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Nouveaux concepts
surl’origine des ostéoclastes:
relation avec

les macrophages normaux
et inflammatoires

Les ostéoclastes sont des cellules géantes multinucléées,
responsables de la résorption osseuse. Selon des travaux
récents, ils proviendraient de la fusion de précurseurs
mononucléés d’origine hématopoiétique aux stades tardifs
de la voie de différenciation monocytaire, voire directe-
ment des macrophages avec lesquels ils partagent de nom-
breux antigenes. En effet, on peut obtenir des ostéoclastes
résorbant I’os a partir de macrophages tissulaires ; en outre,
I’analyse de souris ayant un phénotype ostéopétrotique
montre que ces deux types cellulaires ont une relation tres
étroite. Par conséquent, les ostéoclastes pourraient étre des
macrophages polycaryoniques, tels qu’on les trouve dans
les réactions inflammatoires, spécialisés dans la résorption
de l’os. Ces deux types cellulaires seraient donc issus d’une
meéme voie de différenciation dont 'ultime étape serait la
spécialisation de leur fonction.

e métabolisme osseux tatif du squelette durant la vie

dépend de I'action coordon-

née de deux types cellulaires:

les ostéoblastes et les ostéo-

clastes [1]. Les ostéoblastes,
d’origine mésenchymateuse, sont res-
ponsables de la synthése de la
matrice osseuse et les ostéoclastes,
d’origine hématopoiétique, sont res-
ponsables de sa dégradation. L’inté-
gration de la fonction de ces deux
types cellulaires est nécessaire: (1)
lors du modelage osseux qui a lieu
pendant la croissance de l'os; (2)
pour le maintien qualitatif et quanti-

adulte ; (3) pour réparer I'os apres
un traumatisme ou une fracture; et
enfin (4) pour assurer ’homéostasie
du calcium sérique.

Les ostéoclastes sont des cellules mul-
tinucléées (figure 1) postmitotiques;
la régulation de leur différenciation
représente donc un mécanisme
important pour leur renouvellement
et le maintien du processus de
résorption.

La caractérisation des ostéoclastes a
été particuliecrement difficile car ce

sont des cellules relativement rares m—
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qui couvrent moins de 1% de la sur-
face osseuse chez le jeune adulte et
qui sont étroitement associées a la
matrice minéralisée ; aucune popula-
tion totalement pure n’a pu étre iso-
lée a ce jour. Compte tenu de leur
durée de vie trés courte, environ
48 heures en culture, il est difficile
d’en obtenir en nombre suffisant
pour des analyses biochimiques et
moléculaires. Néanmoins, des pro-
gres considérables dans la connais-
sance des ostéoclastes ont été faits ces
derniéres années grace au développe-
ment de systéemes de différenciation
in vitro; toutefois, leur ontogénie pré-
cise reste un sujet de controverse. Il
est établi que les ostéoclastes multi-
nucléés dérivent de la fusion de pré-
curseurs mononucléés d’origine
hématopoiétique [2, 3]. Cependant,
selon les modéeles proposés, les pré-
curseurs divergeraient plus ou moins
tardivement au cours de la voie de
différenciation myéloide.

Rappels
sur la différenciation
hématopoiétique

L’hématopoiése regroupe un
ensemble d’étapes permettant de dis-
tinguer, a partir d’une cellule souche
commune multipotente, plusieurs
précurseurs qui donneront ultérieu-
rement les différents lignages héma-
topoiétiques (figure 2). Chacune des
étapes de leur programme de diffé-
renciation fait I'objet d’'un contréle
précis, relayé par des facteurs de
croissance spécifiques du lignage et
du stade de différenciation.

La caractérisation des précurseurs
hématopoiétiques a initialement été
réalisée chez la souris, a I'aide de
techniques de cultures in vitro en
milieu semi-solide. Dans ce type de
culture de tissu hématopoiétique, les
précurseurs développent des colonies
de cellules différenciées dont la com-
position indique la potentialité du
précurseur dont elles dérivent. Diffé-
rents précurseurs ont été identifiés
selon le type de cellules qu’ils pro-
duisent en culture. Des colonies de
macrophages dérivent de précur-
seurs unipotents, CFU-M (colony for-
ming unit-macrophage), alors que des
colonies de granulocytes dérivent de
CFU-G (colony forming unit-granulo-
cyte). Celles composées de granulo-
cytes et de macrophages dérivent du

el 1

Figure 1. A. Photographie d’un ostéoclaste multinucléé (les fleches indiquent
des noyaux) x 700. B. Trous de résorption (indiqués par des fléches), formés
par des ostéoclastes, a la surface d’une lamelle d’os colorée au bleu de tolui-

dine. x 150.

précurseur commun aux deux
lignées, appelé CFU-GM (figure 2).
Ces précurseurs n’ont pu étre carac-
térisés que par 'identification de fac-
teurs de croissance (CSF ou colony sti-
mulating factor) qui favorisent leur
développement en culture, comme
respectivement le G-CSF (granulo-
cyte), le M-CSF (macrophage) et le
GM-CSF (granulocyte-macrophage).

