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Abréviations :

Actine-G : actine globulaire ou monomérique
Actine-F : actine filamenteuse

ADF-H : ADF Homology domain

ADP / ATP : adénosine di- / tri- phosphate

GDP / GTP : guanosine di- / tri- phosphate

Arp : Actin-related protein

CRIB : Cdc42 and Rac interactive binding

DIP : Dia-interacting protein

ENA/VASP : Enabled / vasodilatator-stimulated phosphoprotein
FH : Formin Homology domain

FRAP : Fluorescence recoverment after photobleaching
GAP : GTPases-activated proteins

GEF : Guanine nucleotide exchange factors

GDI : Guanine nucleotide dissociation inhibitors
IRM : Interference Reflection Microscopy

KD : Knock-Down

KO : Knock-Out

M-CSF : Macrophage-colony stimulating factor
MEC : matrice extracellulaire

MMP : Matrix metalloprotease

MLCK : Myosin Light chain Kinase

NPF : Nucleation promoting factors

pl : point iso-électrique

Pi : phosphate inorganique

PiP2 : Phosphatidylinositol 4,5 bisphosphate
RANK-L : Receptor activator of NFkB ligand

RNAI : ARN interférence

ROCK : Rho-Kinase

TIRF :

WAS : Wiskott-Aldrich syndrome

(N)-WASp : (Neural) - Wiskott-Aldrich syndrome protein
WAVE : WASp family verprolin homologous protein
WH : WASp homology domain

WICH : WIP and CR16 homologous protein

WIP : WASp- interacting protein



Résumé :

Les cellules changent de forme et se déplacent en réponse a des signaux (hormones, facteurs
de croissance, cytokines) qu’elles recoivent de leur environnement. Ces mouvements
cellulaires sont déterminés principalement par la polymérisation dirigée et régulée de I’actine.
Au front de la cellule en migration, la zone d’extension est constituée de filaments d’actine
courts et branchés, polymérisés par le systtme WASp-Arp2/3. Au niveau du corps cellulaire,
une autre machinerie, les formines, engendrent des fibres de tension, faisceaux de filaments
cette fois linéaires. La croissance de ces deux types de filaments génere des forces,
respectivement d’extension et de contraction, qui s’appliquent au niveau de structures
d’adhérence. Ces structures varient d’un type cellulaire a 1’autre : il peut s’agir de complexes
focaux, d’adhérences focales ou encore de podosomes. Ce dernier type d’adhérence est le plus
souvent retrouvé dans les cellules de la lignée hématopoiétique, dont les ostéoclastes, modele
cellulaire utilisé au laboratoire ; il s’agit d’une cellule spécialisée dans la résorption de la
matrice osseuse. Elle a la particularité de présenter une organisation différente de 1’actine
selon les substrats sur lesquels elle est ensemencée. Sur verre ou plastique, 1’actine est sous
forme de podosomes alors que sur un substrat résorbable, elle se ré-organise en une ceinture
continue, la zone de scellement ou SZ. Au cours de cette thése, nous nous sommes intéressés
a la structure et a la dynamique de ces deux formes d’actine, ainsi qu’a leur relation. L’étude
de cellules déficientes en WIP, une protéine de la voie de polymérisation dépendante du
complexe Arp2/3, nous a permis de démontrer qu'un ostéoclaste sur verre forme deux
domaines d’actine distincts : les cceurs de podosomes, et un nuage d’actine ou « cloud ». Ces
deux domaines sont induits par différents récepteurs, polymérisé€s par des voies distinctes, et
ont pour fonction I’une 1’adhérence et 1’autre la contraction. Ils se ré-organisent en une unique
structure, la SZ, quand 1’ostéoclaste est sur un substrat résorbable, lui permettant d’adhérer a
la matrice et de se contracter, deux phénomenes impliqués dans la résorption ostéoclastique.
Nous nous sommes également intéressés aux interactions entre les cytosquelettes d’actine et
de tubuline, démontrant que le maintien de la ceinture de podosomes dépend d’un réseau de
microtubules intact, et passe par une voie impliquant Rho, la formine mDia2 et HDACS6.
Enfin, nous avons montré une nouvelle propriété des ostéoclastes, a savoir la capacité de
traverser des tapis cellulaires, ou transmigration, qui semble indépendante des podosomes.
L’ensemble de nos travaux a permis d’améliorer la compréhension de 1’organisation et de la

fonction des podosomes dans 1’ostéoclaste.



Chapitre 1 : Définition moléculaire de la migration cellulaire

L Importance des migrations cellulaires dans de nombreux processus
physiologiques et pathologiques.

La migration cellulaire est un processus aussi complexe que nécessaire a la vie des
organismes. Ce phénomeéne intervient des les premicres étapes de la vie et tout au long de
cette derniere. La migration cellulaire débute lors de phénomeénes aussi précoces que
I’implantation et le développement de I’embryon. Durant la gastrulation par exemple, de
larges groupes de cellules migrent de facon coordonnée pour former les trois feuillets
embryonnaires. Ensuite, les cellules migrent de ces feuillets pour atteindre leur destination
précise ou elles vont trouver I’environnement pour se différencier et ainsi former les différents
tissus et organes. Des phénomenes migratoires sont également observés dans les organismes
adultes, notamment lors de la réparation de tissus 1€sés, dans la surveillance et la réponse
immunitaire. En effet, les leucocytes par exemple doivent posséder une grande capacité de
migration pour pouvoir passer de la circulation aux différents tissus, soit 1€sés, soit envahis de
micro-organismes, afin de détruire les cellules infectées et/ou nettoyer les débris. Ces cellules
vivantes sont donc capables de changer de forme et de se déplacer en réponse a des signaux
(hormones, facteurs de croissance, cytokines...) qu’elles recoivent de leur environnement.
Une régulation aberrante de la migration cellulaire conduit a I’apparition de pathologies, dont
le cancer et son phénomene associ€, les métastases. Dans ce cas, les cellules tumorales se
détachent de la tumeur primaire pour se diss€éminer a travers l’organisme via le réseau

sanguin, et se réimplantent dans d’autres tissus.

IL. Le cytosquelette, nécessaire a la déformation des cellules
permettant la migration.
Les principaux éléments responsables de la déformation de la cellule nécessaire a sa migration
sont les composants du cytosquelette et les protéines associées. Le cytosquelette est composé
de trois grands types de molécules : les microtubules, les microfilaments d’actine, et les
filaments intermédiaires. La migration cellulaire est principalement sous-tendue par les

microtubules et le cytosquelette d’actine.



A. Les microtubules
Les microtubules sont les plus grosses structures du cytosquelette puisqu’ils forment un
cylindre creux de 25 nm de diametre. La paroi de ce tube est composée de dimeres de tubuline
constituées de sous-unités o et P (voir figure 1). Les tubulines a et § sont des protéines
globulaires de 55 kDa qui peuvent s’associer au GTP. Seule la f-tubuline peut hydrolyser
cette molécule de GTP en GDP. La liaison des deux sous-unités de tubuline au GTP n’est pas
nécessaire a la phase de polymérisation. Par contre, I’hydrolyse du GTP associée a la sous-
unité¢ de P-tubuline induit la dépolymérisation du microtubule. Les microtubules sont
polarisés et présentent une extrémité a croissance rapide, ou extrémité +, et une extrémité a
croissance lente, ou extrémité -. La croissance des microtubules est fondée sur le mécanisme

d’instabilité dynamique : ils oscillent entre des phases d’élongation et de raccourcissement.
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Figure 1: Observation et représentation schématique d’un microtubule. a) Cliché de
microscopie €lectronique d’un microtubule en coupes transversale (haut) et longitudinale
(bas). b) D’un diamétre de 25 nm, il est constitué de dimeres de tubuline comprenant une
sous-unité d’o-tubuline, et une sous-unité de B-tubuline.

Une des fonctions des microtubules est révélée par les propriétés des protéines qui leur sont
associées. Ce sont en particulier deux familles de moteurs moléculaires, les dynéines et les
kinésines, qui présentent la capacité d’hydrolyser I’ATP. Cette énergie chimique est convertie
en énergie mécanique qui leur permet de se mouvoir le long de ces polymeres. Les dynéines

sont des protéines d’environ 400 kDa qui présentent un déplacement rétrograde ciblant



I'extrémité -. Au contraire, les kinésines sont caractéris€es par un sens de direction
antérograde, soit de 1’extrémité - vers 1’extrémité + (voir figure 2). Tout au long des rails que
constituent les microtubules, ces deux catégories de moteurs permettent le déplacement du
noyau, de cargos membranaires, de complexes d’ARNm, des filaments intermédiaires, etc...

Les microtubules assurent donc une fonction de transport essentielle a la vie de la cellule.
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Figure 2 : Association de moteurs moléculaires aux microtubules (MTs). La kinésine
permet le transport de matériel (vésicules, ARNm, etc...) vers la membrane plasmique (vers
les extrémités — des MTs), alors que la dynéine permet leur transport en direction du noyau
(vers les extrémités + des MTs).

Les microtubules peuvent regrouper leurs extrémités — au niveau d’un centre organisateur
(MTOC) ou centrosome. Il a été admis que ce centrosome est le point O de tous les
microtubules cellulaires. Cependant, Waterman-Storer et Salmon (1997) ont montré que
seulement 10 & 15% des microtubules ont leur extrémité — fixée au centrosome. De plus,
I’observation sur cellules vivantes des microtubules fluorescents a permis de montrer qu’ils ne
sont pas statiques dans la cellule, mais qu’ils peuvent se déplacer grice a un mécanisme de

tapis roulant (Rodionov et Borisy, 1997).

Enfin, un niveau d’hétérogénéité supplémentaire existe au niveau des microtubules, du fait
d’éventuelles modifications post-traductionnelles des deux sous-unités de tubuline. Ces
modifications ciblent 1’ac et/ou la  tubuline et peuvent étre de type détyrosination,
acétylation, phosphorylation, polyglycilation, palmitoylation ou polyglutamylation. Elles sont

N

souvent associ€es aux microtubules stabilisé€s sans toutefois conférer a ces derniers une



augmentation de stabilité¢ (Rosenbaum, 2000). Une partie des résultats présentés au cours de
cette thése montre qu’une de ces modifications post-traductionnelles, 1’acétylation, joue un

role important lors de la différenciation ostéoclastique.

B. Les microfilaments d’actine
L’actine-G est une protéine globulaire de 42 kDa qui peut former, a partir de centres de
nucléation et apres élongation, des filaments d’actine fibrillaire ou actine-F. L’assemblage
spontané des monomeres d’actine est limité du fait de 1’instabilité des dimeres et trimeres ; il
nécessite in vivo l’'intervention de machineries de polymérisation. Cependant, une fois
engagée, ’élongation des filaments est thermodynamiquement possible et sa vitesse est
directement proportionnelle a la concentration en monomeres présents. Ce polymere forme
une double hélice serrée de 8 nm de diameétre constituée de monomere orientés uniformément.
De plus, il est polarisé puisqu’il possede une extrémité a croissance rapide (extrémité + ou
« barbed end », appelée ainsi en raison de la présence de tétes de myosines a sa surface) et
une extrémité a croissance lente, qui est le siege préférentiel de la perte de monomeres

(extrémité — ou « pointed end ») (voir figure 3).

L’actine-G, incorporée dans le polymere, est associée avec une molécule d’ATP qui n’est pas
nécessaire a la polymérisation. Toutefois, apres 1’étape de polymérisation, I’ATP est
hydrolysé en ADP au cours du temps. Tout au long du polymere d’actine, il se forme ainsi un
gradient décroissant d’ ATP-actine qui est considéré comme un marqueur de 1’age du filament.
Cette hydrolyse de I’ATP est irréversible et joue un role dans le désassemblage des filaments
d’actine, méme si les monomeres actine-ADP et actine-ATP possedent les mémes propriétés.
La vitesse de polymérisation in vitro est de 0,3 um/s environ au niveau de I’extrémité +
(correspondant a 110 monomeres/sec), ceci pour une concentration d’actine-G de 10 uM
(Pollard et Borisy, 2003). La croissance de 1’actine-F est caractérisée en partie par un
mécanisme de tapis roulant (treadmilling) correspondant a 1’addition au niveau de I’extrémité
+ de monomeres issus de la dépolymérisation de I’extrémité -. Les monomeres actine-ADP
sont dissociés lentement au niveau de I’extrémité -, tandis que les monomeres actine-ATP
sont associés au niveau de I’extrémité +. L hydrolyse de I’ATP est essentielle pour maintenir
le processus de « treadmilling » (Fujiwara et al., 2002) (voir figure 3). Mais ce phénomene de
treadmilling est lent, et la vitesse de polymérisation ne correspond pas a la vitesse de

migration de certains types cellulaires. En effet, cet état d’équilibre est limité par la vitesse de



dissociation lente au niveau de I’extrémité -, qui correspond a une élongation de 0,04 wm/min,
alors que certaines cellules migrent a une vitesse de 10 wm/min. Cela suppose 1’existence de
protéines de régulation de I’actine qui permettent d’augmenter la vitesse de polymérisation, en
catalysant les étapes limitantes que sont la nucléation de I’actine, et les vitesses de

polymérisation et dépolymérisation, nécessaires au mécanisme de tapis roulant. Ces protéines

sont tres nombreuses, on en dénombre plus de 60 classes.
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Figure 3 : Structure et polymérisation d’un filament d’actine. a) Cliché de microscopie
électronique montrant un filament d’actine décoré a une de ses extrémités de tétes de
myosines, et définissant les extrémités + et — du filament (d’apres Pollard et Borisy, 2003). b)
Meécanisme de polymérisation de 1’actine dit du « tapis roulant ». Ce mécanisme refléte le
déséquilibre énergétique entre les deux extrémités du filament d’actine. Le désassemblage des
monomeres d’actine a D’extrémité - est I’étape limitante : elle contrdle la concentration
constante d’actine-G-ATP ainsi que le taux de croissance de 1’extrémité +. T : ActineG-ATP,

D : ActineG- ADP, Dpi : ActineG-ADP-Pi. (D’apres Pantaloni et al., 2001).
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III.  Morphologie et cytologie d’une cellule en migration
A. Les étapes de la migration cellulaire

Nos connaissances actuelles de la migration cellulaire correspondent a 1’addition de diverses
données concernant de nombreux types cellulaires et environnements différents. Cependant,
dans la plupart des cas, la migration cellulaire peut étre conceptualisée comme un phénomeéne
cyclique décomposable en trois étapes.

La réponse initiale d’une cellule a un chimioattractant est sa polarisation et 1’émission
d’extensions dans le sens de la migration, qui résultent de la polymérisation de 1’actine au
front de migration. Ces extensions sont ensuite fixées au substrat au niveau de structures
d’adhérence, qui servent alors de sites de traction du corps cellulaire vers ’avant, le long de
fibres d’actine ancrées a ces structures, les fibres de tension. Parallélement, les structures
d’adhérence situées a 1’arriere de la cellule se détachent (voir figure 4, agrandie sur la page

suivante).
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Figure 4 : Les étapes de la migration cellulaire. A 1’état initial, la cellule adhére a son
substrat au niveau de structures d’adhérence. La premiére étape de la migration est I’émission
d’extensions membranaires correspondant a une polymérisation de I’actine sous-jacente. Ces
extensions sont alors fixées au substrat par des structures d’adhérence. Enfin, ’arriere de la
cellule se rétracte suite a la contraction générée au niveau des fibres de tension et au
détachement des structures d’adhérence a I’arriere de la cellule.
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B. Les organisations de I’actine-F dans une cellule en migration.
Dans une cellule en cours de migration, 1’actine se localise principalement en deux endroits :
a ’avant de la cellule, au niveau des extensions membranaires, et dans le corps cellulaire. A
I’avant de la cellule, on distingue deux types d’extensions en fonction de leur morphologie et
de ’organisation de I’actine : les lamellipodes et les filopodes. Dans le corps cellulaire,

I’actine se présente sous forme de fibres : les fibres de tension (voir figure 5).

AL Lamellipode
Région en |:| P
extension |:| Corps cellulaire

=—=Cadbles des filopodes

N\_  Actine branchée
— Actine linéaire
—— Fibres de tension

Structures
d'adhérence

Front de migration

Queue de
rétraction

Direction de migration

Current Biology

Figure 5: Représentation schématique de I’organisation de I’actine-F dans une cellule
motile. Lamellipodes et filopodes sont localisés au front de la cellule en migration,
définissant la zone d’extension, et sont constitués respectivement d’actine-F branchée et
linéaire. Les fibres de tension sont en position interne, se prolongeant jusqu’a la queue de
rétraction, et sont formées de cables d’actine linéaire (D’apres Nicholson-Dykstra et al.,
2005).
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1. Les lamellipodes
Les lamellipodes sont des extensions cytoplasmiques aplaties et larges. Des analyses de
microscopie électronique montrent qu’elles sont formées de filaments d’actine entrecroisés en
réseau (voir figure 6). Ces filaments d’actine orientent préférentiellement leurs extrémités +
face au front de migration (Small, 1988) (Small et al., 1995) montrant que la polymérisation
de I’actine s’effectue dans le méme sens que la migration. Svitkina et al. ont mis en évidence
que les filaments d’actine dans le lamellipode sont connectés de maniere a former des
structures en Y dont les deux branches sont terminées par deux extrémités +. L’angle d’une
jonction en Y entre deux filaments d’actine est de 67°. La densité du réseau et le taux de
bifurcation des filaments d’actine sont décroissants a mesure que 1’on s’éloigne du front de

migration vers le noyau.

Ces filaments d’actine branchée des lamellipodes des cellules mobiles ne sont pas statiques,
mais au contraire excessivement dynamiques. Waterman-Storer et al. ont montré que les
différentes régions de la cellule sont le siege de plusieurs niveaux de dynamique de 1’actine.
Pour cela, ils ont utilisé la technique de microscopie de fluorescence en points (FSM,
Fluorescence Speckle Microscopy) qui repose sur la microinjection de protéines conjuguées a
un fluorophore de maniére a intégrer une quantité limitée de ces protéines dans un polymere.
Les polymeres d’actine apparaissent ainsi sous la forme d’une succession de points
fluorescents qui peuvent étre suivis individuellement et permettent de déterminer la
dynamique d’'un monomere au sein méme du polymere. Ces auteurs ont défini quatre zones
successives dans la cellule, du front de migration vers le noyau, en fonction de la dynamique
de leurs filaments d’actine : le lamellipode, la lamelle, la zone de convergence et le corps
cellulaire (Salmon er al., 2002). Le lamellipode et la lamelle sont caractérisés par un flux
rétrograde d’actine qui présente respectivement une vitesse de 1,6 et 0,3um/min. Le corps
cellulaire est, quant a lui, caractérisé par un flux antérograde, dirigé vers le lamellipode, de
0,04 wm/min, tandis que la zone de convergence ne présente pas de flux d’actine notable. Ces
flux d’actine sont dépendants de 1’activation de la polymérisation de 1’actine au niveau du
lamellipode (Svitkina et Borisy, 1999) et de moteurs moléculaires, les myosines (Lin ef al.,
1996). Les vitesses des flux rétrogrades de 1’actine dans la lamelle et le lamellipode sont du
méme ordre que la vitesse de migration des replis de membrane ou de billes fixées a la surface
de la cellule (Waterman-Storer et Salmon, 1997). Cette observation suggere que la dynamique

de I’actine génere une force suffisante au déplacement de ces structures de surface.
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Figure 6 : Organisation des filaments d’actine au niveau du lamellipode. a) Cliché de
microscopie €lectronique a balayage dans un lamellipode d’une cellule en migration. A
droite : zoom de la région encadrée. b—g) : Différents zooms sur les filaments d’actine
présents dans le lamellipode, mettant en évidence les branchements en Y (en bleu) (d’apres
Svitkina et al., 1999). Barre d’échelle : 1 um.

2. Les filopodes
Contrairement aux lamellipodes qui sont des structures larges, les filopodes sont fins et
cylindriques. Des micrographies électroniques montrent qu’ils sont formés par un faisceau
parallele serré d’actine fibrillaire et dérivent de petites structures d’actine précurseurs (voir
figure 7). Par vidéomicroscopie, Svitkina et al. ont pu observer que ces structures peuvent
fusionner pour former des filopodes de taille plus importante. Ces précurseurs sont appelés A,
puisqu’ils apparaissent sous la forme de fines densifications d’actine reli€es par 1’une de leur
extrémité. Ces précurseurs sont localisés au niveau des fibres d’actine polymérisées du
lamellipode et sont composés par une accumulation de fibres d’actine étroitement serrées

(voir figure 7).
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Figure 7 : Organisation des filaments d’actine au niveau d’un filopode. a) Cliché de
microscopie électronique d’une cellule de mélanocyte B16 : le filopode est composé de longs
filaments d’actine compacts, qui restent intégrés au réseau de filaments du lamellipode
(encadré noir). b) Deux céables de filaments d’actine forment le précurseur A du filopode
(souligné avec les tirets blancs). Barre d’échelle : 0,2 um. ¢) Time-lapse d’une cellule B16
actine-GFP, mettant en évidence la formation et la croissance d’un filopode en fonction du
temps (fleches blanches). Barre d’échelle : 0,2 um (d’apres Svitkina et al., 2003).

En plus de Iactine, les filopodes sont caractérisés par la présence de deux protéines : VASP et
la fascine. VASP aurait une fonction essentielle dans I’élongation continue des filaments
d’actine. Une hypothése avancée est que cette protéine bloquerait 1’acces a des protéines de
coiffe, qui arrétent I’élongation par capture de I’extrémité +, permettant ainsi a la
polymérisation de se poursuivre. Les filaments des filopodes peuvent alors atteindre plusieurs
um de long. Ainsi, comme dans le lamellipode, c’est la dynamique de 1’actine qui génere la
force nécessaire a I’établissement des extensions membranaires que sont les filopodes au
cours de la migration cellulaire. La fascine n’est pas présente dans les A précurseurs, ce qui
indique qu’elle a une fonction plus tardive que VASP. Elle permet de relier et de rapprocher

plusieurs filaments d’actine paralleles (Matsumura et al., 1985).
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Le role des filopodes n’est pas encore tres clair a 1’heure actuelle. Une des hypotheses

proposées est qu’ils serviraient de senseurs pour « explorer » I’environnement local.

3. Les fibres de tension

Ces fibres de tension se présentent sous formes de paquets de filaments d’actine associés avec
la myosine II. Les myosines sont une large famille d’ ATPases activées par leurs interactions
avec des filaments d’actine. Leur cycle ATPasique est étroitement couplé aux changements
d’affinité des myosines pour I’actine, ce qui en fait des moteurs moléculaires qui peuvent se
déplacer le long de cables d’actine comme les fibres de tension. Il en résulte la genese de
forces permettant la contraction des fibres, et donc de la cellule, nécessaire a la migration.

La liaison et ’activité de la myosinell sont régulées par la phosphorylation de la MLC
(Myosin Light Chain) et il est clairement établi que Rho contréle cette phosphorylation via
son effecteur ROCK. Deux isoformes de ROCK ont été identifiées, ROCK I et II. Ces deux
isoformes vont pouvoir phosphoryler la MLC phosphatase ce qui I’inactive et permet a la
MLC de rester phosphorylée et donc active. De plus, elles peuvent agir directement sur la
chaine 1égere de la myosine II (Amano et al., 1997). Des formes constitutivement actives de
ROCK vont augmenter la formation de fibres de tension (Aspenstrom, 1999). Cependant,
I’épaisseur, le nombre, et la distribution des fibres de tension ne sont pas contr6lés par Rho.
Les filaments d’actine des fibres de tension sont maintenus paralleles et serrés entre eux par

I’intermédiaire d’une protéine, 1’o-actinine.

Figure 8 : Organisation des filaments d’actine au niveau d’un filopode. Cliché de
microscopie a fluorescence mettant en évidence les cables de filaments d’actine a 1’intérieur
des cellules.
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C. Les structures d’adhérence: points de fixation du

cytosquelette d’actine indispensables a la migration cellulaire.
Plusieurs types de récepteurs sont impliqués dans la migration cellulaire, mais les intégrines
constituent une famille de protéines majeure pour 1’adhérence associée a la migration. Ces
récepteurs peuvent €tre comparés « aux pieds » d’une cellule en migration, qui servent de lien
entre la MEC et le cytosquelette d’actine a ’intérieur.
Les intégrines peuvent transduire un signal de 1’extérieur vers I’intérieur, par la liaison d’un
ligand : c’est la signalisation « outside-in». Inversément, elles permettent aussi la
transmission d’un signal du cytoplasme vers 1’extérieur de la cellule : c’est la signalisation
« inside-out », par exemple en augmentant leur affinité pour leur ligand. Ce sont des
récepteurs hétérodimériques, constitués de sous-unités o et (3, avec un large domaine
extracellulaire de liaison au ligand, et un court domaine cytoplasmique.
Chaque sous-unité d’intégrine est spécifique d’un ligand. Par exemple, la chaine 1 peut
interagir avec 12 types de chaines o, pouvant ainsi lier le collagéne ou la laminine. Au
contraire, la chafne 33 ne peut se lier qu’aux sous-unités av et allb, définissant un récepteur
de liaison a des protéines contenant le motif RGD telles que la fibronectine ou la vitronectine

(voir figure 9).

17



INTEGRINE LIGANDS

olfl1 Coll, Ln,
! 021 Coll, Ln, TSP
o3B1 Ln, TSP
04B1 TSP, VCAM-1, Fn, OPN, MadCAM-1
6P 1 Ln
a7B1 Ln
09B1 VCAM-1, OPN, Tenascine
a10B1 Coll, Ln
ol1Bl Coll
)
0Dp2 VCAM-1, ICAM
oLp2 ICAM
aMf2 IC3b, Facteur X, Fg, ICAM
X2 ICAM, IC3b, Coll, Fg
|
o634 Ln
04f7 VCAM-1, Fn, OPN, MadCAM-1
OEBT E-Cadh

Figure 9: Principales combinaisons décrites entre ligands de la MEC et intégrines. En
orange : les intégrines se liant aux ligands contenant un motif RGD. Les intégrines des
ostéoclastes sont marquées par un tiret noir a gauche.

BSP : Bone Sialoprotein ; Coll : Collagene ; E-Cad : E-Cadhérine ; ICAM : Intercellular Cell
Adhesion Molecule ; Fg: Fibrinogene; Fn: Fibronectine; Ln: Laminine; OPN :
Ostéopontine ; TSP : Thrombospondine ; VCAM : Vascular Cell Adhesion Molecule ; Vn :
Vitronectine : vWF : Facteur von Willebrand.

La liaison du ligand a I'intégrine provoque un changement conformationnel de celle-ci, qui
modifie les interactions entre les deux sous-unités et induit un regroupement, ou « clustering »
des intégrines (Wehrle-Haller et Imhof, 2003). Ceci va entrainer I’initiation d’un signal intra-

cellulaire comme la phosphorylation sur tyrosines de protéines, I’activation de GTPases et des
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changements dans la biosynthése des phospholipides. Tout ceci va réguler en retour la
formation et la résistance des structures d’adhérence, 1’organisation et la dynamique du
cytosquelette durant la migration (Geiger et Bershadsky, 2001). Les intégrines activées sont
préférentiellement localisées au front de migration, ou les nouvelles structures d’adhérence
sont créées (Kiosses et al., 2001). L affinité des intégrines est tres régulée et ceci en grande
partie par des modifications de conformation du domaine extracellulaire, controlées elles-
mémes par des liaisons avec des protéines au niveau de la queue cytoplasmique. Par exemple,
la GTPase Rapl et la PKC augmentent 1’affinité des intégrines, et a I’'inverse, I’activation de
Rafl peut supprimer leur activation. C’est également le cas de la taline qui, en se liant a la
sous-unité 3, modifie les interactions entre les deux sous-unités ce qui a pour conséquence
I’activation de l’intégrine. La signalisation des intégrines peut dépendre de modifications
post-transcriptionnelles au niveau cytoplasmique, comme la phosphorylation sur sérine de la
sous-unité o4 qui va bloquer la liaison d’un adaptateur protéique, la paxilline. Cette
phosphorylation est nécessaire au niveau du front de migration pour le maintien du

lamellipode (Goldfinger et al., 2003).

D. La polarisation des structures d’actine et des structures d’adhérence : une étape clé
de la migration cellulaire.

Les structures d’actine et les structures d’adhérence ne sont pas le mémes au niveau du front
de migration et a 1’arriere de la cellule en migration. Cette derniere €tablit et maintient donc
une polarité cellulaire en réponse a un stimulus extra-cellulaire. La GTPase Cdc42 représente
un élément majeur de ce phénomene. Cdc42 est actif au niveau du front de migration de la
cellule (Itoh et al., 2002) et une inhibition, ou une activation globale de cette RhoGTPase
aboutit a une disparition de la migration directionnelle (Etienne-Manneville et Hall, 2002).
Elle influence notamment la polarité cellulaire en restreignant la formation du lamellipode a
un pdle de la cellule (Srinivasan et al., 2003). Elle contr6le également le positionnement du
centre organisateur de microtubules (MTOC) et de 1’appareil de Golgi, qui sont placés, dans
la plupart des cellules, en avant du noyau du c6té du front de migration. Ceci permet la
croisssance des microtubules vers les lamellipodes, et les vésicules golgiennes, contenant
notamment des composants de strcutures d’adhérence, sont ainsi secrétées au niveau du front
de migration. Les effets de Cdc42 sur le positionnement du MTOC passent par une
signalisation qui implique PARG6, un effecteur de Cdc42, et plus précisément par le complexe

PAR6/PAR3/0PKC (Etienne-Manneville et Hall, 2003 ; Benton et Johnston, 2003),
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probablement par phosphorylations (Jaffe et Hall, 2005). L’interaction entre des récepteurs
membranaires et les molécules chémo-attractantes stimulent également les GTPases. Celles-ci
activent alors la kinase PAK1 qui permet en retour 1’activation via PIXa de Cdc42. Ceci
constitue donc une boucle d’activation entre PAK1 et Cdc42, aboutissant a une forte activité
de Cdc42 au niveau du front de migration (Li et al., 2003). D’autres boucles de rétro-contrdle
via les intégrines contribuent au maintien localisé de I’activité de Cdc42. Récemment, des
travaux suggerent que la réorientation du MTOC dépend du mouvement du noyau et que la
voie de signalisation PAR/PKC est plut6t impliquée dans le fait que le MTOC reste immobile
par opposition au noyau qui se déplace (Gomes et al., 2005).

Rac est également essentielle a la polarisation cellulaire ; sa forme activée est localisée
uniquement au front de migration. Elle est activée par des produits de la PI3K et intervient a
différents niveaux. Elle est sensible au PiP3, a la signalisation via les intégrines, et permet la
stabilisation des microtubules qui vont a leur tour I’activer (Rodriguez et al., 2003).

Un aspect surprenant du chimiotactisme est la capacité des cellules a répondre a de faibles
différences de concentration d’agents chimioattractant, entre le front de migration et 1’arriere
de la cellule. Cette faible différence a donc besoin d’étre amplifiée au niveau de la
signalisation intracellulaire. Les phosphoinositols PiP2 et PiP3 sont des molécules clés dans
ce phénomene : ils deviennent rapidement et fortement polarisés a la suite d’une stimulation
chimiotactique. Cette amplification est due a la localisation, I’accumulation et I’activation de
la PI3K qui génere le PiP2 et le PiP3 au front de migration, alors que la phosphatase qui les

inactive se concentre a ’arriére et sur les cotés de la cellule (Merlot et Firtel, 2003).
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Chapitre 2 : La dynamique de I’actine, mécanisme a la base du

processus de migration cellulaire.

Le premier chapitre nous a permis de mettre en évidence que la migration cellulaire repose
notamment sur la dynamique localisée de 1’actine, sur sa capacité a passer rapidement d’une
forme monomérique a des filaments par des mécanismes de polymérisation et
dépolymérisation. Cependant, ces phénomenes ne sont pas spontanément assez rapide pour
expliquer les vitesses de migration cellulaire. Ils font intervenir in vivo des protéines de
régulation, catalysant la nucléation de [’actine, les mécanismes de polymérisation et de
dépolymérisation. D’énormes avancées sont en cours dans ce domaine, et nous allons tenter
de faire un point sur les données actuelles. Il est important de comprendre 1’action
individuelle de chaque molécule impliquée, avant de pouvoir appréhender le mécanisme dans

sa globalité.

I Quelques protéines de régulation qui se lient a ’actine
Il s’agit des protéines qui, par leur liaison a 1’actine, régulent le taux et I’organisation de la
polymérisation de 1’actine en affectant le pool de monomeres ou encore d’extrémités +

disponibles pour 1’élongation.

A. La profiline

La profiline est une petite protéine ubiquiste de 12-16 kDa, trés conservée, qui se lie aux
monomeres d’actine préférentiellement liés a I’ATP (Pollard ez al., 2000) (voir figure 10). En
I’absence d’extrémités +, la profiline séquestre les monomeres d’actine, inhibant ainsi la
nucléation spontanée de nouveaux filaments d’actine. Par contre, lorsque des extrémités +
sont libres, la profiline permet au contraire 1’assemblage de filaments (Pantaloni et Carlier,
1993). Ces propriétés suggerent que la profiline recharge en ATP les monomeres d’actine-G-
ADP récemment dépolymérisés, et permet leur ré-intégration au niveau des extrémités +
libres.

