-6 stimulation, prevailed over the activation of Serine’’
phosphorylation, inducing differentiation of RAW 264.7 cells
into macrophages and, thus, inhibiting RANKL-induced os-
teoclastogenesis. Thus, our study indicates that Tyrosine”**-
phosphorylated STAT3 is involved in the inhibition of os-
teoclastogenesis by IL-6, whereas a basal level of Serine’-
phosphorylated STAT3 is mandatory to support
osteoclastogenesis (Fig. 7).

The role of Serine”” phosphorylation remains unclear. It
is generally suggested that Serine’” phosphorylation of
STATS3, and even other STATs such as STAT1, is required to
achieve a complete and maximal transcriptional activity of
STATs (60, 61). However, some transcriptional activity of
STATS3 only phosphorylated on Serine’* has also been dem-
onstrated (62, 63). Chung et al. (64) had suggested that phos-
phorylation of STAT3 on Tyrosine”” or Serine’” can be two
independent phenomena, which can be induced and regu-
lated independently. This group and others proposed an
inhibitory effect of Serine”®” phosphorylation on Tyrosine’®
phosphorylation (64, 65). Thus, even if Tyrosine’” phos-
phorylation of STAT3 has always been suggested as required
for STAT3 activation, some studies agree to give more im-
portance to Serine’” phosphorylation. For example,
Serine”” phosphorylation mediates the expression of Mcl1 in
macrophages (59) or induces transcriptional activity upon
nerve growth factor stimulation on PC12 cells (66).

Interconnections between NF-«B, usually activated by the
TNF superfamily cytokines, including RANKL, and STAT3
mostly activated by the gp130 cytokine family have been
recently evidenced (67). These authors demonstrated the

@ phospho-STAT3 Ser’™
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constitution of a novel transcription factor complex, formed
by the unphosphorylated form of STAT3 bound to unphos-
phorylated NF-«B, a complex able to compete with inhibitor
kB. The complex unphosphorylated STAT3-NF-kB accumu-
lates in the nucleus and activates specific genes. Further-
more, they evidenced a feedback loop in which IL-6 induces
the phosphorylation of STAT3 leading, in a second step, to
an increase of unphosphorylated STAT3 interacting with
NF-«B. A similar mechanism may be hypothesized to explain
the cross talk between IL-6 and RANKL (68), especially the
inhibitory effect of IL-6 on RANKL-induced osteoclastogen-
esis. In our present data, IL-6 inhibits RANKL-induced os-
teoclastogenesis, revealing a functional cross talk between
IL-6 and RANKL.

In conclusion, the present work reveals a key role of STAT3
Serine”®” phosphorylation during osteoclastogenesis, and al-
lows clarifying the balance between MAPK ERK1/2 and
STAT3 in the bone biology. Thus, our data suggest a dual role
of STAT3 depending on the cells (osteoblast or osteoclast)
and its phosphorylation form. Indeed, STAT3 in osteoblasts
is a pro-osteoclastic molecule inducing the production of
RANKL (55). In osteoclasts, STAT3 phosphorylated on
Serine’? is also a pro-osteoclastic molecule, but as soon as
STAT3 phosphorylated on Tyrosine’” becomes in excess of
STAT3 phosphorylated on Serine” (e.g. after IL-6 stimula-
tion), STAT3 becomes an antiosteoclastic molecule. Here, we
also evidenced a dual role of IL-6 depending on its target cell.
On osteoblast, IL-6 is a pro-resorptive cytokine, whereas on
osteoclast, IL-6 is an antiresorptive cytokine. Further inves-
tigations are needed to clarify the involvement of STAT3,
NF-kB, and MAPK ERK1/2 interrelations in osteoclast dif-
ferentiation to better define novel therapeutic strategies of
osteolytic disorders. In pathologies associated with bone
loss, such as postmenopausal osteoporosis, Paget’s disease,
multiple myeloma, rheumatoid arthritis, and hyperparathy-
roidism, elevation of IL-6 expression and secretion has been
demonstrated, and clinical trials using neutralizing IL-6 an-
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tibodies are in progress. In this context a better comprehen-
sion of IL-6 activities on bone cells and its molecular mode
of action are necessary to develop new and more effective
therapies. Our results suggest that better antiresorption treat-
ments could be achieved by targeting more specifically the
deleterious effects of IL-6 on osteoblasts and leaving the
beneficial antiresorptive effects on osteoclasts. This could be
obtained by a specific inhibition of STAT3 in osteoblast, and
not in osteoclast.
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Abstract. 1997 saw the identification of a novel set of
proteins within the tumor necrosis factor (TNF)/TNF
receptor families that are required for the control of
bone remodeling. Therefore, these receptors, receptor
activator of nuclear factor kappa B (RANK), osteo-
protegerin (OPG) and their ligand RANK ligand
(RANKL) became the critical molecular triad con-
trolling osteoclastogenesis and pathophysiologic bone
remodeling. However, the establishment of the cor-
responding knock-out and transgenic mice revealed
unexpected results, most particularly, the involvement
of these factors in the vascular system and immunity.

Thus, the OPG/RANK/RANKL molecular triad
appears to be associated with vascular calcifications
and plays a pivotal function in the development of the
immune system through dendritic cells. OPG/RANK/
RANKL thus constitute a molecular bridge spanning
bone metabolism, vascular biology and immunity.
This review summarizes recent knowledge of OPG/
RANK/RANKL interactions and activities as well as
the current evidence for their participation in os-
teoimmunology and vascular diseases. In fine, the
targeting of the OPG/RANK/RANKL axis as novel
therapeutic approaches will be discussed.

