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RESUME

Régulation de I’ostéoclaste humain par I’épissage alternatif de TBC1D25 et LGALS8

Par
Michele Roy
Programme d’immunologie

These présentée a la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de I'obtention du
dipléme de philosophiae doctor (Ph.D.) en immunologie, Faculté de médecine et des sciences de la
santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4

Les ostéoclastes sont des cellules multinucléées avec une capacité unique a résorber la matrice
osseuse. Chez les ostéoclastes humains hyperactifs, le laboratoire de Dre Roux a précédemment
identifié des événements de I'épissage alternatif dans TBC1D25 et LGALS8. Ces deux genes et leurs
protéines correspondantes n’ont jamais été impliqués dans la biologie de I'ostéoclaste. Cependant,
les deux protéines possedent des fonctions connues dans des processus cellulaires essentiels a la
régulation des ostéoclastes. TBC1D25 participe a la régulation du trafic vésiculaire et joue un role
dans I'autophagie. La galectine-8 a une variété de fonctions, y compris la régulation de I’adhésion
cellulaire au niveau extracellulaire et est impliquée dans le trafic de protéines ainsi que I'autophagie
en tant que récepteur de danger au niveau intracellulaire. Par conséquent, les objectifs de notre
étude étaient d’évaluer I'expression et la fonction de TBC1D25 et de la galectine-8 ainsi que de leurs
isoformes dans I'ostéoclaste humain afin de déterminer I'effet de I'altération de leur épissage
alternatif sur la régulation et I'activité des ostéoclastes.

Nos travaux ont montré I'implication de TBC1D25 et de la galectine-8 dans la régulation des
ostéoclastes et de la résorption osseuse. TBC1D25 est localisée a la zone de scellement et, dans une
moindre mesure, a la membrane plissée des ostéoclastes actifs. La réduction de son expression
diminue la capacité de résorption des ostéoclastes, suggérant son implication directe dans ce
processus en raison de sa localisation. De plus, la réduction de I’expression de TBC1D25 affecte la
nucléarité des ostéoclastes. La galectine-8 régule la signalisation de MTORC1, linitiation de
I'autophagie et la nucléarité des ostéoclastes. De plus, I'expression réduite de la galectine-8 diminue
la capacité de résorption osseuse des ostéoclastes, principalement en raison de la fonction de son
isoforme courte. L'isoforme courte participe directement a la régulation de la résorption par son
interaction avec les protéines lysosomales, CLCN7 et LAMP1, suggérant son implication dans le trafic
vésiculaire associé a I'activité des ostéoclastes humains.

En conclusion, nous avons identifié deux nouvelles protéines impliquées dans la maturation
terminale de I'ostéoclaste avec un réle direct dans la résorption osseuse. Nos résultats soulignent
I'importance de |'épissage alternatif de ces genes dans la régulation de I'ostéoclaste permettant la
régulation de I'expression de la forme active de TBC1D25 et la modulation de I'expression de
I'isoforme courte de la galectine-8 principalement impliquée dans la résorption osseuse.

Mots clés: Ostéoclaste humain, Résorption osseuse, TBC1D25, Galectine-8, Epissage alternatif,
Maladie de Paget
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SUMMARY

Regulation of the human osteoclast by alternative splicing of TBC1D25 and LGALS8

By
Michele Roy
Immunology program

Thesis presented at the Faculty of medicine and health sciences for the obtention of Doctor
degree diploma philosophiae doctor (Ph.D.) in immunology, Faculty of medicine and health
sciences, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4

Osteoclasts are multinucleated cells derived from the monocyte-macrophage lineage, with a
unique ability to resorb the bone matrix. The laboratory of Dre Roux has previously identified
alternative splicing events in TBC1D25 and LGALSS8 in hyperactive human osteoclasts. These two
genes and their corresponding proteins have not been previously implicated in osteoclasts.
However, both proteins function in cellular processes that are essential to osteoclast regulation.
TBC1D25 is involved in the regulation of vesicular trafficking and plays a role in the terminal stages
of autophagy. Galectin-8 has a variety of functions, including regulation of cell adhesion at the
extracellular level and is involved in protein trafficking and autophagy as a danger receptor at the
intracellular level. Therefore, the aims of our study were to evaluate the expression and function of
TBC1D25 and galectin-8 and their isoforms in human osteoclasts to determine the effect of altering
their alternative splicing on osteoclast regulation and activity.

Our work has shown the involvement of TBC1D25 and galectin-8 in the regulation of osteoclasts
and bone resorption. TBC1D25 was localized in the sealing zone and, to a lesser extent, at the ruffled
border of active osteoclasts. Reducing its expression diminishes the resorptive capacity of
osteoclasts, suggesting its direct involvement in this process due to its localization. In addition, the
reduction of the expression of TBC1D25 affects osteoclast nuclearity. Galectin-8 regulates MTORC1
signaling, autophagy initiation, and osteoclast nuclearity. Reduced expression of galectin-8
diminishes the bone resorption capacity of osteoclasts, mainly due to the function of its short
isoform. The short isoform participates directly in the regulation of bone resorption through its
interaction with lysosomal proteins CLCN7 and LAMP1, suggesting its involvement in vesicular
trafficking associated with human osteoclast activity.

In conclusion, we identified two new proteins involved in osteoclast terminal maturation with
a direct role in bone resorption. Our results underline the importance of alternative splicing of these
genes in osteoclast regulation, allowing the regulation of the expression of the active form of
TBC1D25 and modulation of the expression of the short isoform of galectin-8 mainly involved in
bone resorption.