La profiline est également capable d’interagir avec des phospho-inositides, ainsi qu’avec des
protéines contenant des domaines riches en proline, dont VASP, (N)-WASp, et les formines,
protéines catalysant la polymérisation de 1’actine (voir partie III). L association de la profiline
avec ces protéines permet la localisation précise de ces dernieéres au niveau des extrémités +

des filaments, et leur activité en leur fournissant des monomeéres d’actine. La vitesse de
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polymérisation dépendant directement de la concentration en actine-G, ceci aboutit in fine a

I’augmentation de la vitesse d’élongation des microfilaments.

B. Srv2/CAP

La famille de protéines Srv2/CAP (cyclase associated protein) est une des familles majeures
des protéines se liant aux monomeres d’actine. Elle comprend Srv2 découverte chez la levure,
ainsi que ses homologues, nommés CAP, chez les autres Eucaryotes. Ces protéines de grande
taille (50-60 kDa) sont multifonctionnelles et sont présentes chez tous les eucaryotes. Des
études génétiques ont montré que les CAPs jouent des roles importants dans des processus
dépendant de 1’actine, comme la polarité cellulaire, la cytodiérese et I’endocytose.

Srv2/CAP est une protéine multimérique ; chaque monomere est divisé en trois domaines
fonctionnels (voir figure 10) (Balcer et al., 2003). La région C-terminale permet la liaison
avec les monomeres d’actine, mais le site de liaison n’a pas encore pu étre identifié, de méme
que I’on ne sait pas s’il présente des domaines de liaison pour les monomeres associés a
I’ADP ou I’ATP. La région N-terminale est impliquée dans la signalisation et peut interagit
avec ’adényl cyclase. Srv2/CAP possede également deux régions riches en proline permettant
I’interaction avec des protéines homologues de src par leur domaine SH3 et avec la profiline
(Hubberstey et Mottillo, 2002). Srv2 a été décrite comme interagissant avec Abpl (Actin
filament binding protein 1) chez la levure, permettant sa localisation au niveau des plaques
d’actine corticale. Des études biochimiques ont montré que Srv2/CAP permet le recyclage de
I’ADF/Cofiline, facteur de dépolymérisation, et des monomeres d’actine pour la
polymérisation des filaments d’actine. Les protéines CAP stimulent également 1’échange de
nucléotides au niveau des monomeres d’actine ce qui inhibe 1’effet de la cofiline au niveau de
cet échange (Balcer er al., 2003) (Moriyama et Yahara, 2002). CAP peut aussi augmenter la
dynamique de l’actine in vivo, car la déplétion de cette protéine provoque une forte
diminution des taux de polymérisation et dépolymérisation des filaments d’actine (Bertling e?

al., 2004).
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a) e Profiline
b) cB PPP @PPP B Srv2/CAP

Figure 10 : Structures et différents domaines de deux protéines de liaison a I’actine : la
profiline et Srv2/CAP. a) La profiline est une petite protéine qui ne comprend que le
domaine profiline. b) La protéine Srv2/CAP posseéde un domaine WH2 permettant la liaison
aux monomeres d’actine. Un domaine CB permet la liaison a la cyclase et le domaine PPP
permet la liaison aux protéines a domaine SH3. (d’apres Paavilainen et al., 2004)

C. Les protéines de coiffe ou de « capping »
La polymérisation de I’actine aboutit a 1’élongation de filaments avec des extrémités + au
niveau desquelles des monomeres d’actine-ATP sont ajoutés. Au cours du temps, des
protéines de coiffe se fixent a ces extrémités et stoppent ainsi leur croissance. Cet arrét est
nécessaire pour la régulation de la polymérisation de 1’actine en lieu et en temps, in vivo
(Cooper et Schafer, 2000). Ce phénomene de protection des extrémités + est régulé. La liaison
des protéines de coiffe a ces extrémités peut ainsi €tre inbibée par les phosphoinositols in vitro
(Schafer et al., 1996). Sous certaines conditions, les protéines de coiffe ne peuvent pas se
fixer aux extrémités + in vivo ; c’est le cas dans les neutrophiles, ou une induction de la
GTPase Cdc42 semble protéger les filaments du capping, induisant une élongation accrue des

filaments (Huang et al., 1999).

D’autres protéines de régulation de I’actine ont ét€ mise en évidence comme les [3-thymosines

ou encore la twinfiline. Leur réle n’est pas encore tres clairement établi et ne sera pas détaillé.

II. Les protéines associées a la polymérisation
Dans le premier chapitre, 1’analyse de 1’organisation de 1’actine-F dans une cellule en

migration nous a permis de mettre en évidence deux types d’architecture : au niveau des
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lamellipodes, 1’actine-F est sous forme branchée, alors qu’elle est linéaire au niveau des fibres
de tension. Ces différences structurales s’expliquent par le fait que ces deux réseaux ne sont
pas polymérisés par les mémes machineries. On distingue aujourd’hui deux principaux
catalyseurs de la polymérisation de I’actine : le complexe Arp2/3, qui génere des fibres

d’actine branchées, et les formines, qui induisent au contraire des fibres d’actine paralleles.

A. Le lamellipode : un exemple de polymérisation de I’actine
dépendante du complexe Arp2/3
1. Le complexe Arp2/3

Ce complexe a été €tudié apres son isolement par chromatographie d’affinité sur résidus
prolines (Machesky et al., 1994). 11 est constitué de sept sous-unités associées, comprenant les
protéines Arp 2 et 3 (Actin-related protein), une protéine de 40 kDa, et quatre autre sous-
unités. Le complexe Arp2/3 a été identifi€é comme permettant la fission des levures, la
mobilité des bactéries Listeria (Welch er al., 1998) et la formation des filaments d’actine
dépendante de Cdc42 (Ma et al., 1998). Ces résultats, et la localisation de ce complexe au
niveau du front de migration des cellules en déplacement, ont conduit a penser qu’il pouvait
agir comme un élément de polymérisation et de régulation de la dynamique des structures
d’actine. La structure de Arp 2 et 3 a permis de suggérer que ce complexe pouvait se lier au
niveau des extrémités — de I’actine et y induire une nucléation de I’actine (Kelleher ez al.,
1995). Des travaux plus récents ont montré que ce complexe permet en fait la formation de
branches au niveau de filaments pré-existants et ceci avec un angle de 70° (Blanchoin et al.,
2000). Restant fixé au niveau du point de branchement, les filaments sont rapidement coiffés
a leur extrémité + par des protéines de coiffe qui stoppent leur élongation : les filaments
d’actine dont la polymérisation est catalysée par le complexe Arp2/3 sont donc organisées en

un réseau court et branché (voir figure 11).
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Figure 11 : Modé¢le de polymérisation via le complexe Arp2/3. Le complexe Arp2/3 se lie a
I’extrémité — d’un filament d’actine et initie le branchement d’un nouveau filament. Les
molécules d’actine incorporées sont pour la plupart sous forme de complexes avec la
profiline. Le complexe Arp2/3 reste au point de branchement ; 1’extrémité en croissance du
filament reste donc libre et accessible aux protéines de coiffe qui inhibent leur élongation.
(Adapté de Machesky et Gould, 1999).

L’activité de ce complexe est fortement stimulée par des protéines impliquées dans la

polymérisation de 1’actine comme WASD, qui se lie directement a Arp2/3.

2. Régulation du complexe Arp2/3 par les membres de la famille WASp
Les protéines de la famille WASp sont divisées en groupes structurellement différents : les
protéines WASp et WAVE/SCAR. Chez les mammifeéres, cette famille est composée de cinq
membres : WASp, N-WASp et trois prot€éines WAVE. Ces protéines sont composées de

plusieurs domaines (voir figure 12) et interagissent avec un grand nombre d’autres protéines.
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Le role principal des protéines WASp est de servir d’intermédiaire entre les voies de
signalisation et la machinerie moléculaire de polymérisation du cytosquelette d’actine.

La région C-terminale de ces protéines est commune a tous les membres. Elle contient une ou
deux copies du domaine WH2 (WASp homology domain) qui sert de liaison avec les
monomeres d’actine, en association avec un domaine acide (A) qui lie et active Arp2/3. Les
domaines WH2 sont trés importants dans la nucléation de 1’actine et permettent 1’apport de
monomeres d’actine, li€s ou non a la profiline, au niveau des extrémités + (Yarar et al., 2002).
L’activité et la localisation des protéines de la famille WASp sont controlées par les autres
domaines de la protéine. Elles se trouvent majoritairement sous une forme auto-inhibée, la
région C-terminale étant bloquée par la région N-terminale elle-méme. La liaison de Cdc42
ou de Racl au niveau de leur site de liaison (CRIB) léve cette auto-inhibition en révélant les
sites de liaison de la région C-terminale avec le complexe Arp2/3. Le PiP2 se fixe également a
WASD, mais cette liaison active ou inhibe WASp selon les auteurs (respectivement Higgs et

Pollard, 2000 et Tomasevic et al., 2007).

Arp2/3

B M CRIB PPP WH2

WIP STG Cortactine Profiline

Figure 12: Organisation structurale des membres de la famille WASp et protéines
d’interaction. Le domaine WH2 interagit avec 1’actine-G, ainsi directement disponible pour
le complexe Arp2/3 fixé au domaine A. L’activité de WASp est régulée par la liaison de WIP
au domaine WHI1, de PiP2 et Cdc42 respectivement aux domaines B et CRIB, ainsi que par
I’interaction au niveau du domaine riche en prolines avec des protéines a domaine SH3 dont
Src, Grb2, Nckl, WISH, la cortactine et le complexe profiline-actineG. La liaison de la
tyrosine kinase Src induit la phosphorylation de WASp, maintenant celle-ci sous forme active.
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3. Régulation du complexe Arp2/3 par la famille des verprolines

La verproline de levure et son homologue chez les Mammiferes WIP (WASp-Interacting
protein) sont des protéines qui interagissent avec les monomeres d’actine et de nombreuses
protéines régulatrices du cytosquelette d’actine. Des mutations de la verproline entrainent des
problémes au niveau de ’endocytose, de la distribution des mitochondries et dans
’organisation du cytosquelette d’actine (Donnelly et al., 1993). Cependant, le role précis dans
la dynamique de I’actine de WIP n’est toujours pas clairement établi.

La région N-terminale de WIP contient deux domaines WH2 de liaison a 1’actine (voir figure
13A) (Martinez-Quiles et al., 2001). La liaison des monomeres d’actine semble étre
importante pour le réle physiologique de WIP, car ces domaines WH2 sont nécessaire pour
permettre les effets d’une surexpression de cette protéine. En plus de se lier aux monomeres,
WIP peut se lier aux filaments d’actine et permet leur stabilisation en inhibant les mécanismes
de dépolymérisation (Martinez-Quiles et al., 2001). Par sa région C-terminale, WIP se lie a
WASD. Cette interaction localise WASp au niveau des sites de polymérisation de 1’actine et le
stabilise dans sa conformation inactive (Chou et al., 2006) ; WIP protegerait donc WASp de
la dégradation par le protéasome et I’inhiberait. WIP serait donc, via WASp, un régulateur
négatif de la polymérisation de ’actine médiée par Arp2/3-WASp-Cdc42. Ce complexe
WASpP-WIP est soumis a régulation ; récemment, Ho e al. ont démontré qu’une protéine de la
famille PCH (Pombe Cdc15 Homology), TOCA-1 (transducer of Cdc42-dependent actin), qui
est activée par Cdc42, induit en retour ’activation de WASp et 'inhibition de WIP (voir
figure 13B). Par ailleurs, WIP possede plusieurs séquences riches en proline lui permettant
d’interagir notamment avec la cortactine, qui induit la nucléation et la stabilisation des
branches formées par Arp2/3. WIP pourrait donc avoir inversément un réle activateur du
complexe Arp2/3 via sa liaison a la cortactine. Toutes ces propriétés font de la protéine WIP

un régulateur central de la polymérisation de 1’actine.
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Figure 13: A) Domaines structuraux de la protéine WIP. Actine, cortactine, Nck/Crkl et
WASD interagissent avec WIP au niveau de domaines définis. Pro : domaine riche en proline ;
WH2 : WASp-Homology domain 2 B) Régulation de (N)-WASp par la GTPase Cdc42, le
PiP2 et WIP. WASD est présent dans un état auto-inhibé, stabilisé (non dégradé par la
protéasome) sous cette forme inactive par sa liaison a WIP. La liaison directe de Cdc42 ou du
PiP2 a WASp «leve » cet état d’inhibition et permet sa liaison au complexe Arp2/3, et la
polymérisation d’actine consécutive. Cdc42 active également WASp par ’activation de
TOCA-1, protéine inhibitrice de WIP. PiP2 active aussi indirectement WASp, en activant
Cdc42.

4. Organisation branchée de I’actine et extensions membranaires
Comme nous 1’avons vu dans le premier chapitre, les filaments d’actine dans le lamellipode
sont connectés de maniere a former des structures en Y dont les deux branches sont terminées
par des extrémités +. L’angle d’une jonction en Y entre deux filaments est de 67°, ce qui
correspond a 1’angle de polymérisation d’un nouveau filament a partir d’un filament mere par
le complexe Arp2/3. Des immuno-marquages permettent d’ailleurs de repérer ce complexe au

niveau des points de branchement (voir figure 14).
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Svitkina et al. ont remarqué qu’en présence d’inhibiteurs de la polymérisation de I’actine, les
extrémités — des structures en Y sont le siege d’une accumulation du complexe Arp2/3, qui
pourrait ainsi protéger ces structures de la dépolymérisation. Toutefois, le nombre de
jonctions Y présentes dans le lamellipode n’est pas uniquement dépendant de 1’activation de
Arp2/3. En effet, Bear et al., ont montré que les cellules issues de souris KO pour la protéine
VASP présentent un nombre plus €levé de jonctions Y que les cellules normales. Ces
jonctions sont également plus courtes, car coiffées rapidement. La polymérisation dépendante
du complexe Arp2/3 dépendrait ainsi également de 1’activité de VASP, qui s’opposerait a
I’activité de capping des protéines de coiffe (Bear et al., 2002).

Des études biophysiques suggerent que cette organisation branchée de 1’actine-F, dérivant de
I’activité du complexe Arp2/3, est optimale pour créer une force d’extension (Mogilner et al.,
2003) a l’avant de la cellule (les filaments « poussent» la surface cellulaire via leurs

élongations).

Actine-F

Figure 14 : Clichés de microcopie électronique mettant en évidence la structure
branchée de filaments d’actine associée au complexe Arp2/3 (D’aprés Millard er al.,
2004).

B. Les fibres de tension: un exemple de polymérisation de
I’actine dépendante des formines
1. Les formines
Les formines ont été découvertes chez la souris par I’identification d’un gene : limb deformity
1d, qui correspond au premier géne de formine. Depuis, le domaine trés conservé FH2 des
formines a permis d’identifier au moins quinze genes de formines dans le géndme des
Mammiferes. Ces protéines sont impliquées dans de nombreux processus li€s a I’actine,
comme le mouvement cellulaire, la formation des filopodes, 1’endocytose, ou encore la

formation des adhérences focales (Watanabe et al., 1999). Deux fonctions principales sont
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associées aux formines ; elles permettent a la fois la nucléation de 1’actine (Pring et al., 2003)
et le capping des extrémités + des filaments en croissance (Zigmond et al., 2003).

Ce sont des protéines multimériques définies par leur domaine conservé FH2 (voir figure
15A). Ce domaine est suffisant pour la nucléation de 1’actine (Pruyne et al., 2002). Ce
mécanisme de nucléation implique la stabilisation de dimeres d’actine. Xu et al. (2004) ont
montré que les formines interagissent entre elles au niveau de leur domaine DD, ce qui permet
I’homodimérisation de leurs domaines FH2. De nombreux modeles proposent que chaque
domaine FH2 de I’homodimeére réagit avec une molécule d’actine-G, stabilisant ainsi un
dimere d’actine, thermodynamiquement instable sous forme libre. Par ailleurs, les formines
ont une activité de capping des extrémités +, qui empéche les protéines de coiffe de se fixer et
d’arréter 1’élongation de ces extrémités. Les filaments d’actine générés par les formines sont
donc linéaires et longs, contrairement a ceux polymérisés par le complexe Arp2/3 (courts et
branchés). Ce mécanisme de polymérisation est appelé « capping processif ». Les formines
sont ainsi principalement retrouvées au niveau des fibres de tension. La genése de cébles
d’actine par ces protéines permet, par 1’association au mouvement des molécules de
myosines le long de ces fibres, une contraction optimale du corps cellulaire, nécessaire a la

migration.

2. Régulation de I’activité des formines

La régulation de ces protéines dépend de domaines adjacents au domaine FH2, plus ou moins
communs aux différents groupes de formines. Les types de régulation citées par la suite ne
s’appliquent donc qu’aux formines possédant les domaines correspondants (voir figure 15A).

Certaines formines sont présentes sous une forme auto-inhibée, le domaine C-terminal (DAD)
interagissant avec le domaine N-terminal (DID) (voir figure 15B). La levée de cette auto-
inhibition se fait par la liaison de GTPases de la famille Rho au niveau du domaine GBD
(GTPase Binding Domain). Elles sont activées en amont par de nombreuses voies de
signalisation dont la voie Wnt (Habas et al., 2001) et la voie de I’insuline (Tojo et al., 2003).

Le domaine FH2 est également souvent associé en N-terminal a un domaine FH1, riche en
prolines, qui permet I’interaction avec des protéines contenant des domaines SH3. Parmi
celles-ci, on trouve la profiline, dont la présence augmente le taux d’élongation des filaments
d’actine par les formines (Romero et al., 2004). 11 a ét€ suggéré que les formines utilisent les
complexes profiline-actine comme substrat de nucléation. Les tyrosine-kinase Src et Fyn
peuvent aussi se lier au domaine FH1 (Gasman et al., 2003) ; ces kinases pourraient en retour

phosphoryler les formines, et ainsi réguler leur fonctions.
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Figure 15 : A) Organisation des différents domaines des formines animales et fongiques.
Les domaines communs aux différents groupes de formines sont colorés, tandis que les
domaines spécifiques a certaines formines sont en gris ou blanc. FLRa et FHOS/FHODI1 se
lient a Rac par le domaine GBD. Les domaines D et D’ interviennent dans 1’auto-régulation
de ces protéines. Les protéines Delphiline et les formines limitées au domaine FH2 sont plus
courtes au niveau C-terminal et ne sont pas auto-régulées par des interactions
intramoléculaires. Nir2 peut se lier a RhoA et possede un domaine proche de FH2 « FH2
like ». ForC est présent chez le Dyctiostélium et ne présente pas de domaine FH1. (D’apres
Wallar et al., 2003). B) Détails de I’organisations des différents domaines de la formine
mDial. Les GTPases de la famille Rho se lient au niveau du domaine GBD. Le domaine D
intervient dans 1’auto-régulation de ces protéines. Le domaine DD permet la dimérisation des
protéines et ainsi l’interaction de deux domaines FH2, qui a la capacité de polymériser
I’actine. Le domaine FH1, riche en prolines, interagit avec les protéines Src et Profiline.
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Le phénomene de polymérisation de 1’actine seul ne permet pas d’expliquer la migration des
cellules. En effet, il doit obligatoirement étre couplé a un mécanisme inverse de
dépolymeérisation de 1’actine-F. C’est I’activité coordonnée des deux mécanismes qui permet

une dynamique de ’actine, et in fine, le mouvement des cellules.

III.  Les protéines associées a la dépolymérisation
A. ADF/Cofiline
Les protéines ADF/Cofiline qui sont de petite taille (15-20 kDa) peuvent se lier a la fois aux
monomeres et aux filaments d’actine. Ce sont des protéines abondantes et présentes dans
toutes les cellules eucaryotes. Leur role physiologique le plus important est d’augmenter la
dynamique de 1’actine en dépolymérisant les filaments d’actine au niveau de I’extrémité -. En
effet, le phénomene de tapis roulant est limité par le taux de dissociation faible des
monomeres au niveau de I’extrémité - ; ce taux est augmenté de 25 fois par les protéines de la
famille ADF/Cofiline (Carlier et al., 1997). Ces protéines se lient avec une plus grande
affinité a I’actine-F liée a I’ADP, a I’exception de la cofilin-2 (Bamburg, 1999). La liaison de
la cofiline provoque au niveau du filament une rotation de 5° par sous-unité, ce qui entraine
une modification dans la stabilité thermodynamique du filament et provoque sa
dépolymérisation (McGough et al., 1997) (voir figure 16). En plus de sa capacité a
dépolymériser les filaments au niveau de 1’extrémité -, la cofiline possede une faible activité
de coupure des filaments d’actine qui peut augmenter le nombre d’extrémités + et donc la
polymérisation de I’actine (Chan et al., 2000). Cependant, des levures avec des mutations au
niveau de la cofiline montrent une accumulation de filaments d’actine mal structurés et une
forte diminution du taux de dépolymérisation. Ceci indique que in vivo, la fonction
prédominante de la cofiline n’est pas la création de nouvelles extrémités + par coupure, mais
bien la dépolymérisation des extrémités — (Lappalainen et Drubin, 1997). L’activité des
cofilines est régulée par phosphorylation, les phosphoinositols PiP2 et PiP3, ainsi que par leur
interaction avec d’autres protéines. La phosphorylation se fait au niveau de résidus sérine
situés en N-terminal, diminuant leur capacit€ d’interaction avec [’actine. Cette
phosphorylation est régulée par la LIM-kinase qui est activée par les RhoGTPases via PAK.
La liaison aux phosphoinositols régule aussi négativement les interactions ADF/Cofilines et
actine, mais sa signification physiologique n’est pas claire et nécessite plus d’investigations.
Les protéines ADF/cofilines peuvent interagir avec d’autres protéines régulatrices du

cytosquelette d’actine comme Aipl (Actin interacting protein) qui augmentent leur efficacité

32



de dépolymérisation. Ces protéines jouent un rdle tres important dans la régulation de I’actine,

mais les conséquences de leur activation ou de leur inhibition restent difficiles a analyser.
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Figure 16 : Modé¢le actuel de régulation de la dynamique de I’actine par I’ADF/Cofiline,
la profiline, et les protéines de coiffe. L’ ADF/Cofiline se lie préférentiellement a I’actine-
ADP au niveau de I’extrémité — des filaments d’actine, induisant leur dépolymérisation. Elle
inhibe également le passage de I’actine-ADP en actine-ATP. Au contraire, la profiline et
CAPI1 favorisent I’échange de nucléotide de I’ADP en ATP, favorisant 1’élongation du
filament. La protéine de coiffe AIP1 coiffe spécifiquement les extrémités + générés par la
coupure des filaments par la cofiline, favorisant ainsi la dépolymérisation (d’apres Ono et al.,
2003).

B. La gelsoline
La gelsoline est un membre d’une grande superfamille de protéines pouvant se lier a I’actine.
C’est une protéine de 93 kDa composée de 6 domaines séparés par des séquences de liaison
de taille variable. Ces domaines sont nommés et numérotés de G1 a G6. Le domaine G1 sert
de liaison forte a I’actine-G de maniere calcium-indépendante, les domaines G2 et G3 servent
de lien avec I’actine-F, et les domaines G4 a G6 permettent une liaison a 1’actine-G calcium-

dépendante (McGough ef al., 2003). En présence de calcium, cette protéine possede la
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propriété de couper les filaments d’actine et de les coiffer, via son domaine G2. Suite a cette
liaison, il y a une coupure rapide de I’actine-F par insertion du domaine G1 au sein méme du
filament. Puis, la gelsoline coiffe I'extrémité «+ » du filament créé via son domaine G4,
processus inhibé par sa liaison avec le PiP2 (Xian et Janmey, 2002).

Cette famille de protéines compte d’autres membres comme la protéine séverine qui ne
contient que 3 domaines. Cette derniere conserve cependant les propriétés de sensibilité au
calcium, de coupure et de capping. Des capacités de nucléation de I’actine ont également été

attribuées a la gelsoline, mais celles-ci restent encore tres controversées.

Dans ce deuxieéme chapitre, nous avons pu ainsi corréler les organisations d’actine-F
observées dans une cellule en migration a des mécanismes de dynamique de 1’actine distincts,
dont les mécanismes de dépolymérisation et les voies de polymérisation Arp2/3 et des
formines. Le schéma de la figure 17 (agrandie sur la page suivante) tente de résumer ces
informations.

Cependant, Il serait abusif d’associer un mécanisme de polymérisation a une fonction,
d’extension, ou de contraction. En effet, par exemple, les formines semblent également servir
a I’extension de membranes, puisqu’elles sont retrouvées au niveau du lamellipode (Skoble ef
al., 2001). De méme, la protéine VASP est associée aux extrémités + des filaments d’actine
constituant les filopodes. Or, récemment, Schirenbeck et al. ont démontré que la formine
dDia2 du Dictyostélium interagit avec VASP, et que cette interaction est nécessaire a la

formation des filopodes dans cet organisme.
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Figure 17 : Organisations de I’actine-F et mécanismes moléculaires impliqués dans une
cellule en migration. L’actine-F est polymérisée a 1’avant de la cellule au niveau de deux
types de protrusion : les lamellipodes et le filopode. Les lamellipodes sont sous-tendus par un
réseau d’actine-F branché. Ce réseau dendritique est polymérisé par le complexe Arp2/3, qui
reste associé au niveau des points de branchement. L’activité de ce complexe est notamment
régulée par Cdc42, les protéines de la famille WASp et WIP. Ce front de polymérisation
utilise les monomeres d’actine, en grande partie liés a la profiline, obtenus a I’arriere suite a la
dépolymeérisation de filaments notamment par les protéines ADF/Cofiline. Les extrémités +
des filaments polymérisés sont rapidement bloqués par des protéines de coiffe, ce qui arréte la
polymérisation ; d’ou des filaments d’actine courts. Les filaments d’actine linéaires et longs
des filopodes émergent a partir du réseau dendritique du lamellipode. La protéine VASP
semble impliquée dans le blocage de I’acces des extrémités + en élongation aux protéines de
coiffe : I’élongation n’est pas limitée. Les filaments d’actine linéaires et longs des filopodes
sont maintenus entre eux par la fascine. Au niveau du corps cellulaire, 1’actine se trouve sous
forme de fibres, les fibres de tension. Il s’agit de fibres également linéaires maintenues
paralleles et serrées par I’a-actinine. Le mécanisme de polymérisation générant de tels cables
repose sur l’activité des formines. Celles- ci utilisent préférentiellement les monomeres
d’actine liés a la profiline. Ces céables d’actines sont associés a la myosine, moteur
moléculaire les rendant contractiles.
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Chapitre 3: L’adhérence cellulaire : une étape nécessaire au

processus de migration.

La dynamique de 1’actine seule ne suffit pas a la migration des cellules ; la stabilisation des
extensions a I’avant de la cellule, ou encore la contraction de la cellule permettant au corps
cellulaire de se mouvoir vers 1’avant, nécessite la formation de structures d’adhérence,
véritables sites d’attaches du cytosquelette d’actine, sur lesquelles vont s’exercer les forces de
traction. En effet, au cours des étapes de la migration cellulaire, des structures d’adhérence
sont formées a I’avant de la cellule au sein des extensions. Parallelement, d’autres sont
désassemblées a I’arriere permettant ainsi le détachement de la cellule et son mouvement vers
I’avant. La forme et la taille de ces points de contact avec la matrice sont trés variables selon
le type cellulaire et le substrat. Ils correspondent toujours a des complexes multiprotéiques.
Les principaux contacts cellule-matrice sont les complexes focaux et les adhérences focales,

qui seront décrits succintement, ainsi que les podosomes et les invadopodes.

I. Les complexes focaux
Les complexes focaux sont observés au front de migration des cellules et leur formation est
sous la dépendance des GTPases Rac et Cdc42. Ils servent de lien avec la MEC et
correspondent a 1’agrégation d’intégrines activées a haute affinité de liaison, a la présence du
cytosquelette d’actine, et a des protéines de liaison comme la taline et la vinculine (Rottner ef
al., 1999). Ces complexes focaux apparaissent comme stationnaires au niveau de régions qui
sont libres de toutes tensions intra ou extra-cellulaire (Ballestrem et al., 2001) (voir figure 18).
De plus, au niveau de ces complexes focaux, les intégrines sont enchassées dans le
cytosquelette d’actine, montrant une homogénéité de composition et de densité avec un
renouvellement tres faible. Ces complexes focaux, une fois formés et définis par un certain
nombre de protéines adaptatrices, sont donc trés peu modifi€s. Ils peuvent évoluer sous
I’influence de tensions intra- ou extra-cellulaires, notamment au niveau de leur densité
(Riveline et al., 2001). Ceci suggere que les cellules sont capables de sentir les différentes
tensions et d’adapter la taille et la résistance de leur structure d’adhérence en conséquence
(Geiger et Bershadsky, 2002). Cette tension est essentielle pour la migration et elle stimule le

remaniement de ces structures (Geiger et al., 2001).
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II. Les adhérences focales
Au cours du déplacement de la cellule, on observe un remaniement des complexes focaux
sous 'influence de la GTPase Rho: ils vont notamment augmenter de taille pour former les
adhérences focales (voir figure 18). Simultanément, le réseau du cytosquelette d’actine est
modifi€ : le lamellipode, progressant vers 1’avant, laisse la place aux fibres de stress qui
s’ancrent aux adhérences focales (Anderson et al., 2000). De plus, Rho permet une
contraction intracellulaire myosine-dépendante, qui induit une augmentation de la densité des
intégrines et un renouvellement important des protéines a ce niveau. De par cette propriété,
les adhérences focales sont plus mobiles que les complexes focaux : elles glissent vers
I’arriere de la cellule (Smilenov et al., 1999). La combinaison des tensions dues a la
contraction associ€e a la myosine et au renouvellement important au niveau des adhérences
focales crée une forme de plasticité qui va permettre a la cellule de répondre rapidement aux

changements dans son environnement (Wehrle-Haller et Imhof, 2003).

Figure 18 : Visualisation des complexes focaux, et de leur évolution en adhérences
focales dans une cellule en migration. Les complexes focaux (en rouge) sont localisés au
front de migration de la cellule. Ils évoluent a 1’arriere en structures plus larges, les
adhérences focales. Les fibres de tension observables en vert sont ancrées au niveau de ces
adhérences (d’apres Gimona et al., 2005).
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II1. Les podosomes
L’intérét pour cette troisieme structure d’adhérence ne cesse de grandir, comme en témoigne
le graphe de la figure 19 dénombrant le nombre de publications sur les podosomes depuis

1980.
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Figure 19 : Intérét exponentiel pour les podosomes. Graphe représentant le nombre de
publications par année depuis 1980 (D’apres Linder et al., 2007)

A. Découverte des podosomes

Les podosomes ont été découverts initialement dans des fibroblastes embryonnaires de poulet
infectés par le virus du sarcome de Rous (RSV) exprimant la protéine oncogénique v-src
(Marchisio et al., 1984).

Par comparaison aux complexes focaux et adhérences focales abordés précédemment, les
podosomes sont des structures uniques qui sont impliquées dans le contact de la cellule a son
substrat, mais aussi a la dégradation de ce dernier (Chen et al., 1989 — Burgstaller et al., 2005
— Osiak et al., 2005 — Yamaguchi et al., 2005 — Tatin et al., 2006). 1ls sont ainsi retrouvés
dans la plupart des types cellulaires qui ont une propriété d’invasion tissulaire, comme les
macrophages (Linder et al., 1999), les cellules dendritiques (Burns ef al., 2001), ou les
ostéoclastes (Destaing et al., 2003). Plus récemment, les podosomes ont été mis en évidence
dans d’autres types cellulaires dont les cellules endothéliales et les cellules musculaires lisses,
apres stimulation de ces dernieres par des cytokines (Baldassarre et al., 2003 - Osiak et al.,

2005) ou des esters de phorbol (Tatin et al., 2006 — Hai et al., 2002) (voir figure 20).
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Figure 20: Mise en évidence de la présence de podosomes dans plusieurs types
cellulaires. A) Macrophage humain B) Cellule musculaire lisse vasculaire C) Cellule
endothéliale de cordon ombilical humain (D’apres Linder et al., 2007). Rouge : actine, vert :
vinculine.

B. Structure et composition moléculaire des podosomes
Les podosomes sont localisé€s sur la face de la cellule en contact avec le substrat, et ont un
diametre d’environ 0,5um. Ils sont composés d’un cceur d’actine-F d‘environ 0,3um de
diametre et 0,5um de hauteur, entouré par un anneau de protéines dont la vinculine et la
taline. Ces criteres permettent de distinguer les podosomes des autres contacts cellule-MEC.
Dans la plupart des cas, les podosomes s’assemblent soit de novo, soit par des processus de
fission. Au niveau du front de migration des macrophages, Evans et al. (2003) ont montré que
les clusters de podosomes se forment a partir d’une structure précurseur beaucoup plus large
qui se divise.
De nombreuses molécules ont été détectées aux podosomes. La plupart sont communes aux
complexes focaux et aux adhérences focales. Parmi celles-ci, on retrouve des composants et
des régulateurs du cytosquelette, dont des tyrosine ou sérine/thréonine kinases, des intégrines
et des RhoGTPases, ainsi que des protéines impliquées dans une des voies de polymérisation
précédemment décrites, (N)-WASp et Arp2/3. Toutes ces protéines ont une localisation

définie, au coeur et/ou a I’anneau du podosome (voir figure 21).
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Figure 21 : Modele d’un podosome. La structure moléculaire de 1’anneau du podosome est
représentée dans le cercle gauche : les intégrines s’associent a la MEC et initient une voie de
signalisation impliquant notamment la paxilline, la taline, la vinculine, Src et I’a-actinine. La
structure moléculaire du cceur du podosome est représentée dans le cercle droit: la
machinerie de polymérisation Arp-dépendante est présente, dont Arp2/3, WASp, cortactine et
Cdc 42 (D’apres Linder et al.,2003).