Keywords. RANKL, osteoprotegerin, bone remodeling, osteoclast, osteolysis, osteoimmunology, cardiovas-

cular disease.

Introduction

Genomic and proteomic research over the past decade
has identified a large number of cytokines, growth
factors, transcriptional factors and enzymes control-
ling cell metabolism and/or participating in the
establishment of the molecular network in each cell,
into all tissues and between all organs. Such systems
allow the coordination of cell differentiation during

* Corresponding author.

embryogenesis and coordinated cell activities
throughout life [1], and a molecular cross-talk in
bone between osteoblasts and osteoclasts to maintain
bone mass. Thus, osteoclasts originating from hema-
topoietic multinucleated cells are specialized in calci-
fied matrix resorption [2, 3], whereas osteoblasts
derived from bone marrow mesenchymal stem cells
are responsible for new bone formation [4]. It has
been estimated that around 10% of total bone mass is
renewed per year, participating in calcium and phos-
phorus homeostasis [S]. The communication networks
between osteoclasts and osteoblasts are mainly com-
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prised of soluble cytokines and growth factors which
modulate the expression of a wide range of genes
through specific receptors and numerous transcription
factors. However, it has been established that osteo-
blast-osteoclast contacts are required for the differ-
entiation of osteoclast progenitors, thus demonstrat-
ing the pivotal role played by the membrane form of
growth factors [6, 7]. These observations led the
international scientific community to identify the
soluble and membrane factors involved in osteo-
blast-osteoclast interactions.

Parathyroid hormone (PTH) [8], vitamin D3
[L,a(OH),Ds] [9] and calcitonin [10] have been
considered for a long time as the principal regulators
of calcium homeostasis in terrestrial vertebrates.
Similarly, macrophage colony-stimulating factor (M-
CSF) is a critical cytokine involved in osteoclasto-
genesis. M-CSF participates in the proliferation of
osteoclast progenitors, maintaining a pool of progen-
itors in bone marrow, and it cooperates with receptor
activator of nuclear factor kappa B (RANK) ligand
(RANKL) to induce the fusion of osteoclast progen-
itors (pre-osteoclasts) into osteoclasts which will be
secondarily activated into mature osteoclasts by
RANKL (see below) [11, 12]. In contrast, interferons
(IFNs), which play crucial roles in the regulation of a
wide variety of innate and adaptive immune respons-
es, interfere with RANKL-induced osteoclastogenesis
and thus represent a critical mechanism for the
suppression of pathological bone resorption associat-
ed with inflammation [13]. However, recent inves-
tigations in bone biology clearly identified a novel set
of cytokines/cytokine receptors within the tumor
necrosis factor (TNF) family that are required for
the control of bone remodeling [14-18]. These mol-
ecules — RANKL and its receptors RANK and
osteprotegerin (OPG) — appear as the final effectors
of most of the osteotropic factors already identified
[19]. RANKL is considered to be a powerful stim-
ulator of bone resorption, while OPG is a soluble bone
protector. In this context, pathologies characterized
by deregulated bone remodeling are often associated
with an imbalance between OPG and RANKL
[18-21]. Furthermore, recent studies demonstrated
that the OPG/RANK/RANKL molecular triad is also
strongly implicated in the control of immune [22] and
vascular [23] systems. Thus these three molecules
constitute a molecular cross-talk between bone,
vessels and immune cells, providing new strategies
for the prevention and/or treatment of corresponding
diseases.

The present review summarizes recent knowledge
of OPG, RANK and RANKL interactions and roles
in the pathophysiology of bone, vessels and immun-

ity.
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RANKL and its receptors OPG and RANK regulate
bone metabolism: prognostic markers and therapeutic
agents

Cytokines and growth factors can exist as different
forms: expressed at the cell membrane, associated
with the extracellular matrix, or in soluble forms,
interacting with their membrane and soluble receptor
to modulate cellular activities. In fine, the effects of a
cytokine result in the balance between its own
activities and the biological influence of its soluble
receptors which act as agonist or antagonist agents. As
the molecular partners OPG/RANK/RANKL thus
include the RANKL cytokine, its membrane or
soluble receptors, respectively RANK and OPQG, it is
necessary to take into consideration the potential
duality of both receptors to determine RANKL
activities.