La voie de différenciation du lignage
monocytaire est bien caractérisée in
vitro (figure 2). Parmi les précurseurs, la
premiére cellule identifiée dans cette
voie est la CFU-GEMM (colony forming
unit-granulocyte, erythrocyte, macrophage,

megacaryocyte), qui est le précurseur
multipotent des érythrocytes, mégaca-
ryocytes, monocytes et granulocytes.
Cette cellule donnera la CFU-GM
bipotente dont dérive la CFU-M, le
premier précurseur restreint a la voie
monocytaire [4]. Le facteur de crois-
sance M-CSF stimule la différenciation
de la CFU-M vers le monocyte puis le
macrophage. In vivo, les monocytes
quittent la moelle osseuse et migrent,
via la circulation sanguine, dans diffé-
rents tissus ou ils donnent les diffé-
rents macrophages tissulaires [5].

Nous examinerons les différentes
hypothéses proposées quant a 1'ori-

Tableau |

PRINCIPAUX MARQUEURS QTILISES POUR CARACTERISER
LES OSTEOCLASTES

Marqueurs

Ostéoclastes

Morphologiques

» Multinucléation
* Abondance de mitochondries périnucléaires
* Membrane plissée

Enzymatiques

* Phosphatase acide résistante au tartrate (TRAP)
» Anhydrase carbonique Il (CAIl)

De surface
membranaire

* aVB3 (récepteur de la vitronectine)
» Récepteur de la calcitonine (CTR)

Fonctionnel

Résorption osseuse

m/s n°11, vol. 13, novembre 97



Pool de cellules
souches totipotentes

OT—’(?
/O

Pool de cellules
souches multipotentes

\>

D

IL3 L3
GM-CSF / YTCSF / \
Myélo-\ ( Myélo-
blaste / \ blaste
IL3 IL3
ga_CSF IL3 GM-CSF GM-CSF *
EPO GM-CSF m-CsF G-CSF Thymus
O
caryocyte
IL3
GM-CSF EPO .3 IL3
EPO TPO GM-CSF GM-CSF
M-CSF G-CSF
"
blaste caryocyte
Pro-
Q myelocyte @ @
EPO l L3 IL3 Plasmo- Lympho-
--  GM-CSF GMm-csk Y v  cyte cyteT
Plaguettes O G-CSF
o B Eosino-\ (Baso-
Erythrocyte Neutro. phile phile
phile
GM-CSF
M-CSF l

Figure 2. lllustration des principales étapes de I’hématopoiése chez les
mammiféres. Les précurseurs hématopoiétiques se trouvent dans la moelle
osseuse. Leur nom, CFU (colony forming unit), provient de leur aptitude a
former des colonies in vivo chez des souris irradiées ou dans des milieux
semi-solides in vitro. Le précurseur le plus immature (CFU-S) est a I'origine
de toutes les cellules hématopoiétiques, y compris les lymphocytes. Tous les
autres dérivent de celui-ci et sont de plus en plus limités dans leurs poten-
tialités de différenciation. La CFU-GEMM est a I'origine des lignées granulo-
cytaires, érythrocytaires, mégacaryocytaires et monocytaires. Les BFU-E et
CFU-E sont les précurseurs de la lignée érythrocytaire; la CFU-MEG donnera
les mégacaryocytes et les plaquettes,; la CFU-GM sera a I'origine, soit de la
CFU-G précurseur des granulocytes neutrophiles, soit de la CFU-M précur-
seur des monocytes et des macrophages. L’ensemble de la différenciation
hématopoiétique s’effectue sous le contréle de cytokines (IL-3: interleukine-
3, EPO: érythropoiétine; TPO: thrombopoiétine; GM-CSF: granulocyte,
macrophage- colony stimulating factor,; G-CSF: granulocyte-colony stimula-
ting factor,; M-CSF: macrophage-colony stimulating factor).

gine des ostéoclastes. Sur la base des
travaux les plus récents, incluant
ceux de notre laboratoire, nous pro-
posons I’hypothese selon laquelle les
ostéoclastes dérivent de stades tres
tardifs de la différenciation monocy-
taire. Ces résultats donnent un nou-
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vel éclairage aux relations pouvant
exister entre les différents types de
cellules phagocytaires que sont les
ostéoclastes, les macrophages, et les
macrophages polycaryoniques trou-
vés dans les tissus inflammatoires ou
tumoraux.