Comme les adhérences focales, les podosomes ne sont pas des structures statiques, mais au
contraire trés dynamiques : ils ont une demi-vie estimée entre 2 et 12 minutes selon le type
cellulaire considéré (Destaing et al., 2003 ; Evans et al., 2003 ; Babb et al., 1997). Par
ailleurs, leur dynamique interne est trés rapide, puisque 1’actine-F du cceur est renouvellée

deux a trois fois durant le temps de vie du podosome (Destaing et al., 2003).
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C. Régulation de I’assemblage des podosomes
1. Par la voie des GTPases
De nombreux travaux ont permis de mettre en évidence le role crucial des GTPases de la
famille Rho dans les voies de signalisation associées aux podosomes .
Berdeaux et al. ont en premier détecté la forme activée de la GTPase dans les podosomes de
fibroblastes transformés (Berdeaux et al., 2004). Par la suite, des expériences de KO sur les
isoformes de la GTPase Rac ont montré que Rac2 est essentiel a la formation des podosomes
dans les macrophages murins (Wheeler et al., 2006).
Par ailleurs, il a récemment été démontré I'importance de WASp dans la formation des
podosomes. Le KO de WASp médi€¢ par RNAI inhibe la formation des podosomes a 40%
dans les cellules dendritiques (Olivier et al., 2006) alors qu’un transfert rétroviral du geéne
permet de restaurer la formation des podosomes dans des monocytes issus de souris
déficientes pour WASp (Charrier et al., 2005). Outre le fait que WASp soit nécessaire a la
formation des podosomes, le turnover de ces derniers dépend aussi de la dégradation de
WASp par la calpaine. L’inhibition de cette protéase conduit a I’accumulation de WASp dans
les podosomes, diminuant leur turn-over, et ainsi diminuant les capacités de transmigration
des cellules dendritiques (Calle et al., 2006). Une hypothese €émise par Chou et al. (2006) est
que la stabilité et le recrutement de WASp aux podosomes sont facilités par WIP. WIP est en
effet présent au niveau des podosomes des cellules endothéliales (Moreau et al., 2003) et des
cellules dendritiques (Chou et al., 2006). Par ailleurs, les DC WIP-/- ne peuvent former de
podosomes, méme si WASp est stabilisé par un inhibiteur de calpaine. L’ensemble de ces
données met en évidence le role central des protéines WASp et WIP dans la formation des

podosomes.

2. Lien avec les microtubules

Les relations spatio-temporelles entre podosomes et microtubules ont également été tres
étudiées dans les cellules de la lignée des monocytes. Destaing et al. (2003) ont ainsi montré
que la formation de la ceinture de podosomes dans les ostéoclastes dépend d’un réseau intact
de microtubules. Il en est de méme dans les macrophages (Evans et al., 2003). Une partie des
résultats exposés dans cette thése montre que cette régulation implique la GTPase Rho, la
formine mDia2, ainsi que I’histone-déacétylase HDAC-6, par une régulation du taux
d’acétylation des microtubules (voir publication N°2).

Par ailleurs, Kopp et al. (2006) ont montré que la dynamique des podosomes dans les

macrophages, implique également des phénomenes de fusion et de dissolution, basés sur le
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contact répété entre les podosomes et les extrémités + des microtubules, sans doute via le

relargage de facteurs régulateurs inconnus a ce jour.

D. Fonctions des podosomes

La fonction d’adhérence est quasiment toujours associée aux podosomes ; cependant, ceci n’a
jamais €été clairement démontré. Cette hypotheése découle du fait de la présence d’intégrines au
niveau de ces structures, et que les cellules présentant des podosomes ne possédent aucune
autre structure d’adhérence précédemment décrite.

Les podosomes ont été récemment impliqués dans la dégradation de matrices protéiques,
notamment dans les cellules endothéliales humaines (Osiak et al., 2005 — Tatin et al., 2006 —
Varon et al., 2006), dans les macrophages murins et humains (Yamaguchi ef al., 2006), ainsi
que dans les cellules musculaires lisses (Burgstaller et Gimona et al., 2005). Cette fonction a
été recherchée apres la mise en évidence de la présence de métalloprotéases , matricielles ou
MMPs et ADAMs (« a disintegrin and metalloprotease ») au niveau du cceur des podosomes.
Cette fonction de dégradation de la MEC rapproche les podosomes d’autres structures : les

invadopodes.

E. Comparaison entre podosomes et invadopodes.
Les invadopodes ont été décrits initialement par Chen et al. en 1989, dans des cellules
transformés par le RSV ainsi que dans les cellules de tumeur maligne. Les invadopodes,
comme les podosomes, se présentent sous forme de spots d’actine associées a des protéines de
liaison et de régulation (Arp2/3, WASp, Cofiline, ...). La distinction entre ces deux structures
se fait selon des criteres de nombre, de taille, de durée de vie, et d’efficacité a dégrader la

matrice (Linder, 2007) (voir figure 22).
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PODOSOMES

INVADOPODES

CARACTERISTIQUES COMMUNES

Observation Spots d’actine
Localisation Face de la cellule en contact avec le substrat
Composition Actine-F

Régulateurs de ’actine (cortactine, WASp, Arp2/3)

Protéines de plaques (taline, paxilline, vinculine)

Phosphotyrosines

DIFFERENCES

Types cellulaires

- Cellules de la lignée des
monocytes
- Cellules endothéliales

- Cellules musculaires lisses

Cellules de carcinomes

Fibroblastes transformés par v-Src

Nombre 20-100 / cellule 1-10/ cellule
Taille 1x04 pum 8§x5um
Durée de vie 2-12 min > 1h
Dégradation de la MEC + +++

Figure 22: Tableau comparatif permettant de distinguer un podosome d’un invadopode.
(D’apres Linder et al.,2007).

Podosomes et invadopodes différent également par les protéines qui leur sont associées. Tout
d’abord, les MMPs impliquées dans la dégradation du substrat sont différentes. Ces MMPs
sont localisées a la surface cellulaire, associées a deux types de récepteurs : les intégrines,
comme dans les podosomes, mais aussi avec le récepteur CD44 (Mori et al., 2002). CD44 est
une glycoprotéine de surface exprimée de facon ubiquitaire et identifiée initialement comme
le récepteur a 1’acide hyaluronique. Depuis, plusieurs ligands lui sont attribués, dont le
collagene de type I, la fibrine, ou encore 1’ostéopontine. Une partie des travaux exposé€s dans
cette thése montre que les podosomes sont également associés au récepteur CD44 (voir

publication N°1).
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La limite entre podosome et invadopode est donc tres floue, au niveau structural comme au
niveau fonctionnel. Linder propose de les regrouper sous le terme de PTA (Podosome-type

adhesions) ou mieux encore d’invadosomes.

IV. La dynamique des structures d’adhérence, mécanisme indispensable a la migration
cellulaire.

Peu de choses sont vraiment connues concernant la mise en place, la maturation et le
désassemblage des structures d’adhérence. Cependant, de nombreux €léments comme les
microtubules (Small et Kaverina, 2003), la dynamine (Ezratty et al., 2005), des protéines
kinase ou des phosphatases comme FAK et Src, des protéines associées a Rac et ERK et le
niveau de calcium sont impliqués. En effet, des cellules qui sont déficientes en Src ou FAK
présentent des structures d’adhérence plus nombreuses et plus larges, et surtout migrent de
facon moins efficace (Webb et al., 2002). Toutes ces voies de signalisation contribuent au
renouvellement des structures d’adhérence au front de migration de la cellule. A I’arriere des
cellules en migration, les structure d’adhérence se désassemblent également. Elles présentent
une interaction plus forte avec le substrat, pouvant aboutir a la formation d’une longue queue
cytoplasmique. La tension appliquée est suffisante pour casser physiquement la liaison entre
les intégrines liées a la MEC et le cytosquelette d’actine. I en résulte que lors de la
migration, les cellules laissent derriere elles des intégrines attachées a la matrice
extracellulaire. Ceci a pu étre observé in vivo (Lauffenburger et Horwitz, 1996). Ce
phénomeéne ne semble toutefois pas totalement passif, puisque plusieurs études ont montré
I’implication de protéines dont la myosine II et son effecteur PAK dans la rétraction
cellulaire (Chung et al., 2001). On observe également un déficit dans la rétraction cellulaire
au niveau des monocytes lorsque 1’assemblage de la myosinell est bloqué par I’inhibition de

Rho ou de sa kinase ROCK (Xu et al., 2003).

Les trois premiers chapitres de cette introduction bibliographique nous ont permis de mettre
en évidence que la migration cellulaire repose principalement sur deux dynamiques : celle du
cytosquelette d’actine reliée intimement a celle des structures d’adhérence. Nous allons
désormais focaliser notre étude de ces dynamiques sur un type cellulaire précis, 1’ostéoclaste,

qui est notre modele d’étude au laboratoire.
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Chapitre 4: L’organisation du cytosquelette d’actine et des

structures d’adhérence dans les ostéoclastes.

L. Introduction
A. Le tissu osseux

Le tissu osseux revét une importance capitale pour 1’organisme tant sur le plan biomécanique
que sur le plan métabolique. Ce tissu hautement spécialisé est caractérisé par sa dureté et son
apparente rigidité, mais il n’est pas pour autant figé. Au contraire, c’est une structure
dynamique, en perpétuel remaniement. Il est constitué de deux grands compartiments : la
matrice extracellulaire et les cellules. La matrice osseuse peut elle-méme étre subdivisée en
deux phases: une phase organique (principalement du collagéne de type I et de 1’acide
hyaluronique) et une phase minérale (des cristaux phosphocalciques d’hydroxyapatite). La
fraction cellulaire est composée de plusieurs types cellulaires : les ostéocytes, les cellules
bordantes, les ostéoblastes, responsables de la formation osseuse, et enfin les ostéoclastes,
responsables de la dégradation de la matrice osseuse.

La résorption osseuse est nécessaire pour de nombreux processus: c’est un événement
obligatoire au cours de la croissance osseuse, de I’émergence des dents ou encore le maintien
de I’homéostasie phospho-calcique. Dans de nombreuses pathologies humaines comme
I’ostéoporose post-ménopause ou encore 1’hypercalcémie maligne, une résorption osseuse
augmentée est la cause de la maladie, et les thérapies engagées sont alors basées sur

I’inhibition de 1’activité des ostéoclastes.

B. Les ostéoclastes.
L’ostéoclaste, responsable de la résorption osseuse, est une cellule multinucléée d’origine
hématopoiétique de la lignée myéloide. La différenciation de monocytes en précurseurs
ostéoclastiques sous I’effet du RANKL et du M-CSF se déroule dans la moelle osseuse ; une
augmentation de la motilit€¢ de ces cellules permet alors leur passage dans la circulation
sanguine et leur migration vers les surfaces osseuses. Le modele retenu jusqu’a présent est
qu’apres avoir atteint la surface osseuse, les précurseurs ostéoclastiques y adhérent et
fusionnent de maniere asynchrone, entrainant la formation d’une cellule multinucléée géante,
d’environ 100um, I’ostéoclaste mature. Cependant, une partie des résultats présentés dans

cette thése montre que 1’ostéoclaste mature est capable de traverser des tapis cellulaires (voir
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publication N°3). Il est donc tout a fait possible que la fusion des précurseurs ait lieu en
dehors du contact avec la matrice osseuse.

Une fois en contact avec la matrice osseuse, 1’ostéoclaste entame un processus de résorption.
Ces cellules contiennent un appareil de Golgi tres développé (Mulari et al., 2003), ainsi que
de nombreuses mitochondries et d’importantes vésicules lysosomales, composants nécessaires
a leur fonction physiologique de dégradation de la matrice osseuse. L’efficacité de ce
processus de résorption dépend également de 1’adhérence de la cellule a son substrat. Pour ce

faire, I’ostéoclaste a développé une structure d’actine particuliere appelée zone de scellement.

IL. La zone de scellement, structure d’actine associée a la
résorption ostéoclastique
A. Structure et dynamique de la zone de scellement
Afin d’assurer la fonction de résorption de la matrice osseuse, 1’ostéoclaste doit établir une
relation étroite avec celle-ci. En phase de résorption, il est polarisé dans le sens apico-basal, et
c’est le cytosquelette d’actine qui va assurer son adhérence a 1’os, par la formation d’une zone
de scellement (Vaananen et Horton, 1995). Cette dernieére délimite, au pole basal, une lacune
de résorption caractérisée par une membrane spécialisée, la membrane plissée (ou « ruffled
border »), lieu d’activités d’exocytose d’enzymes et de protons, et d’endocytose des produits

de dégradation (voir figure 22).
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Figure 22: Représentation schématique d’un ostéoclaste résorbant. Le trafic vésiculaire
intense est une caractéristique de ces cellules. PBL : pole basolatéral ; DSF : domaine
sécréteur fonctionnel ; SZ : zone de scellement ; BB : bordure en brosse. Vésicules vertes :
illustrent le trajet des enzymes de dégradation et des protons, du trans-golgi a la bordure en
brosse. Vésicules marrons : illustrent le phénomene de transcytose de la bordure en brosse au
domaine sécréteur fonctionnel.

La zone de scellement est une large ceinture d’actine d’environ 4um de largeur sur 4um de
hauteur, entourée d’un double anneau de protéines de régulation du cytosquelette d’actine
comme la vinculine et la paxilline (Lakkakorpi et Vaananen, 1996) (voir figure 23). Des
analyses de FRAP réalisées sur des ostéoclastes exprimant une forme recombinante actine-
GFP ont permis de démontrer que c’est une structure trés dynamique au niveau du turn-over
de ’actine (Saltel et al., 2004). Récemment, Chiusaroli et al. (2004) ont démontré que des
ostéoclastes qui forment des zones de scellement incomplétes, ne sont pas capables de
résorber 1’os efficacement, in vitro et in vivo. Ceci prouve l'importance d’une zone de

scellement intacte pour 1’activité de résorption des ostéoclastes.
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Apatite

Figure 23 : Visualisation de la zone de scellement d’un ostéoclaste ensemencé sur un
substrat résorbable. 1.’actine forme une large ceinture continue (en rouge), entourée de
vinculine (en vert) (d’apres Saltel et al., 2004).

Cette structure n’est cependant pas observable en continue dans les ostéoclastes ; en effet,
I’organisation du cytosquelette d’actine de 1’ostéoclaste est différent suivant que la cellule se
trouve dans une phase de résorption ou de migration. La zone de scellement n’est visible que
lorsque 1’ostéoclaste est polarisé, en phase de résorption. Au cours de la phase de migration
qui suit, la zone de scellement est désorganisée, et aucune autre structure connue de I’actine

(complexes focaux, adhérences focales, podosomes) n’est alors présente (voir figure 24).
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Figure 24 : Cycle de résorption d’un ostéoclaste. Etape 1 : I’ostéoclaste se polarise par
contraction, forme une zone de scellement et résorbe la matrice. Etape 2 : 1’ostéoclaste s’étale
sur la matrice ; la zone de scellement est désorganisée. Retour a 1’étape 1 (d’apres Saltel et al.,
2004).
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B. Régulation de la formation et de la dynamique de la SZ
1. Nature du signal inducteur.
La nature du signal inducteur de la formation de la zone de scellement est encore un sujet de
débat. Il a ét€ montré que les ostéoclastes sont capables de résorber n’importe quel substrat
contenant différents minéraux (Jones et al., 1984), et que I’adhérence des cellules au minéral
était nécessaire (Saltel et al., 2004). D’ailleurs, les ostéoclastes ne peuvent pas résorber de
I’os déminéralisé (Yovich et al., 1998 — Nakamura et al., 1996 - Chambers et al., 1984). Le
minéral semble donc étre un composant primordial pour la formation de la zone de
scellement. Une des hypothése €mise est qu’il existerait un « récepteur a 1’apatite ». Mes
résultats de thése permettent d’émettre une nouvelle hypothése qui sera développée dans une
partie des résultats (voir publication N°1). Le minéral servirait a concentrer un ligand
protéique (ostéopontine, acide hyaluronique), induisant le regroupement du récepteur CD44,

permettant alors la formation de la zone de scellement.

2. Mécanismes moléculaires impliqués

Chellaiah et al. ont montré que la GTPase Rho est impliquée dans la signalisation qui induit
la formation de la zone de scellement. Son inhibition dans des ostéoclastes ensemencés sur
apatite induit la perte de la polarisation apico-basale des cellules, et ainsi 1’inhibition de la
résorption. L’activation de Rho par 1’adhérence de 1’ostéoclaste a 1’apatite est nécessaire
(Saltel et al., 2004) mais non suffisante, puisque I’expression d’une forme constitutivement
active de Rho (RhoV14) dans des ostéoclastes sur verre n’induit pas la formation d’une zone
de scellement.

Par ailleurs, I’inactivation de la tyrosine-kinase c-Src dans des souris conduit a une
ostéopétrose sévere, causée par un nombre important d’ostéoclastes non fonctionnels (Horne
et al., 1992 — Soriano et al., 1991). In vitro, 1’utilisation d’un inhibiteur de c-Src (le PP2) a
permis de montrer que cette kinase joue effectivement un réle dans la formation de la zone de
scellement (Saltel et al., 2004).

Enfin, le KO de WASp dans les ostéoclastes induit des modifications morphologiques et
fonctionnelles des cellules. Les cellules s’étalent et présentent un plus grand nombre de
noyaux. Les cellules sont également incapables de former des zones de scellement sur
lamelles d’os, ce qui se traduit par une diminution de la capacité a résorber (Calle et al.,

2004).
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De facon surprenante, I’ostéoclaste ne forme pas le méme type de structure d’actine lorsqu’il
est ensemencé sur un substrat qu’il ne peut pas résorber, comme le verre ou le plastique. Dans
ce cas, I’actine ne s’organise pas sous forme d’une zone de scellement, mais sous forme de

podosomes.

I11. Les podosomes, structures d’actine présentes dans les

ostéoclastes ensemencés sur un substrat non résorbable.
Un marquage de l’actine et de la vinculine sur des ostéoclastes a différents stades de
différenciation sur verre a permis a Destaing et al. (2003) de mettre en évidence trois

organisations différentes de I’actine (voir figure 25).

B Actin
‘ M Vinculin

Figure 25 : Patterning des podosomes au cours de la différenciation ostéoclastique. 1)
Premier stade : aggrégats de podosomes; 2) Stade intermédiare: stade «rings» ou
« anneaux » de podosomes ; 3) Dernier stade : ceinture de podosomes. (D’apres Saltel et al.
2004).

A un stade précoce de différenciation, les podosomes sont organisés en aggrégats
(« clusters »). Au sein de ces structures se forment alors des anneaux («rings») de
podosomes, qui fusionnent entre eux pour former des anneaux plus larges, et finalement une
ceinture de podosomes périphérique (« belt ») (Destaing et al., 2003), structure caractéristique
du stade miture d’un ostéoclaste sur verre. La transition anneau-ceinture est dépendante du
réseau de microtubules, puisque 1’ajout de nocodazole, qui dépolymérise les microtubules, sur
des cellules matures induit la désorganisation de la ceinture en anneau.

Cette ceinture de podosomes périphérique est, contrairement aux clusters et aux anneaux de
podosomes, tres stable, méme si les podosomes internes a la structure sont eux fortement
dynamiques. Il est a noter que ce dernier résultat quant a la stabilit¢ de la ceinture de

podosomes a été obtenu sur des lamelles de verre non recouvertes par une quelconque matrice
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protéique. Nous verrons ultérieurement que la présence de telles matrices induit la migration

des ostéoclastes matures, donc une dynamique de la ceinture de podosomes.

IV. Liens entre podosomes et zone de scellement

De nombreuses molécules sont communes a la fois a la ceinture de podosomes et a la zone de
scellement. Par ailleurs, I’inhibition de Rho par 1’exoenzyme C3 induit une transition de la
zone de scellement en ceinture de podosomes (Saltel et al., 2004). Enfin, les deux structures
sont dépendantes de 1’intégrité du réseau de microtubules, et accumulent de forte quantité de
microtubules acétylés. L’ensemble de ces données suggerent que la zone de scellement dérive
de la ceinture de podosomes par fusion des podosomes.

Saltel et al. (2004) ont réfuté cette hypothese suite a des expériences de vidéomicroscopie
réalisées sur des ostéoclastes exprimant une forme recombinante actine-GFP et ensemencés
sur apatite. IlIs ont ainsi montré qu’un ostéoclaste sur apatite ne forme pas de podosomes,
méme lors de la transition entre la phase de migration et la phase de résorption de
I’ostéoclaste. La ceinture de podosomes ne serait donc pas la structure précurseur de la zone
de scellement.

Récemment, Luxenburg et al. (2007) ont cependant apporté un nouvel argument en faveur
d’un lien entre la zone de scellement et la ceinture de podosomes. Ils ont mis en évidence, en
microscopie électronique a transmission a haute résolution, 1’architecture moléculaire des
podosomes des ostéoclastes : les cceurs des podosomes sont composés de fibres d’actine
branchées, dont la direction est plus ou moins perpendiculaire au substrat, alors que les
anneaux contenant les protéines d’adhérence sont connectées au coeur par des fibres d’actine
radiales (paralleles au substrat). Par ailleurs, les podosomes sont reliés entre eux par un réseau
d’actine également radial. La méme analyse réalisée sur des ostéoclastes ensemencées sur
substrat résorbable, donc formant une zone de scellement, montre que celle-ci est également
composée d’un réseau dense de podosomes communiquant entre eux par un fin réseau de

filaments d’actine linéaires (voir figure 26).
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Figure 26 : Microscopie €électronique a haute résolution sur les podosomes et la zone de
scellement d’un ostéoclaste mature. A) Podosomes composés de fibres d’actine
perpendiculaires au substrat et interconnectés par un réseau d’actine-F paralléle au substrat.
B) Zoom de A). C) Zone de scellement composée d’un réseau dense de spots d’actine-F
analogues aux podosomes. D) Zoom de C) (D’apres Luxenburg et al., 2007).

Ainsi, la zone de scellement des ostéoclastes ensemencés sur substrat résorbable semble étre
constituée d’unités structurales clairement reliées aux podosomes. Elle differe toutefois des
podosomes individuels ou en clusters au niveau de la densité et du degré d’inter-connectivité
beaucoup plus €levés de ces spots d’actine, formant ainsi une structure quasi-homogene de

connection de la cellule avec la MEC.
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Introduction au travail expérimental:

Au cours de cette theése, nous nous sommes intéressés a I’organisation, a la distribution ainsi
qu’a la dynamique du cytosquelette d’actine des ostéoclastes, notamment en fonction des
substrats, qu’ils soient organiques, minéraux ou encore cellulaires.

Dans la suite de ce manuscrit, nous avons choisi de présenter trois projets réalisés en équipe
au cours de ces trois années de theése sur cette thématique, sous forme d’articles publiés ou
soumis a publication.

Cette introduction générale a pour but d’évoquer le contexte scientifique dans lequel ces
résultats ont été obtenus, au niveau des modeles, des techniques, avec leurs avantages et leurs

limites.

Les ostéoclastes utilisés et étudi€s au cours de cette thése sont issus de la différenciation de
précurseurs monocytiques murins isolés de rate ou de moelle osseuse, et cultivés en présence
de deux cytokines: le RANK-L (Receptor activator of NFkB ligand) et le M-CSF
(Macrophage-colony stimulating factor). La présence de ces deux cytokines permet la survie
des précurseurs, leur amplification et leur fusion, permettant d’obtenir en 6-8 jours des
ostéoclastes matures fonctionnels, c’est a dire capables de résorber 1’os. Curieusement, les
précurseurs ostéoclastiques adhérent et se différencient mal sur les matrices minéralisées.
C’est pourquoi toutes les différenciations ont été réalisées sur plastique, puis les ostéoclastes
matures ont été détachés au PBS-EDTA pour pouvoir étudier leur comportement sur divers
substrats.

Ceci sous-entend que la population détachée n’est pas pure; elle est constituée certes
d’ostéoclastes matures, mais aussi de macrophages. La réalisation et 1’interprétation d’études
biochimiques sur ces cellules restent donc compliquées et délicates.

Les techniques privilégiées au laboratoire sont ainsi les techniques d’imagerie, notamment
confocales. Nous avons vu dans les précédents chapitres que les ostéoclastes forment des
structures d’actine de I’ordre du um sur leur face ventrale. L’imagerie confocale permet ainsi
d’étudier finement des localisations de protéines en fonction de ces différents domaines. Elle
permet également de faire des coupes optiques selon I’axe vertical, et de réaliser des
reconstructions 3D de la cellule en fonction des protéines ou des phénomenes étudiés, ou
encore de réaliser des déconvolutions de signaux. Cette dernicre technique permet d’éliminer
toute fluorescence résultant de la diffusion d’un signal a proximité. Ceci est notamment tres

utile pour prouver que telle ou telle structure n’est pas une illusion d’optique, un simple effet
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de la juxtaposition a un signal de fluorescence plus intense. La microscopie confocale permet
également de réaliser des études dynamiques, afin de suivre en direct 1’évolution du
cytosquelette d’actine en fonction des substrats, ou apres 1’ajout de drogues dans le milieu.
Nous avons notamment étudié in vitro I’effet du ranélate de strontium (voir publication N°6),
nouveau composé utilisé pour lutter contre 1’ostéoporose, sur la différenciation, la migration,
ainsi que sur I’organisation du cytosquelette d’actine des ostéoclastes, sur verre et sur substrat
résorbable.

Le TIRF (Total Internal Reflection Fluorescence) et I'IRM (Interference Reflection
Miscroscopy) ont également été utilisés : ces techniques permettent d’accéder a la distance
entre la membrane de la cellule et son substrat.

L’analyse des cellules en imagerie confocale ou autre, peut étre complétée par 1’utilisation de
logiciels informatiques varié¢s (Métamorph, Huygens, Imaris, ImagelJ...), utiles pour accéder
a des parametres aussi variés que la mesure de trajets, de vitesses de migration, de surfaces
cellulaires ou de résorption, de différentes longueurs (diametre des cellules...) ; ils nous ont
également permis de faire des quantifications de fluorescence a partir d’images confocales.
L’utilisation de toutes ces méthodes et matériels a été grandement facilitée par la présence de

la plate-forme imagerie a proximité du laboratoire (PLATIM, IFR128 Lyon Biosciences).

Une limite de 1’utilisation de 1’ostéoclaste comme modele d’étude est le fait que ces cellules
ne sont pas tranfectables; nous avons essayé différentes techniques, selon différents
parametres (phosphate de calcium, électroporation, lipofectamine, saponine...), sans succes.
Seule la micro-injection peut étre réalisée facilement au laboratoire. Des ostéoclastes matures
peuvent étre micro-injectés avec des protéines dans leur cytoplasme, ou avec un ou plusieurs
plasmide(s) dans un de leurs noyaux. Dans ce dernier cas, il n’est possible de transfecter que
des ostéoclastes ensemencés sur verre, les noyaux n’étant pas visibles sur des ostéoclastes
ensemencés sur substrat résorbable (les cellules se polarisent sur de tels substrats). Une
technique alternative serait la mise au point de vecteurs viraux (adénovirus, rétrovirus,
lentivirus) (Takayanagi et al., 1999). Cette technique est progressivement mise en place dans
le laboratoire.

Une maniere de contourner ce probléme de transfection a également été d’utiliser le modéle
RAW, qui correspond a une lignée de macrophages pouvant se différencier en ostéoclastes
fonctionnels, plus facilement transfectables par des méthodes classiques. Ce type cellulaire a
permis a Olivier Destaing de générer plusieurs lignées, dont la lignée Raw-Actine-GFP

utilisée pour I’étude de la dynamique du cytosquelette.
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Par ailleurs, des lignées de souris transgéniques peuvent également servir a 1’obtention
d’ostéoclastes déficients pour telle ou telle protéine. Au cours de cette thése, nous avons

notamment utilisé une lignée de souris déficiente pour le gene WIP.

L’étude du cytosquelette d’actine des ostéoclastes sur substrat résorbable n’est pas aisée du
fait de I’auto-fluorescence des lamelles d’os, ou encore de I’épaisseur des lamelles de dentine
ou de nacre. Avant mon arrivée au laboratoire, Frédéric Saltel a adapté un protocole mis au
point par Shibutani et al. (2000) afin de minéraliser des lamelles de verre appelées lamelles
ACC (Apatite-Collagen-Complex). Des lamelles de verre sont recouvertes avec du collagene
de type I, puis des cristaux d’hydroxy-apatite de calcium, a 1’aide de bains successifs dans des
tampon phosphate et calcium. Par diffraction aux rayons X, Saltel ef al. (2004) ont confirmé
que les cristaux formés correspondaient bien a I’apatite cristallisée du minéral osseux. Il s’agit
donc d’une matrice osseuse synthétique, résorbable par les ostéoclastes, et répondant aux
contraintes de I’imagerie.

Une limite de ce systtme comme tout systéme résorbable est la quantification de la
résorption. Jusque-1a, le seul moyen d’accéder a ce parametre était de réaliser un test ELISA
colteux apres résorption de lamelles de dentines (quantification de la dégradation du
collagene). En collaboration avec Frédéric Saltel et Edith Bonnelye, nous avons mis en place
un systeme rapide et peu onéreux : nous avons tiré parti du fait de la coloration différentielle
des trous de résorption (matrice résorbée) par rapport a la matrice non résorbée. Une
coloration d’une lamelle ACC au nitrate d’argent colore la matrice minéralisée en noir, alors
que les trous de résorption sont transparents. De méme, la coloration d’une lamelle de dentine
au bleu de toluidine colore les trous de résorption en violet, alors que le reste de la lamelle
reste de couleur claire (voir figure 27). L’utilisation des logiciels Photoshop et Metamorph
permet alors d’accéder a une aire résorbée par les ostéoclastes par rapport a une aire totale.
Cecli nous a permis par exemple au cours de ces travaux de comparer 1’activité de résorption
de différentes populations ostéoclastiques. Ce systeme d’analyse permet €galement la
quantification de la migration des ostéoclastes sur substrat résorbable, par mesure de la
longueur des trajets des cellules.

Cependant, nous nous sommes rendus compte de la limite du systéme, dans le sens ou ces
expériences peuvent mener a de faux résultats ; en effet, ce systeme oblige 1’expérimentateur
a vérifier que les deux populations d’ostéoclastes détachés pour ensemencement sur substrat

résorbable sont au méme état de différenciation. Dans le cas de 1’étude d’un KO par exemple,
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il est fondamental de vérifier que les cellules KO et les cellules WT ont la méme cinétique de

différenciation par un comptage des noyaux (donc de la fusion) au cours du temps.

Figure 27 : Quantification de la migration et de la résorption d’ostéoclastes matures
apres coloration de lamelles d’ACC (A) ou de dentines (B). Des zooms sur les deux types
de lamelles montrent les trous de résorption (étoile blanche) dans la matrice (€toile noire), et
les trajets de migration (trait blanc).
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Publication N° 1 (soumise) :
Absence of WIP contributes to the identification of two actin

domains with distinct functions in mature osteoclasts.

Introduction a I’article :

Comme décrits dans I’introduction bibliographique, les podosomes sont caractérisés par un
ceeur d’actine-F, entouré d’un anneau de protéines dont des intégrines, la vinculine, la
paxilline, et la taline (Linder, 2003). Les cceurs d’actine sont associés au systeme de
polymérisation dépendant de Arp2/3. En effet, on y retrouve le complexe Arp2/3, WASp ou
encore la cortactine. Récemment, Calle er al. (2004) ont montré que le KO de WASp induit
une diminution de la formation des podosomes dans les ostéoclastes. La protéine WIP a
également été détectée au niveau des cceurs de podosomes de cellules endothéliales (Moreau
et al., 2003) et plus récemment de cellules dendritiques (Chou et al., 2006). Dans ces cellules,
la délétion de WIP induit une diminution du nombre de podosomes par cellule, suggérant un
role de WIP dans la régulation des podosomes. Chou et al. ont émis I’hypothése que WIP
stabiliserait WASp au niveau des cceurs de podosomes, en régulant le clivage de WASp par la
calpaine. Cependant, I’effet de 1’inactivation de WIP dans les ostéoclastes n’avait jamais été
étudié.