OPG/RANK/RANKL: molecular and functional
characteristics

Osteoclast activities are related to the bone resorption
process in physiological as well as in pathological
conditions. For many years, mesenchymal-derived
stem cells including osteoblasts have been well known
to modulate osteoclast differentiation and bone
degradation [24-26]. However, the major inhibitor
of osteoclastogenesis was only identified in 1997-1998
simultaneously by Tsudas group [27, 28] and Amgen
Company [29]. They respectively named this novel
negative regulator of osteoclast differentiation ‘os-
teoclatogenesis inhibitory factor’ (OCIF) and ‘osteo-
protegerin.’ Its international name according to the
TNF nomenclature is TNFRSF11B. The role of OPG
has been clearly demonstrated by the development of
transgenic and knock-out mice. Indeed, OPG knock-
out mice exhibit a strong decrease in total bone
density and bone volume and suffer from osteoporosis
associated with a high incidence of fractures and
vertebral deformities [30, 31]. Furthermore, this
induced osteoporosis was totally reversed by intra-
venous injection of recombinant OPG [32]. In con-
trast, OPG transgenic mice suffer from a marked
osteopetrosis characterized by a high bone turnover
and an inhibition of osteoclastogenesis [29]. These
data demonstrated that the presence of OPG is
absolutely required to maintain bone mass in physio-
logical situations. In vitro experiments confirmed the
observations in the animal models and provided an
explanation for the phenotype exhibited by the mice.
Immediately after the identification of OPG, both
laboratories identified within the TNF cytokine
family, the ligand which bound OPG with high affinity,
and called this molecular effector OPG ligand
(OPGL) [33, 34]. OPGL was RANKL or the TNF
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ligand superfamily member 11, TNFSF11, already
known for its activity on the immune system. Indeed,
RANKTL is considered to be a dendritic cell-stimulat-
ing agent and acts as a survival factor for dendritic cells
and for mature T cells, therefore regulating their
proliferation [35-37]. These activities are associated
with the activation of the nuclear factor kappa B (NF-
kB) transcription factor after the binding of RANKL
to its membrane receptor RANK (TNFRSF11A) [38,
39].

To determine the involvement of RANKL in bone
metabolism, similar approaches based on genetically
modified mice have been used by both research
groups. In contrast to OPG-modified mice, RANKL
transgenic mice exhibit a marked osteoporosis [33]
and mice disrupted for RANKL are strongly osteope-
trotic with a total absence of mature osteoclasts [40,
41]. Furthermore, severe bone loss and hypercalcemia
are the main phenotypic characteristics of mice
treated with recombinant RANKL. Overall, these
data demonstrated that RANKL is a pro-resorptive
factor while OPG is a powerful osteoprotective agent.
In vitro experiments supported in vivo observations.
Indeed, using a primary culture of osteoclast progen-
itors from bone marrow or a precursor cell line such as
the murine monocytic cell line RAW264.7, RANKL
induces osteoclast differentiation whereas OPG abol-
ishes this phenomenon [16, 32-44]. Figure la illus-
trates RANKL/OPG activities in the RAW264.7 cells.
After 4 days of culture in the presence of RANKL,
RAW264.7 cells differentiate into large and multi-
nucleated cells expressing osteoclastic markers (calci-
tonin receptor, cathepsin K, TRAP). When the cells
are treated simultaneously with OPG and RANKL,
osteoclast formation is abolished. RANKL is also able
to activate mature osteoclasts, as determined by the
stimulation of MMP and cathepsin K activities and the
bone resorption capability of these cells [43, 44].
RANKL and OPG activities/functions were demon-
strated in the years after their identification (Fig. 1b).
In normal bone, RANKL is preferentially expressed
on committed pre-osteoblastic cells, whereas its
specific receptor RANK is expressed on osteoclast
progenitors. In this system, RANKL is required for
osteoclast differentiation and acts as a survival factor
for osteoclast precursors [15-17]. OPG is a soluble
factor produced by osteoblastic cells, and thus is
considered as a decoy receptor for RANKL as
confirmed by molecular binding experiments [45].
Indeed, OPG blocks the interaction between RANKL
and RANK, inhibits the terminal stage of osteoclastic
differentiation and then inhibits bone resorption
(Figs. 1b, 2a) [15-18]. Furthermore, the inhibitory
effect of OPG on bone resorption can be explained
not only as a decoy receptor function but also as a
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modulator of the RANKL half-life [46]. Studies of
OPG/RANKL in the serum of RANKL—/— and
OPG—/— mice are in agreement with a potential role
for OPG in the shedding of RANKL [47]. In turn,
RANKL controls the bioavailability of OPG and its
internalization and degradation [46]. In pathophysio-
logical situations, OPG and RANKL must be consid-
ered as a molecular balance and be evaluated sepa-
rately. OPG and RANKL expression are not restrict-
ed to bone tissue, as both factors can be produced by
numerous cell types. OPG is a soluble factor, pro-
duced by a large number of cells, including immune
cells, endothelial cells and osteoblasts [see review in
ref. 18]. RANKL is expressed on the cell membrane
and is also produced as a soluble factor by the same
cells [40] (Fig. 2a). Three isoforms of RANKL have
been identified in human and rodent, the first encod-
ing a transmembrane form, the second, a soluble
cytokine and the third, a cytoplasmic molecule [48,
49]. The soluble form of RANKL can also be
produced by enzymatic shedding by the metallopro-
tease-disintegrin TNF-alpha convertase (TACE, also
named a disintegrin and metalloproteinase,
ADAM17) [50, 51], ADAMI10 [52], ADAM19 [53],
MMP-3 [54], MMP7 [54] and MMP-14 [52]. The exact
function of each RANKL isoform must be clarified,
but the literature clearly revealed the major relevance
of the balance in RANKL-expressing cells between
these three RANKL forms in osteoclastogenesis [55].
The third protagonist of the molecular triad is RANK.
Like OPG and RANKL, transmembrane RANK is
ubiquitously expressed, but in contrast to OPG/
RANKL, it is considered to be an osteoclastic marker
in physiological bone tissue [56] (Fig.2a). Like the
other members of the TNF receptor superfamily,
RANK assembles into functional trimeric receptors
after binding with RANKL [57]. This trimerization
appears to be required to generate mature and
functional osteoclasts. Indeed, RANK dimerization
allows the formation of multinuclear TR AP-positive
cells but without any osteoclastic markers and unable
to induce pit resorption [57]. Similarly, using X-ray
crystallographic analysis, Ito et al. [5S8] showed the
ability of the RANKL ectodomain to constitute a
trimer complex [58] and then confirmed that the
formation of a 3:3 RANK-RANKL binary complex is
necessary to generate optimal osteoclastogenesis
(Fig. 1b). Although RANKL binding to RANK
induced RANK trimerization, RANK is also able to
self-assemble [59], similarly to other TNF receptors
[60]. Thus, Kanazawa and Kudo [59] demonstrated
that RANK is self-assembled through a restricted
cytoplasmic domain (amino acid residues 534-539).
Interestingly, overexpression of full-length RANK
results in activation of NF-kB and osteoclastogenesis,
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Figure 1. Characteristics of OPG/RANK/RANKL interactions. (a) After 96 h in the presence of 100 ng/ml human RANKL, the murine
RAW?264.7 monocytic cell line differentiates into osteoclasts while 100 ng/ml human OPG totally abolishes RANKL effects. (b)) RANK is
expressed on the osteoclast membrane and binds RANKL produced by osteoblast/bone marrow stromal cells. OPG acts as a decoy
receptor and blocks the interaction between RANKL and RANK. (¢) OPG possesses a heparin binding domain and interacts with two
other ligands, TRAIL and syndecan-1; (d) RANKL binding to RANK transduces specific signals in osteoclasts corresponding to novel

