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’ostéoclaste

et les mécanismes
moléculaires

de la résorption osseuse

Des trois cellules assurant le remodelage osseux, I'ostéo-
claste, responsable de la résorption osseuse, est celle dont
la fonction et la régulation sont le mieux connues sur le
plan cellulaire et moléculaire. L’ostéoclaste est d’origine
hématopoiétique et la différenciation de pré-monocytes en
précurseurs ostéoclastiques se déroule dans la moelle
osseuse, sous le contréle de trois facteurs clés, M-CSF,
RANKL, le ligand du récepteur RANK et son antagoniste,
I’ostéoprotégérine (OPG), identifiés au cours de la der-
niere décennie. L’ostéoclaste fonctionne de maniere
cyclique, alternant des phases migratoires le long de la sur-
face osseuse et des phases de résorption active créant des
lacunes osseuses. L’ostéoclaste en phase de résorption se
caractérise par sa bipolarité morphologique et fonction-
nelle. Le pdle apical s’attache a la matrice osseuse, posséde
une pompe a protons ATPasique particuliere, et secrete a
travers une bordure en brosse des enzymes lysosomiales et
des métalloprotéases. Le podle basolatéral, en rapport avec
le micro-environnement, a pour fonction essentielle le
maintien de I’équilibre électrochimique de I'ostéoclaste par
la coordination de pompes a ions électrogenes, de canaux
et d’échangeurs ioniques. En pathologie, une anomalie
génétique ou acquise de la régulation de la résorption
osseuse peut conduire a une ostéoporose, une ostéogenese
imparfaite ou une ostéopétrose selon que la résorption
excede la formation osseuse ou au contraire est anormale-
ment diminuée.

a grande majorité des mala-
dies du squelette résulte d’un
déséquilibre entre la forma-
tion et la résorption osseuses.
Si la résorption est plus
intense que la formation, la masse

osseuse diminue, conduisant a la
perte des propriétés mécaniques de
I’0s, et entrainant des fractures
(comme on le voit au cours de
I’ostéoporose ou de I'ostéogenése
imparfaite par exemple). Plus rare-
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ment, la formation excéde la résorp-
tion, entrainant une augmentation
anormale de la masse osseuse, pouvant
aboutir a une ostéosclérose avec des
problémes de croissance et de mor-
phologie du squelette et qu’accom-
pagne souvent une hématopoiése
extra-médullaire (ostéopétrose).

Dans de nombreux cas, I’analyse des
processus pathologiques respon-
sables de ces maladies a permis
d’incriminer une anomalie géné-
tique ou acquise de la régulation de
la résorption osseuse. Ces observa-
tions ont stimulé une recherche thé-
rapeutique ciblant I’ostéoclaste, et de
nombreuses études plus fondamen-
tales sur les mécanismes de la diffé-
renciation des ostéoclastes et de la
résorption osseuse. C’est I'analyse
des nombreuses mutations géné-
tiques affectant le squelette, qu’elles
soient naturelles chez I’homme ou
les animaux de laboratoire, ou
induites expérimentalement chez la
souris, qui explique la progression
rapide de nos connaissances sur
I'ostéoclaste, cellule que nous com-
prenons aujourd’hui de maniére
bien plus approfondie que ce n’est le
cas pour I'ostéoblaste et le processus
de formation osseuse par exemple.

Il faut également souligner que les
ostéoclastes sont directement impli-
qués dans les conséquences squelet-
tigues des métastases osseuses de
nombreuses tumeurs primaires, can-
cer du sein et myélome multiple par
exemple. Enfin, il en est de méme de
nombreux processus inflammatoires,
gu’ils soient articulaires, telles
I’arthrite rhumatoide ou I’ostéoar-
thrite, ou osseux, telles les parodon-
topathies.

La compréhension de la biologie de
I'ostéoclaste est donc essentielle et
I'objectif de cette revue est de résu-
mer I’état actuel de nos connais-
sances sur I’ostéoclaste et sur le pro-
cessus de résorption osseuse.

Origine et différenciation
des ostéoclastes

Il est maintenant fermement établi
que I’ostéoclaste est une cellule mul-
tinucléée d’origine hématopoiétique
(figure 1). Les précurseurs de I'ostéo-
claste appartiennent aux lignées myé-
loides, et dérivent des promonocytes.
Ces précurseurs peuvent se différen-
cier en monocytes/macrophages, en
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Figure 1. Schéma de la différenciation ostéoclastique. Les ostéoclastes ont
une origine commune avec les monocytes/macrophages dans la moelle
osseuse. La spécification des pro-monocytes en ostéoclastes se fait sous
I'influence de facteurs de transcription et de facteurs de croissance dont les
principaux sont indiqués au-dessus du schéma. Trois sont essentiels: M-CSF,
ligand de RANK et ostéoprotégérine. La maturation des ostéoclastes et
I’'acquisition de leur fonction spécifique se font aprées leur migration vers la
surface osseuse, et leur fusion asynchrone, entrainant la formation d’une cel-
lule multinucléée. L’acquisition d’une bipolarité phénotypique et fonction-
nelle (voir texte) est ensuite essentielle a la fonction de résorption osseuse

de I'ostéoclaste.