L’ostéoclaste a la spécificité d’avoir une organisation de 1’actine-F différente selon le substrat
sur lequel il est ensemencé. Sur verre, sur plastique, ou sur matrice organique, les ostéoclastes
matures sont étalés et organisent leur cytosquelette d’actine sous forme d’une ceinture de
podosomes périphériques. Sur matrice minéralisée, ACC, dentine, ou lamelle d’os,
I’ostéoclaste se polarise en se contractant et forme une ceinture continue d’actine, la zone de
scellement. Si la fonction de la zone de scellement est clairement impliquée dans la
résorption, le r6le des podosomes reste une question ouverte. Il leur est souvent attribué un
role dans I’adhérence des ostéoclastes, sans pour autant que cela ait ét€ prouvé. De méme, le
lien entre les deux organisations de 1’actine-F, podosomes ou zone de scellement, reste a
déterminer.

Au cours de ce travail, nous avons mis en évidence que la ceinture de podosomes des
ostéoclastes est en fait composée de deux domaines d’actine distincts: le ceeur de podosome,
qui apparait comme un point d’actine treés intense, entouré d’un nuage d’actine, ou « cloud »,

diffus et moins intense. Des immuno-marquages montrent que chacun de ces domaines est
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associé a des marqueurs moléculaires distincts ; ils sont notamment associés a des récepteurs
différents : 1’intégrine 33 colocalise avec le nuage, alors que les cceurs de podosomes sont
associés au récepteur CD44. C’est la premiere fois qu’est mis en évidence un récepteur
associé au cceur des podosomes. Les deux domaines mis en évidence sont donc associés a des
récepteurs et a des protéines impliquées dans des voies de signalisation distinctes.

Une collaboration avec 1’équipe de I. Anton (Madrid) nous a permis d’avoir acceés aux souris
KO pour WIP. De facon surprenante, nous avons constaté que les ostéoclastes WIP-/- ne
présentent aucun cceur de podosomes, mais seulement le nuage d’actine, homogene. Les deux
domaines mis en évidence peuvent donc €tre induits indépendamment 1’un de 1’autre, ce qui
suggere qu’ils sont dépendants de voies de signalisation distinctes. Cependant, méme en
I’absence de WIP, les ostéoclastes WIP-/- restent capables de former des cceurs de
podosomes. En effet, leur ensemencement sur des lamelles de verre recouvertes d’acide
hyaluronique, de collagene de type I, de laminine ou encore d’ostéopontine, tous ligands de
CD44, permet I’obtention d’une ceinture de podosomes identique a celle d’ostéoclastes WT.
L’implication directe de CD44 dans ce phénomeéne a €ét€ démontrée par [ utilisation
d’anticorps activateur ou inhibiteur. Ces résultats nous ont permis de démontrer que la
concentration du récepteur CD44 dans les ostéoclastes WIP-/- permet de compenser 1’absence
de WIP dans ces cellules pour I’induction des cceurs de podosomes, suggérant que WIP joue
un role « concentrateur » des éléments de polymérisation dépendant du complexe Arp2/3.

Les ostéoclastes WIP-/- nous ont également permis d’analyser séparément les fonctions des
ceeurs de podosomes et du cloud. Les podosomes sont souvent considérés comme des
structures d’adhérence bien que ceci n’ait jamais €t€ prouvé. Aucune fonction n’a également
été associ€e au nuage d’actine. Dans cette étude, nous avons pu démontrer que les podosomes
participent effectivement a I’adhérence des ostéoclastes a leur substrat, alors que I’actine du
nuage est plutdt impliquée dans la contraction de la cellule. Les deux domaines auraient ainsi
des fonctions distinctes, adhérence et contraction, deux fonctions fondamentales pour le cycle
de résorption des ostéoclastes. Ces deux structures, associées a ces deux fonctions, se
retrouveraient ainsi associées au niveau de la zone de scellement des ostéoclastes. De facon
surprenante, les ostéoclastes WIP-/- ensemencés sur apatite forment cependant des zones de
scellement identiques a celles des ostéoclastes WT, méme si leur efficacité de résorption est
diminuée de 30%. Il est possible que cela soit di la haute affinité de 1’apatite pour des ligands
sécrétés par 1’ostéoclaste comme I’ostéopontine, ce qui permettrait de concentrer le ligand

donc le récepteur, et ainsi de compenser 1’effet « concentrateur » de WIP.
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ABSTRACT:

The cytoskeleton of mature osteoclasts (OCs) adherent on non-mineralized substrates 1s
organized in a belt of podosomes reminiscent of the sealing zone (SZ) found in bone
resorbing OCs. We demonstrate that the belt is composed of two functionally different actin-
based domains, diffuse cloud for contraction and dense dots for adhesion, each associated
with specific subsets of proteins. Podosome markers Arp2/2, WASp, WIP and CD44 co-
localized with actin dots and defined podosome cores, whereas vinculin, paxillin and 3
integrin subunit was associated with the cloud. WIP-/- OCs were devoid of podosomes, but
exhibited actin clouds when plated on non-mineralized substrates. Furthermore, podosomes
were restored in mutant OCs by activation of CD44 on hyaluronic acid indicating a substrate-
dependent role in the formation of podosome cores. On apatite mineral. components of
podosome cores and clouds combine and reorganise into the SZ. WIP-/- OCs remain capable
of forming a SZ but their resorption capacities are reduced suggesting that WIP is involved in

bone resorption.
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Introduction

Podosomes are highly dynamic adhesion structures found in monocyte-derived cells, as well
as in v-sre-transformed and cytokine or phorbol ester stimulated endothelial or smooth muscle
cells. They are thought to carry out two major functions: adhesion and degradation of
extracellular matrix (ECM) (Linder et al., 1999) (Linder, 2007a) (Correia et al., 1999)
(Moreau et al., 2003) (Bumns et al., 2001) (Tarone et al., 1985). Podosomes are formed by an
F-actin core surrounded by several focal adhesions proteins such as integrins, vinculin,
paxillin, and talin (Zambonin-Zallone et al., 1989) (Pfaft and Jurdic, 2001) (Marchisio et al.,
1988) (Linder and Aepfelbacher, 2003) (Linder, 2007a). However, podosomes clearly differ
from focal adhesions by their shorter life time and in the architectural organization of these
proteins. Actin-associated proteins such as cortactin, Arp2/3, WASp (Wiskott Aldrich
Syndrome Protein) are associated with the F-actin core. WASp is associated with WIP
(WASp Interacting Protein) and exerts its functions by regulating the spatial organization of
actin polymerization in all cell types studied so far (Anton and Jones, 2006). WIP can interact
with different proteins implicated in podosome formation such as WASp, cortactin or actin
itself (Martinez-Quiles et al., 2001) (de la Fuente et al., 2007) (Kinley et al., 2003) (Ramesh et
al., 1997). WIP has been detected in podosomes of endothelial cells (Moreau et al., 2003) and
more recently in dendritic cells (Chou et al., 2006) where it was found to regulate podosome
formation. In these cells, knock down of WIP resulted in a decreased number of podosomes
(Chou et al, 2006). However, the role of WIP in osteoclast (OC) has not been investigated
yel.

OCs are giant multinucleated bone-resorbing cells derived from the fusion of monocytic
precursors stimulated by receptor activator of nuclear factor B-ligand (RANK-L) and
macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) (Boyle et al.. 2003; Lacey et al., 199%8). OCs

can adhere onto several substrates on which they form distinet F-actin structures. During the



in vitro differentiation of OCs, cells exhibit numerous podosomes which self-organize along
the differentiation process. Podosome clusters are found in early OCs, which evolve into
dynamic and transient rings at intermediate stages and end up in forming peripheral podosome
belts in mature cells (Destaing et al., 2003). Based on these in vitro observations, it has been
proposed that podosomes are essential for ECM degradation, OC invasion and migration in
vivo (Mizutani et al., 2002) (Linder, 2007b; Tatin et al., 2006) (Redondo-Munoz et al., 2006)
(Calle et al,, 2006). fn vivo, bone resorbing OCs exhibit a sealing zone (SZ), made of a large
circular band of F-actin with an inner and outer lining of vinculin (Lakkakorpi et al., 1991)
(Saltel et al.. 2004) (Jurdic et al,, 2006) (Luxenburg et al., 2007). The SZ delineates the area
of enzyme secretion and matrix degradation products which transcytoses from basal to apical
pole (Salo et al., 1997) (Nesbitt and Horton, 1997). OCs adherent onto glass spread and form
podosome belts whereas they become polarized and exhibit SZ when seeded onto apatite
(Saltel et al., 2004). Because of the different architecture and spatio-temporal relation between
podosome belts in cultured and the SZ in bone resorbing OCs, it is stll a matter of debate how
these intriguing actin structures are regulated. Whereas no individual podosomes could be
detected at the SZ forming in OCs seeded on a mineralized substrate, by means of time lapse
video confocal microscopy (Saltel et al.. 2004), a novel approach based on high resolution
electron microscopy revealed that the structure is made of a highly dense network of
podosomes interconnected with radial bundles of actin (Luxenburg et al., 2007).

OC adhesion is critical for its function of bone resorption and OCs express several
matrix receptors including avpl, a2l and avp3 integrins (Clover et al., 1992) (Nesbatt et al.,
1993). Although avp3 integrins were described to be the most implicated in OC biology
(Faccio et al,, 2003b) (Faccio et al., 2003a) (Zou et al., 2007). another major receptor is
represented by CD44 (Chellaiah et al., 2003a) (Chellaiah et al., 2003b). CD44 is a cell

surface, single-pass transmembrane proteoglycan expressed in most cell types. The roles



played by CD44 are diverse, but the great interest in CD44 relies on its function as a receptor
for hyaluronic acid (HA) (Ponta et al., 2003). While HA is the principal ligand for CD44, it
also interacts with osteopontin (OPN), collagen and laminin (Goodison et al., 1999).

In the present study. we analyzed the molecular composition and F-actin organization
of the OC podosome belts. We first confirmed that the belt is composed of two distinct
entities, the podosome core visualized as an F-actin dot and an actin cloud surrounding it.
Interestingly. podosome core formation but not the actin cloud was completely abrogated in
OCs obtained from WIP-/- mice demonstrating a functional independence between these
different F-actin structures. In addition, by providing CD44 ligands, we were able to re-induce
podosomes in WIP-~ OCs. giving the evidence that the differential F-actin structures are
dependent on specific cell-substrate adhesion receptors. We propose therefore cooperate
functions between different F-actin structures in bone resorbing OCs, controlled by the

spectfic localization of different types of cell-matrix receptors.



Materials and Methods

Mice

The generation of WIP-/- mice has been described previously (Anton et al., 2002). Mice are
from a mixed 129/Sv] x C57BI/6 background. They were kept under specific pathogen-free
conditions at the Centro de Biologia Molecular “Severo Ochoa™ (Madrid, Spain).
Comparisons are made between cells obtained from age and sex-matched WIP-/- and WT
mice.

Cell cultres

Spleen and bone marrow cells of WT and WIP-/- mice were cultured for 8 days in 6-well or
12-well plates in differentiation medium: «-MEM medium containing 10% FBS, M-CSF; and
RANK-L (Destaing et al., 2003).

Reagents

Recombinant human RANK-L and human M-CSF were produced as previously described
(Destaing et al., 2003). Culture media were from Life Technologies. Anti-WIP antiserum was
raised by Proteintools (Madrid. Spain) by immunizing rabbits with a 19-amino-acid C-
terminal peptide of WIP (KLARNESRSGSNRRERGGP) (Lanzardo 1JBCB 39 2007). Anti-
Paxillin (clone 249) was from BD transduction laboratories. Anti-phospho-paxillin was from
[nvitrogen. Anti-vinculin (clone Vin 11-5) and anti-myosin {cloneMY-32) were from Sigma
Chemicals. Anti-CD44 (H-CAM, s5¢-7946) and anti-WASp (sc-13139) were from Santa-Cruz.
Anti-Cortactin (p80/85, clone 4F11) and anti-phosphotyrosin (clone 4G10) were from Upstate
Laboratories. Anti-CD61 (Integrin 3 subunit) and anti-CD29 (Integrin 1 chain, clone 9EGT)
were from BD Pharmingen. Anti-Arp3 was a generous gift from E. Znameroski (Welch
laboratory-Berkeley). Alexa-Fluor-555-Phalloidin was from Molecular Probes (Eugene, OR,
USA). The myosin inhibitors blebbistatin {Sigma-Aldrich) and ML-7 (Calbiochem) were used

for 20 min at S0uM and 0.5uM respectively. Vitronectin, collagen and laminin were obtained



from Sigma-Aldrich and incubated on glass slides at 10pg/mL for Th. Osteopontin and
hyaluronic acid (Sigma-Aldrich) were incubated on glass slides at Sug/mL for 1h. After
rinsing, coated slides were blocked for 1h in BSA 0.5% in PBS (Sigma-Aldrich). To study
blocking of CD44 signaling in OCs, cells were incubated with 10pg/mL of CD44 blocking
antibodies (Santa Cruz sc-7946) for 30min. To study activation of CD44 signaling in OCs,
cells were incubated on glass coverslips previously coated with 10 ug/mL poly-L-lysine
(Sigma-Aldrich) for 2h and thereafter coated overnight with a CD44 activating antibody
(clone A3DS, Sigma C7923); cells were fixed 4h after being seeded on these matrices.
Immunofivorescence

Cells were fixed in 3.7% paratormaldehyde, pH 7.2, for 10 min, permeabilized with 0.2%
Triton X-100 for 7 min, and incubated with vanious antibodies. F-actin distribution was
revealed by Alexa-Fluor-555-Phalloidin. Cells were imaged with a confocal Zeiss LSM 510
using a2 63X (NA 14) Plan Neofluor objective. To prevent contamination between
fluorochromes, each channel was imaged sequentially using the multitrack recording module
before merging. Z-cut pictures were obtained using Zeiss LSM 510 software. Deconvoluted
images were obtained from Z-cut pictures (X = 40 nm, Y = 40 nm, Z = 131 nm) using
Huygens essential software.

Interference reflection microscopy

The contact area of WT or WIP-/- OCs was assessed by Interference reflection microscopy
(IRM). Adherent cells were imaged with an Antiflex Plan-Neofluor Ph3, 63x NA 1,25 oil
immersion objective, equipped with a 4/4 plate and custom made polarization and analysis
filter, mounted on an Axiovert 100M (both from Carl Zeiss Microimaging, Inc). Images were
captured with a 12-bit digital camera (model ORCA 4742-95; Hamamatsu Photonics)
controlled by the Openlab software (Improvision). Image analysis was performed using the

MetaMorph software package (Molecular devices).



Measurement of OC swrjace areas

OCs were stained for F-actin, and imaged with a x20 (NA 1.0) Zeiss Plan-Achromat
objective. OC area was measured using the metamorph software. Results were plotted as the
mean surface of pixels of OCs, +/- SD out of 3 wells.

Measurement of resorprion efficiency

At the end of the differentiation process on plastic dishes, mature OCs were removed with 4
washes with PBS-EDTA 0.25 mM for 30 min cach and then seeded on various substrata. OCs
were seeded on dentin slices (a generous gift from Dr N. Takahashi: Matsumoto Dental
University, Nagano, Japan) or on ACC (Apatite Collagen Complexes) slides in differentiation
medium for 2 days. The ACC were prepared using the method described previously
(Shibutan: et al.. 2000) (Saltel et al., 2004). Remaining cells were removed by immersion in
water and ACC slides were stained with silver nitrate to detect resorption pits under a light
microscope. Resorbed areas were assessed using a stereomicroscope (Leica MZ12) and the
Metamorph and Photoshop softwares (Molecular Devices). Results were plotted as the mean
number of pixels +/- SD out of 2 wells and were representative of 3 independent experiments.
Measurement of F-actin intensities

WT and WIP-/- cells were fixed and stained for F-actin. 30 pictures of actin cytoskeleton
zoom were acquired with identical excitation and exposure settings using the confocal
microscope described above. Fluorescence intensity histograms of F-actin content were
obtained after smoothing (2 x 3 kernel), background subtraction, and manual selection of the
cell surface using Metamorph software and exported to Excel (Microsoft) for further analysis.
Cumulative fluorescence intensity histograms were obtained by multiplication of the number

of pixels with the respective gray value.



QC micro-injections:

Mouse spleen cell-derived OCs, differentiated in vitro on Eppendorf CELLocate” coverslips
for 7 days in differentiation medium, were transferred to medium buffered with 20 mM
HEPES. Intranuclear microinjections of ¢DNA (3.5mg/ml in 0.05 M Tris-HCL, pH 7.4) were
carried out at room temperature using Eclipse TE 200 inverted microscope (Nikon) with an
InjectMan micromanipulator and an Eppendorf 5246 microinjector. After injection, cells were
further maintained at 37°C and 5% CO: for 6 hours in differentiation medium before imaging.
OCs were transfected with either control plasmid (pcDNA), or with plasmid containing the
human WIP coding sequence (pcDNA-WIP) as described previously (Anton et al.. 2003).
These plasmids were kindly provided by N. Ramesh (Children’s Hospital, Boston, MA, USA).
Adhesion guantification

OCs were differentiated on glass coverslips, washed 3 times with PBS, and incubated at 37°C
in PBS-EDTA 0.25 mM. Three slides were fixed with PFA for each indicated time and cells
were stained for F-actin. OCs were counted on each slide and results are presented as average

+/- SD.



Results

I- The OC podosome belts are composed of two distincr F-actin-based domains.

Podosomes are considered as the structural unit of the OC actin cytoskeleton. During
osteoclastogenesis carried out on a glass substrata, the pattern of podosome organization
evolves from clusters in early stages to expanding dynamic rings at intermediate stages and
finally to belts localized at the cell periphery in mature OCs (Destaing et al., 2003). Using
phalloidin to label F-actin and deconvolution-assisted confocal microscopy. we observed that
the podosome belt (Fig. 1A), was composed of two distinet F-actin entities (Fig. 1B). Strong
fluorescence intensity, corresponded to dense dot-like fibrillar actin (Fig. 1B, black star),
delimiting the podosome cores themselves, which were connected with a more diffuse, low
intensity F-actin staining (Fig. 1B, white star) that we defined as the actin cloud. To examine
the contribution of these two different structures to the podosome belt, the pixel/intensity
distribution from more than 30 cells was quantified, averaged and expressed in form of a
histogram, reflecting the surface and relative fluorescence intensity of these two domains
(Fig. 1C). A Z-section of a podosome belt showed podosome cores as intense columns of
fibrillar actin whereas the actin cloud manifested as a thin continuous network connecting
podosome with each other (Fig. 1D, top panel). Deconvolution analysis of this Z- section
confirmed that podosomes and clouds were interconnected (Fig. 1D, lower panel). These data
clearly show that podosome belts of mature OCs, present two distinet structural organizations
of F-actin consisting of the podosome core itself, which s embedded in a cloud of

polymerised actin.

2= Podosome cores and actin cloud associate with distinct molecular partners.
To characterize podosome cores and actin cloud in more detail, we localized known

podosomal or focal adhesion markers. Scatflold or adaptors proteins such as vinculin (Fig. 2A)

10



or paxillin (see supplementary data) were found at the level of the actin cloud and were
excluded from actin cores. Since OC adhesion plays a crucial role in the process of bone
resorption, we examined the localization of receptors for components of the extracellular
matrix expressed in this cell type, namely avfl, 2] and avB3 integrins and CD44.
Interestingly. these receptors showed different patterning: 1 subunit that we detected in
murine fibroblasts (data not shown) was neither present in the podosome cores nor in the
cloud (see supplementary data). Instead. CD44 selectively localized to podosome cores (Fig.
2B), while the B2 subunit stamning matched perfectly that of the actin cloud, completely
excluding actin dots corresponding to podosomes (Fig. 2C). Since actin dots and cloud co-
localized with distinct receptors, we raised the question, whether their formation could result
from the activation of distinct signalling pathways. Immunofluorescent staining of phospho-
paxillin (Fig. 2D) and phospho-Tyrosin (see supplementary data) clearly showed intense
staining at the actin cloud suggesting an active role of the cloud domain in signal transduction
at the podosome belt. Previous studies have established that the actin nucleation factor Arp2/3
found in podosome belts is necessary for the formation of the SZ and consequently for OC
resorption (Hurst et al.. 2004). Immunofluorescence analyses using anti-Arp3 or WASp
antibodies showed that these two proteins are exclusively localized at the core of podosomes
and completely excluded from the actin cloud (Fig. 2E and supplementary data). Cortactin
and WIP, two others proteins involved in actin polymerization, exhibited similar localisation
(Fig. 2 F, G). These data strongly suggested that podosome cores and actin clouds depend on
two distinet pathways for actin polymerisation. By regulating the acto-myosin contraction
process, myosin II is also involved in bone resorption (Sato and Grasser, 1990). Interestingly,
myosin II which is known to be associated with actin stress fibers localized to both podosome
cores and actin clouds (Fig. 2H). In conclusion, podosome cores and actin clouds are different

F-actin based structures, anchored to the matrix through distinct receptors, and distinguishable
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on the basis of their specific and mostly exclusive structural components (see table). We also

identify CD44 as a novel podosome core marker in OCs.

3= WIP null OCs exhibir actin cloud bur not podosome cores.

Arp2/3/WASp/WIP machinery regulates actin polymerization at podosomes (Linder et al.,
2000) (Tsubot, 2007) (Linder, 2007a). Because knock down of WIP was recently described to
decrease podosome number in dendritic cells (Chou et al., 2006), we designed experiments to
analyze the impact of the WIP knock down on the two F-actin structures of OCs. Mature
osteoclats, derived from spleen of WIP-/~ animals were grown in the presence of M-CSF and
RANK-L and then seeded onto serum coated glass coverslips. F-actin labelling with
phalloidin revealed the complete absence of actin dots i WIP-/~- OCs (Fig. 3A insert-B).
Furthermore, histogram analysis revealed the persistence of the actin cloud, while podosome
structures were lost (Fig. 3C). Considering the integrated fluorescence intensity as a measure
of the quantity of F-actin, the overall amount of fibrillar actin appeared very similar between
WT and WIP-/- OCs (664.10‘ pixels for the WT versus 628. 10t pixels for WIP-/- OCs). The
analysis of a Z-section confirmed the absence of podosomes and the homogeneity of the
observed actin structures (Fig. 3D, top panel). Deconvolution of the actin cloud confirmed
that this structure is a large band of fibrillar actin and revealed areas of higher intensity
corresponding to radial bundles of actin (Fig. 3D. lower panel). To confirm the role of WIP in
podosome formation in our model, WIP-/- OCs were microinjected with a construct encoding
a full length WIP-GFP ¢DNA. After 6h, F-actin was stained and re-induction of podosomes
was observed in WIP-GFP positive cells (Fig. 3E insert-F). confirming that the absence of
podosome cores is due to WIP deficiency. These data strongly suggest a very specific role for

WIP in podosome formation in OCs.



4= Reorganization of Actin regulators in WIP-/= OCs.

Since the absence of WIP prevented podosome core formation in OCs, we anticipated a global
mislocalization of molecular markers of the podosome belt. Antibodies against various
proteins used for the molecular characterization of the podosome belt in WT OC (see Fig. 2
and table) were tested in WIP-/- OCs. The negative staining obtained with an antibody against
WIP, confirmed the absence of WIP (Fig. 4A). Amp2/3 complex and WASp., which
exclusively localized at podosome dots in WT OCs, was absent from the actin cloud in WIP-/-
OCs (Fig. 4B and supplementary data). This result indicates that the F-actin of the cloud must
result from an Arp2/3 independent polymerisation pathway. Cortactin had lost its specific
localization at the podosome F-actin core and was detected diffusely distributed within this
actin cloud (Fig. 4C). This observation suggests that the local concentration of cortactin is an
important parameter of podosome formation. Similarly to Arp2/3 and WASp, CD44 was not
detected in the WIP-/- OC actin cloud domain (Fig. 4D) suggesting a specific role of this
receptor in podosome core induction. These data show that in WIP-/- OCs, all podosome core
markers are either absent or found diftfusely distributed within the actin cloud.

In order to characterize possible changes in actin cloud markers in WIP-/- OCs, we examined
vinculin, paxillin and integrin. Similarly to vinculin, the B2 integrin was still present along the
actin cloud (compare Fig. 4E.G and Fig. 2A.C) suggesting that the avp3 integrin could play a
role in anchoring the actin cloud to the substrate. We then checked whether proteins usually
found downstream of 3 integrins were also present in the actin cloud. Interestingly. paxillin
was detected but not in its phosphorylated form (Fig. 4F and supplementary data). Likewise,
total phospho-tyrosine labelling disappeared from the actin cloud in WIP-- OCs
(Supplementary data). These results indicate that the absence of podosome cores in WIP-/-
OCs altered the overall phosphorylation pattern of proteins of the actin cloud and suggest a

cross talk between these two structures. Interestingly, the localization of myosin 11 did not



change i the cloud of WIP-/- OCs (Fig. 4H) suggesting a maintenance of its function within
mutant podosome belts. These data indicate that the deletion of WIP induces major alterations
in the organization of F-actin and a loss of most podosome markers suggesting that WIP 1s

necessary to organize and to recruit molecules in the process of podosome formation.

3- Actin core and cloud play different roles in OCs.

Podosome cores are considered as adhesion structures in OCs whereas the function of the actin
cloud is unknown. WIP-/- OCs offers the possibility to explore the function of each actin-based
structure individually. To examine the role of podosome cores in cell adhesion, we first
observed cells by IRM microscopy, and second, set up an assay to compare the adhesion
strength of WT and WIP-/- OCs plated on plastic by measuring cell detachment. In both cell
types, IRM microscopy revealed the presence of a large dark band at the cell periphery
corresponding to tight attachment to the substratum which colocalizes with the actin belt with
or without podosome cores (Fig. 3A-D). Cells were treated with EDTA for either 7 or 15 min
and remaiming adherent OCs were-recorded. Results presented in Fig. SE. demonstrate that
WIP-/- OCs, devoid of podosome cores, were far less adhesive than WT OCs with podosome
cores. These data show that the actin cloud contributes to OC adhesion to the substratum and
that the podosome cores reinforce this potential. In search for a specific function for the actin
cloud, we reasoned that myosin I which is detected at this structure (Fig. 2H). may play a role
in OC contractility. To explore this hypothesis, an inhibitory strategy was used, based on
pharmacological inhibition of myosin II (blebbistatin and ML-7). WT and WIP-/- OCs were
treated with blebbistatin and fixed (Fig. 5F to I). Quantification of cell surface areas revealed
that WIP-/- and WT OCs were equally spread in the presence of blebbistatin (Fig. 5J). Identical
results were obtained with ML-7 (data not shown). Cell spreading was associated with a loss of

podosome cores but maintainance of the actin cloud after 30min of treatment (data not shown).
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Following prolonged exposure to the drug, all actin structures were found destabilized. These
data show that WT and WIP-/- OCs seeded onto serum coated glass coverslips exhibit the same
state of contractility before treatments. OC contractility capacity was next tested in biological
conditions. In contrast to glass adhesion conditions. mature OCs seeded on apatite mineral are
polarized and contracted. When WT and WIP-/- OCs were seeded on ACC, a physiological
and resorbable substrate, both cell types presented the same contraction potential as assessed
by cell surface area measurements (Fig. 5J). These data demonstrate that the sole presence of
the actin cloud allows OC contractility, independently of podosome cores. This result strongly
suggests that the actin cloud contribute to OC contractility necessary for the resorption process.
We concluded that podosome cores and actin cloud are involved in distinct functions in OC
physiology where podosome cores play a major role in adhesion while the actin cloud controls

contractility.

6- CD44 signalling restores podosome assembly in WIP-/- OCs.

Since the two actin containing domains displayed distinet functions, we investigated further the
molecular mechanisms involved in their formation by means of WIP-/~- OCs. The localization
of CD44 at the base of podosome cores in WT but not WIP-/- OCs suggested a potential role of
this receptor in podosome formation (Fig. 2B and 4D). We first seeded WT or WIP-/- mature
OCs on various matrices displaying distinct CD44 binding capacities. WT OCs exhibited
podosomes on all matrices tested (Fig. 6A-E). On uncoated glass or vitronectin (VN), an avfi2
integrin ligand, no podosome cores could be observed in WIP-/- OCs (Fig. 6F and G).
However, when seeded on collagen I, osteopontin (OPN) or hyaluronic acid (HA) (Fig. 6H-J),
all ligands for CD44, podosome core assembly was restored in these cells, despite the absence
of WIP. Furthermore, when plated on coverslips coated with anti-CD44 antibodies displaying

agonist activities (clone A3DR), podosome formation was equally restored in WIP deficient



OCs (Fig. TA). These results show that triggering CD44 signaling re-induced podosome cores
in WIP-/- OCs and confirm the direct implication of CD44 in podosome core formation in
OCs. To investigate the mechanisms by which CD44 could restore podosome core formation,
WIP-/- OCs were seeded either on coverslips where WT OCs had been cultured for 2 days, or
on coverslips with WT OC conditioned medium. Podosome cores were induced only in the
first situation (Fig. 7B, C). This indicates that OCs provided CD44 activating signals. possibly
by secreting insoluble matrix components necessary for CD44 mediated podosome core
formation. In a converse experiment. WT OCs were treated with CD44 antibodies endowed
with blocking properties. As expected, a dramatic decrease in podosome core number was
observed (Fig. 7D-E) and confirmed by actin fluorescence quantification (Fig. 7F). Podosomes
re-induced by CD44 activation on HA were indistinguishable from those formed in their WT
counterpart. This was confirmed by immunolabelling for Arp2/3, WASp and CD44 on WIP-/-
OCs seeded on HA (Fig. 7 G-I). Altogether, these data bring evidence that by re-inducing

podosome formation in WIP-/- osteoclats, CD44 signals bypass the absence of WIP.

7« The actin cloud is a major component for OC-mediated bone resorprion.

Adhesion and contractility are crucial for the OC resorption process. Bone resorbing OCs
exhibit a SZ, a large band of F-actin which does not result from the fusion of podosomes
(Saltel et al., 2004). Results presented so far suggested us that theSZ could derive 1- from the
actin cloud only, 2- from the reorganization of podosome cores only or 3- from podosome
cores fusing with the actin cloud. To explore these possibilities, we first investigated how
podosomal markers distribute in OCs seeded on ACC. CD44 localized at the SZ in WT OC
but also in WIP-/- OCs (Fig. BA-F). These data show that the podosome core moiety is
integrated in the SZ. Likewise, other specific components of podosome cores such as cortactin

and Arp2/3 were found in WIP-/~ SZ suggesting that apatite-induced signal helps to bypass



WIP loss (data not shown). All these data demonstrate the complexity of the SZ which
corresponds to the integration and reorganization of the two actin structures: podosome cores
and actin cloud.

To assess the functionality of the SZ, we measured the resorbing activity of WIP-/- versus WT
OCs. Mature OCs were seeded on ACC coverslips for 24h, then removed, and ACC coverslips
were stained to quantify resorption. Data presented in Fig. 8G-I show that WIP -/~ OCs were
still able to resorb mineralized matrix but with a 30% lower efficiency than WT OCs. These
data were confirmed on dentin substrata (data not shown). These results indicate that
components of the actin cloud are sufficient to form a SZ and to resorb bone but that WIP, a
component of the podosome core must be present to achieve full efficiency of the resorption

Process.

17



Discussion

Fully differentiated multinucleated OCs exhibit two different actin structures, podosome belts
and SZ when adherent on artificial or on apatite mineralized substrates respectively. In this
study, we have extended our previous observation (Destaing et al., 2003), recently confirmed
by high resolution scanning electron microscopy (Luxenburg et al., 2007), that podosome belts
are composed of two F-actin containing domains, namely a diffuse actin cloud surrounding
actin dots referred to as podosome cores. Use of WIP deficient OCs enabled to precise the
molecular architecture of the two F-actin domains and to show for the first time that they fulfill
different roles. The actin cloud is composed of proteins usually found at the periphery of
individual podosomes such as vinculin, paxillin and signalling phosphoproteins together with
the integrin avi3 linking this domain to ECM. In contrast, podosome cores are made of a dense
F-actin network associated to proteins such as cortactin, Amp2/3, WASp and the
transmembrane receptor CD44 (see Fig. 9). As expected, WIP which can interact directly with
actin, WASp and cortactin (Martinez-Quiles et al,, 2001) (Kinley et al., 2003) (Ramesh et al.,
1997), and regulates podosome formation in dendritic cells (Chou et al., 2006) was found
colocalized with podosome cores. The potential role played by this protein in podosome was
further emphasized by the analysis of WIP deficient mature OCs; they were still composed of
the actin cloud domain but no podosome cores could be observed by deconvoluted confocal
microscopy. In agreement, WASp, Arp2/3 as well as CD44 could not be detected whereas
cortactin were redistributed within the cloud domain.

Comparison between WT and WIP-/- OCs allowed us to precise the role played by these two
actin domains. Podosome cores strengthened adhesion to the substrate since WIP deficient
OCs. devoid of podosome cores, were still adherent on glass or plastic but with much less
efficiency compared to WT OCs. We show that the actin cloud regulates OC contractility, in

part through myosin II found in the cloud domain of WIP-/- OCs, since control and mutant
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OCs have the same contractibility state and capacity, respectively onto glass or mineralized
substratum. Recently, Luxenburg et al. (2007) described that the SZ of bone resorbing OCs is
composed of interconnected actin networks associating small podosomes with radial actin
suggesting that both domains are involved in bone resorption. Indeed, resorption capacity of
WIP-/- OCs was slightly but significantly impaired compared to control OCs even though they
formed an apparently normal SZ. We conclude that the absence of podosome cores decreases
the resorption capacity of OCs but does not completely block the process. So podosome cores
are not the main components implicated in bone resorption but contribute to it.