therapeutic targets of bone diseases; CN, calcineurin.

even in the absence of RANKL. It was earlier
demonstrated that TNF receptor (TNFR)-I and II
also selfassembled through a specific extracellular
domain named the pre-ligand binding assembly do-
main (PLAD), thus avoiding the formation of mixed
receptors TNFR-I and TNFR-II [60]. Overall, these
data indicate that such a RANK domain could also be
useful to allow the formation of specific receptor-
activating signal transduction pathways (see below)
and to avoid the formation of hybrid receptors.

OPG, belonging to the TNFR superfamily, is able to
self-dimerize through a disulfide bond using Cys*” at
the C-terminal portions [61, 62]. Indeed, the most
active form of OPG is a homodimer that possesses
higher affinity for the RANKL ectodomain compared
to OPG monomer [63]. OPG contains seven domains:

four cysteine-rich N-terminal domains (domains 1-4),
two death domain-homologous regions (domains 5
and 6) and a C-terminal heparin-binding domain
(domain 7) (Fig.1c). Domains 1-4 are structurally
related to the TNF receptor family and are sufficient
to abolish osteoclast differentiation. Domains 5 and 6
can mediate a cytotoxic signal when they are included
in a chimeric protein OPG-Fas [61], but their physio-
logical functions remain to be elucidated. Domain 7 is
composed of a heparin-binding domain and a Cys*” at
its C-terminal portion (Fig. 1c). Although the affinity
for heparin does not correlate with OPG inhibitory
potential, this domain plays numerous key functions
not all of which have been determined. Thus, OPG
through its binding to syndecan-1 exerts a chemotaxis
activity in human peripheral blood monocytes [64]. In
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turn, syndecan-1 controls OPG bio-availability and is
associated with an increase in local RANKL concen-
tration and osteolysis in myeloma cells which over-
express this proteoglycan [65]. Furthermore, shedding
of TNF-a proteoglycans and glycosaminoglycans
strongly modulates OPG/RANK/RANKL interac-
tions. Indeed, recent data demonstrated that RANK,
RANKL, OPG and proteoglycans could form a very
large complex 3:3:2:1 related to specific activities in
osteoclasts such as MMP9 activities [66]. Such a very

large complex involving protegoclycans can be com-
pared to the cooperative dimerization of fibroblast
growth factor (FGF)-1 upon a single heparin saccha-
ride that may drive the formation of a 2:2:1 FGF1-
FGFR2c-heparin ternary complex [67]. In this case,
proteoglycans act as coreceptors for growth factors.
Furthermore, depending on the bone remodeling step,
OPG could be released from the bone matrix and thus
modulate bone remodeling in a fashion similar to
TGF-p [68]. In bone tissue, proteoglycans thus appear
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critical for maintaining an appropriate number of
osteoblasts and osteoclasts by modulating their pro-
liferation and/or differentiation. OPG activities could
involve the rassMAPK pathways [45] but also PKC
and PI3K/Akt [64].

Similarly to OPG/ RANK/RANKL, heparan sulfate
proteoglycans appear crucial for other members of the
TNF/TNFR superfamilies. While glycosaminoglycans
mainly modulate OPG-RANKL interactions, derma-
tan sulfate also interacts with RANKL [69]. Indeed,
Shinmyouzu et al. [69] showed that dermatan sulfate
reduced the RANKL-induced levels of phosphoryla-
tion of p38 and ERK in osteoclast progenitors, thus
abolishing osteoclastogenesis. Very recently, Bishof ez
al. [70] identified syndecan-2 as a new binding partner
of the transactivator and calcium modulator and
cyclophilin ligand interactor (TACI), a member of
the TNFR family [71]. Similarly, heparin sulfate
proteoglycan serves as a receptor for A prolifera-
tion-inducing ligand (APRIL), a member of the TNF
family, promoting tumor cell proliferation [72]. OPG
also has a third ligand, TNF-related apoptosis-induc-
ing ligand (TRAIL; Fig. 1c) [73]. OPG binding to
TRAIL results in the abolition of TRAIL apoptotic
activity [74-82]. This cross-regulation has a strong
impact in cancer biology. Indeed, these observations
suggest that OPG is deleterious, acting as a survival
factor in several cancer pathologies by the inhibition
of TRAIL, a natural inducer of tumor cell apoptosis
[76-82].