Keywords: Human osteoclast, Bone resorption, TBC1D25, Galectin-8, Alternative Splicing, Paget’s
disease of bone
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION

1.1 Présentation clinique de la maladie de Paget

En 2021, le recensement de la population souligne I'importance de mettre de I'avant les enjeux
de santé publique de la population agée, puisqu’environ un cinquiéme de la population canadienne
est agé de plus de 65 ans, et 2,3 % sont agés de plus de 85 ans. (Statistique Canada, 2022a) Par
ailleurs, il est estimé que d’ici 25 ans, la population adgée de plus de 85 ans aura triplé. (Statistique
Canada, 2022b) Les principaux enjeux sont les risques de chutes et leurs traumatismes subséquents
qui augmentent considérablement avec I'dge. Parmi les traumatismes associés, 39 % sont des
fractures et 34 % des hospitalisations liés aux chutes sont causés par une fracture de la hanche. De
plus, ces événements entrainent des co(its importants pour le systéme de santé au moment de
I’événement, mais aussi sur le long terme, avec la détérioration de la qualité de vie de l'individu
suivie généralement de son placement en institution. (Agence de la santé publique du Canada, 2022,
2020; Statistique Canada, 2021)

Plusieurs facteurs influencent le risque de chutes et les traumatismes associés, dont les maladies
métaboliques osseuses qui augmentent le risque de fractures. (Zimmermann et al., 2015) Il est bien
connu que la premiére cause de I'augmentation du risque de fracture avec I'age est I'ostéoporose,
la maladie métabolique osseuse ayant la plus grande prévalence au Canada. L’ostéoporose est
caractérisée par une diminution de la densité osseuse diminuant la force de I'os. En 2016, environ
12% de la population canadienne agée de 40 ans avait regu un diagnostic d’ostéoporose et parmi
cette population, 80% étaient des femmes. La forte prévalence de I'ostéoporose chez les femmes
correle avec la proportion plus élevée de femmes qui sont hospitalisées suite a un traumatisme lié
a une chute. (Agence de la santé publique du Canada, 2022, 2020)

Bien que I'augmentation du risque de fractures soit moindre comparée a |'ostéoporose, la
maladie de Paget, la deuxieme maladie métabolique osseuse la plus fréquente contribue a la
fragilisation de I'os. En plus de 'augmentation du risque de fractures associé a la maladie de Paget,
certains symptémes de cette maladie rendent les patients plus susceptibles aux chutes tels que les
troubles de la marche ou la douleur. (Agence de la santé publique du Canada, 2014; Gendron et al.,
2023)

La maladie de Paget constitue le centre d’intérét de plusieurs études du laboratoire. Elle est

caractérisée par une résorption osseuse excessive suivie d'une formation osseuse désordonnée qui



fragilise I’os. Cette maladie a révélation tardive est tres rare avant I'age de 40 ans. |l est estimé
gu’environ 2 % de la population agée 50 ans en est atteint et que ce taux augmente avec I'age,
atteignant 5 % a 10 % chez la population dgée de 80 ans et plus. (Banaganapalli et al., 2023) La
prévalence est trés variable d’'une région a I'autre du globe et méme dans différentes régions a
I'intérieur d’un pays. La plus haute prévalence a été observée au Royaume-Uni, mais elle reste
élevée dans d’autres pays d’Europe (France, Italie et Espagne) ainsi que dans plusieurs pays ayant
connu une forte immigration provenant de ces pays dans le passé (Canada, Australie, Etats-Unis,
Nouvelle-Zélande et Afrique du Sud). Bien que la prévalence de la maladie soit en baisse depuis les
dernieres décennies, la maladie de Paget reste tout de méme la deuxieéme maladie métabolique
osseuse la plus fréquente. (Alaya et al., 2018; Singer, 2015)

Le remaniement pagétique affecte majoritairement le squelette axial : le bassin, les vertébres et
le crane; ainsi que les os des membres inférieurs supportant le poids du corps : le fémur et le tibia.
Bien que la proportion des cas impliquant ces différents sites varie selon les cohortes étudiées, au
moins un de ces os est affecté dans 95 % des cas. (Gendron et al., 2023; Tan et Ralston, 2014;
Wermers et al., 2008) Historiquement, I’affection était majoritairement polyostotique, c’est-a-dire
gu’il y avait plusieurs os touchés, sans affecter I'intégralité du squelette. La sévérité de la maladie a
toutefois diminué dans les dernieéres décennies et il y a une augmentation des diagnostics
monostotiques, c’est-a-dire qu’un seul os est affecté par le remaniement pagétique. (Gendron et
al., 2023; Guay-Bélanger et al., 2015) La maladie est dite « a progression lente » alors qu’il est estimé
que les lésions lytiques progressent d’un peu moins d’un centimétre par année. Au niveau des os
longs des membres inférieurs, le front lytique est plus facilement distinguable et débute a
I'extrémité de l'os, généralement a I'épiphyse ou la métaphyse proximale, pour s’étendre
graduellement a I'entiéreté de celui-ci sans franchir I'articulation. (Malghem et al., 2005; Renier et
al., 1996) Le front lytique du remaniement pagétique des os du squelette axial est difficilement
distinguable. De plus, le site d’initiation semble varié au niveau du crane ou du bassin alors que la
radiographie peut identifier différents sites affectés. Dans le cas des vertebres, le site d’initiation est
impossible a identifier puisque I'atteinte s’étend a I'entiereté du corps vertébral méme lors de la
phase initiale montrant des lésions lytiques. (Cundy, 2018; Dell’Atti et al., 2007) A la suite du
diagnostic, il n’y a habituellement pas de nouvelles lésions lytiques, probablement du fait de
I'installation de la maladie qui débute bien avant son diagnostic. (Singer, 2015) Toutefois, la maladie

de Paget est souvent asymptomatique et est diagnostiquée de maniere fortuite, a la suite d’analyses



sanguines ou de radiographies prescrites dans diverses situations qui ne sont pas reliées aux
symptomes communs de la maladie. (Alaya et al., 2018)