Podosome belts exhibit two transmembrane receptors with specific pattern, the integrin avp3
underneath the actin cloud and CD44 associated with podosome cores, whereas 31 integrin
could not be detected at the belt. Colocalization of CD44 with podosome cores is the first
observation of a receptor distinet from integrins, directly associated with the actin core of
podosomes. Podosome cores were re-induced in WIP-/- OCs seeded on HA, bringing new
insights to understand the role of HA in bone resorption (Spessotto et al.. 2002). Moreover, the
use of blocking antibodies against CD44 induced podosome disassembly in WT OC. avfi2
integrin and CD44 are transmembrane receptors for several extracellular matrix elements, such
as vitronectin for the integrin av3 and HA for CD44. One interesting point is that they share a
common ligand. osteopontin (OPN). which is largely expressed and secreted by OCs
(Chellaiah et al., 2003b) (Chellaiah and Hruska, 2003). These two receptors were described to
play important function in OC adhesion, migration and resorption. Surprisingly, 3 or CD44
null mice show only mild defects in bone resorption or osteopetrotic phenotype (McHugh et
al.. 2000) (de Vries et al., 2005). Our results suggest that suppression of only one of these two
receptors is not sufficient to block OC resorption. In contrast, OPN gene knock out induces a
decrease in CD44 expression in OCs which are hypomotile and less efficient to resorb bone

matrix (Chellaiah et al., 2003b). Altogether these data suggest cooperativity between these two
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receptors in OCs. WIP-/~ OCs seeded on coverslips previously coated by WT OCs exhibit
podosome cores suggesting that OCs secrete their own matrix in order to induce podosome
core formation and subsequently bone resorption. Moreover, it can be anticipated that during
the resorption cycle, the complex bone matrix underneath the OC will be altered as long as
resorption progresses. Thus, a possible scenario could be the following: in an early phase of the
process, OCs meet apatite, the mineral component of bone which is able to bind and
concentrate matrix components such as OPN or HA (Reinholt et al., 1990) (Rees et al., 2002).
This high concentration of OPN., or HA. concentrates and activates CD44 to organize a SZ, a
prerequisite for bone resorption. In the resomption lacuna delimited by the SZ, acidic
dissolution of apatite resulting from H' secretion and proteolysis of the different bone matrix
protemns, profoundly alter the bone matrix which can promote dissociation of the SZ and
stimulate OC migration. Another cycle can occur.

Our present work has confirmed the essential role of WIP in podosome core formation. This
molecule seems to act as a nucleator of actin regulating proteins, since in its absence OC
podosome cores are completely dissociated with delocalization of WASp and Arp2/3. WIP has
been shown to act as a chaperone protecting WASp from degradation via the proteasome or by
calpain in lymphocytes and dendritic cells (de la Fuente et al., 2007) (Chou et al., 2006). In
WIP-/- OCs, no specific labeling for WASp was observed in the actin cloud, nor for Arp2/3 or
phospho-tyrosine. However in absence of WIP, activation of CD44 with specific substrate such
as HA, OPN or laminin was sufficient to re-induce podosome cores. This emphasizes the fact
that WIP act as an adaptor to concentrate elements necessary to podosome core formation such
as WASp, Arp2/3 and cortactin (Kaverina et al., 2003) (Luxenburg et al., 2006; Tehrani et al.,
2006). In WIP-/- OCs we can speculate that WASp and perhaps also Arp2/3 are mislocalized
and/or degraded. Even if the absence of WIP reduces WASp levels, residual amounts of WASp

remain sufficient and relocalised to podosomes on HA coated substrata after 30 min of



adhesion (data not shown). However, the absence of WIP can be bypassed by a concentration
and activation of the CD44 receptor indicating the major role of this molecule in podosome
induction. This identification of CD44 as the first matrix receptor associated directly with
podosome core is consistent with its ability to interact with key elements involved in podosome
core formation such as N-WASp. ¢-Src and cortactin (Bourguignon et al., 2007) (Bourguignon
et al., 2001) (Hill et al., 2006).

Moreover, CD44 1s an important element of the SZ and could play an important role during
bone resorption. Interestingly, CD44 localized with the SZ in WIP-/- OCs seeded on ACC as in
WT cells. So. we can speculate that apatite allows WIP-/- OC to bypass WIP deletion. This
could be explained by the high affinity of apatite to secreted matrix elements such as OPN or

HA which concentrate and activate CD44,
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Table

COMPONENTS wWroc WIP L OC
Actin regulators
wip Podosome cores Absent
Arp 23 Podosome cores Absent
WASp Podosome cores Absent
Cortactin Podosome cores Clowd
Integrins
Beta | Absent Absent
Beta 3 Cloud Cloud
Other receptor
Ch44 Podosome cores Absent
Integrins assoclated proteins
Vinculin Cloud Clowd
Paxillin Cloud Clowd
Phosphorylated proteins
Phospho-tyrosins proteins Cloud Absent
Phospho-tyrosin paxillin Cloud Absent
Motors protein
Myosin 11 Podosome cores + Clowd Cloud

Table 1: Summary of the localization of actin-associated proteins in the two actin

containing domains of the podosome belt of WT and WIP-/- OCs cultured on glass.



Figures legends:

Figure 1: OC podosome belt is composed of two F-actin domains.

(A) Mature WT OCs plated on glass coverslips were observed by confocal microscopy after
F-actin staining with phalloidin and exhibited podosome belts (bar: 20 um). (8) Magnified
view of the area within the white insert in (A) shows that podosome belts are formed by two
structures: the cloud (white star) and dots (black star). referred to as podosome cores,
embedded in the cloud (bar: 1.5 um). (C) Cumulative fluorescence intensity histograms were
obtained by multiplication of the number of pixels, with the respective gray value of each
pixel obtained from 30 images. This analysis illustrates the difference between podosome
cloud and podosome cores (n=30). (D) Z-cut section of a magnified view of F-actin
cytoskeleton (dotted white line in B) before (top panel) and after (lower panel) deconvolution,
confirmed the existence of the actin cloud which interconnects with actin dots of podosome

core fluorescence (bar: 0.5 um).

Figure 2: Podosome cores and cloud are associated to different molecular partners.
Differentiated wild-type OCs were plated on glass slides and observed by confocal
microscopy after actin staining by phalloidin and immunolabelling for different actin-
associated proteins. Adaptor proteins such as Vinculin ¢4) and phospho-Paxillin (D) were
localized within the cloud domain, excluding podosome cores. Other markers such as Arp2/3
(E). Cortactin (F) or WIP ((i) colocalized with actin dots, excluding the actin cloud. CD44 (B)
receptor colocalized with actin dots, whereas the i3 integrin subunit (C) was specific of the
actin cloud. Motor protein Myosinll is localized in actin cloud and podosome cores (H). Bar:
4 um.

See also Supplementary Data for other markers.



Figure 3: WIP is required for podosome core formation.

(A4) Differentiated WIP-/~ OCs plated on glass coverslips were observed by confocal
microscopy after F-actin staining by phalloidin and exhibited a continuous actin belt (bar: 20
umy). (8) Magnified view of the area within the white insert in (A) showed that the actin belt
of the WIP-/- OCs consisted in the cloud domain only (white star), with complete absence of
podosome cores (bar: 3 pm). (C) Comparison between cumulative intensity histograms
(n=30) of WT versus WIP -/~ OC actin cytoskeleton contirmed the absence of the podosome
core fluorescence domain, and the exaggerated fluorescence of the cloud domain. (D) Z-cut
sections of a magnified view of F-actin cytoskeleton before (top panel) and after (lower panel)
deconvolution confirmed that actin cloud is homogeneous and devoid of any actin dots (bar: 2
um). (E). Immatwre WIP-~ OCs were microinjected with a WIP full-length ¢cDNA and
observed after F-actin and WIP staining: actin dots were re-induced in micro-injected cells
(bar: 5 pm). (F) Magnified view of the area within the white insert in (E), showing podosome

cores (bar: 1.5 um).

Figure 4: Molecular markers associated with podosome cores in WT OCs are absent or

diffusely distribured in WIP-/= OCS.

Differentiated WIP-/- OCs were plated on glass coverslips and observed by confocal
microscopy after actin staining by phalloidin and immunolabelling for markers previously
described in figure 2. Some actin-associated proteins colocalized with actin dots in WT OCs
were absent: namely, WIP () as expected but also Arp2/3 (8) and CD44 (D). Other markers
of podosome dots, like cortactin (C), were diffusely distributed within the actin cloud:
vinculin (E), myosin 11 (/) and the beta integrin subunit (). Phospho-Paxillin (F), localized

in the actin cloud of WT OCs, was absent in WIP-/~ OCs. Bar: 4 um.



See also Supplementary Data for other markers.

Figure 5: Podosome cores and actin cloud play different roles in OCs.

Mature WT and WIP-/- OCs plated on glass were observed by confocal microscopy after F-
actin staining (4, C) or by IRM (Interference Reflection Microscopy) (8, D) (bar: 6 um). Both
cell types showed a large dark band at their periphery, corresponding to a tight attachment to
the substratum, which perfectly colocalized with podosome belts. (E) To quantify adhesion
strength, WT and WIP-/- mature OC on glass were incubated with PBS/EDTA to induce their
detachment. Remaining OCs were recorded 0 min., 7 min. or 15 min. after treatment. (F) WT
and WIP-/- OCs were plated on glass and treated with blebbistatin, an inhibitor of the myosin
II. Confocal microscopy after F-actin staining showed that the drug induced spreading of WT
(F.G) and WIP-/- OCs (/1) (bar: 60 um). (J) Quantification of cell spreading was achieved
by measuring WT and WIP-/~ mature OC surface areas, before and after the addition of
blebbistatin  (50uM). Seeding OC on ACC {(Apatite Collagen Complex) induced a
physiological contraction of these cells: quantification of the cell surface areas on glass and

on ACC demonstrated that WIP-/- OC, have the same ability of contraction than WT OCs.

Figure 6: Actin dots can be reinduced in WIP-/-= OCs adherent on different substrara.

Mature WT OCs formed actin dots when seeded on different substrates: Glass (A),
Vitronectin (8), Collagen type 1 (C). osteopontin (OPN) (D} and hyaluronic acid (HA) (E).
Mature WIP-/- OC formed an homogenous actin cloud but no podosome cores on glass (F) or
vitronectin (G). In contrast, podosome cores were re-induced when WIP -/- OCs were seeded

on collagene type 1 (H). OPN (7). or HA (/). Bar: 4 pm.



Figure 7: CD44 plays a key role in the induction of actin dots.

Podosome cores were reinduced when mature WIP-/- OCs were plated on coverslisps either
coated with CD44 activating antibodies (A3DR) (A), or coated for 3 days with mature WT
OCs which were then removed (8). Mature WIP-/- OCs seeded on glass with mature OC
derived conditioned medium did not form podosomes cores (C) (bar: 16 um). Inserts show a
magnified view of the actin belts in each condition (bar: 8 pm). (D) In contrast, incubation of
WT OCs plated on glass with a CD44 blocking antibodies (s¢-7946) induced actin dots
dissolution (bar: 16 pm). (£) Magnified view of the area within the white insert in () (bar: 4
um). (F) Cumulative intensity histograms (n~30) confirmed this disappearance of podosome
core fluorescence domain. Confocal microscopy observation, after actin staining by phalloidin
and immunolabelling for Arp2/3 (G). WASp(H) and CD44 () showed that WIP-/- OCs

seeded on HA relocalized these proteins to podosome cores (bar: 3 pum).

Figure 8: Actin dot domains are required for efficient OC bone resorption activiry.

Mature WT and WIP-/- OCs were seeded on ACC coverslips. After cell lysis and staining,
resorbed surfaces areas by WT (G) and WIP-/- (H) OCs were observed under a
stereomicroscope (Leica MZ12) (bar: 200 pm). then quantified (f) via the Metamorph and
Photoshop softwares (see Materials and Methods). WIP-/- OC were still able to resorb
mineralized matrix, but with a 30% lower efficiency than WT OCs. Confocal microscopy,
after actin staining by phalloidin and immunolabelling for CD44, showed that this receptor is

present in the SZ of WT (A4-C) and WIP-/- OCs (D-F} (bar: 10 pm).



Figure 9: Proposed schematical molecular organization of the two F-actin domains in OCs.
Upper left panel: detail of the cloud domain. avf}3 integrin mediate ECM binding organize
downstream an intracellular complex containing paxillin. This complex is linked via talin and
vinculin to a radial F-actin network. Only a few markers are represented for simplification
purposes. Upper right panel: detail of podosome core domain. A vertical F-actin network is
nucleated at the membrane via the CD44 receptor and the actin polymerisation machinery
comprising WIP, WASp, cortactin and Arp2/3. Lower panel: schematic drawing of the F-actin
belt in OC with an optical cut perpendicular to the substratum. The plasma membrane is

delimited by an orange line. “Adapted from Linder, 2003; and Luxenburg, 2007™.

Supplementary Data: Podosome dot and cloud domains are associated 1o different
molecular partners in WT and WIP-/- OCs.

Mature WT and WIP-/- OCs were plated on glass slides and observed by confocal microscopy
after actin staining by phalloidin and immunolabelling for different actin-associated proteins.
Paxilin colocalized with the cloud (8) in WT OCs and is diffusely distributed in the actin belt
of the WIP-/- cells (F). WASp and phospho-tyrosins proteins localized respectively in actin
dots (4) and in cloud (C) in WT OCs, and were absent in WIP-/- OCs (E, G). The betal

integrin subunit was not detected in WT (D) and 1in WIP-/- (H) mature OCs. Bar: 4 pm.
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Publication N° 2:
A novel Rho-mDia2-HDAC6 pathway controls podosome

patterning through microtubule acétylation in osteoclasts.

Introduction a I’article :

L’article précédent démontre que dans les ostéoclastes matures, 1’actine-F s’organise sous
forme d’une ceinture périphérique de cceurs de podosomes dans un nuage d’actine. Cette
deuxieéme publication présentée est 1’occasion d’aborder la stabilité de cette structure.

Le réseau de microtubules est impliqué dans de nombreux remaniements morphologiques de
la cellule. Il a ét€ mis en évidence que cette fonction dépendait des interrelations entre les
microtubules et le cytosquelette d’actine. Par 1’utilisation d’agents déstabilisants des
microtubules, de nombreuses études ont montré que la polarisation et I’émission d’extensions
lors de la migration des fibroblastes et des macrophages nécessite un réseau de microtubules
intact ; la désorganisation des microtubules dans les macrophages ou les neutrophiles induit
par exemple la formation de plusieurs lamellipodes, définissant ainsi plusieurs axes de
migration. Cela suggere que les microtubules auraient pour fonction de renforcer et de limiter
dans 1’espace la polymérisation de 1’actine sous forme d’extensions membranaires, afin de
privilégier une direction de migration donnée. Les cytosquelettes d’actine et de tubuline
semblent donc coopérer afin d’optimiser la migration cellulaire.

Dans des travaux antérieurs, Destaing et al. (2003) ont montré au laboratoire que la
stabilisation du cytosquelette d’actine des ostéoclastes, sous forme d’une ceinture
périphérique de podosomes, nécessite également la présence du réseau de microtubules. Les
autres étapes d’organisation de 1’actine au cours de la différenciation (clusters, anneaux de
podosomes) en sont par contre indépendantes. Cela suggere que, comme le cytosquelette
d’actine, le réseau de microtubules est modifi€ au cours de la différenciation ostéoclastique.
L’objectif de cette étude a donc tout d’abord été de déterminer la présence et le réle
d’éventuelles modifications post-traductionnelles du réseau de microtubules au cours de la
différenciation. Les sous-unités a et § de tubuline peuvent subir diverses modifications, dont
I’acétylation du résidu sérine en position 40, et la détyrosination en C-terminal, ces deux types
de modifications étant supposées €tre associés a une stabilisation des microtubules. Ces

travaux ont permis de mettre en évidence que la présence d’une ceinture de podosomes dans
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les ostéoclastes correspond a une accumulation spécifique de microtubules acétylés au front
interne de cette ceinture.

Par ailleurs, comme décrit dans I’introduction bibliographique, les GTPases et les formines
sont connues pour agir a la fois sur le remodelage de 1’actine, et sur la dynamique et la qualité
des microtubules. Ces classes de protéines constituent une voie de recherche intéressante pour
comprendre les éléments régulateurs de la coopération actine-tubuline. Nous avons ainsi
analyser I’effet d’inhibiteurs de la GTPase Rho (Tat-C3) sur la formation et la stabilisation
des ceintures de podosomes, avec ou sans agents de dépolymérisation des microtubules
(nocodazole). Ces expériences montrent que I’inhibition de Rho induit une augmentation du
niveau d’acétylation des microtubules. Cette inhibition de Rho permet aussi le maintien des
ceintures de podosomes, ceci méme en présence du nocodazole, donc en 1’absence du réseau
de microtubules. Inversement, 1’expression d’une forme activée de Rho (RhoV14) dans les
ostéoclastes induit une diminution de 1’acétylation des microtubules. Afin de confirmer la
relation entre le niveau d’activation de Rho, la déacétylation des microtubules, et la formation
de la ceinture de podosomes, nous avons réalisés des GST-pull-down pour évaluer le taux de
Rho activé au cours de l'ostéoclastogenese. Contrairement a ce qui était attendu, ces
expériences n’ont pas permis de mettre en évidence de différence dans le taux de Rho activé.
Il est possible que la localisation de Rho activé soit plus importante pour médier son effet que
son niveau global d’activité.

Toujours dans 1’optique de disséquer les voies de signalisation impliquées dans
I’augmentation de 1’acétylation des microtubules au cours de la différenciation, nous nous
sommes intéress€s aux enzymes associ€ées aux modifications post-transcriptionnelles des
microtubules. Peu de choses sont connues actuellement sur 1’acétylation des microtubules,
I’acétylase impliquée n’ayant toujours pas été identifiée. Par contre, on connait une enzyme
responsable de la dé-acétylation : HDAC-6. L’utilisation d’un inhibiteur de cette enzyme
(TSA) permet de bloquer la dé-acétylation des microtubules, méme dans le cas de la
surexpression de la forme activée de Rho. Par ailleurs, la formine mDia2, un effecteur de Rho,
peut réguler 1’activité de HDAC-6 (Ishizaki et al., 2001 ; Palazzo et al., 2001), ce qui en fait
un bon candidat pour €tre un intermédiaire moléculaire entre I’inhibition de Rho et HDAC6.
Des expériences de co-précipitations entre une forme GFP de mDia2 et différents fragments
de mHDAC6 marqués avec un tag HA ont permis de mettre en évidence une interaction entre
ces deux protéines. Ces résultats nous ont ainsi permis de mettre en évidence une cascade de
signalisation impliquant les trois protéines Rho-mDia2-mHDAC6 dans la différenciation

ostéoclastique.
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Summary

Osteoclast maturation is accompanied by changes in
podosome patterning, resulting in the formation of a
peripheral belt, which requires an intact microtubule
network. Here, we report that by inhibiting Rho, the
podosome belt is maintained at the cell periphery despite
depolymerisation of microtubules by nocodazole. Rho
inhibition was correlated te the increase in microtubule
stabilisation and  microtubule  acetylation. By
micreoinjecting activated Rho or its activated effector
mbDia2 in osteoclasts, we found that the podosome belt
was disrupted and the level of microtubule acetyvlation
dramatically decreased. We further characterised the
molecular  mechanism  responsible  for  microtubule
deacetylation by co-immunoprecipitation experiments. We
found that not only was mDia2 coprecipitating with the

rue Mahed Senval, 1291 Ganew 4, Swizerdand

recently identified microtubule deacetylase HDACG6 but
that it also activated the microtubule deacetylase activity of
HDACS in an in vitro deacetylase assay. Finally, we found
that during osteoclastogenesis, there is a correlation
between the increase in microtubule acetyvlation and the
podosome belt stabilisation and that if Rho is inhibited in
the early stages of osteoclast differentiation, it accelerates
both microtubule acetyvlation and podosome belt
stabilisation. Altogether, our data reveal a pathway in
which Rho interferes with the osteoclast maturation
process by controlling the level of microtubule acetylation
and actin organisation through mDIA2 and HDAC6G.

Key words: HDACS, Rho GTPase. mDIA, Microtubule acetylation.
Podosames, Osteoclasts

Introduction

By degrading mineralised matrix, multinucleated osteoclasts
are crucial for the regulation of bone and calcium homeostasis.
In the presence of M-CSF and RANK-L., monocyte-
macrophage precursors  fuse together to  form  large
multinucleated cells in vitro {Boyle et al., 2003). Unlike most
non-transformed cells, cells from monocytic lineage, including
dendritic  cells, macrophages and osteoclasts rely on
podosomes to migrate or adhere to a substrate rather than on
F-actin stress fibres or focal adhesion plagues. Podosomes are
adhesion structures containing a column of a continuous fHux
of F-actin surrounded by focal adhesion proteins. In many
respects. podosomes are similar to focal adhesion plaques as
they are short-lived structures involved in cell migration. and
share major focal adhesion proteins such as integrin. vinculin
and talin as well as the signalling protein FAK/Pyk2 (for a
review sec Linder and Aepfelbacher, 2003). An important
feature of podosomes is that they are associated with
extracellular matrix degrudation; they are thought to actively

contribute to tissue invasion and matrix remodelling. For
example. podosome clusters are found in highly motile and
immature dendritic cells but not in static and mature cells found
in tissues (Burns et al., 2001). These observations underscore
the requirement of podosomes for cell migration. In vitro.
osteoclast podosomes acquire a higher degree of self-
organisation through the process of maturation. Immature
osteoclasts exhibit clustered podosomes that are subsequently
arranged into dynamic short-lived rings. Then. these podosome
rings expand to the cell periphery to form a stable podosome
belt in mature osteoclasts (Destaing et al.. 2003). This
podosome belt is reminiscent of the sealing zone found in
resorbing osteoclasts. which provides tight attachment to bone
and seals off the resorption pit where proteases and protons are
secreted to degrade the bone matrix (Vaananen et al., 2000
The molecular mechanisms  driving the transition from
pedosome clusters or dynamic rings to the padosome belt are
presently unknown. However, recent evidence indicates that, as
in focal adhesions and the formation of F-actin structures,
microtubules and Rho GTPases are critical for podosome
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patterning and assembly (for reviews, see Etienne-Manneville
and Hall, 2002; Linder and Aepfelbacher. 2003). Similar to
focal adhesions. microtubule plus ends may target podosomes
(Kavenina et al.. [999: Evans et al, 2003) and microtubule
network integrity has been shown to be crucial for podosome
patterning (Destaing et al., 2003). Forced depolymensation of
microtubules by nocodazole treatment leads to  the
destabilisation of isolated podosomes in macrophages or in
macrophage polykaryons (Linder et al., 2040; Ory et al., 2002)
and. in osteoclasts, the podosome belt is disrupted. However,
in the absence of polymensed microtubules and in contrast to
macrophages, isolated podosomes  are  still formed in
osteoclasts, indicating that in these cells. depolymerisation
disrupts podosome patterning rather than the formation of
podosomes themselves (Destaing et al., 2003).

Rho GTPases are known to promote F-actin and adhesion
structure  rearrangements and appear to be the probable
signalling intermediates between microtubules and F-actin
(Etiecnne-Manneville  and  Hall.  2003).  Microtubule
depolymensation in fibroblasts promotes stress fibre formation
and focal adhesion plaque assembly. which relies on RhoA
activation (Enomoto. 1996: Ren et al., 1999). Although the
function of Rho GTPases in podosome assembly or patterning
is rather unclear, Rho GTPase activity needs to be tightly
regulated to maintain  podosome  assembly  (Linder and
Acpfelbacher. 2003) and as in fbroblasts, microtubule
dynamics regulates Rho GTPase activity (Ory et al., 2002).
We recently showed that microtubule repolymerisation
recapitulates the sequence of events that lead to podosome belt
formation during osteoclast maturation. This process starts
with podosome clustering at the carly stage of microtubule
repolymerisation and proceeds to the formation of podosome
rings that eventually fuse together to generate the podosome
belt at the cell periphery when microtubules are fully regrown
{Destaing et al.. 2003). It should be noted that the Kinetics of
microtubule repolymensation are faster than the reformation of
the podosome belt, indicating that not only the dynamics of
microtubules are crucial for carly events in podosome
patterning (clusters or rings) but also that the microtubule
network needs to be in place or stabilised before the podosome
belt can be formed. In cells. there are two pools of dynamic
microtubules, those that exhibit dynamic instability and have
half-lives of 5-10 minutes, and stabilised microtubules, which
do not exhibit dynamic instability and persist for hours (Saxton
et al., 1984; Schulze and Kirschner, 1986; Webster et al.,
1987a; Webster et al.. 1987b). Stable microtubules accumulate
post-translational modifications including detyrosination or
acetylation, and may contribute to specialised functions in cells
(Bulinsk: and Gundersen, 1991; Palazzo et al, 2001b;
Rosenbaum. 20000

Starting with these observations, we decided to investigate
the molecular mechanisms that drive microtubule-dependent
podosome belt stabilisation in osteoclasts and the extent to
which Rho GTPase is involved in this process. Here. we report
that Rho inhibition prevents podosome belt disruption
following microtubule depolymerisation by nocodazole and,
maore surprisingly, that Rho inhibition increases the resistance
of microtubules to nocodazole. Checking for microtubule post-
translational modifications, we found that stable microtubules
were acetylated and not detyrosinated. This led us to
investigate  whether Rho  was  involved in microtubule

acetylation in osteoclasts. We used the fact that the histone
acetylase HDACS has recently been described as a microtubule
deacetylase (Hubbert et al., 2002; Matsuyama et al.. 2002) and
that the Rho effectors of the mDaa famuly are involved in the
control of post-translational modification of microtubules
(Palazzo et al, 2001b) as well as the coordination of the
microtubule and actin networks (Watanabe et al., 1999). This
allowed us to reveal a pathway where activation of Rho
promotes the deacetylation of microtubules through mDia2 and
HDACG6 activation. Morcover. we present evidence that the
level of microtubule acetylation is important for osteoclast
function.

Materials and Methods

Reagents

Nocodazole, tnchostatin A (TSA) and n-butyrate (Sigma-Aldnich)
were used at 2 M, 3 pM and 5 pM. Human M.CSF and recambinant
human RANK-L were produced as previously described (Destaing
et al. 2003). Supernatants were used at a final dilution of 1%
corresponding to about 20 ng/ml and 30 ng/ml recombinant M.CSF
and RANK-L, respectively. Moneclonal antibody AC4H) ants-actin,
anti-f-tubulin (clone DMIA) and anti-acetylated tubualin monoeclonal
antibody 6- LB 1 were from Sigma; anti-3-tubulin (clone N357) from
Amersham Life Science, anti-HA (clone Y11) from Santa Cruz
Biotechnology and anti-GFP monoeclonal antibody was from Roche
and Clontech. Anti-detyrosinated tubalin was a kind gift from Didier
Job (CEA, Grenoble. France) and anti- HDAC6 polyclonal was raised
against Coterminal peptide (Seigneunin-Bemy et al,, 2001). Foactin
distnbution was revealed after mcubation with TRITC.conjpugated
phalloadin (Molecular Probes). Caverslips were mounted in Prolong®
Antifade (Molecular Probes). Apatite collagen complexes (ACCs)
were prepared using 2 method described previously (Shibutan: et al.,
20NX): Saltel et al., 2004)

Plasmids and constructs

GFP-mDIA2 and GFP-mDIA2-AGBD were from Art Alberts (Van
Andel Institute) and have been described previously {Palazzo ot al.,
2001a). GFP-G14VRho and GFP-G12VRac were gifts from Philippe
Fort (CRBM, Montpellier, France). pEGFP-Actin Vector® was from
Clontech. TAT-C3 expression vector was 2 kind gift from Enk Sahai
and was produced as described (Coleman et al, 2001} Vectors
expressing  haemagglutinin (HA ) tagged mHDACS and  deletion
mutants have been described previously (Seigneurin.Berny et al.,
2001).

Osteociast differentiation

Spleen cells from six- to eight-week-old male OF1 mice were seeded
at 2500 cells'mm® and cultured for 8 days on coverships in
differentiation  medivm: -MEM  medium  (Life  Technologies)
containing 10% foetal calf serum (FCS. Hyclone) plus M.CSF and
soluble recombinant RANK-L

Microinjection

Mouse spleen cellidenved osteoclasts differentiated in vitro on
Eppendorf CELLocate™ covershps for 7 days in differentiation
medivm were trunsferred to observation medium: - MEM without
bacarbonate (Life Technologies) containing 10% foctal calf serum. M
CSF, 20 mM HEPES and soluble recombinant RANK-L. Intrunuclear
microinjections of ¢DNA (0.2 mg/ml in 0.05 M Tris-HCI, pH 7.4)
were camried out & room temperatare using Eclipse TE 200 inverted
microscope (Nikon) with an InjectMan micromanipulator and an
Eppendarf 5246 macromnjector. After injection, cells were fusther
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maintained at 37°C and 5% CO, for 6 hours in differentiation medium
befare imaging

Immuncprecipitation and Intaracton site mapping

For co-immunoperecipitation and interaction site mappeng, COS cells
were lysed 24 hours after transfection with Fugene 6% following the
manufacturer’s recommendations (Roche). Lysis buffer consists of
100 mM HEPES pH 7.9, 6 mM MgCl,, 40% glycerol, 150 mM KCL
0.1% Nonidet PAD and 1 mM dithiothrentol supplemented with a
protease inhibitor cocktail. The lysate was incubated on sce for 20
minutes and cleared by centnifugation at 17000 g for 10 minutes
at 4°C. HA-tagged proteins were immunoprecipitated with anti
HA antbody and proteinG  sepharose for 2 hours at 4°C
Immunogrecipitated proteins were washed three times in lysis butfer.

Candocal microscopy

For immunofiuorescence, cells were fixed i Busson fixation selution
at pH 6.9 (4% paraformaldehyde, 60) mM PIPES, 25 mM HEPES, 20
mM EGTA, 2 mM magnesism acetate, (L05% glutaraldehyde wiv).
processed as described (Ory et al, 2000) and imaged with a Zeiss
LSM 510 microscope using a 63 (NA 1.4) Plan NeoFluor objective.
To prevent cross-contamination between fluorochromes, each channel
was imaged sequentially using the multiitrack recording module
befare merging.

Tutulin deacatylase assay

COS cells transfected with 1 g HDACS and/or mDia plasmids were
lysed at room temperature for 40 minutes i butter A (15 mM Tns
HCIL pH 74, 15 mM NaCl, 60 mM KCI, 340 mM sucrose, 2 mM
EDTA. 0.5 mM EGTA, 0.65 mM spermidine, | mM dithsothrestol.
0.5% Triton X- HX), 30 ng/ml TSA) with 2 camplete protease inhibitor
cocktail (Roche Molecular Biochemscals). After centrifugation at
17,000 g at 4°C, the supernatant {(cytoplasmic extract) was mixed with
Lacmmli buffer and the extent of tubulin acetylation monitored by
western blotting, using an anti-acetylated tubulin antibody.

GTP-GTPase affinity precipitation assay

The GST-RBD construct used to evaluate the kevel of GTP-Rho in
cell lysates was kindly provided by M. Schwartz {Scripps Research
Institute, [a Jollu. CA). The activity assay was performed as
described (Ren et al.. 1999) for GTP-Rho with slight modifications
Briclly, GST-fusion proteins containing the Rhobinding domaun
(RBD) from mouse Rhotekin (amino acids 7-89) were produced in
Escherichia cols BL21 cells. After isopropylthiogaluctoside (IPTG)
induction, pellets of bacteria were resuspended in lysis butfer (50
mM Tris-HCL pH 8, 2 mM MgCl,, 0.2 mM Nu:S,0¢, 105 glycerol.
204 sucrose, 2 mM DTT, I ug/ml each aprotinin, leupeptin and
pepstatin) and somicated. Cell lysates were centrifuged for 20 minutes
at 4°C, 45000 g and the supernatamts were incubated with
glutathione-coupled sepharose 4B beads (Pharmacia Biotech) for 2
hours at 4°C. After three washes with lysis buffer, the amount of
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GST-RBD fusion proteins bound to the beads was estimated from
Coomassie Blue-stained SDS gels.

Cells at ditferent stages of the differentiation process were rapidly
washed in dce-cold PBS and proteins were extracted with lysis bufter
(50 mM Tos-HCL pH 74, 5 mM MgCl, 1% Triton- X100, 105
glycerol, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% SDS, 500 mM NaCl and
1 pg/ml each leupeptin. pepstatin and aprotinin). Lysates were
centnfuged for § minutes at 17.000 g and 4°C. and aliquots from the
supernatant were used to determine total GTPase in the cell lysate. 20
Hg of bactenally produced GST. GST-RBD fusion proteins hound to
glutathione-coupled sepharose beads were added to cell lysates and
incubated for | hour at 4°C. Beads were washed four times in lysis
buffer and bound proteins were eluted in Laemmli sample buffer
Analyses for bound GTPases by western blotting were performed
using monoclonal antibedy 26C4 aganst RhoA (a generous gift from
1. Bertoglio, Inserm U461, Paris. France).