Recent data reveal that several membrane proteins
cooperate with the RANK/RANKL complex to
control bone remodeling. The signaling adapter
protein DNAX-activating protein-12 (DAP12) is a
homodimeric transmembrane molecule modulating
cellular activation and maturation in myeloid lineage
cells in association with the DAP12-associated recep-
tors (DARs) which include triggering receptor ex-
pressed on myeloid cells (TREM), DAP12-associated
lectin (MDL)-1 and NKG2D. In 2003, Kaifu et al. [83]
showed that mice deficient for DAP12 exhibit a
marked osteopetrosis owing to impaired osteoclasto-
genesis through a blockade of progenitor multinu-
cleation. They also determined the molecular motif
associated with this bone phenotype and provided
evidence for the function of the immunoreceptor
tyrosine-based activation motif (ITAM) in the regu-
lation of osteoclastogenesis [84]: mice lacking ITAM-
harboring adaptors such as Fc receptor common
gamma subunit (FcRy) and DAP12 are osteopetrotic
[84, 85]. Similarly, Humphrey et al. [86] recently
demonstrated the involvement of TREM2 in the
regulation of osteoclast multinucleation, resorption
and migration. In fact, DARs such as TREM2
associate with DAP12 or FcRy and transduce cos-
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timulatory signals (especially calcium signaling
through phospholipase Cy) which cooperate with
RANKL signaling during osteoclast differentiation
(Fig. 2a) [87, 88]. In this context, any disturbance in
the DAR-DAP12 signaling complex contributes to the
development of bone diseases.

This section has described the main molecular and
functional characteristics of OPG/RANK/RANKL.
Overall, the abundant literature demonstrates that
RANKL and OPG appear as final effectors of
osteoclastogenesis and bone resorption.

OPG/RANK/RANKL and bone pathologies

Osteolytic processes are the main skeletal-related
events in patients suffering from bone metastases
and are associated with major sequelae and high
levels of individual incapacity. In this context and
according to the pivotal role of the OPG/RANK/
RANKL triad in osteoclastogenesis, blocking osteo-
clastogenesis and osteoclast activities via RANKL
pathway inhibition constitutes a potential novel
approach to maintain skeletal integrity. It has been
suggested that high levels of bone degradation could
enhance cancer cell establishment and growth in
bone tissue through biological factors such as growth
factors sequestrated in bone extracellular matrix.
Indeed, cancer cells express soluble or membrane
factors promoting osteoclastogenesis and accentuat-
ing bone resorption. Thus, a vicious cycle is gener-
ated between bone and cancer cells [89]. The
expression of RANKL has been demonstrated in a
wide range of benign and malignant tumor cells [18,
20, 75, 89, 90] (Fig. 2a). Although RANKL released
in the bone microenvironnement affects osteoclast
activities, RANKL can also directly modulate the
behavior of cancer cells. Indeed, very recently,
several papers have reported the expression of
functional RANK in human breast cancer cells,
human prostate cancer and mouse melanoma cell
lines [91-93]. These studies show that RANKL
triggers RANK-positive cancer cell migration and
growth in bone tissue. However, the development of
bone metastases is probably not limited to the action
of RANKL on cancer cells and cannot exclude the
pivotal role of osteoclasts [94, 95]. We indicated
above that several proteases produced in the bone
microenvironment modulate the shedding of
RANKL and then bone resorption. The following
theory has been proposed: osteoclastogenesis and
activation of immature osteoclasts could be medi-
ated by a direct interaction with RANKL-expressing
osteoblasts or/and by the protease-solubilized
RANKL which can also participate in the recruit-
ment of osteoclast progenitors [54]. Although the
expression of RANKL by cancer cells is controver-
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sial (especially for breast carcinoma cells), it is now
hypothesized that the metastatic cells might express
RANKL in an osseous context in contrast to the
primary tumors [96]. Their migration to bone tissue is
linked to the expression of membrane RANK and
the chemoattractive function of RANKL. Based on
these observations, current studies have disclosed
that blocking RANKL-RANK interaction prevents
the progression of prostate cancer in bone [97-100].
However, RANK expression is not restricted to non-
bone cancer cells, because we recently showed that
functional RANK is expressed at the surface of
mouse [101] and human [102] osteosarcoma cell lines
without modulation of cancer migration. RANK is
also detected in more than 50% of human osteosar-
coma specimens studied, with a preferential expres-
sion on osteosarcoma developed in pathological
bone and bad responders to chemotherapy [102]
(Fig. 2a). Thus RANKL may act as a ‘soil’ factor in
primary and secondary bone cancer development
dependently or independently of its direct effects on
cancer cells. This fact is supported by several groups
that have shown that inhibition of bone resorption
using RANK-Fc or OPG-Fc blocks growth of tumor
cells such as myeloma cells that do not express
RANK [103, 104]. However, a wide range of benign
and malignant tumor cells express OPG simultane-
ously with RANKL [18, 20, 75, 89, 90, 105] (Fig. 2a).
Such an observation has led to evaluation of the
clinical interest in measuring the RANKL/OPG ratio
in bone pathologies. Thus, the RANKL/OPG bal-
ance is disturbed in severe osteolytic pathologies in
favor of RANKL [106-108]. In such cases, the tumor
microenvironment releases high levels of OPG to
counterbalance the high concentration of RANKL.
OPG may reflect a protective mechanism of the
skeleton to compensate for increased bone resorp-
tion. This hypothesis is strengthened by the effect of
bisphosphonate treatment which results in a de-
crease in the OPG level in contrast to RANKL which
is not modified [109, 110]. In fine, as the RANKL/
OPG ratio is significantly higher in patients with
severe malignant osteolytic pathologies [106, 111—
113], it could predict survival as demonstrated in
multiple myeloma [114]. Moreover, the RANKL/
OPG ratio may be used as a prognostic biological
marker in non-malignant pathologies such as osteo-
porosis [108, 115], ankylosing spondylitis [116],
rheumatoid arthritis [117], benign bone tumors,
osteolysis associated with hip prosthetic loosening
[106, 118, 119] or bone fractures [120]. For example,
elderly women with hip fractures exhibit an in-
creased RANKL/OPG mRNA content in iliac bone
which is associated with increased fracture suscept-
ibility. This ratio can also be considered as an
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important index for the evaluation of new drugs
against bone diseases or as therapies for bone
pathologies [121-129].