Le remaniement pagétique entraine des complications dans environ 30 % des cas, qui diminuent
la qualité de vie des sujets sans affecter leur espérance de vie. La douleur constitue le symptome le
plus courant. Elle peut étre due a diverses complications, ou alors associée au remaniement
pagétique lorsque localisée aux sites affectés. La fragilisation de I'os résultant du remaniement
pagétique augmente le risque de fractures, en particulier aux membres inférieurs du corps, mais les
fractures ne se produisent pas exclusivement aux membres inférieurs puisque la fracture est le
symptome le plus courant lors d’une atteinte au niveau des vertébres. (Dell’Atti et al., 2007;
Lombardi et al., 2022; Tuck et al., 2017) L’hypertrophie osseuse peut entrainer des déformations
des os pagétiques causant diverses complications neurologiques, telles que des compressions de
nerfs ou la perte d’audition lors d’atteintes des os craniens. (Alaya et al., 2018; Tan et Ralston, 2014;
Wermers et al., 2008) Parmi les symptomes les plus communs se trouve aussi I'arthrose secondaire
nécessitant plus souvent une arthroplastie. (Alaya et al., 2018; Arif et al., 2023) Bien que la sévérité
diminue, certains symptémes fréquemment observés et invalidants restent couramment associés a
la maladie. Parmi eux, la douleur, la perte d’audition et I'arthrose secondaire sont les plus fréquents
chez les patients atteints de la maladie de Paget au Québec dans les dernieres décennies. (Gendron
et al., 2023) Ainsi, une meilleure compréhension de la maladie est nécessaire afin d’élaborer des
stratégies pour la diagnostiquer et la traiter avant I'apparition de symptémes invalidants. Cela
permettrait aussi de mieux caractériser la biologie de I'ostéoclaste et pourrait contribuer a
I’élaboration de nouveaux traitements pour des maladies osseuses causées par une résorption

osseuse excessive.

1.2 Le remodelage osseux

Afin de maintenir I'intégrité du squelette, le tissu osseux s’active métaboliguement en réponse
aux stimuli systémiques et locaux. A I'dge adulte, le remodelage osseux constant permet a la fois la
réparation des micro-dommages subis par le squelette, et le renouvellement de I'os pour maintenir
sa force, sa densité et sa rigidité. Ceci permet entre autres au squelette de maintenir la structure du

corps humain, d’étre impliqué dans le mouvement et de protéger les organes vitaux.
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Figure 1: Le remodelage osseux

L'initiation du remodelage débute par le recrutement des précurseurs ostéoclastiques. Lorsqu’ils sont
matures, les ostéoclastes en contact avec la matrice osseuse procédent a la résorption. L’étape d’inversion
permet le recrutement des précurseurs ostéoblastiques au site et leur différenciation en ostéoblastes
matures, qui synthétisent la nouvelle matrice osseuse. Finalement, durant la période de quiescence, certains
ostéoblastes deviennent des cellules bordantes a la surface de la nouvelle matrice pour empécher le contact
des ostéoclastes avec la matrice osseuse jusqu’a l'initiation d’un nouveau cycle.

Lors du remodelage osseux, il y a création de 'unité multicellulaire de base (BMU), ou quatre
types cellulaires sont influencés par divers stimuli et communiquent entre eux pour coordonner
leurs activités. La BMU est composée d’ostéoclastes, d’ostéoblastes, d’ostéocytes et de cellules
bordantes. La premiere étape du remodelage osseux est le recrutement des précurseurs
ostéoclastiques. Lorsqu’ils sont matures et en contact avec la matrice osseuse, les ostéoclastes
procédent a la dégradation de l'os. Ensuite, la phase d’inversion permet le recrutement des
précurseurs ostéogéniques. Les ostéoblastes devenus matures procédent alors a la synthese de
nouvelle matrice osseuse organique, suivie par la minéralisation de celle-ci. Lors de la
minéralisation, certains ostéoblastes sont incorporés dans la matrice minéralisée et subissent un
changement phénotypique donnant naissance aux ostéocytes. (Florencio-Silva et al., 2015; Siddiqui
et Partridge, 2016) Une autre portion de la population ostéoblastique devient quiescente. Ces

cellules représentent les cellules bordantes et sont localisées a la surface de la nouvelle matrice



osseuse pour la protéger de la dégradation. (Figure 1) Ce processus permet le renouvellement
d’environ 5 % a 10 % du squelette adulte annuellement. (Walsh, 2015) En condition physiologique,
la fine régulation du processus permet I'obtention d’un équilibre grace au couplage spatial et

temporel de la résorption osseuse et de la formation osseuse. (Boyle et al., 2003)

1.2.1 Les cellules mésenchymateuses impliquées dans le remodelage osseux

Trois des quatre types cellulaires présents dans la BMU sont des cellules ostéogéniques
provenant de la différenciation des cellules souches mésenchymateuses. Ces cellules stromales
peuvent se différencier en ostéoblastes, en adipocytes ou en chondrocytes. La présence de facteurs
spécifiques est donc nécessaire pour leur engagement dans la voie ostéogénique menant a leur
différenciation en ostéoblaste mature. Parmi les facteurs spécifiques se trouve le facteur de
transcription 2 de la famille RUNX (RUNX2) exprimé grace a |’activation des voies de signalisation
des protéines morphogénétiques osseuses (BMPs), WNT et des facteurs de croissance tels que le
facteur de croissance transformant béta 1 (TGFB1) et le facteur de croissance analogue a l'insuline
1 (IGF1). (Q. Chen et al., 2016; Ponzetti et Rucci, 2021) L’augmentation de I'expression de RUNX2
permet la prolifération des précurseurs ostéogéniques et I'expression de divers récepteurs pour les
étapes de différenciation ultérieures. En réponse a l'activation de voies de signalisation
supplémentaires telles que celle du TGFB1, les ostéoblastes immatures expriment ostérix, un second
facteur de transcription crucial a leur différenciation terminale. De nouveau influencé par les voies
de signalisation de WNT, TGFB1 et par des facteurs de croissance, I'ostéoblaste mature exprime
alors les genes nécessaires a la formation de la nouvelle matrice osseuse, qui sera effectuée en deux
étapes. (Amarasekara et al., 2021; Florencio-Silva et al., 2015; Long, 2011)