Les systémes in vitro
de différenciation
des ostéoclastes

I1 faut rappeler ici les principaux cri-
teres utilisés pour 'identification des
ostéoclastes (Tableau I) fondés sur:
leur morphologie; I’expression de
certains marqueurs tels que la phos-
phatase acide résistante au tartrate
(ou TRAP), les récepteurs de la calci-
tonine (CTR); l'intégrine aVf3,
récepteur de la vitronectine et I’anhy-
drase carbonique II (CAII). Enfin, la
capacité des ostéoclastes de résorber
des fragments d’os in vitro (figure 1)
est le critére d’identification fonc-
tionnel.

Durant ces derniéres années plu-
sieurs approches ont été dévelop-
pées pour déterminer l'origine cel-
lulaire précise des ostéoclastes, ainsi
que le micro-environnement opti-
mal pour induire leur différencia-
tion terminale en cellules fonction-
nelles résorbant 1’os. Dans ce but, de
nombreux modéles ont été décrits
dans lesquels des populations cellu-
laires contenant les précurseurs
potentiels des ostéoclastes ont été
cultivées sur plusieurs substrats. La
plupart des modeles cellulaires
récents utilisent la co-culture de cel-
lules de moelle osseuse avec des cel-
lules stromales de type ostéoblaste
en présence de vitamine D3, hor-
mone de différenciation ostéoclas-
tique. Dans ces conditions il est pos-
sible d’obtenir des ostéoclastes
résorbant 1’os.

Les différents modeéles
proposés pour l'origine
des ostéoclastes

Ces différentes voies de différencia-
tion sont schématisées sur la figure 3.

¢ Premiere hypothese:

les ostéoclastes dérivent d’un
précurseur antérieur a la CFU-GM
Pour un certain nombre d’auteurs, les
précurseurs des ostéoclastes sont bien
des cellules d’origine hématopoié-
tique, mais qui dérivent trés précoce-
ment dans la voie de diftérenciation
myéloide, avant le stade CFU-GM.
Cette hypothése repose aussi bien sur
des observations cliniques que sur des
résultats obtenus n vitro.

Flanagan (Londres, GB) [6] a observé
que, chez des patients atteints d’apla-
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Figure 3. Les différents modéles proposés pour la voie de différenciation des
ostéoclastes. Voie a: Un précurseur ostéoclastique, appelé CFU-O (colony
forming unit-osteoclast) par homologie avec la nomenclature classique des
précurseurs hématopoiétiques, dérive, soit d’une cellule pluripotente (CFU-
S), soit d’un précurseur plus tardif la CFU-GEMM, a l'origine des lignées gra-
nulocytaires, erythrocytaires, mégacaryocytaires et monocytaires. Voie b: le
méme précurseur ostéoclastique CFU-O dériverait directement d’un précur-
seur CFU-GMO aux potentialités encore plus limitées car capable de ne don-
ner que les lignées granulocytaires, monocytaires et d’ostéoclastes. Voie c:
la cellule CFU-GMO s’engage, soit pour donner une CFU-G & l'origine des
lignées granulocytaires, soit pour donner une CFU-M qui se différenciera
ensuite en monocytes puis en macrophages. Ce sont ces deux derniers types
cellulaires qui seraient a I'origine des ostéoclastes. Dans cette hypothése, il
n’y a pas de précurseur ostéoclastique CFU-O.

sie médullaire caractérisée par un
déficit sanguin en érythrocytes, granu-
locytes, monocytes et en plaquettes, le
nombre d’ostéoclastes n’est pas
réduit. Pour cet auteur, ces résultats
révelent une bifurcation treés précoce
du lignage ostéoclastique par rapport
aux lignages myéloides, avant méme
le stade CFU-GEMM (figure 2).

Selon d’autres auteurs, des colonies
CFU-GM pures cultivées en milieu
semi-solide ne pourraient pas donner

de colonies d’ostéoclastes [7, 8]. En
conséquence, les précurseurs ostéo-
clastiques dériveraient avant ce stade.
I1 est vraisemblable que, dans ce type
d’expérience, les conditions de cul-
ture utilisées n’étaient pas propices
au développement des précurseurs
ostéoclastiques. Nous verrons plus
tard que les résultats obtenus chez la
souris par délétion du géne codant
pour le facteur de transcription PU.1
infirment ces conclusions.