OPG/RANK/RANKL: the crossroads of immunity
and bone metabolism

The immune phenotype of OPG transgenic mice
demonstrated for the first time the relationship
between the OPG/RANK/RANKL triad and the
immune system [30]. OPG transgenic mice exhibit
impaired thymocyte development. Consistent with
these findings, mice with a disrupted RANKL gene
show a lack of all lymph node organogenesis, normal
splenic and Peyer’s patches organization, and im-
paired thymocyte development [40, 41]. Moreover,
RANK knock-out mice also lacked lymph nodes and
produced defective B and T lymphocyte maturation
while they exhibited normal thymic development
[130]. RANKL expressed by thymic epithelial cells
may be responsible for the development and matura-
tion of RANK-positive lymphocytes [131]. In this
context, the OPG/RANK/RANKL molecular triad
constitutes a cross-talk between bone metabolism and
the immune response, which has been labeled os-
teoimmunology [18, 132]. The OPG/RANK/RANKL
triad exerts its activities on the different cell types
involved in immunity. Thus, RANKL behaves as a
chemotactic factor for monocytic cells through its
binding to membrane RANK [133, 134], similar to its
effect observed on osteoclasts [135], emphasizing the
cross-talk between bone and immune systems
(Fig. 2b). The RANKL-induced migration involved
phosphatidylinositol 3-kinase, phosphodiesterase, and
Src kinase signaling pathways. OPG also modulates
the migration of monocytes via its binding to synde-
can-1 and signaling involving protein kinase C,
phosphatidylinositol 3-kinase/Akt and tyrosine kinase
[64]. However, further experiments are needed to
define the functional importance of the OPG/
RANKL balance in the monocyte migration.
Complementary to their role in cell migration descri-
bed above, recent data implicate the OPG/RANK/
RANKL triad in inflammatory processes. A large
number of cytokines are known to regulate many of
the bone responses in inflammatory conditions [136].
Several cytokines are modulated by RANKL, thus
affecting cell behavior [18, 137]. Thus, RANKL
induced CCL22 (macrophage-derived chemokine)
[138], monocyte chemotactic protein 1 (MCP-1)
[139] and interleukin-8 [140]. In turn, the chemokine
increased RANKL expression [18] leading to the
establishment of a vicious cycle exacerbating the
inflammatory process and the associated pathologies
[141, 142]. Similarly, RANKL has been found to up-
regulate RANK expression on monocytes, to activate
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their capacity for antigen presentation through up-
regulation of costimulatory molecule expression and
to promote cell survival [143, 144]. Thus, RANKL
enhanced the survival of macrophages and up-regu-
lated the expression of CD86, and RANKL-treated
macrophages show increased allogeneic T cell activa-
tion and phagocytic activity compared to control cells
[144]. In a model of lipopolysaccharide (LPS)-in-
duced endotoxic shock, administration of soluble
RANK-Fc protects mice from death induced by sepsis,
and in a model of inflammation-mediated arthritis,
RANK-Fc ameliorates disease development and
attenuates bone destruction [143]. Although lympho-
cytes are probably the major source of RANKL in
inflammatory processes, mast cells [145], endothelial
cells and platelets [146] also represent a potential
origin of RANKL. Blockade of RANKL may allow
treatment of human inflammatory disorders in which
RANKL is overexpressed, such as periodontal dis-
eases, theumatoid arthritis or wear debris prosthesis
[147-150]. However, very recently Maruyama et al.
[151] found that a RANKL pre-treatment suppressed
production of inflammatory cytokines in macrophages
in response to LPS. In this model, prior administration
of RANKL protects mice from LPS-induced death
[151]. These data and those published by Seshasayee
et al. [143] appear contradictory. In fact, RANKL may
be produced to counterbalance the inflammatory
process maintained by inflammatory cytokines. Un-
fortunately, when the inflammation is initiated,
RANKL appears unable to block this process and
may even contribute to maintain the pathology.