Dans un premier temps, la composante organique de la matrice osseuse est formée, composée
majoritairement de fibres de collagénes de type 1 déposées en couches alternées, formant une
structure lamellaire. (Tranquilli Leali et al., 2009; Walsh, 2015). Il y a aussi sécrétion de protéines
ostéogéniques telles que |'ostéocalcine, I'ostéopontine et les sialoprotéines osseuses qui non
seulement forment la matrice organique du tissu conjonctif, mais régulent aussi sa minéralisation.
Dans un deuxieme temps, des ions calcium et phosphate s’accumulent a I'intérieur de vésicules
extracellulaires, déposées sur les fibres de collagéne. Lorsque la concentration en ions au sein des
vésicules dépasse le point de solubilité, des cristaux d’hydroxyapatite se forment et ces derniers
augmentent en taille durant le processus afin de permettre la minéralisation de la matrice

organique. (Burr, 2019; Capulli et al., 2014) Durant cette seconde étape, certains ostéoblastes sont



emprisonnés dans la matrice osseuse et subissent plusieurs changements morphologiques
permettant leur différenciation en ostéocyte. Les ostéocytes posseédent des ramifications qui
s’étendent a l'intérieur des canalicules de I'os. Ces ramifications leur permettent d’interagir entre
eux et avec les cellules a la surface osseuse, par I'entremise de jonctions communicantes et des
fluides interstitiels des canalicules. Apres leurs activités, les ostéoblastes matures peuvent perdre
leurs organites sécrétoires caractéristiques et devenir des cellules bordantes quiescentes a la
surface de la matrice nouvellement synthétisée. L'arrét de I'activité ostéoblastique peut aussi étre
induit par apoptose. (Capulli et al., 2014; Florencio-Silva et al., 2015) Les signaux dictant la destinée
de I'ostéoblaste a la suite de la formation de nouvelle matrice osseuse restent inconnus, mais il a
été établi qu’entre 50% et 70% des ostéoblastes entrent en apoptose alors que 5% a 20% se
différencient en ostéocytes. (Delgado-Calle and Bellido, 2022; Franz-Odendaal et al., 2006;
Katsimbri, 2017) Ces proportions varient avec I'dge alors qu’une diminution du nombre de cellules
bordantes et d’ostéocytes a été observée suggérant une augmentation du nombre d’ostéoblastes

destinés a I'apoptose. (Burr, 2019; Franz-Odendaal et al., 2006; Sfeir et al., 2022)

1.2.2 Régulation du remodelage osseux par les cellules de la BMU

Comme mentionné auparavant, le couplage spatial et temporel de la résorption et de la
formation osseuse permet d’obtenir un équilibre entre les deux processus pour le maintien de
I'intégrité de I'os. Plusieurs facteurs exprimés et sécrétés par les cellules de la BMU permettent ce
couplage crucial lors du remodelage osseux. Des stimuli locaux permettent linitiation du
remodelage osseux ainsi que le couplage entre la résorption et la formation osseuse. (Delaisse et
al., 2020; Matsuo and Irie, 2008)

Bien qu’ils soient intégrés dans la matrice osseuse, les ostéocytes sont responsables de
I'intégration des signaux mécaniques pour initier et moduler le remodelage osseux. Ainsi,
I'ostéocyte agit comme mécanorécepteur. Une force excessive ou une sous-utilisation de I'os
provoque leur apoptose suivie de la sécrétion du membre 11 de la superfamille TNF (TNFSF11) aussi
connu comme le ligand du récepteur activateur du facteur nucléaire kappa B (RANKL) par les
ostéocytes adjacents. L'ostéocyte est d’ailleurs la source la plus importante de RANKL, facteur
ostéoclastogénique. Les ostéocytes peuvent aussi réguler la différenciation et I'activité des
ostéoclastes par la sécrétion d’'un second facteur ostéoclastogénique, le facteur 1 de stimulation
des colonies (M-CSF (CSF1)), et de I'ostéoprotégérine (OPG (TNFRSF11B)), un récepteur leurre qui

séquestre RANKL. L'importance de ces facteurs dans la différenciation et I'activité des ostéoclastes



sera discutée en détail dans la section suivante. De plus, les ostéocytes régulent négativement la
différenciation des ostéoblastes par la sécrétion de dickkopf 1 inhibiteur de la voie de signalisation
WNT (DKK1) et de la sclérostine, deux antagonistes de la voie de signalisation de WNT. (Figure 2)
(Delgado-Calle et Bellido, 2022; Palumbo et Ferretti, 2021)

Les cellules bordantes influencent aussi I'initiation du remodelage osseux sans toutefois étre les
principales régulatrices du processus. Leur role principal est de couvrir la matrice osseuse pour
empécher le contact de 'ostéoclaste avec celle-ci. Toutefois, les cellules bordantes peuvent aussi
réguler I'ostéoclastogénése puisqu’elles expriment RANKL et OPG. Bien qu’elles soient considérées
comme quiescentes, les cellules bordantes favorisent I'adhésion des ostéoclastes via la sécrétion de
métallopeptidases matricielles (MMPs) qui exposent les fibres de collagéne de la matrice osseuse

et favorise I'initiation du remodelage osseux. (Delaisse et al., 2020; Florencio-Silva et al., 2015)
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Figure 2: Régulation des cellules de la BMU par les facteurs de couplage
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Les cellules de la BMU influencent leurs activités par la sécrétion de facteurs ou la communication cellule-
cellule. Les cellules mésenchymateuses modulent les activités de I'ostéoclaste par la sécrétion de RANKL, de
M-CSF et de I'OPG. Plusieurs contacts cellule-cellule entre I'ostéoclaste et I'ostéoblaste modulent leurs
activités et facilite le passage de la résorption vers la formation osseuse. De plus, les cellules de la BMU, dont
I'ostéoclaste, régulent positivement et négativement I'ostéoblaste par la sécrétion de facteurs. Finalement,
durant la résorption osseuse, I'ostéoclaste libere des facteurs de la matrice osseuse qui influencent le
remodelage osseux.