cellules dendritiques ou en ostéo-
clastes en fonction des facteurs pré-
sents dans leur environnement. On
s’est rendu compte il y a une dizaine
d’années [1] que la différenciation
des ostéoclastes, comme celle de
toute cellule hematopoiétique, néces-
site des interactions étroites avec des
cellules stromales, population dont
sont issus les ostéoblastes [2]. Ces
interactions font intervenir non seu-
lement des molécules synthétisées
par la cellule stromale, actives sur les
précurseurs des ostéoclastes, mais
aussi des contacts directs entre ces
deux types cellulaires. En effet, ces
facteurs, dont un certain nombre ont
été récemment identifiés, sont soit
exprimés a la surface des cellules
stromales, d’ou ils peuvent étre libé-
rés par protéolyse, soit directement
sécrétes. Les contacts intercellulaires
directs ont un double role: en déli-
mitant des espaces intercellulaires
réduits, ils facilitent I’accumulation
des produits sécrétés, ce qui leur per-
met d’atteindre des concentrations
suffisantes, et ils réduisent les dis-

tances entre deux cellules contigués,
permetttant aux molécules de sur-
face de trouver leurs récepteurs spé-
cifiques sur le précurseur de I’ostéo-
claste voisin.

Ces facteurs reglent ensuite la phos-
phorylation et I’activité de nombreux
intermédiaires intracellulaires impli-
qués dans la transduction du signal
ou le transport membranaire et
I’expression de nombreux géenes
contrélant la différenciation ou la
fonction de I’ostéoclaste.

Les trois facteurs extracellulaires clés
contrblant ce processus et identifiés
au cours de la derniére décennie
sont le M-CSF (macrophage-colony sti-
mulating factor) ou CSF-1, RANKL, le
ligand du récepteur RANK (récep-
teur pour I'activation du facteur de
transcription NFkB) et son antago-
niste, I’ostéoprotégérine (OPG) [3-
5]. L’addition de M-CSF et de
RANKL est suffisante pour induire la
différenciation compléte de promo-
nocytes médullaires en ostéoclastes in
vitro, compensant ainsi le besoin en

cellules stromales dans ces cultures, m——
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Figure 2. Bipolarité morphologique et fonctionnelle de I'ostéoclaste. Le plle
apical est en regard de la matrice osseuse: il comprend la sealing zone, et
délivre dans la lacune de résorption enzymes et métalloprotéases dégradant la
matrice. Cette bordure en brosse est aussi le siege d’une sécrétion spécifique
de protons qui acidifient le compartiment de résorption osseuse. Le péle
opposé, ou pble basolatéral, est en contact avec I’environnement de la moelle
osseuse et du périoste, et exprime les récepteurs de facteurs de croissance et
les intégrines assurant le contact avec les cellules stromales médullaires. Il
comprend aussi un excréteur d’acide (I'échangeur Na‘*/H*) et un excréteur de
base (I’échangeur HCO,/CI) qui acidifie le cytoplasme (adapté de [6]).

et démontrant qu’elles en sont la
source naturelle. En revanche, I'addi-
tion d’OPG dans le systéme est
capable d’inhiber complétement la
différenciation ostéoclastique. Il est
intéressant de noter que M-CSF et
RANKL existent sous deux formes:
membranaire et soluble. Cette der-
mssmmmm Nicre résulte de la protéolyse locali-
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sée d’une forme transmembranaire a
la surface de la membrane de la cel-
lule stromale, clivage probablement
réalisé par des métalloprotéases
membranaires de type ADAM,
comme cela est le cas pour le TNF
(tumor necrosis factor), clivé au niveau
membranaire par I’enzyme TACE.
En effet, RANKL est un membre de

la famille des TNF et RANK et OPG
sont des membres de la famille des
récepteurs du TNF [3-5].
L’ostéoprotégérine est une protéine
soluble dont la structure est tres
proche de celle de RANK, le récep-
teur de RANKL présent a la surface
des précurseurs de I'ostéoclaste, et
qui exerce donc son effet en tant que
decoy récepteur, ou «récepteur
leurre ». L’ostéoprotégérine est
capable de se lier a RANKL et entre
donc en compétition avec RANK
pour la liaison & RANK, bloquant
ainsi I’effet inducteur de RANKL sur
la différenciation ostéoclastique [3,
4] (figure 2).

L’importance clé de ces trois facteurs
a été confirmée par des études géné-
tiques. Une mutation naturelle blo-
quant la fonction du M-CSF est res-
ponsable de I'ostéopétrose observée
chez la souris op/op, caractérisée par
un blocage de la différenciation des
ostéoclastes. La surexpression (par
voie de transgenése) d’OPG soluble
entraine chez la souris une ostéopé-
trose avec absence d’ostéoclastes,
tableau identique a celui que réalise
I'invalidation du géne codant pour
RANK. Enfin, les souris transgé-
niques pour une forme soluble de
RANKL ont une résorption osseuse
accrue et un tableau d’ostéoporose
[6-12].