Results

Rho Inhibition slows down podosome belt disruption
following microtubule depolymerisation

As microtubule integrity is required for podosome belt
formation in mature osteoclasts (Destaing et al., 2003) and
the small GTPase Rho s activated by microtubule
depolymensation in fibroblasts (Ren et al.. 1999} or in
macrophage osteoclast-like polykaryons (Ory et al., 2002). we
wondered whether podosome  belt  destabilisation  after
microtubule depolymensation was dependent on Rho activity.
To address that question. we used the ability of exoenzyme C3
fused to the HIV TAT protein fragment ( TAT-C3) to inhibit Rho
activity quickly (Coleman et al., 2001: Nagahara et al.. 1998:
Schwarze et al, 1999). We first verified, using an in vitro
ribosylation assay. that TAT-C3 efficiently inhibited Rho after
5 hours in osteoclasts (data not shown). Then. to examine the
requirement of Rho activity for podosome belt destabilisation
after microtubule depolymensation, we maintained the
osteoclasts for 5 hours in medium contamning cither TAT-C3,
or TAT-GFP fusion proteins as a control, and treated them with
nocodazole for 0. 30, 60 or % minutes. The cells were then
hixed and stained for actin and B-tubulin (Fig. 1A). TAT-C3
alone neither affected the podosome belt nor the microtubule
network (Fig. 1B). However, whereas the podosome belt
started to be disassembled into podosome clusters after 30
minutes of nocedazole treatment. (Fig. 1AB arrowheads). 1t
remained tightly associated at the cell penphery in TAT-C3
treated osteoclasts (Fig. IB). Longer treatment with
nocodazole led to complete disruption of the podosome belt
followed by cell retraction in control cells, whereas C3
treatment drastically delayed podosome belt disussembly as
even after %0 minutes nocodazole treatment, the podosome
belt was maintained at the cell penphery (Fig. 1A). This

Table 1. Percentage of osteoclasts presenting podosome belts compared to podosomes arranged in clusters or rings after
various treatments®

Nocaodarale

Control (50 minutes)
T af cells with podosome rings 27 S0
F of eells with podosme belts 73 10

TAT-GFP
TAT-C2 (5 hours) (5 hours) then
TAT-C2 then nocodarole TAT-GFP pocodiende
5 hours) (50 minutes) 5 hours) (S0 mimates)
15 is 22 95
KBS &5 78 5

600 vsteochasts were counted for cach conditzon and the resalts are from fve independent experiments,
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ohservation that TAT-C3 treatment prevented podosome belt
disruption following depolymernisation of
further confirmed by quantifying the relative amount of
osteoclasts with podosome belts compared to rings (Table 1).

Fig. 1. TAT.C3.meduted Rbh

inhibatson in osteoclasts confers

elt resistance to

pe -_’- WO
microtubule dep
through s

tabal
f microtubules. Rho-ir

partially blocks nocodazole

induced microtubule

depol

nensation »

belt dissociation welasts
cither untreated or treated for 5
hours in the presence of TAT
GFP (0.5 uM) or TAT.C2 (0.5

incubated in the

M) were
presence of nocodazole (2 pM)
for 50 minutes and then fixed
and stained For actin (in red) and
P-tubulin (in green) before
bservation using a confocal
microscope. [A) Kinetics of
nocodazole-mediated podosame
belts and microtubule disruption
In the presence of the control
(TAT-GFP), nocodazale
disrupted both microtubules and
podosome belts in less than 30
minutes. [n the presence of TAT

C3 [-.-_]..-..q;., sh

resistant to nocodazo
for mare than | hour whereas

of microtubules were still
TAT-C3

pretreatment had no ¢

subsels

observed. (B

steoclast cytoskelet
exhabiting a dense microtubule
network and 2 podosome belt

whereas nocodazole induced

mplete micratubule dissociation
together with podosome belt

destabilisation and the su nt
formation of podosome nings
{arrowheads) and clusters (ope
arrowheads) as pr 3
describad (Destaing et al.. 2003)
In contrast, TAT-C2 blocked the
action of nocodazole since

podosome belts were stabilised at
the

coclast perphery {amm

maintamed. A clos
hin the white 1
cath each image. (C) Rho

induces microtubule

ation n nocodazoke treated
clls. NIH3T3 cells v
d for 12 hours in
presence of TAT-GFP or TAT-C3

S UM for the last 4 hours. The

treatment. Nocodazole-resistant microtubules

presence of TAT-C1. In

within the white insert is presented underneath cach image

witrast, Rho activation by serum ir

Longer nocodazole treatment resulted in the total loss of the
wils podosome belt under both conditions, confirming the crucial

role of microtubules in podosome belt integrity (data not
shown)

microtubules

Noco 60 min Noco 90 min

Noco 30 min

control

TAT-GFP
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TAT-C3
Pretreatment

TAT-C3 TAT-GFP + Noco

SERUM + TAT-GFP

Actin
*
Tubulin

- SERUM
| -
o -

n cells were stimulated by serum addition for a further 2 hours before

SERUM + TAT-C3

a 50-minute nocodazole (2 pM

ctivated either in the absence of serum or in the
ion in TAT-GFP coatrol cells. A closeup of
pm (A, lower panels in B, C); 20 pm (upper panels in B)

were barely detectable when Rho was

od microtubule stabahis the area

Bar, 1
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Surprisingly, TAT-C3-treated  osteoclasts  showed 2 then treated with nocodazole in the presence of TAT-C3 or
significant increase in nocodazole-resistant  microtubules TAT-GFP. As descnibed by others, and in contrast to
compared to TAT-GFP-treated cells (Fig. [A.B). This osteoclasts, Rho activation by serum induced microtubule
observation contradicts previous published data showing that stabilisation that was otherwise blocked by TAT-C3 (Fig. 1C)
microtubule stabilisation is induced by Rho activation rather We conclude that the effects of Rho inhibition on microtubule
than Rho inhibition in NIH3T3 cells (Cook et al., 1998). To stability are cell type specinic. It should be noted that
confirm that our results were not due to expernimental microtubule stabilisation by Rho inhibition has also been

deficiencies, we observed the microtubule content in NIH3T3 found In ustrocvtes (S,  Etienne-Manneville,  personal
cells that were first stimulated by serum to activate Rho. and communication).

Rho activity and HDACG regulate
acetylated microtubule levels in
gsteociasts

Our previous experiments indicating that Rho
inhibition somehow  stabilised microtubules
prompted us to check whether the level of Rho
activity  could modulate  post-translational
mexdifications (PTMs) of microtubules. as
PTMs are often associated with a change
in microtubule  dynamics and/or stability
{Rosenbaum, 2000)

Acetylsted MTs Merge

Fig. 2. Rho actuvity coatrals the level of tubulin
acetylation upstream of HDACSH. (A) Inhibition of
Rho by 0.5 uM TAT-C3 for 5§ hours induc
accumulation of acetylated microtubules in
compartson to 0.5 pM TAT-GFP used as a
coatral. (B) One nucleus per osteoclast was
micraingected with either RhoA WT.GFP ar a
constitutively activated form of Rho, RhoAV 14
GFP expression vectars. Cells w

RhoOA-WT-GFP

sre fixed 6 hours

after microtnjection and GFP.expressing cells
rcted by GFP fluorescence using a
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detected by indirect immunofluorescence (green)
and F.actin by means of phalloidin-RITC {red
and a close up of eact
the presence of RhoA-WT. osteoclasts exhibat the
typical podosor
acetylated microtubules. On the other hand.,
expression of Rho VI14.GFP induced
deacetylation of mecrotubules and disorgamsation
of podosome belts (arrowhead n close.up area)
However, tubulin deacetylution dependent on Rho
activation was inhibited after treatment with the
HDACS inhabitor TSA (3 uM) for | hor,

me is downstream of Rho
ent and active in osteoclasts

condition 15 presented. In

RhoA-V14.GF

belt and dense networks of

RhoA-VI4.GFF

. ! showing that this enz

TSA (C.D) HDACS is pre
Endogenous HDACS was easily detected in

osteaclasts by western blotting with a polyclonal
anti- HDACSH antibody (C). The deacetylase

c A L "‘ ! s v : " . . ll ity of HDACH was tested with two drugs
e - TSA, known to inhibit its activity and sodium
3 . . s 3 Endogenous MOAC 6 hutyrate, which does not. HDACH was indeed
o active in osteoclasts as confirmed by greatly
5 kDs A increasad levels of acetyvlated tubulin in TSA
— cotylated Tutndin

treated osteoclasts and unchanged Jevels in the
Tubustin presence of sodium butvrate compared to the
control and to the total amount of B tubulin (D
Finally. inhibition of Rho by TAT-C3 (for 4
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Osteoclasts were incubated for 5 hours with either TAT-GFP
as a control or TAT-C3 to inhibit Rho. and processed for
confocal microscopy analysis after staining of their actin and
acetylated-microtubule (Ac-MT) cytoskeleton. Whereas the
Ac-MT level was detectable but low in osteoclasts incubated
with TAT-GFP fusion protein, it was increased in osteoclasts
maintained in presence of TAT-C3 (Fig. 2A). On the other hand,
we never observed changes in detyrosinated microtubules (data
not shown), suggesting that Rho inhibition was promoting
microtubule acetylation and also that Rho activation should
trigger microtubule deacetylation. To test this hypothesis, one
nucleus per osteoclast analysed was microinjected with vectors
encoding GFP fused to a wild-type form or a constitutively
activated form of RhoA (RhoA-WT. VI4-RhoA respectively).
Cells were then fixed and Ac-MT levels compared by
immunostaining. GFP-RhoA WT did not significantly affect
levels of Ac-MT whereas VI4RhoA promoted a drastic
decrease in the amount of Ac-MT together with disruption of
the podosome belt (Fig. 2B). Thus, Rho appears to be a key
player in regulating levels of Ac-MT 1n osteoclasts.

It has recently been shown that the histone deacetylase 6
{HDACS) acts as a major microtubule deacetylase that can be
inhibited by TSA (Matsuyama et al.. 2002). To test whether
HDAC6 could act on the Rho pathway., multinucleated
osteoclasts were microinjected with VI4RhoA ¢DNA and
treated with TSA for 2 minutes. TSA treatment blocked the
VI4RhoA-mediated deacetylation of microtubules (Fig. 2B,
lower panel). indicating that HDAC6 was downstream of Rho.
To confirm that microtubule acetylation was increased by
HDAC6 or Rho inhibition. we monitored levels of acetylated
tubulin in osteoclast Iysates treated with TAT-GFP. TAT-C2 or
TSA (Fig. 2C). As expected. whereas levels of tubulin were
comparable between samples, levels of acetylated tubulin
increased an average of 2.5-fold in TAT-C3-treated osteoclasts
when compared to TAT-GFP-treated osteoclasts (mean of five
independent experiments). However, the relative increase of
acetylated tubulin was much higher in TSA-treated compared
to C3-treated cells indicating that Rho may partially control
tubulin acetylation and/or only affect a subset of microtubules.
In addition, in contrast to most HDAC proteins, TSA-sensitive
HDACG has been shown to be insensitive to sodium butyrate.
To assess whether microtubule deacetylation was dependent on
other HDACs in osteoclasts. cells were treated with TSA
or sodium butyrate and the amount of acetylated tubulin
determined by western blotting. The amount of acetylated
tubulin did not change in sodium butyrate-treated osteoclasts
but did drastically increase when osteoclasts were treated with
TSA (Fig. 2D). Altogether, these experiments indicate that Rho
activation is able to stmulate microtubule deacetyiation and
that HDACG 1s a probable intermediate.

Rho activates HDACG via mDla2

To further evaluate the role of the Rho pathway in microtubule
acetylation in osteoclasts, we decided to test whether the two
best-characterised Rho effectors, namely ROCK and mDia
proteins. mexdified levels of Ac-MT in osteoclasts. As the
ROCK inhibitor Y27632 did not modify levels of Ac-MT in
osteoclasts (data not shown), we focused on mDia2. Indeed,
mDia2 was a good candidate as it has been shown to be
involved in microtubule stabilisation and 1n coordinating

microtubule and actin dynamics (Ishizaki et al., 2001 Palazzo
et al.. 2001a). We thus microinjected plasmids encading a
constitutive active mutant of mDia2 fused o GFP (GFP-
mDIAZ-AGBD) into osteoclasts (Palazzo et al, 2001a).
Consistent with the effect of activated Rho, we found that
activated mDia2 triggered a drastic decrease in levels of Ac-
MT as well as disruption of the podosome belt without any new
specific actin structures being formed (Fig. 3A). As our results
suggest that both HDAC6 and mDia2 act downstream of Rho.
we hypothesised that mDi and HDAC6 could interact
together to regulate tubulin acetylation. To test this hypothesis.
we cotransfected HDACS with either wild-type mial or
activated mDia2 fused to GFP (GFP-mDia2WT or GFP-
mDIAZ-AGBD) in COS cells. As a control. HDACE was
transfected with GFP alone. HDAC6H proteins were then
immunoprecipitated from cleared cell lysates and associated
mDia2 revealed by immunoblotting with anti-GFP antibedy.
GFP-mDia2WT and GFP-mDIA2-AGBD were found in
HDACSH immunoprecipitates whereas GFP alone was not (Fig.
3B). To gain further insight into which HDAC6 domains were
responsible for mDia2 binding. we cotransfected deletion
mutants of HA-tagged HDACS together with GFP-mDia2WT.
HDACS6 fragment proteins were immunoprecipitated with HA
anibody and associated mDiaZ was revealed by anti-GFP
immunoblotting. We detected mIDial in the DD (amino acids
85-428) and DD2 (aa 429-824) but not in the C-terminal
(an  825-1149) and N-terminal (aa 1-84) domain
immunocomplexes (Fig. 3C). These results indicate that
HDACH nteracts with mDia2 in COS cells and that the two
deacetylase domains, DD1 and DD2 are both able to interact
with mDia2. Finally. to determine whether mDia2 was able o
stimulate the deacetylase activity of HDACG in cells. we used
an in vitro deacetylase assay (Zhang et al.. 2003). COS cells
were transfected with either HDACG alone, GFP-mDia2 alone
or HDAC6 and GFP-mDia2 together. We then analysed the
level of acetylated tubulin by western blotting of COS cell
lysates (Fig. 3D). HDACG or GFP-mDial alone was not able
to promote deacetylation of tubulin. However. when both
proteins were expressed in cells, the level of acetylated tubulin
was clearly reduced despite comparable amounts of tubulin in
the samples. Morcover. transfecting twice the amount of GFP-
mDia2 still reduced the level of acetylated tubulin indicating
that mDia2 1s able to activate HDACH deacetyvlase activity.

Formation of podosome Delts In maturing osteociasts
correlates with microtubule acetylation

Our results descnibed above clearly indicated that. in
osteoclasts, Rho downregulation s required for podosome
belt stabilisation, microtubule acetylation and stabilisation.
We have previously reported that during in vitro
osteaclastogenesis,  podosome  patterning  evolves  from
microtubule-independent clusters and nings to microtubule-
dependent belts (Destaing et al., 2003). We then reasoned that
osteaclast maturation during osteoclastogenesis should be
accompanicd by an increase in microtubule acetylation. To
investigate this possibility, we compared the Ac-MT pattern in
macrophages, as well as in immature and mature osteoclasts
seeded on glass. In macrophages, Ac-MT staining was
concentrated in punctate structures resembling centrosomes
(Fig. 4A). Immature osteoclasts exhibiting podosome rings
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contained only a low level of Ac-MT (Fig. 4B) whereas mature
osteoclasts, with a podosome belt, had much higher levels of
Ac-MT which were found mostly associated with the actin
podosome belt (Fig. 4C. arrowhead). This was further assessed
by comparing acetylated tubulin levels in cultures of
osteaclasts after 6 or 8 days of differentiation containing 40%
or 80% respectively, of osteoclasts exhibiting podosome belts
(Fig. 4D). We could conclude that microtubule acetylation is

Acetylatec-tubulin

T ————
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Fig. 3. mDIA2 mediates the action of Rho at the
level of acetylated micratubules by interacting with
and activating HDACG. (A) Constitutively active
mDia2 blocks tubulin acetylation and podosome

belt formation. One nucleus per osteoclast was
micrainjected with either GFP or a constitutively
activated form of mDIA2. GFP-mDIAZ AGBD
expression vectors. 6 hours later, acetylated tubulin
was detected by indirect immunofluorescence

een) amd Foactin with phalloidin.RITC {red). In
A2 AGBD.expressing asteoclasts

compared to GFP-expressing osteoclasts, the Ac
MT level was dramatically decreased and the
podosome belt disrupted. (B) HDACSH and mDial
interact together. COS cells were cither transfected
with GFP alone, HA-HDACSH, GFP-mDIAZ WT
GFP-mDIA2 AGBD vectors or cotrunsfected
together with HDACH. Transfected HDACS o
mbial were revealed in total cell lysate (TCL) by
an anti-HA or an anti- GFP antibody respectively
(left panel). HDACSH was immunoprecipitated with
an anti-HA antibody and mDia2-associated proteins
were revealed with an ants GFP antibody (night
pancl). Both the wild type and activated
mDzial co-precipitated with HA tagged
HDACS. (C) Mapping of HDAC6 domain
interaction with mDia. To determine the
domains of HDACS implicated in the
interaction with GFP-mDIA2 WT. COS cells
were trunsfected with GFP-mDIA2 WT and
with the N-terminal domain, the deacetylase
domain | {DDI). the deacety
(DD2) or the Coterminal do
using HA-tagged expression vect

lvsates of transfected cells were

W Aot GF P

lase domain 2
naan of HDACS,
ws. Cell

immunoprecipitated with 2 monockonal ant
HA antibody. (D) mP1a2 increases HDACH
deacetylase activity. In a tubalin deacetylase
in vitro assay, COS cells

re trunsfected

> - - - .
1 with mHDACS-HA WT, lysad ot room
- 2
s 2 temperature for 15 minutes and the ratio
of acetylated twhulintubulin monitored
LR L r

by western blotting. When GFP-mDIAZ
WT was trunsfected with mHDACG.-HA
WT. this increased the deacetylase
activity of the enzyme whereas GFP
mDIAZ WT alone had no effect on the
o level of this PTM. Positions of
stundards in kDa are indacated on the
left-hand sude of blots.

protein

assoctated with the formation of stable podosome belts during
osteoclastogenesis.

As Rho inhibition 1s crucial for maintaining the podosome
belt at the cell periphery. we expected that Rho inhibition in
immature osteoclasts (D6) should accelerate the formation of
podosome  belts.  Macrophages  were  differentiated  nto
osteoclasts and at day 6, TAT-GFP or TAT-C3 was added to the
differentiation medium for 6 hours. The number of osteoclasts
with podosome rings (Fig. 4E. arrowhead) or podosome belts
(Fig. 4E, arrows) was then quantified and compared to cells
maintained in differentiation medium alone. At day 6. only
40% of osteoclasts in untreated or TAT-GFP-treated osteoclasts
exhibited podosome belts versus 70% in TAT-C3-treated
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F-actin

Acetylated MT

F-actin

Acetyfated tubukn

Actin
g control TAT-GFP 6h  TAT-C3 6h G
Rho GTP
total Rho
Gorsdometry
B 5 ege analysis
3 ' % Bons

exhibited a majority

s of ostoociasts

conteod TAT-GFP

&h

TAT-C3
6h

induced the formation «

o0&

d osteoclasts, podosome belt
more than three nuclel by counting 640 osteoclasts per condition (F). At this stage of
differentiation, untreated osteoclasts or those treated for 6 hours with TAT-GFP (0.5 uM)
podosomes armanged in nings or clusters, whereas TATAC3 (0.5 pM)

osteoclasts. (G) Osteoclasts at

i 4. The level of microtubule
acetylation in mature osteoclasts
correlates with stabilisation of
pe wdosomes into belts
(A.B) Macrophages and immature
osteoclasts, differentiated for 6 days
in the presence of RANK-L + M
CSF, with podosome rings, presented
{ acetylated tubulin
{C) Mature osteoclasts differentiated
for 8 days in the presence of RANK
L+ M.CSF presented specific
accumulations of acetylated

alow level

De D8 microtubules just behind the
podosome belt (arrowhead). (D) This
— %0 WD specific accumulation of acetylated
microtubules during the transition
. 43 \De period between podosome nings and
belt. the last step of podosome
patterning. was confirmed by
western blot analyses on osteoclast
populations differentiated for 6 (D46)
or 8§ (D8} days. Stanclard peotein
markers are indicated in kDa
Ds o7 {E.F) Rho inhibition accelerates the

podosome ring to belt transition in
immature osteoclasts. Spleen
leukocytes were differentiated 1n the
presence of RANKL and M.CSF for
6 days, and then treated or not with
TAT-GFP or TAT-C2 for 6 hours

hefore being fixed, and stained for F

actin with Phallosdin - RITC. A general overview of podosome organssation in osteoclasts is

presented (E). At D6, osteoclasts in untreated or TAT-GFP treated cultures exhibited mostly
me clusters or rings (wrowheads) or rare podosome belt {arrows). In contrast, in TAT

were seen. This was quantitied 1n osteoclasts containing

belts at the cell periphery as usually found in more mature

3, 5 and 7 days of differentiation were lysed to perform an

affinaty precipitation assay with GST-RBD fusion proteins. The amount of Rho in total cell
lysates (Total Rho) and in the precipitated fraction (RhoGTP) was determaned by western
blotting using the 26C4 monoeclonal anti-Rho antibody. The ratio of RhoGTPotal Rho was

estimated by densitometry analysas. Bar 20 pm

osteoclasts (Fig. 4F). In an attempt to confirm the relation
between the level of Rho activation. microtubule deacetylation
and the podosome belt formation we performed GST-pull
down expenments to evaluate the RhoGTP levels along
osteoclastogenesis. Unfortunately, we could not detect any
significant vanation of the ratio of RhoGTP versus total Rho
(Fig. 4G). This may indicate that the localisation of activated
Rho 1s more important to mediate its effect than the overall
Rho activity. Nevertheless, altogether our results in osteoclasts
indicate that Rho is involved in podosome belt formation as
well as in cytoskeleton maturation process by promoting a
switch from podosome rings to podosome belts. although its
precise mode of action remains to be elucidated.

Bone resorbing osteoclasts exhibit high levels ot
acetylated microtubules within the sealing zone

As microtubule acetylation 1s an essential process in osteoclast

maturation, we reasoned that this could be important in
osteaclast function, namely bone resorption. When resorbing
bone, osteoclasts rearrange their actin cytoskeleton into a
scaling zone, a large band of actin that delineates the resorption
pit. We have recently shown that osteoclasts alternate between
resorbing phases with a sealing zone and migrating phases
without any specific actin structures (Saltel et al.. 2004). To
determine whether microtubule acetylation could be correlated
with osteoclast function, we cultured osteoclasts on coverslips
coated with an apatite/collagen matrix known to mimic the
bone surface (Shibutani et al.. 2000: Saltel et al., 2004). Ac-
MTs and detyrosinated microtubules were analysed with F-
actin by immunostaining and confocal microscopy. Ac-MTs
were barely detectable in migrating osteoclasts (Fig. 5B). but
increased  drastically in resorbing  osteoclasts (Fig. 5A).
Interestingly. resorbing or non-resorbing osteoclasts did not
show any accumulation of detyrosinated microtubules (Fig.
5A.B). suggesting that microtubule acetylation may reflect a
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specific post-translational modification of microtubules in
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Discussion
We previously reported 1‘1;1 osteoclast differentiation was
accompanied by a change in podesome patterming. Immature
present d}'n;nm pidosome rings and  mature
osteoclasts contain a stable penpheral podosome belt (Destaing
et al.. 2003). In an attempt to understand the molecular
mechanisms underlying podosome patterning, we found that
Rho inhibition both delayed podosome belt disruption after
nocodazole treatment and accelerated the switch from unstable
podosome rings to a stable peripheral podosome belt, mimicking
the maturation process. We also descrnibed for the first time that
during the differentiation of osteoclasts and their resorption
cycle on mineralised matrix, microtubules became acetylated.
and not detyrosinated, indicating that microtubule acetylation
may have a specific function in osteoclasts. Furthermore
stabilisation of the podesome belt was corelated with two
events: increases in microtubule acetylation and Rho inhibition.
This led us to identify a new Rho-dependent pathway in which
the recently discovered microtubule acetylase HDACH (Hubbert
et al.. 2002: Matsuyama ct ._l. 2002; Zhang et al., 2X)3) was
activated by Rho and its effector mIia. Microinjection of either
activated RhoA or mDia2 tnggered microtubule deacetylation
together with podosome belt disruption. On the other hand. Rho
mhibition promoted microtubule acetylation. In vitro assays
confirmed that mDial activates the microtubule deacetylase
activity of HDACG and this may be explained by the presence
of HDACG6 and mDia2 in the same protein complex as revealed
by immunoprecipitation experiments. Altogether. our results
indicate that mxcrotubule acetylation levels are controlled by
Rho proteins. and that this may be crucial for osteoclast
differentiation and function.
The fact that, in our study.
promoted  podosome  belt
maturation 1s rather surprising

osteoclasts

TAT-C3-mediated Rho inhibition
assembly  during  osteoclast
Indeed. exoenzyme C3 has

Microtubule acetylation in osteoclasts 2809

F-actin Acetylated MT

large number of acetylated but undetectable detyrosinated microtubules. The osteoclast in B 15 a migruting
acetyvlated nor detyrosinated microtubules. Bar, 20 pm

been reported to disrupt the sealing zone and to block
osteoclast resorption on bone (Zhang ct al.. 1995; Saltel et al..
2004 as well as disrupting 1solated podosomes in macrophage
polykarvons (Chellaiah et al.. 2000; Ory et al.. 2000}, In src-
ransformed cells, Rho inhibition also disrupted the podosome
whereas activated Rho has been found localised in podosomes
(Berdeaux et al., 2004). However. inconsistent with a function
of Rho in podosome formation, and in contrast to Cdcd2
{(Dutartre et al., 1996; Morcau nl .1] 2003), activated Rho or.
interestingly activated 111 na. do not lead to typical podosome
formation but rather to thewr disruption (Burgstaller
Gimona, 2004 ('h-:il.u.lh et al., 2000: Ory et al.. 2
indicating that the Rho activation pathway by itself is not
sufficient for podosome formation. However. as revealed by
our recent study (Saltel et al.. 2004). Rho inhibition in
osteaclasts cultured on bone-like substrate led to the loss of
both their resorptive function and their apico-basal polarity
Interestingly, under these conditions, F-actin reorganised into
a podosome belt. mimicking the actin organisation found in
on glass, an organisation never seen in
osteoclasts seeded on bone-like substrate in normal conditions
Together with the present study. it indicates that Rho activity
1s not required for the podosome belt formation. However,
despite what we were expecting. we could not observe any
RhoGTP level vanation along osteoclastogenesis indicating
that to get more ins 1"‘1r into the function of Rho in such la
multinuckeated cells. the subcellular localisation of activated
Rho should be m\un;:.md. It would be more informative than
the overall activity measured by pull-down assay. Indeed, we
should expect Rho to be only locally inhibited as its full
inhibition by exoenzyme C3 triggered not only the podosome
belt stabilisation, but also excessive spreading and loss of cell
polarity (Ory et al., 2006); Saltel et al., 2004). This may engage

local regulation of Rho activity. variations of which may be
insufficient to discriminate 1t from the overall Rho activity in
cells. This idea is also supported by the fact that acetvlation of
microtubules was mainly observed on a subset of microtubules
localised in the vicinity of the podosome belt in differentiated

"4

osteaclasts seede
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osteoclasts. This suggests that a local change in microtubule
properties is occurring, and consequently, a local change in
signalling events leading to microtubule acetylation.

Microtubule acetylation during osteoclast aifferentiation

Our results have shown that podosome belt and sealing zone
formation during osteoclast maturation and bone resorption,
respectively, are associated with an increase in tubulin
acetylation comresponding  to  microtubule  stabilisation.
Interestingly, observations of increases in stable microtubules
have been made in other differentiated cell types (Bulinski and
Gundersen, 1991). For example. in muscle cell differentiation,
which involves the fusion of myoblasts to form multinucleated
myotubes.  detyrosinated  microtubules  accumulate  in
myogenic  precursors  shortly  before the fusion events.
Detyrosinated microtubules are maintained in myotubes but
acetylation is only observed at a later stage (Gundersen et
al, 1989). Unlike myogenesis (Chang et al, 2002),
osteoclastogenesis 1s not associated with detyrosination of
microtubules, as we did not detect any significant changes in
the levels of detyrosinated microtubules. However, as in
myotubes. acetylated microtubules increased at a later stage
in mature osteoclasts. These observations indicate that,
although PTMs tuke place on stable microtubules, they are
not necessarily occurring at the same time during the
differentiation process, suggesting that they are dependent on
their subcellular micro-environment and do not have the same
biological functions. Differences in the function of post-
translational tubulin modifications have been well exemplified
in Tetrahymena thermophila in which the endogenous -
tubulin gene has been replaced by mutated forms preventing
either acetylation or polyglycylation PTMs. Although there
were no detectable abnormalities when non-acetylatable
tubulin was expressed (Gaertig et al.. 1995}, preventing the
polyglycylation of B-tubulin, in contrast. had an affect on
cyvtokinesis and was lethal (Thazhath et al., 2002).

Although both the underying molecular mechanisms of
PTM and the function of microtubule acetylation remain to be
clucidated, recent reports have highlighted an intriguing
property of detyrosinated microtubules. In mammalian cells,
kinesins have a stronger affinity for detyrosinated tubulin and
may be preferentially recruited on stable  detyrosinated
microtubules {Gurland and Gundersen. 1995; Kreitzer et al.,
1999). Whether a similar function can be attributed to
acetylation remains to be seen. but microtubule acetylation
is highly regulated in osteoclast resorption function and

podosome patterning.

Rho activates HDAC6 through mDIa2 and controis
microtubule guality

HDACGO has been recently charactenised as a cytoplasmic
tubulin deacetylase (Hubbert et al, 2002; Matsuyama et al.,
2002: Zhang et al, 2003). We found that Rho nhibition
increased microtubule acetylation. Conversely, Rho activation
as well as microinjection of activated mDial, promoted
microtubule deacetylation whereas no changes in the levels
of microtubule acetvlation were observed with the ROCK
inhibitor Y27632 (data not shown). These results indicate that
mDia2 is the specific Rho effector involved in microtubule

deacetylation. This hypothesis is reinforced by the fact that
mDia2 coprecipitated with and activated HDACG in COS cells.
Thus. we propose that Rho activates mDia2. which in turn
stimulates HDACG6. However. the precise mechanism by which
HDACSG is activated will require more expeniments. Indeed. we
noticed that deacetylation of microtubules was not significantly
different when HDACGO was cotransfected wath either the
constitutively activated form of mDiaZ (GFP-mDIA2-AGBD)
or its wild-type counterpart. Together with the fact that
mDia2 partially colocalised with HDAC6 on microtubules
in osteoclasts (data not shown). we propose that an
mDia2HDACGE complex is constitutively formed and that Rho
activation localises that complex on microtubules to promote
its in vivo deacetylation. Knowing where Rho 1s activated in
this context is of major importance. Finally. mDial binding
requires the cooperation of the deacetylase domains, DD1 and
DD2 of HDACS, which are also required for HDACS to bind
tubulin {Zhang et al, 2003). Whether that complex is
dependent upon tubulin binding to be assembled and/or active
remains to be answered. Nonetheless. our results highlight the
requirement for a fine control of Rho-dependent microtubule
acetylation in osteoclasts. It would be of interest to analyse
osteaclast podosome patterning in an HDAC6 " background.
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Publication N° 3 :
Transmigration : a new property of mature multinucleated

osteoclasts

Introduction a I’article :

Les travaux de la premiere publication présentée montrent que la ceinture de podosomes
contient deux domaines d’actine distincts : les cceurs de podosomes inclus dans un nuage
d’actine. Nous avons alors pu montrer que les cceurs de podosomes sont des structures
d’adhérence des ostéoclastes a leur substrat. Récemment, des équipes travaillant sur les
podosomes de différents types cellulaires ont montré que ces structures étaient également le
lieu d’une dégradation du substrat (Burgstaller et Gimona, 2005 — Osiak et al., 2005), ce qui
n’a encore jamais été¢ montré dans les ostéoclastes.

En collaboration avec C. Badowski de I’équipe de C. Albiges-Rizo (IAB, Grenoble), nous
avons ensemencé des ostéoclastes matures sur une matrice de fibronectine rendue fluorescente
par association avec un fluorochrome rouge. Dans ces conditions, le cytosquelette d’actine de
I’ostéoclaste marqué avec la phalloidine en vert est clairement une ceinture de podosomes,
avec des cceurs de podosomes et le nuage d’actine. Autour de I’ostéoclaste, on peut observer
de grandes zones noires, correspondant a de la matrice dégradée (voir figure 28). Cette
expérience suggere que la ceinture de podosomes de 1’ostéoclaste soit une structure lui

permettant de dégrader les matrices organiques comme la fibronectine.
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Figure 28 : Observation du cytosquelette d’actine (en vert) d’ostéoclastes matures
ensemencés sur une matrice de fibronectine (en rouge). (B-C) et (E-F) : Zooms successifs
des ostéoclastes observés respectivement en A et D.