Tout comme les ostéocytes et les cellules bordantes, les ostéoblastes favorisent
I’'ostéoclastogénese par la sécrétion de RANKL et M-CSF. (Kim et al., 2020; O’Brien, 2010) De plus,
ils peuvent inhiber la différenciation et l'activité des ostéoclastes par I'expression d’OPG.
L’'ostéoblaste est d’ailleurs la plus grande source d’OPG dans le micro-environnement osseux dont
I’expression est induite par la voie de signalisation de TGFB1. (Delgado-Calle et Bellido, 2022;
Thirunavukkarasu et al., 2001) La communication cellule-cellule entre I'ostéoblaste et I'ostéoclaste
module aussi les événements séquentiels du remodelage osseux. Le ligand de Fas (FASLG) peut
mettre fin a I'activité des ostéoclastes et induire leur apoptose via un contact cellule-cellule. (Chen

et al,, 2018; Kim et al., 2020) La proximité des cellules de la BMU favorise aussi leur régulation via la



signalisation bidirectionnelle lors de contacts cellule-cellule. Divers signaux bidirectionnels dirigent
la transition de I'étape de résorption a I'étape de formation osseuse. La signalisation inverse
impliquant I'éphrine B2 a la surface des ostéoclastes, et le récepteur EPHB4, a la surface des
ostéoblastes, inhibe I'ostéoclastogénese en bloquant la cascade de signalisation de RANKL et
favorise la différenciation et la survie des ostéoblastes par I'activation du récepteur tyrosine kinase.
(Durdan et al., 2022; Matsuo et Otaki, 2012) De plus, I'interaction entre sémaphorine 3A, retrouvée
a la surface des ostéoclastes, et neurophiline-1, a la surface des ostéoblastes, facilite le passage vers
la phase de formation osseuse en inhibant I'ostéoclastogénése et en favorisant I'ostéoblastogénese
par I'activation de la voie canonique de WNT. (Kim et al., 2020; Teti, 2013)

Les cellules mésenchymateuses de la BMU ne sont pas les seules a réguler le remodelage osseux.
Certains facteurs tels que spingosine-1-phosphate (S1P) et sémaphorine 4D sont sécrétés par les
ostéoclastes afin de réguler négativement les ostéoblastes, permettant a la cellule de procéder a la
résorption osseuse. Cependant, les ostéoclastes sécretent des facteurs tels que la triple hélice de
collagéne contenant des répétitions 1 (CTHRC1) et des ligands des voies de signalisation de WNT et
des BMPs pour favoriser la différenciation et I'activité des ostéoblastes. (Teti, 2013; Zhu et al., 2018)
Enfin, durant la résorption osseuse, les ostéoclastes libérent IGF1 de la matrice osseuse. IGF1
favorise la différenciation de I'ostéoblaste et influence les fonctions de mécanorécepteurs de
I'ostéocyte. (Tian et al., 2018) La résorption osseuse libére aussi le TGFB1 de la matrice osseuse, qui
est important pour la maturation des ostéoblastes ainsi que I'expression d’OPG. (Kim et al., 2020;
Park-Min et Lorenzo, 2022; Thirunavukkarasu et al., 2001) Tous les types cellulaires composant la

BMU assurent donc la fine régulation du remodelage osseux.

1.2.3 Le remodelage osseux dans la maladie de Paget

Des défauts de différenciation ou d’activité d’une des cellules ménent a une perturbation de
I’équilibre entre la résorption et la formation osseuse, affectant la structure de I'os. Cette altération
de I'équilibre est présente lors du remaniement pagétique avec un remodelage osseux accéléré. Les
os affectés par la maladie présentent initialement des Iésions lytiques, signe d’hyperactivité des
ostéoclastes. Ces lésions prendront progressivement I'apparence de lésions sclérotiques causées
par une surcompensation des ostéoblastes. De nouvelles fibres de collagenes sont alors déposées
de maniere anarchique pour remplacer la matrice osseuse dégradée, donnant forme a une structure
d’os tissé. Par conséquent, le nouvel os est de moindre qualité et hypertrophié. (Alaya et al., 2018;

Valenzuela et Pietschmann, 2017) Les ostéoclastes ont été identifiés comme responsables du



désordre, en raison de la phase initiale de résorption excessive et de leurs caractéristiques
phénotypiques anormales. Méme si leur morphologie reste normale, certaines évidences suggérent
une altération du phénotype des ostéoblastes et des ostéocytes lors du remaniement pagétique.
Les ostéoblastes pagétiques expriment de maniere augmentée I'inhibiteur de la voie WNT, DKK1, ce
qui influence négativement leur différenciation. De plus, une production diminuée d’ostéocalcine
et de sialoprotéines osseuses par les ostéoblastes pagétiques in vitro suggere que ces cellules ont
un phénotype immature aux sites du remaniement pagétique. (Naot et al., 2007) Tres récemment,
les ostéocytes ont également été impliqués dans le remodelage osseux anormal observé dans la
maladie de Paget. Toutefois, leurs caractéristiques atypiques seraient causées par le phénotype
anormal des ostéoclastes qui produisent plus d’IGF1 dans le micro-environnement osseux et
alterent le phénotype des ostéocytes des os pagétiques. Les ostéocytes pagétiques produisent
moins de sclérostine, un inhibiteur de la voie WNT, et ont une production plus élevée de RANKL.
(Miyagawa et al., 2023) Bien que le phénotype des cellules mésenchymateuses puisse également
étre anormal, les ostéoclastes restent certainement le principal acteur du remodelage osseux
désordonné, dii a son phénotype altéré et a sa production augmentée de facteurs de couplage,

affectant les cellules adjacentes et menant a la formation d’un os fragilisé.