Un certain nombre de facteurs intra-
cellulaires situés en amont de la
sécrétion de ces molécules (et donc
dans les cellules stromales, les ostéo-
blastes, les synoviocytes ou les lym-
phocytes T), ou en aval de leurs
récepteurs (et donc dans les mono-
cytes, les cellules dendritiques ou les
ostéoclastes), ont aussi été identifiés
et leur importance dans la différen-
ciation ostéoclastique bien établie.
Ainsi, I’absence des génes codant
pour NFKB ou TRAF6, en aval de
RANK, ou pour le récepteur TNF,
dont I’action se situe en partie en
amont de RANKL, et en partie direc-
tement sur I’ostéoclaste, aboutit dans
tous les cas a un phénotype d’ostéo-
pétrose avec absence d’ostéoclastoge-
nése [8-10].

Un des aspects les plus intéressants
de ces découvertes récentes est
I’observation que la plupart des
agents dont I’action sur la différen-
ciation de I'ostéoclaste était bien
connue, tels la parathormone (PTH)
et son related-peptide (PTHrP), le
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métabolite actif de la vitamine D
(1,25 OH,D3), le TNF et certaines
interleukines, dont I'lL-1, n’agissent
gu’indirectement sur les précurseurs
de I'ostéoclaste. En effet, ils inter-
viennent au niveau de I’expression
de RANKL et/ou d’OPG par les cel-
lules stromales ou les ostéoblastes. En
fin de compte, c’est le rapport quan-
titatif entre ces deux protéines
solubles antagonistes (RANKL et
OPG) qui détermine le nombre
d’ostéoclastes formés le long des sur-
faces osseuses, ainsi que leur activité.
Il est important de noter que la diffé-
renciation des ostéoclastes est en fait
sous le contrdle d’une cascade de fac-
teurs dont chacun agit a une étape
différente de la progression des pré-
curseurs vers leur phénotype d’ostéo-
claste mar. Ainsi, le facteur de trans-
cription PU-1 est nécessaire a
I’engagement d’un précurseur imma-
ture vers la voie ostéoclastique, le M-
CSF assure I’expansion du comparti-
ment des précurseurs détermines, et
RANKL I’étape terminale de leur dif-
férenciation ainsi que leur activation
(figure 1).

Les différents facteurs solubles néces-
saires a la différenciation des ostéo-
clastes sont aussi essentiels a la diffé-
renciation et a la fonction des
cellules du systeme immunitaire
telles que les macrophages, les cel-
lules dendritiques et les lymphocytes
B et T. En conséquence, les altéra-
tions génétiques de ces facteurs
entrainent non seulement un phéno-
type osseux mais aussi des anomalies
du systtme immunitaire [9-12].

Bien qu’il ne soit pas possible de pré-
ciser aujourd’hui leur lien éventuel
avec les systtmes M-CSF ou RANK/
RANKL, d’autres signaux dont les
mutations affectent la différenciation
ostéoclastique ont été identifiés.
Parmi ceux-ci, la famille des facteurs
de transcription de type AP-1 joue un
réle particuliérement important.
Cette famille se compose de deux
sous-groupes, Fos et Jun. Fos forme
un hétérodimére avec Jun mais les
membres de la famille Jun peuvent
aussi former des homodimeres. Ces
dimeéres se lient ensuite a des sites AP-1
présents dans les promoteurs de
nombreux génes. La délétion de c-fos
conduit & une absence de formation
des ostéoclastes a partir des précur-
seurs hématopoiétiques, alors que les
macrophages se différencient norma-
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lement et que leur nombre est nota-
blement augmenté [13], démontrant
ainsi que c-fos est nécessaire a la filia-
tion des monocytes en ostéoclastes
mais non en macrophages. De méme,
la surexpression de Fra 1, un autre
membre de la famille Fos, entraine
une augmentation de I’ostéoclastoge-
nese, au moins in vitro [14].

En résumé, |’ostéoclastogenése
implique une interaction entre cel-
lules stromales et cellules hémato-
poiétiques. Cette interaction requiert
la présence de molécules membra-
naires d’une part et de leurs récep-
teurs d’autre part et se déroule dans
le micro-environnement de la moelle
osseuse, impliquant non seulement
des facteurs solubles relativement
spécifiques, tels RANKL ou M-CSF,
mais aussi de nombreuses cytokines
par ailleurs impliquées dans I’héma-
topoiése et le systeme immunitaire
ainsi que de nombreux facteurs hor-
monaux.

Cette différenciation de pré-mono-
cytes en précurseurs ostéoclastiques
se déroulant dans la moelle osseuse,
les cellules doivent ensuite migrer
vers la surface osseuse afin de résor-
ber la matrice osseuse. Cette motilité
cellulaire constitue une étape déter-
minante du mécanisme de résorp-
tion osseuse.

Mécanisme
de la résorption osseuse

Lors de sa différenciation dans I’envi-
ronnement médullaire, c’est en
réponse a un stimulus chimiotactique
que le précurseur de I’ostéoclaste est
attiré vers la surface osseuse a résor-
ber. Il le fait gréce & une augmenta-
tion de sa motilité, qui permet son
extravasation, et sa migration vers la
surface osseuse. Apres avoir atteint la
surface osseuse, les précurseurs ostéo-
clastiques y adhérent et fusionnent de
maniére asynchrone, entrainant la
formation d’une cellule multinu-
cléée, I'ostéoclaste mar (figure 1).