The RANKL/OPG molecular duo is also strongly
associated with the biology of dendritic cells express-
ing RANK. Indeed, RANKL dramatically inhibits the
apoptosis of dendritic cells via increased Bcl-xL
expression [35] and induces T lymphocyte prolifera-
tion [36] (Fig.2b). However, the core function of
RANKL in dendritic cell biology is still not well
understood. RANKL has been reported to activate
intestinal dendritic cells, increase their survival in
vivo, and inhibition of the RANK/RANKL axis by
OPG-Fc results in reduced colitis [152]. On the other
hand, in an inflammation-mediated transgenic mice
model for type I diabetes, RANK-Fc treatment
decreases the numbers of CD4+CD25+ regulatory
T lymphocytes in pancreas-associated tissue that can
exacerbate disease [153]. More recently, Loser et al.
[154] reported that RANKL is expressed in keratino-
cytes of the inflamed skin and that RANKL can
modify dendritic cell functions to maintain the num-
ber of peripheral CD4+CD25+ regulatory T lympho-
cytes. OPG might contribute to this control since it is
expressed in dendritic cells and its expression is
increased with their maturation [155]. Moreover,
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dendritic cells from homozygous OPG-deficient
mice potentiate the mixed leukocyte reaction despite
CD86, MHCII, and antigen presentation levels which
are similar to heterozygous OPG-deficient mice [156].
Overall, these data demonstrated that RANKL is a
key regulator of T lymphocyte-dendritic cell commu-
nication, modulating immunity and bone remodeling
through dendritic cells [157].

OPG/RANKL and endothelial cells: a close
functional relationship in vascular biology

The first clue that the OPG/RANK/RANKL triad
might be the molecular system linking bone metabo-
lism and vessel biology was provided by the vascular
phenotype of OPG-deficient mice [30]. OPG-defi-
cient mice exhibited medial calcification of the aorta
and renal arteries but not of smaller vessels, suggesting
that OPG and its molecular partners may play a role in
the long-term observed association between osteopo-
rosis and vascular calcification [30]. The lesions
observed resemble human atherosclerotic lesions
(RANKL and RANK expression, presence of osteo-
clast-like cells adjacent to the RANKL-expressing
cells). OPG administration prevents calcification
induced by warfarin or high doses of vitamin D in
rat [158] but could not reverse this phenomenon once
the mineralization process had occurred [32]. More-
over, OPG physically associated with the von Wille-
brand factor is localized in the Weibel-Palade bodies
of endothelial cells and is rapidly secreted in response
to inflammatory stimuli [158]. This observation defin-
itively supports the notion that OPG/RANK/RANKL
constitute a molecular bridge spanning skeletal dis-
orders, vascular injury, inflammation and hemostasis
[159, 160].

RANKL and OPG are differentially expressed in
calcific aortic stenosis [161]. Indeed, while RANKL
was not expressed at relevant levels in controls but
detectable in aortic stenosis, OPG expression was
marked in controls but significantly lower in this
pathology. Furthermore, RANKL promotes matrix
calcification and induces the expression of osteoblast-
associated genes in cultured human aortic valve
myofibroblasts, revealing a transition towards an
osteogenic phenotype [161]. Microvascular endothe-
lial cells produce an adapted microenvironment
favorable to calcified tissue formation and thus
stimulate the adhesion and transendothelial migration
of monocytes that can differentiate into osteoclasts in
the presence of RANKL [162]. These results suggest
that the RANKL/OPG pathway may regulate valvu-
lar calcification in calcific aortic stenosis. Further-
more, Olesen et al. [163] suggested that OPG may play
a special role in arterial disease in diabetes, since
increased levels of OPG found in aortic tunica media
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from diabetic patients are associated with calcification
of human vascular smooth muscle cells [164]. In
agreement with these findings, Anand et al [165]
revealed that among inflammatory biomarkers, only
OPG predicted both subclinical disease and near-term
cardiovascular events and may then be considered as a
simple test for identifying high-risk type 2 diabetic
patients. Similarly, Vik et al. [166] and Ziegler et al.
[167] demonstrated the relationship between OPG
serum levels and severity of artery disease.

The RANKL/OPG system exerts its activities simul-
taneously on endothelial cells and vascular smooth
muscle-related cells. Thus, OPG promotes endothelial
cell survival through neutralizing pro-apoptotic
TRAIL [73, 168] and must be considered as an
avp3-induced and NF-kB-dependent survival factor
for endothelial cells whose survival depends on OPG
induction by NF-kB [169, 170] (Fig. 2c). The OPG
survival effect has also been demonstrated in patho-
logical conditions such as periodontitis [171]. Indeed,
OPG produced by microvascular endothelial cells
controls endothelial cell survival and bone remodeling
during this pathology [172]. Cross et al. [173] also
reported a pro-angiogenic effect of OPG and corre-
lated OPG expression by tumor endothelial cells with
clinical data in human tumors. However, while the role
of OPG in vascular pathogenesis is not fully under-
stood, OPG may reflect a protective mechanism of
endothelial cells and bone during aggressive inflam-
mation. RANKL has also been implicated in endo-
thelial cell metabolism, as it induces angiogenesis in
vitro and in vivo, acts as a chemotactic factor for
endothelial cells and induces their migration [174,
175]. RANKL also promotes endothelial prolifera-
tion and survival [175, 176], suggesting a potential
implication in tumor development and increased
vascular permeability [177] (Fig.2c). OPG and
RANKL activities in endothelial cells are tightly
regulated by cytokines and growth factors present in
the microenvironment of endothelial cells [18, 178,
179].