¢ Deuxieme hypothese:

les granulocytes, les monocytes

et les ostéoclastes dérivent

d’un précurseur commun,

la CFU-GMO

Des cellules de moelle osseuse
humaine, enrichies en précurseurs
hématopoiétiques CD34", ont été cul-
tivées en milieu semi-solide, en pré-
sence de GM-CSF, afin d’obtenir des
colonies dérivées de CFU-GM. Les
colonies ont ensuite été traitées par
la vitamine D3 et, apreés deux
semaines de culture, plusieurs types
de colonies sont apparus composés
de granulocytes, de macrophages, ou
d’ostéoclastes. Ces auteurs concluent
que les monocytes/macrophages, les
granulocytes et les ostéoclastes ont
un précurseur commun, appelé CFU-
GMO, sensible au GM-CSF.
Chambers et al. (Londres, GB) [9]
ont utilisé les souris transgéniques H-
2K’tsA58 pour développer des lignées
cellulaires thermosensibles a partir
de moelle osseuse. Ils ont ainsi établi
plusieurs lignées de préostéoclastes
potentiels. La formation d’ostéo-
clastes fonctionnels dépend de la
présence de cellules stromales et de
vitamine D3 ajoutée. La caractérisa-
tion de leurs lignées leur a permis de
conclure qu’ils avaient immortalisé
un précurseur commun aux macro-
phages et ostéoclastes et que les
macrophages et les ostéoclastes diver-
gent a une étape tardive. Cependant,
leurs résultats n’excluent pas la possi-
bilité que les précurseurs se différen-
cient d’abord en macrophages, dont
une certaine proportion donnera
ultérieurement les ostéoclastes.
Enfin, plusieurs auteurs ont rapporté
I'impossibilité d’obtenir des ostéo-
clastes directement a partir de mono-
cytes et de macrophages dans divers
systemes in vitro [10-14]. Ces cellules
seraient a un stade trop avancé dans
la voie de différenciation monocyte-
macrophage pour pouvoir donner
des ostéoclastes.

¢ Troisieme hypothese :

les ostéoclastes dérivent

de précurseurs monocytaires,

de monocytes ou de macrophages
Les nombreuses similitudes entre les
monocytes-macrophages et les ostéo-
clastes suggeérent cependant une rela-
tion tres étroite entre ces deux types
cellulaires. Les monocytes-macro-
phages sont souvent mis en évidence
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a proximité des sites de résorption et
ils partagent des caractéristiques
communes avec les ostéoclastes,
telles que la mobilité et la présence
d’une membrane ondulante. Les
macrophages, comme les ostéo-
clastes, sont des cellules phagocy-
taires qui possedent de nombreux
lysosomes et mitochondries. Certains
macrophages sont aussi capables de
résorber en partie la matrice osseuse
in vitro. Par ailleurs, les monocytes
présentent une réponse chimiotac-
tique a certains composants de la
matrice osseuse [15].

Mise en évidence d’antigenes
communs aux macrophages

et aux ostéoclastes

Des antigénes communs entre les
ostéoclastes et les monocytes-macro-
phages ont été mis en évidence dans
différentes especes, notamment chez
I’homme, le lapin, le rat et le poulet
[16-18]. Nijweide et al. (Amsterdam,
Pays-Bas) [19] et Oursler et al. (Min-
neapolis, MN, USA) [20] ont immu-
nisé des souris avec des ostéoclastes
de caille ou de poulet, et ont isolé
des anticorps qui reconnaissent les
ostéoclastes, mais aussi les cellules du
lignage monocytaire. Oursler et al.
[20] ont notamment produit un anti-
corps monoclonal qui reconnait a la
fois, les ostéoclastes, les monocytes
en culture et les cellules géantes déri-
vées de monocytes. Deux des anti-
corps isolés par Nijweide reconnais-
sent des déterminants antigéniques
présents sur trois types de cellules dif-
férenciées: les ostéoclastes, les cel-
lules de Kiupffer et les macrophages
intestinaux. Par ailleurs, ces anti-
genes sont absents dans les stades de
différenciation plus précoces du
lignage monocytaire, suggérant la
possibilité d’'une origine commune
aux macrophages tissulaires et aux
ostéoclastes.

Les préostéoclastes expriment

des marqueurs du lignage monocytaire
Takahashi et al. (Tokyo, Japon) [21]
ont analysé au cours du temps la syn-
thése de marqueurs spécifiques asso-
ciés aux macrophages, dans des co-
cultures de cellules spléniques et
ostéoblastiques murines, conduisant
a la formation d’ostéoclastes fonc-
tionnels. Leurs résultats mettent en
évidence des cellules mononucléées,
présentant des caractéristiques a la
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fois des macrophages et des ostéo-
clastes, qui apparaissent apres ajout
d’hydroxyurée et de vitamine D3 et
dont le nombre diminue ensuite de
facon corrélée a I'apparition d’ostéo-
clastes multinucléés. Ainsi, les précur-
seurs ostéoclastiques postmitotiques
seraient des cellules mononucléées
exprimant un phénotype macropha-
gique qui disparaitrait au cours de
leur différenciation en ostéoclastes.