Lorsqu’il résorbe activement I’os,
I’ostéoclaste est caractérisé par une
bipolarité morphologique et fonc-
tionnelle (figure 2). Le pble qui
regarde la matrice osseuse, ou pole
apical, s’attache a cette matrice et
délivre a proximité I’essentiel des
sécrétions cellulaires, & travers une
bordure en brosse (ruffled border). Le
pdle opposé, ou pble basolatéral, est

en rapport avec le micro-environne-
ment (moelle osseuse et périoste) et
en charge de la majorité, sinon de la
totalité, des fonctions régulatrices. En
effet, ce domaine contient de nom-
breux récepteurs, transporteurs et
canaux ioniques nécessaires a la fonc-
tion de I'ostéoclaste. On distingue
donc trois domaines membranaires
primaires: la zone d’attachement (sea-
ling zone), la bordure en brosse (ruffled
border) et le domaine basolatéral. Des
observations récentes ont permis
d’identifier deux domaines membra-
naires secondaires: la bordure en
brosse se diviserait en une partie
sécrétoire, dans une zone immédiate-
ment concentrique interne a la sea-
ling zone, et une partie centrale endo-
cytaire; le domaine basolatéral
contiendrait en son apex un domaine
exocytaire correspondant a un pro-
cessus de transcytose des éléments
endocytés au niveau central de la bor-
dure en brosse (figure 3) [15-19].

Au cours de la résorption osseuse,
I’ostéoclaste se déplace le long de la
surface osseuse, créant une succes-
sion de lacunes de résorption, son
activité alternant phases de résorp-
tion et de migration (figure 4). Il est
probable que ce processus cyclique
de résorption-migration entraine
aussi une libération des produits de
la dégradation de la matrice qui ne
seraient pas endocytosés et seraient
soit digérés dans la cellule, soit expul-
sés par exocytose au pble basolatéral
(figure 3).

Mécanismes
d’attachement
et de migration
cellulaires

Les processus de migration, hors des
vaisseaux et vers la surface osseuse,
d’attachement a la matrice, puis de
détachement ponctuel au cours de la
migration de I’ostéoclaste le long des
surfaces osseuses a résorber, sont
essentiels a la formation et a la fonc-
tion de I'ostéoclaste [20-22] et sont
par conséquent étroitement contro-
Iés.

L’attachement est une fonction indis-
pensable a I’ostéoclaste lors de ses
phases de déplacement le long de la
surface osseuse et de résorption
active. La particularité la plus frap-
pante du cytosquelette de I'ostéo-

claste en activité s’observe dans la m—
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Figure 3. Domaines membranaires fonctionnels de I'ostéoclaste. La bordure en
brosse apicale caractéristique des ostéoclastes comprend deux domaines dis-
tincts: une partie sécrétoire, dans une zone immeédiatement contigué a la sea-
ling zone, et une partie centrale endocytaire ; le domaine basolatéral contiendrait
en son apex un domaine exocytaire correspondant a un processus de transcy-
tose des éléments endocytés au niveau central de la bordure en brosse.

zone de contact avec la surface sous-
jacente ou zone de scellement (sea-
ling zone). On y trouve un anneau
périphérique d’actine bien marqué,
constitué de nombreuses structures
ponctiformes, appelées podosomes,
dans lesquelles les filaments d’actine
sont orientés perpendiculairement a
la membrane plasmique de la cellule,
elle-méme étroitement associée a la
surface osseuse sous-jacente (sealing
zone). Cet anneau entoure la zone de
résorption osseuse active, qui se
trouve ainsi isolée des tissus environ-
nants (figures 2, 3 et 4).

Les structures ponctiformes d’actine
de cet anneau périphérique, ou
podosomes [23, 24], s’observent pré-
férentiellement dans des cellules
d’origine monocytaire (ostéoclastes
et monocytes) et dans des cellules

transformées par les proto-onco-
genes src, fps et abl [25], et semblent
donc conférer a ces cellules une
motilité accrue. Outre ces faisceaux
de filaments d’actine, les podosomes
contiennent un certain nombre de
protéines qui sont fréquemment
associées aux sites d’interactions
entre deux cellules ou entre une cel-
lule et son substrat, souvent désignés
par le terme de plaques d’adhérence
focale, ou focal adhesion. Ces pro-
téines sont la fimbrine, I’actinine, la
gelsoline et la cortactine, étroite-
ment associées aux filaments
d’actine et distribuées dans I’axe des
podosomes; la vinculine et la taline,
elles, semblent constituer des struc-
tures en rosette autour des axes des
podosomes. Sont aussi présentes
dans ces sites d’adhérence de nom-

breuses molécules impliquées dans
la transduction du signal telles c-Src,
c-Cbl, Pyk2 ou FAK (focal adhesion
kinase), P13-kinase, etc. Celles-ci
jouent un rble déterminant dans
I’assemblage et le désassemblage des
structures d’adhérence, processus
nécessaire a la migration cellulaire
(voir plus loin).