RANK signal transduction pathway as a potential
therapeutic target

RANKL has been named for its ability to activate NF-
kB which constitutes one of the early molecular events
induced by the binding of RANKL to RANK [26, 180,
181] (Fig. 1d). Similar to the other TNFR family
members, RANK activation first recruits the TNR
receptor-associated factor (TRAF) adaptor proteins
associated with the intracytoplasmic domain of
RANK and implicated in its oligomerization. Fur-
thermore, TRAF®6 acts as a pivotal adaptor leading to
specific gene expression regulating osteoclast differ-
entiation and activation. The downstream targets of
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TRAF6 include transcription factors such NF-xB,
activator protein-1 (AP-1) and nuclear factor of
activated T cells (NFAT), the cascades of mitogen-
activated protein kinases (MAPKSs) such as p38 stress
kinase, c-Jun N-terminal kinase (JNK), ERK and the
PI3K/AKT pathways which involve the mammalian
target of rapamycin (mTOR) [18, 181].

The OPG/RANK/RANKL molecular triad consti-
tutes a strategic therapeutic target for bone diseases
and associated disorders. Thus, several approaches
based on recombinant molecules (OPG-Fc, RANK-
Fc) or specific antibodies against RANKL have been
successfully reported in benign and malignant path-
ologies [89, 182-184] (Fig. 3). Recently, Cheng et al.
[186] envisaged another strategy based on an OPG-
like peptidomimetic. This peptide has been designed
to avoid its binding to TRAIL and showed an effective
activity in preventing myeloma bone disease [187].
Peptidomimetics selectively inhibiting RANKL but
not TRAIL activity thus constitute novel therapeutic
approaches to treat tumor-associated osteolysis. Sim-
ilarly, TNFR loop peptides have been developed and
abolish RANKL-induced signaling, bone resorption
and bone loss [188]. Such peptidomimetics that mimic
either cytokine receptors such as TNFR [188] or a
‘decoy receptor’ such as OPG [184, 187] may present
various advantages, mainly a reduced immunogenic-
ity, a more targeted effect and multiple applications in
which these molecules are implicated (e.g. inhibition
of bone resorption and inflammation) [189].
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Figure 3. OPG/RANK/RANKL molecular pathway as a potential
target for bone diseases. Sprague-Dawley rats with transplanted
osteosarcoma [185] were treated or not with recombinant RANK-
Fc (750 pg, once a week during 3 weeks). Representative mean
tumor volumes of rats treated by RANK-Fc compared to the
untreated control.

As another strategy to treat osteolysis relates to the
blockade of specific signaling pathways currently
activated by bone resorption effectors, the RANK
signaling pathway has been identified as one of the
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best approaches [190]. NF-kB plays a key role in
RANK signaling and appears critical for osteoclasto-
genesis. This transcription factor is not necessary for
the formation of osteoclast progenitors but is abso-
lutely required for the differentiation steps of these
progenitors [191, 192]. Furthermore, NF-kB bridges
inflammation and bone homeostasis [193]. Indeed,
NF-kB controls bone mass as demonstrated by the
bone phenotype of knock-out mice [194] and con-
tributes to the onset and progression of arthritis
[195-198]. A role of NF-kB in osteolytic bone
metastasis through granulocyte/macrophage colo-
ny-stimulating factor (GM-CSF) induction has also
been very recently identified [199]. The authors
identified the gene encoding GM-CSF as a target of
NF-kB and showed that GM-CSF mediates osteol-
ysis bone metastasis of breast cancer by stimulating
osteoclastogenesis. In this respect, as NF-kB repre-
sents a potential target for the treatment of osteolysis
of benign and malignant origin, therapeutic strat-
egies based on inhibition of this transcription factor
have recently emerged. Thus, Clohisy et al. [200]
demonstrated that NF-kB signaling blockade abol-
ished implant particle-induced osteoclastogenesis in
vitro. They also demonstrated a significant decrease
in bone erosion associated with inflammatory arthri-
tis using dominant-negative IkB or mutated IxB
proteins [201]. Similarly, synthetic double-stranded
oligodeoxynucleotides demonstrated their efficacy
in a mice model of intestinal carcinoma, acting as
‘decoy’ cis elements that block the binding of nuclear
factors to promoter regions of targeted genes,
resulting in the inhibition of gene transactivation in
vivo as well as in vitro [202]. Penolazzi et al. [203,204]
developed peptide nucleic acid-DNA decoy chime-
ras targeting NF-xB which strongly induced osteo-
clast apoptosis and inhibited their differentiation.
Umezawa’s group chose the development of a
synthetic NF-kB inhibitor [205] which abolishes
osteoclast differentiation through down-regulation
of NFATCc1 [206], thus suggesting cross-talk between
NFATc1 and NF-kB in RANKL-dependent osteo-
clastogenesis (Fig. 1d). TRAF®6 actively participates
in the signal transduction induced by the TNFR
superfamily [18, 39] (Fig. 1) and thus represents a
strategic therapeutic target of osteolytic pathologies.
In this context, therapeutic use of antagonist pep-
tides of RANK-TRAF6 interactions has been also
envisaged [207].

Therapeutic targeting of OPG/RANK/RANKL in-
teractions and signaling holds great promise for the
treatment of malignant osteolysis (primary bone
tumors, bone metastasis) and in inflammation-associ-
ated bone diseases (e.g. rheumatoid arthritis, prosthe-
sis loosening). In the near future, additional studies
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are required to validate these therapies in pre-clinical
models and to determine their clinical safety and
efficacy.
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