Les cellules mires du lignage
monocytaire se différencient

en ostéoclastes

Sur la base des similitudes antigé-
niques entre les monocytes-macro-
phages et les ostéoclastes, quelques
auteurs ont testé I’hypothése d’une
filiation directe entre ces deux types
cellulaires.

Les arguments les plus décisifs ont
été apportés par Udagawa et al.
(Tokyo, Japon) [22] dont les travaux
ont montré la formation d’ostéo-
clastes in vitro, en présence de cel-
lules stromales, de vitamine D3 et de
glucocorticoide, non seulement a
partir de cellules immatures de la
lignée monocyte-macrophage, mais
aussi a partir de monocytes circulants
et de macrophages tissulaires.
L’obtention d’ostéoclastes a partir de
monocytes de sang de cordon a éga-
lement été décrite chez I’homme
[23]. En outre, nous avons montré,
en accord avec les résultats rapportés
par Alvarez et al. (Saint-Louis, MO,
USA) [24], que des macrophages
dérivés de monocytes de sang circu-
lant de poulet peuvent se différen-
cier en cellules géantes de type ostéo-
claste [25]. Ces résultats montrent
que les ostéoclastes peuvent étre
directement obtenus a partir de
monocytes et de macrophages murs,
dans un micro-environnement appro-
prié.

Nous allons voir que les résultats de
I’analyse de souris mutantes atteintes
d’ostéopétrose vont a I'appui de cette
derniére hypothese.

Origine des ostéoclastes :
approches in vivo

Les modeles de différenciation pro-
posés pour la voie ostéoclastique sont
essentiellement basés sur des résul-
tats obtenus n vitro. I faut rappeler
ici deux problémes majeurs liés aux
systemes de culture in vitro. Tout

d’abord, les conditions de culture
sont déterminantes pour I’expression
des potentialités de différenciation
d’une cellule. Par ailleurs, les critéres
utilisés pour identifier les ostéo-
clastes ne sont pas unanimement
acceptés par les auteurs. Ainsi, la
divergence des différents modeéles
proposés concernant l’origine des
ostéoclastes est en grande partie
inhérente a la diversité des systemes
de culture employés et a 'ambiguité
qui réside dans la définition des
ostéoclastes.

Les modeéles animaux permettent
d’appréhender l'origine des ostéo-
clastes in vivo et donc de pallier en
partie ces problémes.

Les modeles murins d’ostéopétrose
Les résultats apportés par I’analyse
des mutants murins manifestant une
ostéopétrose apportent aussi la
confirmation d’une relation tres
étroite entre les lignages macropha-
giques et ostéoclastiques.

¢ Les mutants Op/Op

Le phénotype Op/Op se caractérise
par des os anormalement denses et
un nombre réduit de macrophages.
La perturbation de la résorption
osseuse est due a ’absence d’ostéo-
clastes [26, 27]. Les souris exprimant
ce phénotype sont homozygotes pour
une mutation ponctuelle du gene
codant pour le M-CSF et ne produi-
sent pas d’activité M-CSF décelable
(m/s n°8, vol. 6, p. 825) [26, 28, 29].
L’injection intraveineuse de M-CSF
aux souris Op/Op induit la réappari-
tion des macrophages et des ostéo-
clastes, et la disparition du phéno-
type ostéopétrotique [26, 30]. Cette
observation montre sans ambiguité
que le facteur de différenciation des
macrophages est aussi nécessaire a la
formation des ostéoclastes.

En dehors des mutants spontanés
comme les souris Op/Op, d’autres
phénotypes ostéopétrotiques ont été
révélés de facon inattendue, suite a la
destruction par recombinaison
homologue des geénes ¢-Sre, ¢-Fos et
PU.1. La protéine c-Src serait impli-
quée dans la fonction des ostéo-
clastes (m/s n° 5, vol. 7, p. 509) [31]
alors que c-Fos et PU.1 sont les pre-
miers facteurs de transcription iden-
tifiés qui jouent un role déterminant
dans la décision de la cellule de

s’engager dans la voie ostéoclastique. m——
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* Les mutants ¢-Fos™~

Le phénotype le plus marquant de
ces souris mutantes consiste en
I'apparition d’une ostéopétrose [32-
34]. Leurs cellules souches hémato-
poiétiques peuvent donner toutes les
cellules lymphoides et myéloides a
Iexception des ostéoclastes [35]. Par
ailleurs, chez les souris mutantes, le
nombre de macrophages tissulaires
est normal sauf celui des macro-
phages médullaires dont le nombre
est deux fois plus élevé que celui des
souris sauvages [36].