La figure 4 illustre le caractére dyna-
mique du processus d’attachement
de I'ostéoclaste & la matrice osseuse.
Lorsque les ostéoclastes sont en mou-
vement, on observe peu de podo-
somes et ceux-ci semblent confinés
au bord antérieur de la cellule ou
lamellipodium. Lors de la phase
d’arrét et d’attachement, le nombre
des podosomes s’accroit, et ils s’orga-
nisent d’abord de maniere centrale
puis en un anneau périphérique. En
peu de temps, alors que la cellule
s’engage dans un processus de sécré-
tion active de protons et d’enzymes,
le scellement se constitue: les podo-
somes, tres nombreux, forment ainsi
I’'anneau d’actine (actin ring) et la
zone de scellement (sealing zone). Ces
observations suggéerent donc la suc-
cession de plusieurs étapes dans les
interactions spécifiques entre ostéo-
claste et matrice [21, 26]. L’ostéo-
claste «en marche » se distingue ainsi
de I’ostéoclaste arrété dans un site ou
il s’appréte a résorber I'os, étape au
cours de laquelle se forme une pre-
miére structure en anneau de sites
d’attachements ponctiformes, alors
que la cellule en phase de résorption
0sseuse se caractérise par une zone
de scellement hermétique et fonc-
tionnelle. De plus, cette activité est
cyclique et une nouvelle phase de
migration succede a la phase de
résorption, impliquant un détache-
ment des structures d’adhérence
(figure 4).

Pour qu’une cellule soit matile, elle
doit pouvoir alterner rapidement
attachement-détachement de son
substrat. Cette propriété repose sur
la capacité qu’ont certains récepteurs
membranaires d’induire I’assem-
blage et le désassemblage rapide de
complexes moléculaires de signalisa-
tion & I'intérieur de la cellule, res-
ponsables non seulement de la régu-
lation du cytosquelette (outside-in
signaling) mais aussi de I'affinité des
récepteurs d’adhérence pour leur
substrat (inside-out signaling).

Les interactions de la cellule avec la
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Figure 4. Cycle de résorption-migration des ostéoclastes. L’activité des ostéo-
clastes alterne des phases de résorption créant des lacunes osseuses et des
phases de migration sur la surface osseuse. La motilité des ostéoclastes, et
leur attachement (sealing zone) sont contrdlés par la réorganisation du cytos-
quelette d’actine, et notamment par la distribution des podosomes (représen-
tés par des points rouges). Ces podosomes contiennent des faisceaux de fila-
ments d’actine et les composants habituels de plaques d’adhésion focale,
jouant un réle déterminant dans I'assemblage et le désassemblage des struc-
tures d’adhérence, processus nécessaire a la migration cellulaire. Localisés au
bord antérieur de la cellule motile, ils se concentrent en un anneau périphé-
rigue d’actine trés caractéristique dans la zone de contact avec I’os permet-

tant d’isoler la vacuole de résorption de I’environnement.

matrice, a I'interface entre ostéo-
claste et o0s, sont déterminées par des
récepteurs transmembranaires de la
famille des intégrines. Les intégrines
sont des hétérodiméres, formés de
deux sous-unités, a et B (on
dénombre aujourd’hui environ
13chaines a, et 5 chaines B diffé-
rentes) qui contiennent dans leur
portion extracellulaire des sites de
liaison spécifiques dont I’activité
requiert la présence de calcium et
qui reconnaissent la séquence
consensus tripeptidique, Arg-Gly-Asp
(RGD). Ce motif constitue la struc-
ture centrale des ligands de tous les
membres de la famille des intégrines,
la séquence d’acides aminés qui
entoure le motif RGD déterminant la
spécificité de chaque protéine de la
matrice pour une ou plusieurs inté-
grines [27, 28].

Les ostéoclastes expriment trois inté-
grines de maniére prédominante:
avB3, qui est le récepteur de la vitro-
nectine, avp5 et a2pl (cette derniéere
est le récepteur du collagéne de type I).
Elles semblent toutes trois interve-
nir dans I’adhérence de I’ostéo-
claste a la matrice osseuse. A ce
jour, il est de plus en plus apparent
que le récepteur de la vitronectine
(avp3) est I'intégrine déterminante
pour I’adhérence, la motilité et
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I’activation de I’ostéoclaste [18].
Plusieurs protéines contenant le
motif RDG ont été identifiées dans
la matrice osseuse. Parmi celles-ci,
le collagéne de type I, I'ostéopon-
tine et la sialoprotéine osseuse Il
sont celles qui paraissent le plus
vraisemblablement pouvoir se lier
aux intégrines. Fait intéressant,
I’ostéoclaste est capable de synthéti-
ser et de sécréter I’ostéopontine et
la sialoprotéine osseuse Il, dont il
pourrait donc recouvrir les surfaces
sur lesquelles il se déplace, les ren-
dant ainsi propices a son propre
attachement.

L’importance fonctionnelle des inté-
grines dans la résorption ostéoclas-
tiqgue et leur intervention dans le
processus d’attachement des ostéo-
clastes a la surface osseuse — qui
semble trés probable malgré la
controverse qui persiste quant a leur
présence au sein de la zone de scel-
lement - sont aujourd’hui démon-
trées par le fait que plusieurs pro-
téines contenant le motif RGD, ou
de petites molécules le mimant, sont
capables d’inhiber la résorption
osseuse in vivo et in vitro [29]. De
plus, la délétion des génes encodant
la sous-unité av ou la sous-unité (33
entraine une diminution de la
résorption osseuse [30].