1.3 L’ostéoclaste
1.3.1 L’ostéoclastogénése

L’ostéoclaste étant la cellule responsable de I'initiation du désordre du remodelage osseux de la
maladie de Paget, le laboratoire de Dre Roux s’est intéressé spécifiquement a caractériser son
phénotype dans cette pathologie osseuse. L'ostéoclaste est une cellule multinucléée dérivée de la
fusion de cellules mononucléées hématopoiétiques appartenant a la lignée monocyte-macrophage.
(Figure 3) Dans un premier temps, le facteur de transcription SPI1, aussi connu sous le symbol PU.1,
est essentiel a 'engagement des cellules hématopoiétiques myéloides vers la lignée monocytaire,
induisant ainsi I’expression du récepteur du facteur 1 de stimulation de colonies (C-FMS (CSF1R)), le
récepteur du M-CSF. Ce dernier induit la premiére voie de signalisation nécessaire a la
différenciation, la survie et I'activité de la cellule. L’activation de ce récepteur favorise également la
prolifération et la survie des précurseurs. (Asagiri et Takayanagi, 2007) De plus, il permet
I’expression du membre 11a de la superfamille de récepteurs TNF (RANK (TNFRSF11A)) et du facteur
de transcription associé aux mélanocytes (MITF), un second facteur de transcription important dans

I'ostéoclastogénese. (Touaitahuata et al., 2014) Une fois la voie de signalisation de RANK activée,



10

les précurseurs de la lignée monocyte-macrophage s’engagent vers la lignée ostéoclastique. La
signalisation de RANK active le facteur nucléaire kappa B (NFKB), et en collaboration avec JUN et
FOS, ils permettent I'expression du facteur 1 nucléaire des lymphocytes T activés (NFATC1). Ce
dernier est un facteur de transcription essentiel pour I'expression de génes impliqués dans la fusion
des précurseurs mononucléés et I'activité de résorption. (Boyce, 2013; Teitelbaum et Ross, 2003)
Les ostéoclastes matures obtenus grace a cette fusion peuvent contenir un nombre variable de
noyaux, allant de 3 a 20 en condition physiologique et pouvant atteindre jusqu’a 100 noyaux par
cellule en condition pathologique. (Roodman et Windle, 2005) L'ostéoclaste mature differe des
macrophages par la présence du récepteur de la calcitonine (CTR), de RANK et surtout par leur
capacité a résorber I'os grace a l'expression d’intégrines aVB3, de phosphatases telles que la
phosphatase acide 5 tartrate-résistante (TRAP), d’enzymes protéolytiques telles que la cathepsine

K (CTSK) et de MMPs telles que MMP9. (Takeshita et al., 2000; Wang et al., 2011)
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Figure 3: L'ostéoclastogénese
L’ostéoclaste est une cellule multinucléée provenant de la fusion des cellules hématopoiétiques de la lignée
monocyte-macrophage. Sa différenciation est régulée par plusieurs facteurs de transcription, ainsi que par
M-CSF et RANKL. L’activation de C-FMS permet I'expression de RANK. Par la suite, I’activation de RANK permet
I'expression de I'un des principaux facteurs de transcription de I'ostéoclaste, NFATC1, qui a son tour active
I’'expression des genes nécessaires a la fusion et a I'activité de résorption de I'ostéoclaste.
1.3.2 La résorption osseuse

L’'ostéoclaste mature s’active et ne procéde a la résorption osseuse qu’au contact de la matrice
osseuse. Lorsque ses intégrines reconnaissent des séquences arginine-glycine-acide aspartique
(RGD), il se polarise et forme quatre domaines distincts. (Figure 4) Le domaine apical de I'ostéoclaste
actif comprend deux structures caractéristiques de la résorption osseuse: la zone de scellement et
la membrane plissée. Les deux domaines additionnels participent aux échanges avec le milieu
extracellulaire. Les parois latérales de la cellule forment le domaine basolatéral, qui contient de

nombreuses protéines transmembranaires favorisant les échanges d’ions et de métabolites avec le

milieu extracellulaire. Le domaine fonctionnel sécrétoire, pour sa part, se situe au sommet de



I'ostéoclaste actif et permet I'exocytose des produits issus de la dégradation osseuse

et al., 2014; Salo et al., 1996)
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Figure 4: Les domaines de I’ostéoclaste actif

Lorsque des motifs RDG sont reconnus a lintérieur de la matrice osseuse, I'ostéoclaste subit un
réarrangement de son cytosquelette et se polarise. La cellule polarisée possede alors quatre domaines
distincts. La zone de scellement est formée de podosomes trés rapprochés, créant une zone hermétique entre

la cellule et la matrice osseuse. La membrane plissée est formée par le transport apical des lysosomes

sécrétoires et leur fusion avec la membrane plasmique adjacente a I'os, qui permet I'insertion de protéines
membranaires telles que CLCN7 et V-ATPASE et la sécrétion d’enzymes telles que TRAP, CTSK et des MMPs.
La fusion des lysosomes se produit en périphérie de la membrane plissée, tandis que I'endocytose des produits
de dégradation de la matrice osseuse a lieu a la zone de réabsorption au centre du domaine. Les produits sont
transportés par transcytose au domaine sécrétoire fonctionnel, ou ils sont sécrétés. Les domaines

basolatéraux sont situés aux parois latérales de |'ostéoclaste actif.

Au début du processus, la reconnaissance de la matrice déclenche I'adhésion puis la
réorganisation du cytosquelette, menant a la polarisation de I'ostéoclaste. La création de la zone de
scellement est le résultat du réarrangement du cytosquelette a la suite de la polarisation. Cette
structure crée un environnement hermétique entre la cellule et la matrice osseuse, permettant
I'acidification du compartiment de résorption et favorisant la dégradation de I'os isolé du milieu
extracellulaire. (Soysa et Alles, 2016) La zone de scellement est composée de nombreux podosomes
trés rapprochés contenant un noyau de F-actine. La zone de scellement se distingue par sa hauteur
et sa largeur imposante (environ 4 um). En plus de I'actine, l'intérieur du podosome contient des

protéines associées a sa polymérisation. En périphérie, le podosome est composé de protéines de
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signalisation régulant la réorganisation du cytosquelette qui sont recrutées par les intégrines.
(Georgess et al., 2014) L'intégrine aVB3 est caractéristique de la zone de scellement des ostéoclastes
et régule l'organisation des podosomes par sa signalisation de I’extérieur vers lintérieur.
L’'activation des intégrines par la reconnaissance de séquences RGD, présentes notamment dans
I’ostéopontine et les sialoprotéines osseuses, permet le recrutement de la protéine tyrosine kinase
signalétique SRC, qui a son tour recrute et active le proto-oncogene CBL (CBL) et la sous-unité
catalytique phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase (PI3K). Cette cascade de signalisation
active des guanosines triphosphatases (GTPases) RHO, RAC1 et CDC42, et recrute des protéines
formant les plaques d’adhésion focale. (Soysa et Alles, 2016; Touaitahuata et al., 2014) Le noyau
d’actine et la structure périphérique formée par l'intégrine sont liés a la myosine et a I'actinine, et
sont aussi stabilisés par les microtubules. (Jurdic et al., 2006; McMichael et al., 2010a) Ces structures
ont une courte durée de vie et sont constamment renouvelées. Lorsque I'ostéoclaste migre vers un
nouveau site de résorption osseuse, les podosomes s’espacent. Ce motif de podosomes espacés
peut également étre observé chez les ostéoclastes non polarisés qui adhérent a une matrice autre
que l'os. (Georgess et al., 2014; Touaitahuata et al., 2014)