Grigoriadis et al. (Vienne, Autriche)
[35] ont montré que la transplanta-
tion de moelle de souris normale
chez des souris c-Fos7~ guérit I’ostéo-
pétrose. Dans les systemes de co-cul-
ture, les cellules ostéoblastiques de
souris c¢-Fos”/~ permettent la différen-
ciation de cellules spléniques de sou-
ris normales en ostéoclastes. A
I'inverse, les cellules spléniques de
souris c-Fos”~ ne se différencient pas
en cellules TRAP*, méme en pré-
sence de cellules ostéoblastiques de
souris c-Fos*. Les cellules spléniques
de souris c-Fos/~ retrouvent leur
potentialit¢ de différenciation apres
infection des co-cultures par un
rétrovirus exprimant le géne c-Fos. Le
blocage de la différenciation ostéo-
clastique chez les souris mutantes est
donc probablement da a I’absence
d’expression de c-Fos dans les précur-
seurs ostéoclastiques.

On peut conclure que c-Fos joue un
role essentiel dans la différenciation
ostéoclastique, et qu’il pourrait
controler directement la fusion des
macrophages en ostéoclastes.
L’absence d’expression de c-Fos
entrainerait ainsi une accumulation
de précurseurs monocytaires inca-
pables de fusionner. On ne peut pas
toutefois exclure deux autres hypo-
theses: la protéine Fos pourrait agir,
soit indépendamment sur les macro-
phages et les ostéoclastes en ayant
respectivement un effet inhibiteur et
activateur de différenciation, soit sur
une sous-population de cellules
hématopoiétiques a I'origine a la fois
des ostéoclastes et des macrophages.

o Les mutants PU.17/~

L’expression du geéne du facteur de
transcription PU.1 est limitée aux cel-
lules hématopoiétiques. La destruc-
tion de ce géne, par recombinaison
homologue chez la souris, est létale,

1-.' 1

4 » || {Q
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Figure 4. A. Macrophages a noyaux bleus, dérivés des monocytes de la
lignée BM2nisLacZ. B. Formation in vitro de cellules multinucléées géantes a
noyaux bleus apres fusion de macrophages de poulet avec des BM2nlsLacZ.
C. Formation in vivo d’ostéoclastes a noyaux bleus aprés injection intravei-
neuse de BM2nlsLacZ a des embryons de poulet de 10 jours. L’ostéoclaste
montre une activité phosphatase acide résistante au tartrate (TRAP) révélée

par la coloration brune du cytoplasme.

les souriceaux mourant de septicé-
mie deux jours apres leur naissance
[37, 38]. Ces animaux ne possédent
ni macrophages ni ostéoclastes ce qui
se traduit par une ostéopétrose
sévere (m/s n° 5, vol. 13, p. 724). La
production de neutrophiles est égale-
ment affectée, alors que les érythro-
cytes et les mégacaryocytes sont pro-
duits normalement. La greffe de
cellules de moelle osseuse de souris
aux animaux PU.I7~ permet la survie
des souris au-dela de six mois et res-
taure le phénotype ostéopétrotique
grace au repeuplement des tissus res-
pectivement en macrophages et en
ostéoclastes. Ces résultats indiquent
clairement que les macrophages et
les ostéoclastes appartiennent a une
meéme voie de différenciation indisso-
ciable.

Les cellules d’une lignée
monocytaire aviaire se différencient
en ostéoclastes in vivo et in vitro

Afin de montrer que les ostéoclastes
dérivent de la fusion des macro-
phages ou de stades de différencia-
tion intermédiaires entre les mono-
cytes et les macrophages, nous avons
utilisé une lignée monocytaire aviaire
(BM2). Les cellules de cette lignée
sont capables de se différencier en
macrophages soit in vivo [39], soit in
vitro en présence de lipopolysaccha-
rides (LPS) et de TPA (12-O-tétradé-
canoyl phorbol-13-acétate) [40].
Dans les conditions in vitro, Lomri et
Baron (New Haven, CN, USA) [41]
ont montré que I’expression du gene
de I’anhydrase carbonique II des
lignées BM2 est faible alors qu’elle
est stimulée par I’addition de vita-