Le proto-oncogene c-Src
joue un réle determinant
dans la migration

de I'ostéoclaste

et la résorption osseuse

La délétion du gene codant pour le
proto-oncogene c-Src entraine une
ostéopétrose: celle-ci résulte d’une
altération purement fonctionnelle de
I’ostéoclaste, et sa différenciation
n’est pas affectée [31]. L’observation
la plus intéressante, dans les expé-
riences de délétion du géne c-Src
chez la souris, est que cette délétion
n’affecte qu’un seul type cellulaire,
I’ostéoclaste [32, 33]. Cette constata-
tion implique que les autres
membres de la famille des tyrosine-
kinases src sont capables de compen-
ser I'absence de c-Src dans tous les
autres types cellulaires, alors que
dans I’ostéoclaste les voies de substi-
tution sont absentes ou au moins
inefficaces, ce qui conduit a une défi-
cience de la résorption osseuse. c-Src
est impliqué dans plusieurs systemes
essentiels de transmission de mes-
sages au sein de I'ostéoclaste, en aval
des récepteurs des intégrines et du
CSF-1 (ou M-CSF), par exemple,
mais aussi en aval du récepteur
RANK, via TRAFG, ainsi que dans les
voies de signalisation des récepteurs
des cestrogénes [34], pour ne citer
que les plus relevantes. Si I’on ne sait
toujours pas avec précision quelle
voie est affectée par la suppression de
c-Src, le fait que la différenciation de
la lignée soit épargnée dans les souris
c-src - suggere que ni la voie M-CSF,
ni celle de RANK ou des estrogenes
ne sont en cause, ces trois voies inter-
venant surtout dans la formation des
ostéoclastes. En revanche, une
atteinte de la voie de signalisation
des intégrines semble plus probable.
En effet, la liaison des intégrines
conduit & une vague de phosphoryla-
tion des tyrosines au sein d’ostéo-
clastes isolés et a I'activation de la
kinase c-Src [35-37]. De récents tra-
vaux ont mis I’accent sur le fait que
cette activation de c-Src est dépen-
dante de la molécule Pyk2, elle-
méme une tyrosine kinase activée
directement par I’intégrine avp3
(récepteur de la vitronectine) et
dont la délétion entraine une dimi-
nution de la résorption osseuse [35,
38]. L’association de Pyk2 et Src

entraine le recrutement d’un autre ——
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proto-oncogene, c-Cbl [37], dont la
fonction principale semble étre de
réduire I’activité de c-Src et d’en
entrainer la dégradation par ubiquiti-
nation, conduisant & une diminution
de I’adhérence au niveau des
intégrines des podosomes [35]. Ce
meécanisme d’activation-désactivation-
dégradation d’un complexe molécu-
laire assemblé en réponse a I'adhé-
rence serait donc lié a la motilité de
I’ostéoclaste. En effet, la migration
des ostéoclastes est diminuée apres
délétion des génes c-Src, ¢-Chl ou Pyk2
[35, 38, 39]. L’importance de ces
phénoménes de migration pour la
résorption osseuse est par ailleurs
confirmée par la similitude des phé-
notypes de ces souris avec celui que
provoque la délétion de protéines
impliquées dans le podosome lui-
méme comme la gelsoline par
exemple [40].

Il semble donc que I'un des réles de
Src dans la résorption osseuse soit lié
aux voies de signalisation des inte-
grines: I'activation d’un groupe de
récepteurs au contact du substrat
entraine une activation des tyrosines
kinases Pyk2 et Src, déclenchant
I’'assemblage d’un complexe molécu-
laire comprenant de nombreuses pro-
téines du cytosquelette telles Cas par
exemple. Dans ce complexe assemblé
se trouve aussi Cbl qui, par ses interac-
tions directes avec Src entraine I'inhibi-
tion des kinases et la dégradation du
complexe moléculaire par la voie de
I’ubiquitination. Cela entraine une
inhibition inside-out de I'affinité des
intégrines et un détachement du point
focal d’adhérence, assurant ainsi la
mobilité cellulaire [35, 41].

L'ostéoclaste sécrete
des enzymes
lysosomiales

et des métalloprotéases
dans le compartiment
de résorption osseuse

La bipolarité morphologique de
I’ostéoclaste va de pair avec une bipo-
larité fonctionnelle, qui se traduit
par le fait que I’ostéoclaste synthétise
puis sécrete par sa bordure en brosse
apicale plusieurs types d’enzymes: il
s’agit de phosphatases acides, d’ aryl-
sulfatases, de la B-glucuronidase, de
la B-glycérophosphatase et de
diverses cystéine-protéinases incluant

s les cathépsines B, C, D, L et la
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cathépsine K qui est capable de
dégrader complétement le collagene
a pH acide. De plus, les résultats
récents de plusieurs laboratoires sug-
gérent que I’ostéoclaste sécréte aussi
des métalloprotéases (gélatinases,
collagénases de types | et IV, stromé-
lysines) et que ces enzymes partici-
pent a la résorption osseuse [5]. Les
données les plus convaincantes sur le
réle des métalloprotéases dans la
résorption osseuse proviennent des
souris transgéniques dont le colla-
gene de type | a été muté de maniere
a empécher sa dégradation par la col-
lagénase neutre et chez lesquelles a
été observée une diminution de la
résorption osseuse [37]. Ainsi, on
peut considérer aujourd’hui que
c’est par la coopération d’une série
d’enzymes actives a pH optimum
acide ou neutre que la dégradation
compléte de la matrice extracellu-
laire est obtenue dans les sites de
résorption osseuse.