Les podosomes (cceurs de podosomes et/ou nuage d’actine) sont ainsi des structures de
dégradation de matrice. Cette donnée associée au fait qu’ils sont retrouvés dans des types
cellulaires connus pour leur propriété d’invasion de tissus (macrophages, cellules
dendritiques, ...) nous ont amenés a émettre I’hypothese que les podosomes des ostéoclastes
sont des structures d’invasion.

Pour tester cette hypothése, nous avons placé des ostéoclastes matures sur des tapis
cellulaires jointifs, eux-mémes ensemencés sur des lamelles de verre ou d’ACC. 15 minutes
ou 3h apres, nous avons fixé 1’ensemble, marqué le cytosquelette d’actine et observé au
microscope confocal. Au temps 15 min, les ostéoclastes sont «en boule » sur le tapis
cellulaire; au temps 3h, ils ne sont plus retrouvés a ce niveau. Il faut descendre sous le tapis
cellulaire pour les retrouver, désormais étalés sur la lamelle de verre. Les ostéoclastes ont été
capables de traverser le tapis de cellules, de transmigrer, ils posseédent donc des propriétés
invasives. Nous avons démontré que ce phénomene est dépendant du type cellulaire sur
lequel sont ensemencés les ostéoclastes : ils peuvent traverser des cellules ostéoblastiques,
des fibroblastes, des adipocytes, des cellules endothéliales, mais pas des cellules épithéliales
de type 293T.

L’ostéoclaste ayant traversé le tapis de cellules adapte son cytosquelette d’actine en fonction

de la matrice rencontrée : il forme une ceinture de podosomes sur verre, ou une zone de
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scellement sur ACC. Cependant, 1’analyse de 1’organisation de [’actine au cours du
phénomeéne de transmigration ne nous a pas permis de mettre en €vidence la présence de
podosomes. Ces structures ne semblent donc pas impliquées dans le processus de
transmigration des ostéoclastes matures.

Par ailleurs, afin de caractériser les bases moléculaires sous-tendant ce phénomene, nous
avons étudi€é 1’implication de différentes protéines dont Src et les métalloprotéases via
I’utilisation d’inhibiteurs. Nous avons ainsi pu démontrer que ces deux familles de protéines
étaient impliquées dans ce processus d’invasion. La capacité de transmigration est également
augmentée par 1’ajout de milieu conditionné de cellules de cancers mammaires humains;
inversément, elle est diminuée par 1’ajout de bisphosphonates, utilisés dans le traitement
contre les métastases. Cette capacité de transmigration des ostéoclastes peut donc avoir une
implication directe au niveau de la physiologie et de la pathologie osseuse, notamment en ce
qui concerne les cancers osseux, associés a une dégradation progressive de la matrice
osseuse. Il est possible que les cellules tumorales secretent dans le milieu des substances
permettant le recrutement et/ou D’activation d’ostéoclastes. La compréhension de tels

mécanismes pourrait ainsi permettre d’ouvrir de nouvelles voies thérapeutiques.
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Transmigration: A New Property of Mature Multinucleated Osteoclasts
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ABSTRACT: Even though it is assumed that multinucleated osteoclasts are migrating cells on the bone surface
to be resorbed, we show that they can also selectively transmigrate through layers of cells usually found in the
bone microenvironment. This activity is associated with c-sr¢ and MMPs and can be stimulated by bone
metastatic breast cancer cells, a process blocked by bisphosphonate treatment.

Introduction: Osteoclasts have an hematopoietic origin and are bone-resorbing cells. Monocvtic precursors
migrate to the bone surface where they fuse to form multinucleated osteoclasts able to migrate over the bone
surface. We studied whether multinucleated osteoclasts were also able to transmigrate through tissucs.
Materials and Methods: Murine spleen-derived and green fluorescent protein (GFP)-Raw derived osteoclasts
were seeded on osteoblasts and several other cell types. The cells were fixed for 20 minutes, 4 or 12 h after
osteoclast seeding, and stained with phalloidin to visualize actin using confocal microscopy. Drugs such as PP2
and GM&XO1, inhibitors of c-sre and matrix metalloproteinases (MMPs), respectively, and risedronate were
uscd to determine osteoclast transmigration regulating factors.

Results: We observed by confocal microscopy that multinucleated osteoclasts specifically transmigrate
through confluent layers of vanous cell types present in the bone microenvironment in vitro. This is an
cfficient process associated with c-sre and MMPs but is independent of pedosomes. Morcover, conditioned
medium from bone metastatic breast cancer cells stimulates osteoclast transmigration in vitro, a process
inhibited by bisphosphonate treatment.

Conclusions: Our data descrnibe a new property of mature multinucleated osteoclasts to transmigrate through
vanous cell types. The ability to control this highly regulated osteoclast transmigration process may offer new
therapeutic strategies for bone discases associated with an imbalance in bone remodeling caused by excessive
osteoclast resorption.

J Bone Miner Res 2006:21:1913-1923. Published online on September 5, 2006; doi: 10,1359/ JEMR.060821
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INTRODUCTION mevalonate pathway, FPP synthase, and the subsequent

prenylation of small GTPases regulating cytoskeletal ar-

STEOCLAST {OC) BONE resorplion 18 essentaal for normal 67y
bone development, growth, and remodeling, but can i
become excessive m various pathologseal conditions. Most
adult skeletal diseases are caused by osteoclast actwvity
leading 1o an imbalance m bone remodeling, whach favors
resorplion. Such duseases mclude osteoporosis, theumatod

rangement

OCs are large multinucleated cells of hematopotetic or-
gin lormed by the differentiation and fusion ol mono-
anuclear monocyle-macrophage lineage precursors alter
sumulation by RANKL and macrophage colony-stimu-
lating factor (M-CSF)'"” OC access 10 the bone surface

arthnits, and metastatic cancess.” ) Bone resorption 1 the
umgue function of OCs and anti-osteoporotic or anti-
vsteolytic therapies have targeted these cells Over the past
20 years, bisphosphonates (especally mitrogen-contiaming
bisphosphonates [NBPs|) have become the standard treat-
ment for esteoporosis and in patients with breast cancer
with bone metastases ™™ NBPs inhibit OC-mediated bone
resorplion by blocking the activily ol 4 Key enzyme n the

The authors state thit they have no conflsts of interest

requires precursor recruitment from the arculaton mto
bone and a capacily 1o migrate to find their way 10 suitable
stromal sites for ther development o bone-resorplive
mature multinucleated OCs (MMOCs). Even though very
httle 15 known about how this recruitement occurs, several
stuckes have described the capaaty of mononucleated os-
teoclasts precursors (pre-OCs) 1o transmgrate through
endothehal cells (transendothelial migration).'™™ On the
other band, MMOCs are supposed 1o form directly on the
bone surface by the fusion of mononwcleated progemtors

"Laboratoare de Biodogie Moléculare e B Cellule, TFR 128 Biosciences. Lyon-Gerland ENSICNRS 5161, Lyon, France, “Current
address. CMU-Centre Médicale Universitaire, Depariment of Phassologie Cellulaire €1 Métabolique, Geneva, Switzerland; "These su-
thors comtributed equally 10 ths work; “INSERM UMR 664, Faculté de Médeane Laennee, Lyon Cedex 08, Franee, “Faculté de
Meédecine. Laborataire de Biologie du Tissu Osseax. E INSERM 366, Samt-Etenne Cedex 2. Franoe
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and are considered as highly megratory cells when found
on the bone surface or through collagen "' Together,
these data desenbe MMOCs as haghly motule cells but
never as transnugrated cells, even though they did exhibat
several features usually mvolved in cell mvasion that can
be mmphicated n therr recruitment 1o the bone surface.
For example, the proto-oncogene c-sre 18 essential for
MMOC function ncludmg survival, resorption, actin re-
modeling, and motlty. " "™ Disruption ol csre leads to
osleopetrosis i mice, resulting m the excessive accumula-
ton of bone matrix caused by defective OC functions, '™
Matnix metalloprotemases (MMPs), which play a major
role in tumor cell invasion and metastass, " are also
mvolved m OC [unction by promoting their recruitment
and the degradation of the mineralzzed bone matnx.=' ="
Finally, OCs exhibit podosomes, highly dynamee actin-rich
structures involved i adhesion. migration. and matnx deg-
radation.”** =" Podosomes are abundant in highly invasive
monocylic-derived macrophages and dendntse cells, ™
They have also been found mn carcmoma cell hnes closely
resembling the invadopodia ol metastatic cells and are
thought 10 contribute 1o tissue invasion. ™ * ™ We have pre-
viously shown that MMOCs, when spread on glass or plas-
e, torm highly dynamic podosomes composed ol an F-
sctin core surrounded by protems such as vinculin, 7=
whereas when cultured on apatite (corresponding 1o the
mineral phase of bone). they exhibit another actin-
contiming structure, the sealing zone, which seals off the
resorption area'"**" Although podosomes and sealing
zones are structurally and functionally different structures,
they share most of thesr components and are regulated v
several common factors such as csre and MMPs"
core OCs present a migration defect and a delaved abil-
iy 1o reorgamze ther cytoskeleton after detachment and
spreading on coverships. MMPs, such as MTI-MMP, are
also found in podosomes '*-"

As the functions of MMOCs are assecated with mol-
ecules (csre, MMPs) and actin structures (podosomes ) that
are all involved mm cell invasion, we studied here whether
MMOCs possess invasve properties. Our data show for the
first ume that MMOCs can transmigrate through multlay-
ers of several cell types, a new property of OCs that may
contribute to bone loss in osteopenic dsorders such as os-
teopoross and the establishment of breast cancer mela-
static osteolytic lessons.

MATERIALS AND METHODS
Reagents

A pEGFP vector (Clontech) was wsed to oblimn the
stable RAW-green luorescent protemn (GFP) cell ne. Re-
combinant human RANKL and human M-CSF were pro-
duced as previously deseribed 7 Culture medsa were from
Life Technologies. The corc mhubitor PP2 (Calbeochem)
wits wsed at 1, 2, and 5 pM and the MMP inhibator GMBGOL
(Calbiochem) at 5, 50, and 500 nM for 12 h, respectively.
The mtrogen-contuming bisphosphonate, nsedronate
(Procter & Gamble Pharmaceuticals: Cincinnati, OH,
USA) was wsed at 10, 100, or 150 pM for 12 h. Anti-vincuhin
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(clone Vin 11-5) wis [rom Sigma Chenucals and Alexa-
Fluor-S46-Phallodin from Molecular Probes (Eugene. OR.
USA). The apatite collagen complexes (ACCS) were pre-
pared wmg the method described previowshy 44

Cell cultures

Spleen cells (2 x 10%) of G-week-old OF1 male mice or
RAW GFP cells (3 x 10%) were cultured for 8 days in 100
mm plastic culture dishes ain diflerentiation medium:
a-MEM medium contaimng 10% FCS, 20 ng/ml of M-CSF,
and 20 ng/ml of soluble recombinant RANKL 7" Promary
osteoblasts solated [rom calvana of 4-dayv-old OF-1 mice
by sequential digestion with collagenase were obtimned al-
ter 20 days of culture as descnibed previowsly.”™ Mouse
sk Nibroblast cultures were oblamed by explant outgrowth
[rom the derms ol neonatal foreskin. The libroblasts were
subcultured and mantained m DMEM contining 10%
FCS and 200 mM glutamme (generous gill of P Rousselle).
SVEC4-10. an endothehial cell ne from axillary lvmph
node vessels translommed by SVAO (straan 4A), which was a
generous gilt from J Steven Alexander (LSU Health Sci-
ences Center ), MDA-GEP, a human breast cancer cell line
kindly provided by D Wekh (Department of Pathology.
Umversity ol Alabama, Birnungham, AL USA) 293T ep-
ithelial cells that were transfected with a pEGF-actin vector
(Clontech), by using the Fugenb tramsfection kit (Roche)
were all cultured i growth media (DMEM contiming 10%
FCS) until postconfluence. 3T3L1. & bone marrow-denved
pre-adipoceyte cell ine and a gt from JP Riou (INSERM
U449, Lyon, France) was cultured in growth media
(DMEM containing 10% FCS). washed in PBS, cultured
tor 2 days in differentiation medium (DMEM contaming
10% FCS, S pgiml msulin, 115 pg'ml IBMX [Sigma Chemi-
cal], 6.854 pgiml dexamethasone [Sigma Chemscal]). and
lor 5 days m mamtenance medium (DMEM contaiming
10% FCS and S pg/ml insulin: Sigma Chemical). MC3T3.
El a pre-osteoblast cell hne, was cultured i growth me-
dium {e-MEM contaming 10% FCS) and differentiated in
- MEM contaning 10% FCS and 1% ascorbec acd (Sigma
Chemucal). For 3D reconstruction, MCFT3-EL cells were
staned using cvtotracker (Molecular Probes).

Transmigration assay

Al the end of the differentiation process, mature OCs
were washed four umes with PBS and removed by using
0.25 mM EDTA in PBS for S manutes. After ceninfugation,
OCs were seeded on top of the vanous confluent cell types.
Cells were lixed in 37% paralormakiehyde, pH 72 for 10
mmutes, and permeabdized with Tnton X-106 0.2% for 7
memutes. F-acun dstnbution was revealed with AlexaFluor-
S46-Phallkadin. OC transmugration elliciency was guanti-
fied wing a X40 (NA 1.0) Zess Plan-Achromat obgective
by counting transmagrated OCs versus total number of OCs
and expressed as a percentage.

Animal model of breast cancer bone metastasis

Bone metastasis expenments were carrted out as de-
senbed previously, using avid-overexpressing MDA-MB-
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231 breast caranoma cel (clone 30.1).*Y Belly, 3011 cells
were moculated intravenously mio the tad ven of Balhic
nude mice. When Killed, 32 days after tumor cell mocula-
tion, therr hid hmbs were collected for lastologieal analysss
ol tumor lecalization.

Histological examinanion of bone metastasis

Hind hmbs were hixed and embedded i methylmethac-
rmvlate, and hstological analyss was performed on undecal-
afied longitedinal medial sections of the tbal metaphyss
as desenbed previowsly. ™™ The in st detection of OCs
in bone tssue sections was done by staning for TRACP
actvity, wsing a commercial Kit (Sigma-Aldnch).

Preparation of conditioned medium from bone
metastatic breast carcinoma cells

Human 30.1 breast carcmoma cells were cultured in
growth medium («MEM contammg 10% FCS) until con-
Huence, washed waith PBS once, and cultured lor 48 hon
«MEM contimming 0.5% FOS. after which conditoned me-
dium was collected.

Scanning electron microscopy

For scanming electron mucroscopy, cells were seeded on
dilferentiated MC3T3-E] cells. They were fixed in 1% gla-
taraldehyde in 0,15 M Na/diK buffer for 30 minutes (Sigma
Chemscal). Sumples were dehydrated through a graded
ethanol seres (0%, 70%, 95%, and 1005 ), anucal pomt-
dned in CO, (HCP-2: Hitach, Tokyo. Japan), and sputter-
coated with a thin layer of gold (E-101; Hitachi), using an
accelerating voltage of 15 kV.

Immunofluorescence

Cells were fixed in 3.7% paralormaldehvde, pH 7.2, for
10 munutes, permeabilized with 02% Trton X100 for 7
munutes, and incubated with different antibodies. F-acun
distnbution was revealed by AlexaFluor-546-Phallowdin.
Cells were imaged with a confocal Zeiss LSM 510 using a
x63 (NA 1.4) Plan Neofluor objective. To prevent contanu-
natton between flucrochromes, each channel was maged
sequentially wsing the multitrack recording module before
merging. Z-cul pretures were oblinned usng Zewss LSM 510
soltware. 3D reconstruction and anmmations were obtined
wsing Imars software (Bitplane) with the surpass module.

Statisncal analysis

The number ol transmugrated OCs was expressed as
mean = 51 and analyzed statistically by ANOVA, followed
by r-tests with Instat software (v2.01; GraphPad Software):
statsstacal sigmilicance was taken as p < 0.05.

RESULTS

MMOCs can ransmigrare through osteoblasts lavers

Given the features shared by osteoclasts and mvasive
cells, we studied whether MMOCs could transmegrate
through a confluent bone stromal/osteoblastic cell Layer. In
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this regard, MMOCs oblimed lrom spleen-denived cells dal-
ferentuated mn the presence of RANKL and M-CSF were
seeded onto primary mouse calvana csteoblasts (MC). The
cells were fixed and staned with phalloidin 15 munutes or 12
h alter MMOCs seeding 1o visuahize actin by confocal ma-
croscopy. Z-cul sections extracted from stacks of conlocal
macroscopy images revealed that large rounded MMOCs
were localzed on top of the MC cell layers 15 manutes after
seeding (Fig. 1Aa, white arrow), whereas after 12 h,
MMOCs had spread and were found attached to the sub-
stratum undemeath osteoblasts (Fig. 1Ab, see Z-cul section
of podosome belts, white arrows), suggesting that they had
transmmigrated through the MC cells [dentical results were
abtined when wsing confluent osteoblastic MC3T3-E1 cell
hnes (data not shown and Fig. 2Ba). Previous observations
have shown that MMOCs exhibit podosomes when cul-
tured on nonphysiologecal substrates such as plastic or glass,
or a sealing zone, when plated on apatite or bone matrx '
Consistent with these hndmgs, transmigrated MMOCS i
contact with glass exhibated a podosome belt (Fig TAc),
whereas a typical sealing zone was observed m MMOCs
altached 10 ACC (Fig. 1Ad). Moreover, MMOCs were sull
able 10 resorb ACC once they had transmugrated through
the osteoblast layer (Figs. 1Ba-1Bc, see resorption pit Fig.
1Bb, white astensks). To further conlirm the transsmgration
ahbility of MMOCs, smilar expennments were conducted
with a RAW-264.7 macrophage cell hne conststutively ex-
pressing GFP. GFP-expressing-RAW cells (RAW-GFP)
differentiated mto functional MMOCs and behaved sims-
Larly 10 spleen-denved MMOCs. Here, large MMOCs de-
nved rom RAW-GEFP- were seeded on top of MC3T3FEL
cells Llabeled with a cytotracker (Fig. 1C). Fifteen munutes
alter seeding, GFP-RAW cells (in green, see white astersk)
were locahzed on top of MCIT3-E1 cell layers (in red, see
whate arrow) (see Z-cul section in Fig.s 1Ca and 3D recon-
struction in Fig. 1Ch), but not undemeath (Fig. 1Cc). In
contrast, after 12 h of culture, MMOCS were no longer
observed on top of the MCIT3-E1D cell layer (see Z-cul
section in Fig, 1Cd and the 3D reconstruction in Fig. 1Ce),
but were found spreadmg (green, black astensks) undes-
neath the MCITI-El cell layer (red) (Figs. 1Cd and 1CT).
Together these data show that OCs transmgrate ethiaently
through confluent MCIT3-E1 osteoblaste cells.

Specificity of MMOC wansnugration

To determune whether transmigration through the
MCAIT3EL cell laver was aither speafic 1o MMOCs or in-
duced by osteoblastic cells, we compared the transmugra-
non ability of RAW-GFP-denved MMOCs with that of
GFP-expressing kidney epithehal (293T-GEFP) or breast
cancer cells (MDA-GEP). Z-cul sections [rom conlocal me-
croscopic analysis revealed that even alter 12 h, 293T-GFP
(Figs. 2Aa and 2Ab) or MDA-GFP cells (Figs. 2Ac¢ and
2Ad) dsd not mvade the MCIT3-EL cell lavers, whereas
MMOCs did {Frgs. 2A¢ and ZAL). Moreover, MMOC trans-
nugration was nol restricted 1o a MCIT3-EQ cell layer. As
shown i Fig. 2B, MMOCs also transmugrated through pn-
mary Oibroblast (Figs. 2Be and 2Bd). SVECA-10 endothelal
(Figs. 2Be and 2BI). and bone marrow-denved adipocyte
(313L1) (Figs. 2Bg and 2Bh) cell layers as efficsently as
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through a MCIT3-E1 cell laver (Figs. 2ZBa and 2ZBb) but dad
not transmigrate through epithehal cells such as 2937 cells
(Fags. 2B: and 2B))

Overall, these data show for the hirst time that MMOCs
have the ability to specifically transsmgrate through differ
ent cell Javers, and ths activaty 18 dependent on cell type

MMOC transmigration regulanng factors

To lurther confarm the ologreal relevance of MMOC
transmgration, we lested the ellect ol drugs Known to
block ther activity. We hirst tested the care signaling path
way using the e inhibator PP2. MMOC were pretreated
for 1 h with PP2 and removed and seeded on MC3T3-El
cells i the presence ol PP2 lor 12 h. Z-cut sections [rom
confocal image stacks revealed that PP2 had no ellect at 15
munutes after MMOC seedmg (Figs. 3Aa and 3Ac), bul
mduced a dramatic mhibitory ellect on MMOC transmagra

Gon after 12h {Fig. 3Ad) compared with that observed with
untreated MMOCGs (kig. 3Ab). Indeed, mn the presence ol
PPZ, MMOCs appeared “lrozen™ on top of the MC3T3-El
cell layers because they mauntisned a rounded shape {(Fues
3Ac 3Ad. and 3Bb, white astersks) and were unable to

<gy 5

BOTTOM VIEW

Yy, -

BOTTOM VW

F1G. 1. MMOCs have the abality to trans
migrate through osteoblasts. (Aa) MMOCs
were removed and seeded on primary mice
calvaria osteoblasts. (Ab) After 12 h,
MMOCs were found under the osteoblastic
cells layers (whate arrows), spread on the
glass. MMOCs exhabited (Ac) a podoseme
belt, whereas on an ACC, (Ad and Ba-Rc)
they exhibited a 1y I scaling zone. (Bb)
I'he presence of resorption pits (white aster
isks) on ACC (black asterssks) indacated that
MMOCs were stll able to magrate and re
sorb after tramsmagration, even though they
were found under confluent MC3T3E]
cells. as slentified by (Bc) their actin stress
fibers. (C) MMOCs denved from RAW
GFP cells {m green, whate, and black aster
ksl as well g8 @ 3D recomstroction. facili-
tated susualization of the transmigralion
process through MCIT3I-EL cells (in red,
white arrow) at (Ca-Ce) 15 mimutes and
(CEO0) alter 12 b,

spread on the underlving substratum as did the untreated
cells (Fig. 3Ab and 3Ba, white arrows). The mhabitory el
leet of PP2 on MMOC transmigration was dose dependent

tFig. 3C). In addinon, we observed a total dsorganzation
ol the podosome belt in the presence of PP2 (Fig. 3Db)
compared with that observed with untreated MMOCs (Fig.
3Da). Thus, csre lanuly members are mvolved m MMOC
transmagratory mechansms, probably through the control
ol acun organzation

MMPs are involved m cell invasion and are known 1o be
mportant lor cell migration through extracellular matneoes
A MMP in
libitor caused a dose-dependent decrease in MMOC trans
mugration (Fig. 3E) but had no effect on MMOC adhesion
or podosome belt formation (Fig. 3F). suggesting that
MMPs are important actors in MMOC transmigration, in

as well as for monocyte ransmigration,'

dependent of the actin eytoskeleton orgamzation

MMOCs transmigrate using membrane profirusions
devoud of podosomes

To better understand the process and dynamics of
MMOC transmugration, we used scannmg electron mecros
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A

copy and confocal microscopy. respectively. Scanmng elec
tron mucroscopy showed that. 15 munutes alter seeding
large MMOCS were found on top ol conlluent MC3T3-E1
cells with small prolrusions in contact with the osteoblasts
(Fig. dAa). One hour after seeding, MMOCs were
embedded within the stromal cell layer (Fig. 4Ab ), whereas
after 4 h, most of the MMOCS had almost completely dis
appeared into the layer with parts ol them sull protruding

rtrally

lrom the surface (Fig. 4A¢).
GEFP-expresang MMOCs were seeded on top of MC313

El cells and were observed by conlocal microscopy. Z-cut

sechons extracted [rom stacks of confocal microscopy 1m
ages conflirmed the presence of MMOCs on MC3T3-E]
cells at 15 munutes after seeding (Fig. 4Ba), with MMOC
membrane projections extending mto the MCIT3ET cell
layer 1 h after seeding (Fig. 4Bb, open arrowheads). and
Linally the complete spreading ol OCs on the glass under
neath MC3IT3-EL cells (Fig. 4Bc) at 4 h. To further prove
that transmugration of MMOCs was an active osteoclastic
process rather than just caused by gravily, ssmilar expen
ments were performed using covershps upsade down (1Le
with MMOCs at the boltom, the osteoblastic layer m the
muddle, and the glass substratum on top). Under such ex
penmental condiions, MMOCs sull ellicsently transmm
grated through osteoblastse layers (data not shown)
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FIG, 2. Specificity of MMOCs Tramsmgr
lon Several el types were compared with
MMOCs [or transmigration ability through
MC3T3-El (Aa and Ab) Epathehal
wells (293T-GFP). (Ac¢ and Ad) & humin
breast cancer cell bme (MDA-GFP), and {Ae
and AN MMOCs derived from RAW-GFP
vissahzed by confocal ma
crosoopy ot {As. Ac and Ae) |
(Ab, Ad, and Af) 12 h after transfer on top
of MCITAE] cells. Z-cut sections confirmed
that only OCs were able to trunsmugrate
through MC3IT3.EL cells. (Ba and Bb) Os
MCST3-EL), (B and Bd) primary
fibroblasts, (Be and Bf) endothelial
ISVECA-10) (Bg and Bh). adipocytes
(ST3L1L) representing cell types found in the
ament and (B: and By) epathelial
2937 cells were evaluated for thear abality &
support MMOC transmagr MMOCs
were seeded on the different cell types af
confluence and then fixed at (Ba, Be, Be, Bg
and Bi) 15 minutes and at (Bb, Bd, Bf. Bh
and Bj) 12 h and observed by confocal ma
croscopy. Z.cut sections are presented
showing that after 12 b, OCs had transnu
grated through (Bb, Bd. Bf, and Bh) all cell
types except (B)) epithelial cells

culls

o AANTS BT

S minutes and

teablasts

cells

To further charactenze this transmagratory process and
1o determune o podosomes were mvolved, cells were
double-labeled tor Foactin structures {phallowdin, red) and
vinculin (green), two markers of podosomes and cell adhe

The transmagration of MMOCS was exam

s1on struclures
med at different time-pomts {15 minetes and 1 and 4 h). At
15 munutes, MMOCS siting on osteoblasts displaved actin

ACa, 4Da
a). mdicating that actin and

patches completely devord of vinculin {Figs

wwom of squared area n 4(C
vinculin were not organzzed into the typscal podosome
structure at this early stage of MMOC transm
However, after 1 h, MMOC memba;
the substratum, and vinculin expression (Fig. 4Db zoom ol

ralion

ne protrusions reached

squared ares in 40¢) was assoczated with podosome clusters
(Figs. 4Cc and 4Db, white dotted hine). On the other hand,
no specific actin structures were detected at locatzons where
MMOCs were sull in contact wath MCST3-E1 cells dunng

the transmuigration process (F

IBb and 4Ch, open arrow
ellspread MMOCs with a

complete vinculin-contaiming podosome belt were seen

heads). By 4 h after seeding

(Figs. 4Cd and 4D¢, zoom of squared area in 4Cd). These
data show that podosomes were only lormed when MMOC
membrane protrusions reached the substratum and not dus
mg the early stages of the MMOC transmugralion process
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Evidence that MMOCs are present in the tunior
stroma of breast cancer bone melastases

It 1s generally agreed that mononucleated monocyiic pre-
cursors (pre-OCs) fuse together on the bone surlace to
form MMOCs that reman attached 1o the bone surface
over their lifespan.™’ Because we provide here the fist
evidence that MMOCS transmagrate through cell lavers in
vitro, we next asked whether tramsmugration could also oc-
cur i vivo. To this end, we looked at pathologscal conda
tons m which bone degradaton s dramatically increased
such as osteolytic lessons beanng breast cancer cells in am
mal. Histologscal exammation of TRACP-stamed proxa
mal Ubta sections from ammals beanng MDA-MB-231
breast carcinoma cells transformed by av@3 (clone 30.1)%"
indicated that (1) the cortical and cancellous bone were
almost completely destroved and replaced by tumor cells
that hilled the bone marrow cavaty (Fig. SA), and (2)
TRACP OCs were not only located at the bone surface

SALTEL ET AL.