mine D3. Ces résultats suggerent que
les lignées BM2, une fois différen-
ciées en macrophages, répondraient
de facon appropriée a un signal
inducteur de la différenciation ostéo-
clastique tel que la vitamine D3.
Nous avons suivi, in vitro et in vivo, le
devenir des cellules de lignée BM2
exprimant le gene nislacZ. Ce gene
code pour la B-galactosidase qui,
apres sa synthese dans le cytoplasme,
est transférée dans le noyau grace a
la séquence peptidique nls (figure4).
Nous avons montré, aprés injection
dans des embryons de poulet, que les
cellules BM2nislacZ se différencient
aussi bien en macrophages dans la
moelle osseuse, qu’en ostéoclastes
dans I’environnement osseux in vivo
(figure 4) [42]. Les cellules BM2nls-
lacZ sont également capables de par-
ticiper a la formation d’ostéoclastes
in vitro lorsqu’elles sont co-cultivées
avec des macrophages primaires, et
induites par le lipopolysaccharide.
Ces résultats indiquent que les cel-
lules BM2nlislacZ doivent franchir
une étape supplémentaire de diffé-
renciation vers le macrophage pour
participer a la formation des ostéo-
clastes.

En conclusion, les données in vivo les
plus récentes nous suggerent que les
ostéoclastes proviendraient directe-
ment de la fusion des macrophages
entre eux dans un micro-environne-
ment osseux approprié. Cependant,
aucun €lément ne permet d’exclure
totalement la possibilité qu’a un
stade tardif, existe entre le monocyte
et le macrophage une bifurcation
permettant d’aboutir, soit aux macro-
phages, soit a I'ostéoclaste, de facon
mutuellement exclusive.

m/s n°11, vol. 13, novembre 97



Les ostéoclastes
pourraient étre

des macrophages
polycaryoniques
spécialisés dans

la résorption de I'os

La capacité des macrophages de
fusionner entre eux est connue
depuis longtemps. En effet, la forma-
tion de macrophages polycaryo-
niques est observée dans des situa-
tions pathologiques. Elle est
notamment associée a certaines réac-
tions granulomateuses (tumeurs
bénignes) induites par divers stimu-
lus et fait partie intégrante de la
réponse immunitaire de I'hote dans
les maladies infectieuses chroniques
(parasitaires, virales, bactériennes et
fongiques). Des granulomes conte-
nant des macrophages polycaryo-
niques sont communément détectés
dans des maladies idiopathiques
comme la sarcoidose, les maladies de
Crohn et de Paget [43]. Par ailleurs,
des macrophages polycaryoniques
qui dérivent des cellules de la micro-
glie ont aussi été mis en évidence
dans le cerveau de patients atteints
de Sida.

Le processus d’activation des macro-
phages, dans la réponse a I'inflamma-
tion, est associé a deux étapes essen-
tielles: tout d’abord, la migration de
ces cellules qui sont attirées par chi-
miotactisme jusqu’au site inflamma-
toire, puis leur fusion. Ces deux
étapes rappellent le recrutement des
précurseurs ostéoclastiques mononu-
cléés a la surface de l'os, qui vont
ensuite fusionner pour remplir leur
fonction.

Une origine commune
pour la formation des macrophages
polycaryoniques et des ostéoclastes

Bien que le phénotype des macro-
phages polycaryoniques soit tres sem-
blable a celui des ostéoclastes, de
nombreux auteurs considerent néan-
moins que les macrophages polyca-
ryoniques n’ont aucun lien avec les
ostéoclastes car ils ne résorbent pas
los, n’expriment pas de récepteurs
de la calcitonine et ne forment pas
de membranes plissées. Cependant,
des études ont montré que les macro-
phages polycaryoniques sont respon-
sables de ’ostéolyse maligne associée
a certaines tumeurs et seraient donc
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Figure 5. Schéma hypothétique proposant une relation directe entre macro-
phages polycaryoniques et ostéoclastes dépendante de facteurs liés au
micro-environnement in vivo et in vitro. Les monocytes sont les cellules
trouvées dans la moelle osseuse et le sang. Les macrophages mononucléés
sont trouvés dans les tissus, et les ostéoclastes uniquement au niveau de
l'os. La formation des ostéoclastes fonctionnels passerait par une étape de
fusion de macrophages aboutissant a des polycaryons, identiques a ceux
trouvés dans les situations inflammatoires, incapables de résorber I'os. La
maturation de ces polycaryons en ostéoclastes capables de résorber I'os
dépendrait de facteurs présents dans I'environnement osseux in vivo, ou
apportés par les cellules stromales in vitro.

capables de résorber la matrice
osseuse [44]. Par ailleurs, I'induction
d’une réaction inflammatoire par
implantation intramusculaire de par-
ticules d’os dans des rats s’accom-
pagne de la formation, a la surface
de l'os, d’ostéoclastes présentant une
membrane plissée et compétents
pour la résorption [45]. Enfin,
Vignery et al. (New Haven, CN, USA)
[46] ont mis en évidence de nom-
breux récepteurs de la calcitonine
fonctionnels a la surface de macro-
phages polycaryoniques dérivés de
cultures de macrophages alvéolaires
de rats.