Bordure en brosse apicale
et processus
d’acidification

La membrane apicale de I'ostéo-
claste, ou bordure en brosse, inter-
vient directement dans les méca-
nismes moléculaires de la résorption
osseuse. Elle est le siege d’une sécré-
tion spécifique d’enzymes néosynthé-
tisés [13, 14] et de protons qui acidi-
fient le compartiment de résorption
osseuse [15, 42] (figure 5). La pompe
a protons ATPasique de la mem-
brane ostéoclastique est du type
vacuolaire. Elle ressemble beaucoup
aux pompes des lysosomes et des
membranes des cellules tubulaires
rénales. Il existe cependant des diffé-
rences subtiles entre les diverses
ATPases de type vacuolaire des mam-
miféres, et les pompes a protons des
ostéoclastes different quelque peu
des ATPases vacuolaires rénales [43].
Ainsi, le transport de protons par des
vésicules dérivées des ostéoclastes est
plus facilement inhibé par le vana-
date, le nitrate et le tiludronate que
des préparations similaires d’origine
rénale chez le méme animal. De plus,
le clonage du géne codant pour le
domaine catalytique de I'enzyme a
montré que sa sous-unité B est de
type ubiquitaire, différente de celle
exprimée dans le rein et qu’il existe
deux isoformes de sa sous-unité cata-

lytique A, dont on n’a pas clairement
déterminé les distributions cellulaire
et tissulaire exactes. La pompe a pro-
tons des ostéoclastes pourrait ainsi
avoir des particularités pharmacolo-
giques et une certaine spécificité du
fait de I'assemblage d’isoformes spé-
cifigues des deux sous-unités de la
partie catalytique de I’ATPase.

En effet des études génétiques
récentes sont venues confirmer a la
fois I'importance et la spécificité de
I’ATPase a proton des ostéoclastes.
Tout d’abord, Li et al. [44] ont cloné
une sous-unité de 116 kDa présente
de maniére assez restreinte au niveau
des ostéoclastes. Les mémes auteurs
ont ensuite effectué un knock-out du
géne codant pour cette sous-unité
[45] ce qui a provoqué chez la souris
une ostéopétrose fonctionelle, sans
atteinte de la différenciation des
ostéoclastes, et sans aucun phénotype
rénal, confirmant ainsi la spécificité
de cette sous unité. Au méme
moment, un laboratoire francais a
identifié le géne causal dans I’ostéo-
pétrose murine oc/oc et a démontré
gu’il s’agissait d’une mutation inacti-
vant la sous-unité 116 kDa de I’ATP-
ase vacuolaire [46]. Enfin, plus
récemment encore, une étude du
polymorphisme dans une série de
patients atteints d’ostéopétrose infan-
tile maligne a souligné la fréquence
extréme de mutations inactivantes
dans la mé&me sous-unité chez
I’homme [47]. L’ensemble de ces
découvertes établit de maniére indis-
cutable deux faits: tout d’abord que
I’ATP-ase vacuolaire présente au
niveau de la bordure en brosse de
I’ostéoclaste est absolument néces-
saire pour la résorption osseuse, et
ensuite que cette ATP-ase différe, a la
fois structuralement et fonctionelle-
ment, de I’ATP-ase vacuolaire pré-
sente au niveau du tubule rénal.
Parallélement a ces pompes a pro-
tons, la membrane plasmatique api-
cale des ostéoclastes exprime des
canaux chlore [48], I'excrétion de
cet anion étant absolument indispen-
sable au processus d’acidification
(figure 5). Ce fait et son importance
fonctionnelle viennent d’étre
démontrés de maniére irréfutable
par la découverte de mutations inac-
tivantes chez des patients atteints
d’ostéopétrose et par la démonstra-
tion que le knock-out de ce géne
entraine une ostéopétrose profonde
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Figure 5. Processus d’acidification de I'ostéoclaste. La partie apicale de
I'ostéoclaste est munie d’'une bordure en brosse, qui sécrete des enzymes et
des protons qui acidifient le compartiment de résorption osseuse. Ceci se fait
par I'intermédiaire d’'une pompe a protons ATPasique du type vacuolaire, et
par I'excrétion de chlore par I'intermédiaire de canaux chlore. Il existe égale-
ment, mais au pdle basal, un échangeur Na*/H*, dont I'activité permet I'éli-
mination des protons (et donc le maintien du pH intracellulaire), et un excré-
teur de base (I’échangeur HCO;/Cl-) nécessaires a l'acidification du

cytoplasme.

chez la souris [49]. Le transport api-
cal de protons par I’ATP-ase de type
vacuolaire présente au niveau de la
bordure en brosse de I’ostéoclaste se
fait donc en paralléle avec un passage
de chlore dans des canaux ioniques
vers le compartiment de résorption,
assurant ainsi I’équilibre des charges
des deux cOtés de cette membrane et
prévenant la création d’un gradient
de charge qui inhiberait la pompe a
protons (figure 5).