A Vintérieur de la zone de scellement se trouve la membrane plissée qui présente plusieurs
extensions de la membrane plasmique de formes variées. Ces extensions résultent de la fusion des
lysosomes sécrétoires avec la membrane plasmique adjacente a l'os. Les vésicules sécrétoires
contiennent des enzymes protéolytiques telles que la CTSK et des protéines membranaires
caractéristiques du lysosome, telles que RAB7, les protéines associées a la membrane lysosomale
(LAMPs), le canal de chlore 7 voltage-dépendant (CLCN7) et I'ATPase vacuolaire de type H* (V-
ATPASE). (M. Mulari et al., 2003; Stenbeck et Horton, 2004) Elles sont transportées a la membrane
plasmique apicale par I'intermédiaire des microtubules, ou elles fusionnent avec celle-ci grace a la
synaptotagmine 7. (Zhao et al., 2008; Zhao and Ross, 2007) La fusion des vésicules sécrétoires avec
la membrane plasmique adjacente a I'os permet la sécrétion du contenu de la vésicule dans la lacune
de résorption ainsi que l'insertion des protéines membranaires du lysosomes dans la membrane
plissée.

Tout comme la zone de scellement, la membrane plissée participe a I’acidification de la lacune
de résorption pour permettre la dégradation de la matrice osseuse. L’acidification de
I’environnement hermétique formé par la zone de scellement implique dans un premier temps
I’'anhydrase carbonique 2 (CA2) qui se retrouve dans le cytosol de I'ostéoclaste et produit des

protons intracellulaires. CA2 catalyse la conversion de dioxyde de carbone (CO;) et d’eau (H,0) en
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Figure 5: L'acidification de la lacune de résorption osseuse

CA2 intracellulaire catalyse la conversion d’eau et de dioxyde de carbone en acide carbonique qui se dissocie
spontanément en ions hydrogéne et bicarbonate. La V-ATPASE, insérée dans la membrane plissée, hydrolyse
I’ATP produisant I’énergie nécessaire au transfert d’ions hydrogéne vers la lacune de résorption osseuse. Les
ions bicarbonates intracellulaires sont échangés par des ions chlore extracellulaires par le transporteur SLC4A2
au domaine basolatéral. Deux ions chlore sont par la suite transportés vers la lacune de résorption osseuse en
échange d’union hydrogene par CLCN7, deuxieme protéine de la membrane plissée essentielle a I’acidification
de la lacune de résorption. L'acidité de la lacune permet la dégradation de la matrice inorganique en plus
d’activer les protéines lysosomales telles que CTSK.

acide carbonique (H,COs). L'acide carbonique se dissocie spontanément en ions hydrogene et
bicarbonate. (Gruber, 2015; Ribet et al., 2021) Parmi les protéines insérées dans la membrane
plissée, la V-ATPASE permet I’hydrolyse d’ATP intracellulaire produisant I’énergie nécessaire au
transfert des ions hydrogéne vers le compartiment de résorption et ainsi est essentielle a son
acidification. (Ribet et al., 2021; Vaananen et al., 1990) Les ions bicarbonate intracellulaires sont
échangés contre des ions chlore extracellulaires par le membre 2 de la famille de transporteurs
SLC4 (SLCAA2) localisé au domaine basolatéral. Les ions chlore sont ensuite exportés dans la lacune
de résorption osseuse par CLCN7. (Gruber, 2015; Ribet et al., 2021) CLCN7, seconde protéine
transmembranaire caractéristique de la membrane plissée, permet I'entrée de deux ions chlore
intracellulaires dans la lacune de résorption osseuse en échange d’un proton localisé dans la lacune

de résorption osseuse. (Kornak et al., 2001) L’équilibre ionique de I'ostéoclaste est donc préservé
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grace a des échangeurs, des pompes et des canaux ioniques. (Ribet et al., 2021) CLCN7 et V-ATPASE
insérés dans la membrane plissée permettent l'acidification de la lacune de résorption et
maintiennent le pH a 4,5 ce qui permet la dissolution de la matrice inorganique de I'os. Comme
mentionné auparavant, la fusion des vésicules sécrétoires avec la membrane plasmique adjacente
a l'os entraine également la libération de CTSK, une enzyme lysosomale activée par le milieu
extracellulaire acide, qui dégrade le collagéne. (Figure 5) TRAP et certaines MMPs telles que MMP9
sont aussi présentes dans la lacune de résorption, mais leur réle respectif n’est pas encore bien
défini. (Cappariello et al., 2014; Soysa et Alles, 2016)

La membrane plissée est divisée en deux sous-domaines. La zone de fusion se trouve en
périphérie, prés de la zone de scellement, et est I’'endroit ol les lysosomes sécrétoires fusionnent
avec la membrane plasmique. Le domaine d’absorption procéde pour sa part a I'endocytose des
produits de la dégradation pour la transcytose. (M. T. K. Mulari et al., 2003) La lacune de résorption
contient une concentration élevée de calcium, de phosphate et de fragments de collagéne issus de
la dégradation de la matrice osseuse. Ces produits sont endocytés par I'ostéoclaste au niveau central
de la membrane plissée, puis transportés par transcytose au domaine fonctionnel sécrétoire, ou
leur exocytose prend place. La CTSK et TRAP sont aussi localisées a I'intérieur de ces vésicules et
poursuivent la dégradation matricielle, favorisant ainsi la sécrétion des facteurs séquestrés dans la
matrice. Ces produits sécrétés, tels que TGFB1 et IGF1, modulent I'activité des cellules de la BMU,
et contribue au couplage entre la résorption et la formation osseuse. (Figure 4) (Mirkka J Hirvonen
et al., 2013; Kim et al., 2020; Salo et al., 1997)