Tong et al. (Los Angeles, CA, USA)
[47] ont comparé le profil d’expres-
sion des genes, entre des ostéoclastes
obtenus a partir de culture de moelle
osseuse de souris, et des macro-
phages polycaryoniques dérivés de
cultures de cellules spléniques. Dans
leurs conditions de culture les macro-
phages polycaryoniques ne synthéti-
sent pas les ARNm codant pour la
phosphatase TRAP, I'anhydrase car-
bonique II, le récepteur de la calcito-
nine et 'ostéopontine (une protéine
de la matrice extracellulaire sécrétée
notamment par les ostéoclastes),
contrairement aux ostéoclastes. Ces

résultats apparaissent contradictoires
avec ceux d’Udagawa et al. [22] qui
ont montré que les cellules multinu-
cléées obtenues a partir de cellules
spléniques synthétisent la phospha-
tase TRAP, le récepteur de la calcito-
nine, et sont compétentes pour la
résorption. Cependant, dans les
expériences de Tong, les cellules
spléniques ont été cultivées seules,
alors que dans les expériences d’Uda-
gawa elles étaient co-cultivées avec
des ostéoblastes, en présence de vita-
mine D3 et de dexaméthasone.
L’expression du phénotype ostéoclas-
tique in vitro dépend donc des condi-
tions de culture plutdt que de I'origine
des macrophages polycaryoniques. Les
macrophages polycaryoniques et les
ostéoclastes correspondraient au
méme type cellulaire a des étapes de
maturation différentes.

Conclusion
et perspectives

La formation des macrophages poly-
caryoniques a d’abord été associée
aux réactions inflammatoires chro-
niques et aux tumeurs, alors que les
ostéoclastes se différencient sur 1’os

qu’ils résorbent. Les résultats rappor- s
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tés ci-dessus suggerent que ces deux
types cellulaires seraient tres proches
et que la spécialisation de leur fonc-
tion dépendrait essentiellement de
leur environnement (figure 5). Nous
proposons que les premieres étapes
conduisant des macrophages aux cel-
lules multinucléées géantes de type
polycaryons inflammatoires ou aux
ostéoclastes sont identiques et met-
tent en ceuvre des mécanismes com-
muns d’agrégation et de fusion cellu-
laire. Cette étape se ferait en
présence de facteurs liés a ’environ-
nement indépendants de 1 os
(figure5). La formation des ostéo-
clastes nécessiterait une étape de
maturation supplémentaire dépen-
dante du tissu osseux.

Pour vérifier cette hypothese, il fau-
drait s’assurer que des macrophages
polycaryoniques obtenus in vitro a
partir de cultures de macrophages
sont capables de donner des ostéo-
clastes résorbant I’os dans des condi-
tions de culture mimant I’environne-
ment osseux, notamment en
présence d’ostéoblastes. De méme,
chez I’animal I'introduction de frag-
ments d’os dans des tissus inflamma-
toires devrait permettre la matura-
tion des polycaryons en ostéoclastes.
Enfin, si notre hypothése est cor-
recte, la formation des macrophages
polycaryoniques inflammatoires
devrait étre altérée chez les souris
déficientes en facteurs de transcrip-
tion c-Fos ou PU.1 m
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Summary

New concepts on osteoclast
origin : relationship with normal
and inflammatory macrophages

Osteoclasts are bone resorbing mul-
tinucleated giant cells. They derive
from the fusion of hemopoietic
mononucleated precursor cells,
although their precise origin along
the hemopoietic differentiation
pathway is still a matter of discus-
sion. Recent data obtained both in
vivo and in vitro sustain the idea
that osteoclasts derive from fusion
of cells at the late stages of the
monocytic pathway, or even directly
from macrophages. Osteoclasts, as
well as macrophages, are phagocy-
tic cells sharing in common many
surface antigens. In vitro models
have been developped enabling for-
mation of osteoclasts directly from
resident tissue macrophages. Fur-
thermore, analysis of osteopetrotic
mice, obtained from either sponta-
neous mutations or after homolo-
gous recombinations, have shown
that macrophages and osteoclasts
are closely related. Finally, osteo-
clasts appear also to be highly rela-
ted to polycaryonic macrophages
found in inflammatory tissues.
Here, we propose that only one way
of differentiation leads from mono-
cytes/macrophages to either inflam-
matory polycaryonic macrophages
or bone resorbing osteoclasts, the
final commitment depending upon
microenvironment conditions.
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