Les systemes
de transport basolatéraux
sont étroitement couplés
au processus
d’acidification
Le processus, apparemment simple,
d’acidification des lacunes de résorp-
m/s n°12, vol. 17, décembre 2001

tion par les pompes a protons situées
dans les membranes de la bordure en
brosse, impose en fait un ensemble
complexe de contraintes ioniques,
essentiellement destinées a maintenir
I’équilibre électrochimique de
I’ostéoclaste durant la résorption
osseuse. Cet équilibre ionique ne
peut étre obtenu que par la coordi-
nation de pompes a ions électro-
génes, de canaux ioniques et
d’échangeurs ioniques neutres qui
permettent de maintenir le pH du
cytoplasme et le potentiel transmem-
branaire dans des limites physiolo-
giques étroites (figure 5).

L’ostéoclaste compte a la fois un
excréteur d’acide (l’échangeur
Na*/H*) et un excréteur de base
(I’échangeur HCO,/C1-, qui acidi-
fie le cytoplasme) [50, 51]. Les pro-

tons et le bicarbonate sont produits
par la forte concentration d’anhy-
drase carbonique (CAIl) présente
dans le cytoplasme de I'ostéoclaste.
L’échangeur Na‘*/H*, dont I'activité
permet I’élimination des protons (et
donc le maintien du pH intracellu-
laire) produits par la CAIl mais dont
le taux excede les capacités de la
pompe a protons V-ATPase apicale,
est gouverné par le gradient sodique
établi de part et d’autre de la mem-
brane basolatérale par la pompe a
sodium, elle-méme une ATPase
échangeant le sodium pour le potas-
sium [17]. L’exces de polarisation
dd a la pompe a protons et a
I’ATPase Na*'/K*, encore majoré par
I’action de la pompe a calcium, [52],
est annulé par les canaux ioniques
qui transportent, en suivant la diffé-
rence de potentiel, les ions chargés
positivement vers le cytoplasme
(canaux potassium) ou les ions char-
gés négativement vers I’extérieur de
la cellule (canaux chlore) et com-
pensent ainsi les différences de
potentiel transmembranaires. Le
mode d’action principal de la calci-
tonine pourrait faire intervenir une
régulation de plusieurs transporteurs
ionigques de la membrane basolaté-
rale [53, 54].

Apoptose et controle
de la résorption osseuse

Comme nous I'avons indiqué plus
haut, I'ostéoclaste fonctionne de
maniére cyclique, allant de phases
migratoires le long de la surface
osseuse a des phases de résorption
active et vice-versa. Les facteurs
contrblant ces cycles ne sont pas
connus mais la possibilité que I'aug-
mentation de la concentration en cal-
cium dans la lacune de résorption
déclenche, par I'intermédiaire d’un
récepteur au calcium, le détache-
ment et la migration de la cellule a
été évoquée. Aprés un nombre pro-
bablement déterminé de cycles,
I’ostéoclaste entre dans une phase
d’apoptose et disparait.

Le role de I'apoptose dans la régula-
tion de la résorption osseuse via le
nombre d’ostéoclastes est maintenant
clairement établi et I’activité antiré-
sorbante des oestrogénes semble
s’exercer surtout par I'induction de
I’'apoptose ostéoclastique via I'activa-

tion du TGFB[55]. De méme, leS m—
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agents thérapeutiques antirésorbants
gue sont les biphosphonates sem-
blent agir principalement par I’'induc-
tion de I’apoptose des ostéoclastes
macocinétique particuliere qui per
met leur accumulation au niveau des
surfaces osseuses, mais par un méca-
nisme différent de celui des estro-
genes et impliquant I'inhibition du
métabolisme du mévalonate [56] =
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Osteoclasts and bone resorption: cellular and molecular mechanisms

Recent advances in the understan-
ding of the differentiation and func-
tion of osteoclasts, which are respon-
sible for bone resorption, have
considerably improved our know-
ledge of bone remodeling. Thus, the
cloning of stromal-derived RANK
ligand and its antagonist Osteoprote-
gerin has been a major breakthrough
in the dissection of the differentiation
steps leading from pro-monocytes to
maturing osteoclasts in the bone mar-
row. Precise analysis of the distribu-
tion of the actin skeletton, arranged
in structures called podosomes, has
also helped to understand the motile
properties of the osteoclasts and how
it can alternate adhesion and de-adhe-
sion from its bone substrate. The suc-
cession of complex biochemical
events involved in bone resorption
has also been unraveled: osteoclasts

are highly polarized cells, and this asy-
metry is essential: the apical border
facing the bone surface is tightly sea-
led to the bone on the periphery,
whereas degrading enzymes and
metalloproteases are secreted
through the ruffled border in the cen-
tral part. Acidification is essential to
the function of osteoclasts and is
maintained by several pumps and ions
channels, such as a unique ATPase on
the apical side as well as chloride
channels, and NA*/H* pump on the
basal side. Genetic models exists
where some of these steps are altered,
which lead to bone disorders, either
by excess resorption (osteoporosis) or
by decreased resorption, as in osteos-
clerosis. Most of these alterations tar-
get molecules (growth factors or
transcription factors) controlling the
differentiation process.
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