FG. 3 fammly and MMP mbabators
decremse transmagration. (A) RAW-GFP
denved MMOCs were enther untreated or
treated with PP2 (5 uM), & ¢sre Tamily in-
hibstor. (Ab and Ad) Z-cut sections show
that MMOCs treated with PP2 were sl sat-
ting on MCIT3E] after 12 h, whereas un-
treated MMOCs had transsmgrated In the
absence of PPZ, {Ba) MMOCs were spread
underneath MCIT3-ET cells exhibiting
dosome belt (white arroms), (Bb) where
the presence of PP2, MMOCs were sull ob-
served a8 nonadberent round-shaped cells
on top of MCIT-E] cells (whate asterisks)
(C) Dose-dependent mhabition of MMOC
transmigration was observed. Results repre-
senl mean £ SD for inphcate determanations
of expermment (ANOVA. p < 0001, r
test, **p < 001, ***p < 0005). Similar results
were obtamned i three independent expen
ments. (Da) Untreated MMOCs adherning to
glass exhibited typical podosome belts, (Db)
whereas MMOCs treated for 12 b in the
presence of PP2 (5 uM) showed complete
actin disorganzation. Bar 10 pm (E)
MMOCs were treated with different concen
trations of GM6001 (5. 50, and 300 nM)
MMOC transmigration decreased antl it
reached a plateau at 500 nM. Results repre
sent mean + SD for tnplicate deternunations
of one expenmment (ANOVA. p < 0001 1
test, **%p < 0001). Sinular resalts were ob
tained in two independent expenments. (F)
No moedification of the actin structure of
glass adbherent MMOCs was observed after
GMA00L treatment at 300 aM for 12 h. Bar
W um

LA

po-

sm

(Figs. SA and B, white arrows) but also withan the tumaor
mass away [rom the bone (Figs. SA-5C, black arrows).
These observatrons suggested therefore that MMOCS pres-
ent i the tumor mass coukd mugrate lrom and'or to the

bone surlace

MMOC ransmigranon is stiondated by nomor cells
and blocked in the presence of risedronate

Because numerous multinecleated TRACP" cells were
present m the tumor stroma of MDA-MB-231 (clone 30.1)
denved bone metastasis (Fig. 5), we reasoned that these
metastatic breast cancer cells might stmulate MMOC
transmuagration. To test this hypothess, RAW-GFP-denved
MMOCs were seeded on top of confluent MCFT3-E] cell
layers in the presence or absence of condstioned medium
(CM) collected from bone metastatxe breast cancer cells
(MDA-MB-231; clone 30.1). Fave percent to 20% of CM
stimulated MMOC transmugration with a maximum of ac
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tvaty at 10% {Fig. 6A). Because NBPs are used in bone
metastases reatment, we asked whether they could act
through blocking MMOCs transmigration. Indeed, the
NBP rsedronate (either alone or in combinatzon with CM)

1919

FIG, 4. MMOCs transmig
membrane protrusions devoid of podo-
somes. (Aa-Ac) Visuahization of MMOX
Transmigration through MCIT3-EL cells by
scanning electronic microscopy at 15 nunutes
and 1 and 4 h. Confocal microscopy per
formed on cells after (Ba) 15 nunutes, (Bb) 1
h, and (Bc) up to 4 h using RAW.GFP
derived MMOC (green) and stained for F
actin osteoblasts (red) shows the formation
of cytoplasmic protrusions by MMOCs
through MCSTIE] cells (C and D) Confo
cal sectwons of fixed cells stamed for F actin
{red) and vinculin {green) at the interaction
level between MMOC and MCITS.EL cells
showed that podasomes are not invelved in
the MMOC transnugratson process

ate through

FIG. & Presence of MMOCs in the tumos
mass of bone metastases in vivo. (A)
TRACP staming of a hastology section of ha
man breast cancer Chuman 30.1) metastasis
localized 1 boae 1o a murnine model allowed
to visualize MMOCs. Two enlarged sections
of two different arcas are shown m B (close
the bone matnix) and C (from the tumor
mass). Numerous TRACP' multinucleated
cells (red; white arrows) darectly adhering t
bome (blue), could be observed as expected
as well as in the tumor stroma of a bane
metastals lesion awav from booe (black ar-
Tows)

drastscally inhibated the transmugratory process of MMOCs
m contrast with untreated cells used as a control (Fig. 6A)
Aller nsedronate treatment and m the presence or absence
of CM, MMOCs remaned on 1op of the MCIT3-EL «ell
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MMOC transmigration is enbanced by breast Garcinoma ol conditboned mediom and blocked by NBFP treatment. {A)

RAW-GFP-derived MMOCs seeded on comfluent MCIT3-EL cells for 12 b in the presesde or absence of conditiomed medium (CM)
collected from 30 1 <ol culture supermatants (5%, 10%, and 20%) MMOC transmigration was enbanced and peaked at 1% of CM

This stimulating activity of 301 cell CM wis completely abolished by 100 M of NBF (nisedronate ) treatment for 12 h Results represent
mean = SD for triphcate determinations of one experiment (ANOVA, p < D01 flest, “p < D05, **p < 001, ***p < Q001). Similar
results were oblamed i three independent experiments. (B) Confocal microscopy of MMOC-denved Raw-GFP podosome belt (whate
arrow) secded on confloent MCIT3-EL celis, stamed with phalloidm, enther untreated or trvated for 12 b with (Ba and Bb) CM (20%)
or {Be and Bd) NBP (100 pM) with or without OM (20% ) (white ssterisks), (©) RAW-GFP<derved MMOCS were treated for 12 h
with risedronate, ot HH M, and detached and seeded on MCIT3-ET oells in the presence of NBP. Untreated cells were used as control
Dose-dependent mhsbition of OC transmigration was observed. Results represent mean £ SD for triplicate determanations of one
experiment (ANOVA, p < 0001 ttest, **p < D01, ***p < (.001) Similar results were obtained in two mdependent experiments. (D)
Glass-adherent MMOCs were treated with NBP (1K gM) for 12 b belore actin stammg was performed. NBP induced & switch from

podosome belt to podosame clusters

Lavers (Figs. 6Bc and 6Bd, white astenisks), whereas un-
treated MMOCs in the presence or absence of CM trans-
migrated and exlbited the wsual podosome belt (Figs. 6Ba
and 6Bb, white arrows). Moreover, the inhaibitory activaty ol
risedronate was dose dependent (Fig. 6C) and was assoar-
ated with a 1otal disorgamizatson ol the podosome belt n
MMOCs (Fig. 6D). Altogether, these resulls strongly sug-
gest that bone-residing breast cancer cells are not only able
to activate MMOC-mediated bone resorption but also to
stimulate MMOC transomgration, leading 10 the recruat-
ment ol a higher number of MMOCs a1 the bone surface

DISCUSSION

Our findings desenibe the transmugration of MMOCs, a
new property of bone-resorbang cells and rase the mtngu-
mg possshility that MMOCs can mugrate not only when
adbering to the bone surlace but also through the bone
marrow stroma surrounding bone. The transmegration ol
MMOCs 15 dependent on the cell type they are interacting
with, because we have shown that they can transmgrate
through confluent layers ol osteoblasts. adipocytes, and en-
dothehal cells. cells that are present in the bone microen-
vironment but not through epithehal cells. Underlving
mechamsms mvolved m MMOC transmagration include
core, MMPS, and an ecarly rearrangement of actin mto

patches devord of vincubin, Importantly, we have shown
that MMOCs are present in the tumor stroma ol breast
cancer bone metastases, and metastatic breast cancer cells
stimulate the transmigration of MMOCs

The dallerentiation of pre-OCs imto MMOCs requires
several sequential stages including the migration, mvasion.
and homang of pre-OCs [rom the penpheral arculation 10
bone, where they differentiate nto MMOCS that are acti-
vated for bone resorption.™ 7" The fact that leukocytes
and monocyle-macrophages are able 1o transmigrate
through endothehal cells 15 well recognized and 1 2 major
event in the mflammatory response that requires the re-
cruntment of blood leukocvtes to the site of injury or infec-
ton,”™ Based on our results, the transmigralion process
wsed by mononucleated osteoclast precursors (pre-OCs)
through endothelal cells 1o reach the hematopoetic bone
marrow can be extended 1o MMOCs

Importantly, we lound evidence supporting MMOC
transmagration n vive, pancipally i pathological condi-
ttons. The bone remodeling compartment (BRC), de-
scnibed and lound exclusively at bone remodelng sites, has
been shown i patients with primary hyperparathyroadism.
renal osteodystrophy. and osteopoross. ™' Morphologt-
cally, BRCs are recogmzed as a canopy of flattened hning
cells and are situated over remodeling stes, thus separating

osteoblasts and osteoclasts from the bone marrow.™ In
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thas context, our data provide mechanstx msights into the
process, predscted by Parftt**! by which MMOCs may
make thewr way through the bone-hmng cells separating the
remodeling compariment from the bone marrow i the
BRC 0

We also showed that MMOCS have the alabity 1o trans-
mugrale through several cell types except through epithelial
like cells. Epathelsal cells are known to form intercellular
adhesion mediated by tight and adherens junctions as well
as desmosomes, which may well explian why MMOCs can-
nol cross the epithelial cell barmer.*™ However, several
recent studies have descnibed the abihity of pomary osteo-
blasts 1o form tght junctions structures and report the ex-
presson of tght junctions assoctaled proteins such as the
integral membrane protens occludm and claudin 1-3, but
also ZO1-3 that can brndge those integral membrane pro-
teins with the cvtoskebeton, ™% These protemns are ako
present n endothelal cell barners, suggesting that tight
junctions may nol be mvolved in the selective MMOC ca-
pacity 1o transmegrate. " Other molecules such as cadher-
ins involved in different types of junctions such as adherens
junctions are also highly expressed i osteoblasts " On
the other hand, very few stuhies desenbe the presence of
desmosomes i bone-forming cells, which may be a hine 1o
lollow to understand the selective capaaty of MMOCs 10
lransmugrate.

We alo provade evidence that bone-residmg breast can-
cer cells promote MMOC transmigration in vitro, and that,
in situ, MMOCs are present withn the skeletal tumor mass,
away from bone surfaces. It 1 therefore very hkely that
bone-residing tumor cells stimulate MMOC transmagration
in vivo, leading 1o a higher recruatment of MMOCs at the
bone surlace. Interleukins (1L-6 and 1L-8) and PTH-related
peptide (PTHIP) are tumor-denved factors known to acti-
vitte MMOCs. ™ These and other lactors secreted by
melastatse breast cancer cells could therelore stimulate
MMOC transmagratzon. However, we cannot exclude the
pussibility that MMOCS, after resorbing bone, persist in the
tumor mass because of the production and the release of
survival factors by the tumor cells. Interestngly, the pro-
motng ellect of breast cancer cells on MMOC transnugra-
tion was mhibited by nsedronate. NBPs are the standard
treatment for patsents with breast cancer with bone melas-
tases. In MMOCs, they inhibat the prenylation of small
GTPases such as Rac, Rho, and CAC42, which are essential
molecular plavers in osteoclastse functions such as magra-
tion and actin organization.”*” For example, Rac 15 re-
guired for MMOC mothity and lamelipodial protrusons,
whereas RhoA s involved m actin eytoskeleton organiza-
tion, " supgesting that these small GTPases play a role
in MMOC transmagration. In addmion, NBPs may also af-
fect MMOC transmmgration through MMPs. We showed
here that MMPs were essential lor MMOC transmigration,
and NBPs are known 1o inhibst MMP activity.”™ The ob-
servation that MMPs and c-yre were involved in MMOC
transmugration 18 m agreement with the fact that leukocyte
transendothehial migration and MMOC mouhty are depen-
dent on MMPs and c-yre, tespectively. "™ Interest-
ingly, mhibitors of MMPs (e, GM6ID1) and cosre (e.g..
AP23451) mlubat breast cancer bone metastasis lorma-
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ton ™ The ellicacy of pharmacological drugs such as
NBPs. GM600L, and AP23451 on the inlubation of mahg-
nant osteolysis could therefore also be related to ther m-
hibatory eflect on MMOC transmigration.

In conclusion, even though it 15 generally assumed that
mononuckated monocylic precursors fuse logether on the
bone surface 1o lorm multnucleated bone resorbing
MMOC, we bning the first evidence that Lirge mature mul-
unucleated OCs can alo transmagrate through cell layers in
vitro. ™ We also suggest that, in pathological stuations
such as boae metastases, MMOC transmmagration mecha-
msms involving ¢-sre and MMPs may provide them with
access to the bone surlace. Thus, blockmg MMOC trans-
migration by using sre and MMP inlubitors along with be-
sphosphonate may provide a new therapeutic strategy for
bone diseases assocated with an imbalance in bone remod-
eling caused by excessive MMOC resorplaon.
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Conclusion - Perspectives

La migration cellulaire est un phénomeéne central pour de nombreux types cellulaires. Elle
repose sur la dynamique simultanée du cytosquelette d’actine et des structures d’adhérence.
Ceci est valable pour les ostéoclastes, dont la fonction de dégradation de la matrice osseuse
repose sur 1’alternance de phases de migration et de résorption. L’ostéoclaste présente une
forte originalit€é par 1’organisation de son cytosquelette d’actine et de ses structures
d’adhérence. Il possede en effet deux organisations distinctes de 1’actine-F selon le substrat
sur lequel il est ensemencé: la ceinture de podosomes et la zone de scellement.

Mon travail de thése, dans le cadre des activités du laboratoire, a tenté de faire avancer les
connaissances concernant ces deux organisations, aux niveaux de leur structure, de leur
stabilité et de leurs fonctions.

Sur des substrats non résorbables comme le verre, le plastique ou encore des matrices
purement organiques, les ostéoclastes matures sont étalés et forment une ceinture périphérique
d’actine. Cette ceinture est constituée de spots intenses d’actine, les coeurs de podosomes
inclus dans un nuage d’actine ; sa stabilit€ dépend de la présence d’un réseau de microtubules
intact, sous le contrdle de la GTPase Rho et de formines. Les deux domaines identifi€s, cceurs
de podosomes et nuage, sont caractéris€s par des marqueurs moléculaires différents. Nous
avons notamment pu attribuer a chaque domaine un récepteur membranaire: $3 est associée
au nuage d’actine, alors que la présence des cceurs de podosomes dépend de I’activation du
récepteur CD44. Par ailleurs, ’analyse des ostéoclastes déficients pour la protéine WIP,
localisée au niveau des coeurs de podosomes dans les ostéoclastes WT, nous a permis d’isoler
une seule de ces structures, le nuage d’actine, et ainsi d’associer a chaque domaine une
fonction : les cceurs de podosomes sont impliqués dans 1’adhérence de 1’ostéoclaste a son
substrat, alors que le nuage est plutét impliqué dans sa contraction. L’ensemble des deux
domaines composant la ceinture de podosomes, est en outre capable de dégrader les matrices
organiques comme la fibronectine. Cette ceinture de podosomes des ostéoclastes matures est
ainsi associ€e a l’adhérence, la contraction, et la dégradation de substrats, trois fonctions
nécessaires a la résorption, activité physiologique des ostéoclastes métures ensemencés sur un
substrat résorbable. L hypothése retenue est ainsi que la zone de scellement résulte de la ré-

organisation des deux domaines identifiés.
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A la suite de ces travaux, plusieurs questions restent en suspends. Tout d’abord, nous avons
pu montrer que I’actine des coeurs de podosomes était polymérisée par le systeme dépendant
du complexe Arp2/3. Par contre, nous n’avons associ€ aucun systeme de polymérisation au
nuage d’actine. Par ailleurs, les données obstenues montrent que la stabilité de la ceinture de
podosomes dépend du réseau de microtubules, sous le contr6le des formines et de Rho.
Cependant, nous ne connaissons pas le lien moléculaire entre le cytosquelette d’actine, et le
réseau de microtubules qui permet cette stabilisation. Enfin, il est nécessaire de préciser le
lien entre la ceinture de podosomes observée sur verre et la zone de scellement formée par les

ostéoclastes ensemencés sur un susbtrat résorbable.

I. Cceurs de podosomes et nuage : une double structure d’actine-F associée a une double
fonction...Sous-tendue par un double systéme de polymérisation de I’actine ?
L’introduction bibliographique a permis de mettre en lumiére deux systémes principaux de
polymérisation de 1’actine : le systeme dépendant du complexe Arp2/3 a I’origine de réseaux
branchés, et le systeme dépendant des formines a 1’origine de réseaux linéaires. L actine des
cceurs de podosomes est clairement polymérisée par la voie Arp2/3-dépendante, comme le
montre la localisation de nombreux acteurs de cette voie a ce niveau (WASp, WIP,
cortactine). Les données de microscopie €électronique a haute résolution de Luxenburg et al.
(2007) montrent que les cceurs de podosomes sont effectivement composés d’actine-F
branchée. Par contre, Arp2/3 est exclu du nuage, ce qui signifie que I’actine-F de ce domaine
est polymérisé par un autre systeme. Or, les mémes €tude de Luxenburg et al. montrent que
les podosomes sont reliés entre eux par de 1’actine-F cette fois linéaire. C’est pourquoi nous
avons testé 1’hypothése de la polymérisation de I’actine-F du nuage par les formines.

Ne disposant pas d’anticorps dirigés contre mDial chez la souris, nous avons réalisé la micro-
injection du plasmide mDial-GFP dans les noyaux d’ostéoclastes matures. Une coupe en Z
réalisée au microscope confocal montre que mDial est effectivement localisée au nuage, ainsi
que dans la partie supérieure des podosomes (voir figure 29). Nous avons confirmé cette
localisation par un immuno-marquage de la méme protéine dans des ostéoclastes humains.
Ces données suggerent que 1’actine du nuage et de la partie supérieure des cceurs de
podosomes est polymérisée par le systeme des formines. Afin de confirmer ces données, nous
avons analysé la localisation de la myosinell, protéine directement associée aux cables
d’actine-F polymérisés par les formines. Des coupes en XY et en Z réalisées apres marquage
de cette protéine montrent que la myosinell se localise, comme les formines, au nuage et dans

la partie supérieure des cceurs de podosomes (voir figure 29). Par ailleurs, les deux systemes
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de polymérisation de I’actine, formines et Arp2/3, se distinguent par les GTPases de la famille
Rho qui leur sont associées : le systeme des formines est régulé par la GTPase Rho, alors que
la voie Arp2/3 dépend de I’activité de la GTPase Cdc42. Nous avons ainsi essayé de localiser
ces GTPases activées dans les ostéoclastes matures. Une premiere approche a été de les
localiser par I'utilisation de sondes GST-CRIB et GST-RBD qui ne se lient qu’aux formes
activées (les domaines CRIB et RBD sont respectivement des domaines de liaison a Cdc42
activé et Rho activé). Malheureusement, aucun signal n’a pu étre détecté. Afin de contourner
le probleme, nous nous sommes intéressés a la localisation de protéines associées aux
GTPases, les GAPs (« GTPases activated proteins »). Nous avons ainsi pu montrer qu’une
GAP de Rho, p190RhoGAP, se localise au niveau du nuage et des coeurs de podosomes, de
facon identique a la formine mDial ou a la myosinell. Des études similaires sur des GAPs de
Cdc42 et Rac sont en cours ; cependant, les récents travaux de Le Clainche et al. (2007)
montrent que la forme activée de Cdc42 est effectivement au niveau du cceur des podosomes.
L’ensemble de ces données suggerent ainsi que deux systemes de polymérisation sont
impliqués dans la formation de la ceinture de podosomes des ostéoclastes matures : le systeme
CD44-Arp2/3-Cdc42 est impliqué dans la polymérisation branchée de 1’actine de la base des
cceurs de podosomes, et le systeme aVB3-formines-Rho est impliqué dans la polymérisation
linéaire de 1’actine du nuage et de la partie supérieure des coeurs de podosomes. Comme cela a
été discuté dans la publication N°1, il est possible que le signal inducteur de ces deux voies
soit I’ostéopontine (OPN). L’OPN est une glycoprotéine secrétée par les ostéoclastes, et est un
ligand a la fois de aVP3 et de CD44. 1l serait intéressant de disposer des souris OPN-/-
(ostéopétrotiques et résistantes a une résorption induite par ovariectomie, Natasha et al.,
2006) pour étudier I’organisation du cytosquelette d’actine des ostéoclastes sur des substrats
résorbables ou non. S’il s’agit réellement du signal inducteur, aucune des deux structures,
ceeurs de podosomes et nuage, ne devrait €tre présente. Ce serait alors un bon systéme pour
ré-induire 1’un ou I’autre domaine par ensemencement des cellules sur de I’OPN exogene,
tout en bloquant la voie de aVP3 et/ou de CD44 par des inhibiteurs (peptides RGD
pour aVP3, et anticorps bloquant pour CD44 par exemple).
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) Actine / mDial-GFP Actine / Myosinell

Figure 29 : Localisations de protéines associées au systéme des formines dans la ceinture
de podosomes d’ostéoclastes matures. L’actine est repérée en rouge par marquage a la
phalloidine. a) Coupe en Z apres micro-injection nucléaire du plasmide mDial-GFP (en vert).
Barre : 0,5 um. b) Coupe en Z aprés immuno-marquage de la myosinell (en vert). Barre : 0,7

um. Les cceurs de podosomes sont localisés par les fleches noires. Les nuages sont localisés
par des traits noirs.

I1. Lien(s) moléculaire(s) entre cytosquelette d’actine et réseau de microtubules

Dans les ostéoclastes matures, les formines représentent ainsi un des systemes impliqués dans
la polymérisation de I’actine de la ceinture de podosomes. Par ailleurs, d’apres la publication
N°2, la stabilit¢ de la ceinture de podosomes périphérique dépend notamment du taux
d’acétylation des microtubules, également sous le contrdle des formines. Feierbach et al.
(2004) ont montré que, chez la levure, la formine For3p «capture » les extrémités des
microtubules via tealp, une protéine capping de leurs extrémités. Un rdle similaire de
« capture de microtubules » est proposé par Palazzo et al. (2001) pour la formine de
mammifeéres mDial. Le domaine FH2 des formines semble €tre essentiel a leur interaction
avec les microtubules (Wen et al., 2004). Récemment, Zhou et al. (2006) ont démontré que
I’exon-2 de la formine-1 est nécessaire et suffisant a la localisation de la formine au niveau
des microtubules, car ce fragment co-sédimente avec la tubuline purifiée. Les formines sont
ainsi capables d’interagir a la fois avec ’actine et les microtubules ; elle peuvent donc
représenter le lien structural et fonctionnel entre le réseau de microtubules et la ceinture
périphérique d’actine des ostéoclastes. Afin de tester cette hypothése, nous essayons de nous
procurer des plasmides codant pour des formines délétées de un ou plusieurs domaines
d’interaction, notamment avec 1’actine et/ou la tubuline. Cette étude est en cours au

laboratoire.
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Les microtubules permettent le transport de vésicules contenant les protéines constitutives de
podosomes, ou encore les enzymes ou les produits de dégradation de la matrice. Si les
formines sont effectivement le lien fonctionnel entre les réseaux d’actine et de tubuline,
I’interaction entre le cytosquelette d’actine et les microtubules est limitée au nuage et a la
partie supérieure des podosomes, domaines ou sont localisées les formines. Cela implique
donc qu’il doit exister un autre systeme de transport des vésicules jusqu’a la base des coeurs
des podosomes. Or, ce domaine, associé a la voie de polymérisation Arp2/3-dépendante, est
formé d’actine-F branchée. Comme nous 1’avons vu dans I’introduction bibliographique, ce
type d’architecture de I’actine-F est optimale pour générer une force d’extension nécessaire a
la migration. Une autre fonction associée a ce type de réseau est également le transport de
vésicules intracellulaires. Il est donc possible que les vésicules soient transportées par les
microtubules jusque dans la partie supérieure des podosomes, puis par le réseau d’actine-F
branché jusqu’a leur base. D’ailleurs, il a ét€é montré que la protéine WIP associée au
mécanisme de genese de 1’actine-F branchée, est également impliquée dans le transport
vésiculaire le long de ce réseau (Benesch et al., 2002). Il est donc possible que la diminution
de la résorption observée dans les ostéoclastes WIP-/- soit le fait d’une diminution du
transport vésiculaire, indétectable avec les méthodes d’investigation utilisées. Pour tester cette
hypothese, il serait intéressant de suivre le trajet de vésicules marquées le long de ces deux
réseaux, dans des ostéoclastes WT et des ostéoclastes WIP-/-, dépourvus du réseau branché

d’actine constituant les cceurs de podosomes.
La figure 30 tente de résumer 1’ensemble des données obtenues sur 1’organisation, la stabilité

et la fonction du cytosquelette d’actine d’un ostéoclaste ensemencé sur un substrat non

résorbable.
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Figure 30 : Structure, stabilité et fonctions des deux domaines d’actine observés dans un
ostéoclaste mature ensemenecé sur un substrat non résorbable. Le coeur du podosome est
associé au récepteur CD44, qui interagit en aval avec la voie de polymérisation dépendante du
complexe Arp2/3 : WASp, WIP, cortactine et la GTPase Cdc42 ; le coeur du podosome est
donc formé d’actine-F branché a sa base. Le nuage d’actine entourant les cceurs de
podosomes est associé a ’intégrine avB3, interagissant en aval avec la voie de polymérisation
dépendante des formines : la vinculine, la paxilline, la GTPase Rho ; le nuage est ainsi formé
d’actine-F linéaire associée a la myosinell. Myosinell, Rho et formines sont également
localisées dans la partie supérieure des podosomes, qui est alors formée d’actine-F linéaire.
Les formines permettent également une interaction avec le réseau de microtubules, ce qui
induit la stabilisation de la ceinture d’actine. Nuage d’actine et coeurs de podosomes sont
impliqués respectivement dans la contraction et 1’adhérence de 1’ostéoclaste a son substrat,
I’ensemble permettant de dégrader la matrice.

I11. Nuage et ceeurs de podosomes : deux structures indépendantes ?

Les données précédentes définissent deux systemes indépendants d’induction et de
polymérisation de 1’actine dans la ceinture de podosomes des ostéoclastes matures. Le KO de
WIP ou encore |’utilisation d’anticorps bloquant de CD44 démontrent qu’il est possible
d’inhiber la formation des cceurs de podosomes et de ne conserver que le nuage. Si les deux
systemes sont réellement indépendants, il doit donc €tre possible, inversément, d’inhiber la
formation du nuage et de ne conserver que les coeurs de podosomes.

Plusieurs données expérimentales obtenues a la suite de la publication N°1 tendent a montrer,
au contraire, que la présence des cceurs de podosomes dépend de la présence du nuage. Tout
d’abord, 1’utilisation d’inhibiteurs de 1’intégrine (33 (récepteur exclusivement associé au
nuage), comme 1’échistatine ou des peptides bloquants RGD, induit une désorganisation totale
de la ceinture de podosomes périphériques : nuage et coeurs de podosomes ne persistent pas.
Par ailleurs, nous avons eu acces aux souris KO pour la sous-unit¢ oV des intégrines
(collaboration avec M. Sixt, Max Planck Institute, Martensreid, Allemagne). Les ostéoclastes
générés a partir de ces souris n’ont donc pas les intégrines comprenant la chaine aV, c’est a
dire aVB1 et aVP3. D’apres la publication N°1, nous avons vu que 1’intégrine aV31 n’est
pas présente dans les ostéoclastes matures, ensemencés sur verre et sur ACC. L’étude de ces
ostéoclastes permet donc d’analyser uniquement le réle de 1’intrégrine aVB3. Les ostéoclastes
aV-/- ensemencés sur verre ont une organisation de I’actine-F qui est diffuse, sous forme de
fibres intra-cytoplasmiques. Ils ne présentent aucune des deux structures décrites, nuage et
cceurs de podosomes : 1’absence du nuage, induite par 1’inhibition de 33, entraine I’absence
des cceurs de podosomes. La formation des cceurs de podosomes semble donc dépendre de la

formation du nuage. Par ailleurs, Chellaiah et al. (2006) ont démontré que 1’expression de
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CD44 a la surface cellulaire dépend de I’interaction de a VP33 avec I’OPN. Une hypothese de
travail serait ainsi que aVP3 interagit tout d’abord avec ce ligand, ce qui induit la
polymérisation linéaire de 1’actine du nuage et ’expression de CD44 a la surface de
I’ostéoclaste. CD44 peut alors interagir a son tour avec I’OPN, et induire la polymérisation de

I’actine branchée des cceurs de podosomes (voir figure 31).

Interaction
@ oVB3 - OPN

@ Polymérisation d'actine Expression de CD44 @

\l/ Interaction @

NUAGE CD44 - OPN

Polymérisation d'actine @

!

COEURS DE PODOSOMES

Figure 31 : Modé¢le d’induction du nuage d’actine et des ceeurs de podosomes dans un
ostéoclaste ensemencé sur verre. 1) aVf3 interagit avec I’OPN. 2) Cette interaction induit
la polymérisation de 1’actine du nuage, et 3) ’expression de CD44 a la surface cellulaire. 4)
CD44 interagit a son tour avec I’OPN, ce qui induit 5) la polymérisation de I’actine des coeurs
de podosomes.

La publication N°1 montre que le nuage est impliqué a la fois dans 1’adhérence et dans la
contraction (les ostéoclastes WIP-/-, qui ne conservent que le nuage d’actine, conservent la
capacité d’adhérer et de se contracter), alors que les coeurs de podosomes ne semblent
impliqués que dans I’adhérence. Par ailleurs, dans D’introduction aux résultats de la
publication N°3, nous avons mis en évidence que la ceinture de podosomes, constituée de
I’ensemble du nuage et des cceurs de podosomes, est une structure de dégradation des
matrices organiques telles que la fibronectine. Cependant, nous ne savons pas si c’est
seulement le nuage, ou seulement les cceurs de podosomes, ou les deux structures qui sont
impliquées dans cette dégradation. Dans un premier temps, il est nécessaire de localiser

précisément les MMPs au niveau de la ceinture de podosomes. Par ailleurs, il serait
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intéressant d’ensemencer les ostéoclastes WIP-/- sur un substrat organique fluorescent sur
lequel ils ne forment pas de podosomes, comme une matrice vitronectine. Nous pourrions

ainsi déterminer si le nuage seul suffit pour dégrader les matrices organiques.

IV. Devenir de la ceinture de podosomes sur ACC : la zone de scellement ?

Au contact d’un substrat résorbable, la ceinture de podosomes des ostéoclastes matures
disparait au profit de la formation d’une zone de scellement. C’est vrai pour plusieurs
substrats étudié€s, dont I’ACC, les lamelles d’os, les lamelles de dentines, ou encore la nacre
(voir publication N°4).

Le tableau de la figure 32 compare les localisations de différents marqueurs moléculaires
présents au nuage et/ou cceurs de podosomes, dans un ostéoclaste adhérent sur verre ou

résorbant (SZ = Zone de scellement).

Ostéoclastes sur verre Ostéoclastes sur ACC
Beta3 ?
Vinculine SZ
Paxilline SZ
Marqueurs du Phospho-tyrosines Absente
nuage
Phospho-paxilline Absente
Myosinell SZ
mdial SZ
Marqueurs des WIP §Z
ceeurs de WASp SZ
podosomes Arp2/3 S7
Cortactine SZ
CD44 SZ

Figure 32 : Localisations de différents marqueurs du nuage et/ou des cceurs de
podosomes au niveau de la SZ.

La plupart des marqueurs moléculaires spécifiques du nuage et/ou des cceurs de podosomes se

retrouvent ainsi en contact dans la zone de scellement. Par ailleurs, les études de microscopie
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électronique a haute résolution de Luxenburg et al. (2007) montrent que la zone de scellement
est composée d’un réseau dense de spots €quivalents aux coeurs des podosomes. D’apres ces
auteurs, elle résulterait d’une contraction de la ceinture de podosomes, qui a pour
conséquence le resserrement des podosomes entre eux.

L’ensemble de ces données suggere ainsi fortement que la formation de la zone de scellement
résulte du réarrangement du nuage et des cceurs de podosomes par la matrice sous-jacente.
Alors que CD44 est clairement localisé uniquement a la SZ, beta3 est plus difficile a localiser
dans un ostéoclaste ensemencé sur ACC. Dans la plupart des cellules, elle est présente au
niveau de la membrane basale, en dehors de la SZ. Dans d’autres cellules, au contraire, elle
est retrouvée au niveau de la SZ. Ces deux localisations différentes de beta3 peuvent
également étre observées dans une méme cellule (voir figure 33). Une hypothése est que sa
localisation dépend de I’étape du cycle de résorption dans laquelle se trouve 1’ostéoclaste. Des
expériences de vidéomicroscopie sur des ostéoclastes exprimant une forme GFP de beta3
pourrait nous permettre de valider ou non cette hypothese.

Nakamura et al. ont démontré que I’échistatine, un inhibiteur des intégrines, inhibe la
résorption ostéoclastique (Nakamura et al., 1999). Par ailleurs, nous avons montré que les
ostéoclastes déficients pour la sous-unité oV ne forment pas de SZ sur ACC. Quelle que soit
sa localisation, beta3 semble donc indispensable a la fonction de résorption de 1’ostéoclaste.
De méme, Suzuki et al. ont montré que les ostéoclastes déficients pour CD44 présentent un
défaut de motilité et de résorption (Suzuki et al., 2002). Il serait intéressant de disposer des
souris CD44-/- afin de déterminer si les ostéoclastes issus de ces souris sont encore capables

de former des SZ. a'VPB3 n’est ainsi peut-étre pas suffisant pour la résorption.

Figure 33: Localisation de beta3 dans un ostéoclaste ensemencé sur ACC. a) Marquage de
I’actine par la phalloidine permettant de visualiser la SZ (en rouge). b) Immuno-marquage de
beta3, localisée soit a la SZ, soit en dehors de la SZ (en vert). ¢) Superposition des marquages
de I’actine et de beta3. d) Visualisation des trous de résorption en transmission (Etoiles
blanches : trous de résorption, €toiles noires : matrice minéralisée).
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D’apres nos résultats et les données de la littérature, nous pouvons proposer un modele
d’induction de la SZ, similaire au modele établi dans la figure 31. L’interaction de aV3
avec I’OPN induirait la polymérisation d’actine formant ainsi un début de SZ. Cette
interaction permettrait également I’expression de CD44 a la surface cellulaire, son interaction
avec I’OPN et la polymérisation d’actine, qui renforcerait la SZ. La dissolution du minéral
induit alors la dissociation des récepteurs de I’OPN, la désorganisation de la SZ et la

stimulation de la migration de 1’ostéoclaste. Un nouveau cycle commence alors (voir figure
y

34).

@ Interaction
oVB3 - OPN

@ Polymérisation d'actine Expression de CD44 @
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Figure 34: Modéle d’induction de la zone de scellement dans un ostéoclaste ensemencé
sur ACC. 1) aVP3 interagit avec I’OPN secrétée par 1’ostéoclaste. 2) Cette interaction induit
la polymérisation d’actine, qui 3) initialise la formation d’une SZ. L’interaction de a V33 avec
I’OPN induit également 4) 1’expression de CD44 a la surface cellulaire. 5) CD44 interagit a
son tour avec I’OPN, ce qui induit 6) la polymérisation d’actine, et ainsi 7) le renforcement de
la SZ.
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Résumé :

Les cellules changent de forme et se déplacent en réponse a des signaux (hormones, facteurs
de croissance, cytokines) qu’elles recoivent de leur environnement. Ces mouvements
cellulaires sont déterminés principalement par la polymérisation dirigée et régulée de I’actine.
Au front de la cellule en migration, la zone d’extension est constituée de filaments d’actine
courts et branchés, polymérisés par le systtme WASp-Arp2/3. Au niveau du corps cellulaire,
une autre machinerie, les formines, engendrent des fibres de tension, faisceaux de filaments
cette fois linéaires. La croissance de ces deux types de filaments génere des forces,
respectivement d’extension et de contraction, qui s’appliquent au niveau de structures
d’adhérence. Ces structures varient d’un type cellulaire a 1’autre : il peut s’agir de complexes
focaux, d’adhérences focales ou encore de podosomes. Ce dernier type d’adhérence est le plus
souvent retrouvé dans les cellules de la lignée hématopoiétique, dont les ostéoclastes, modele
cellulaire utilisé au laboratoire ; il s’agit d’une cellule spécialisée dans la résorption de la
matrice osseuse. Elle a la particularité de présenter une organisation différente de 1’actine
selon les substrats sur lesquels elle est ensemencée. Sur verre ou plastique, 1’actine est sous
forme de podosomes alors que sur un substrat résorbable, elle se ré-organise en une ceinture
continue, la zone de scellement ou SZ. Au cours de cette thése, nous nous sommes intéressés
a la structure et a la dynamique de ces deux formes d’actine, ainsi qu’a leur relation. L’étude
de cellules déficientes en WIP, une protéine de la voie de polymérisation dépendante du
complexe Arp2/3, nous a permis de démontrer qu'un ostéoclaste sur verre forme deux
domaines d’actine distincts : les cceurs de podosomes, et un nuage d’actine ou « cloud ». Ces
deux domaines sont induits par différents récepteurs, polymérisé€s par des voies distinctes, et
ont pour fonction I’une 1’adhérence et 1’autre la contraction. Ils se ré-organisent en une unique
structure, la SZ, quand 1’ostéoclaste est sur un substrat résorbable, lui permettant d’adhérer a
la matrice et de se contracter, deux phénomenes impliqués dans la résorption ostéoclastique.
Nous nous sommes également intéressés aux interactions entre les cytosquelettes d’actine et
de tubuline, démontrant que le maintien de la ceinture de podosomes dépend d’un réseau de
microtubules intact, et passe par une voie impliquant Rho, la formine mDia2 et HDACS6.
Enfin, nous avons montré une nouvelle propriété des ostéoclastes, a savoir la capacité de
traverser des tapis cellulaires, ou transmigration, qui semble indépendante des podosomes.
L’ensemble de nos travaux a permis d’améliorer la compréhension de 1’organisation et de la

fonction des podosomes dans 1’ostéoclaste.
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