L'ostéoclaste mature activé est une cellule trés dynamique qui alterne entre des périodes de
résorption osseuse ou elle est immobile et fixée a la matrice osseuse; et des périodes de migration,
caractérisées par le relachement des podosomes de la zone de scellement, permettant ainsi a
I'ostéoclaste de rejoindre un nouveau site de résorption osseuse. Les signaux régulant I'alternance

entre les deux états de la cellule ne sont cependant pas encore définis. (Georgess et al., 2014)

1.3.3 La régulation de la différenciation, la survie et la résorption osseuse de I'ostéoclaste
Comme mentionné précédemment, RANKL et M-CSF, sont deux facteurs sécrétés par les cellules
mésenchymateuses du micro-environnement qui sont essentiels a I'ostéoclastogénése, a la survie

ainsi qu’a I'activité de résorption osseuse de I'ostéoclaste. (Figure 6)
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1.3.3.1 La signalisation engendrée par M-CSF

La signalisation du récepteur tyrosine kinase C-FMS, activée par M-CSF, est connue pour jouer
un roéle crucial dans la prolifération, la survie et I'engagement des cellules myéloides dans la lignée
monocyte-macrophage. Par conséquent, il n’est pas surprenant que cette voie de signalisation soit
également impliquée dans la différenciation des ostéoclastes. Au niveau de la surface cellulaire, des
regroupements de monomeres inactifs de C-FMS sont activés par M-CSF, ce qui permet leur
dimérisation rapide et I'autophosphorylation de résidus tyrosine du domaine intracellulaire du
récepteur. (Stanley et Chitu, 2014) Cette activation du récepteur permet la formation de complexes
protéiques grace au recrutement de protéines adaptatrices et de kinases. Le premier événement de

59 qui recrute le complexe formé par CBL

la signalisation implique la phosphorylation du résidu Tyr
et SRC. CBL régule I'activité du récepteur et, dans un premier temps, son recrutement favorise la
phosphorylation de résidus supplémentaires du domaine intracellulaire. (Mun et al., 2020) La survie,
la prolifération et la différenciation des précurseurs ostéoclastiques par M-CSF sont principalement
médiées par I'activation des voies de signalisation de PI3K, de la sérine/thréonine kinase AKT1
(AKT1) et de la protéine kinase 1 et 3 activée par un mitogéne (ERK1/2 (MAPK1 et MAPK3)).
L’activation de PI3K/AKT1, via son recrutement par SRC ou son interaction directe avec la Tyr’?! du
récepteur, favorise la prolifération et la survie des ostéoclastes et de leurs précurseurs. En revanche,
I’activation de ERK1/2, médiée par le complexe protéique GRB2/SOS au niveau de Tyr®”, favorise la
prolifération, la survie et I'engagement des précurseurs ostéoclastiques vers la lignée
ostéoclastique. (Figure 6) (Kim et Kim, 2016; Mun et al., 2020; Stanley et Chitu, 2014; Xu et
Teitelbaum, 2013)

La signalisation de C-FMS participe également aux processus d’étalement, de migration et de
polarisation cellulaire engendrés par le réarrangement du cytosquelette. Les voies de signalisation
en aval du récepteur fournissent un signal de l'intérieur vers I'extérieur, induisant ainsi un
changement de conformation des intégrines aVB3 et une augmentation de leur affinité pour leur
substrat. De plus, la régulation des podosomes par M-CSF inclut I'activation des GTPases RHO
impliquées dans le réarrangement du cytosquelette. (Faccio et al., 2007; Teitelbaum, 2011;
Touaitahuata et al., 2014)

Finalement, la signalisation de C-FMS prend fin par I'action de CBL. La protéine possede aussi
une activité d’ubiquitine ligase qui régule négativement [Iactivité du récepteur. La
multiubiquitination du domaine intracellulaire provoque l'internalisation et la dégradation du

récepteur par les lysosomes. (Mun et al., 2020)
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Figure 6: Voies de signalisation essentielles a I'ostéoclaste

Les voies de signalisation induites par RANKL et M-CSF sont essentielles a la différenciation, la survie et la
fonction de résorption osseuse de I'ostéoclaste. Les voies de co-stimulation induites par les récepteurs
d’adhésion OSCAR et TREM2 régulent I'oscillation du calcium intracellulaire nécessaire a I'autoamplification
de NFATC1. Collectivement, ces voies de signalisation participent au réarrangement du cytosquelette
nécessaire pour la polarisation et la migration de I'ostéoclaste.

1.3.3.2 RANK/RANKL/OPG

L’axe de signalisation impliquant RANKL, son récepteur RANK et le récepteur leurre OPG permet
aux cellules de la lignée monocyte-macrophage de s’engager dans la lignée ostéoclastique grace a
I’expression du facteur de transcription NFATC1, un des principaux régulateurs de I'ostéoclaste. Les
cellules mésenchymateuses sécretent simultanément RANKL et OPG. OPG séquestre RANKL et
empéche sa liaison au récepteur. Ainsi, pour activer la signalisation de RANK, la concentration de
RANKL dans le micro-environnement osseux doit étre plus élevée que celle de I'OPG. (Tanaka, 2007)

La liaison de RANKL a son récepteur induit la trimérisation de celui-ci et le recrutement de
protéines adaptatrices pour la transduction du signal, car RANK lui-méme ne possede pas d’activité

enzymatique intrinséque. La famille de facteurs associés aux récepteurs TNF (TRAF) est la premiére
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famille de protéines recrutée au domaine intracellulaire du récepteur, et plusieurs de ses membres
sont impliqués dans la régulation positive et négative de la signalisation. Toutefois, TRAF6 est
essentielle a I'activation des étapes subséquentes de la signalisation. (Lee et Kim, 2003) TRAF6 est
une protéine adaptatrice et une ligase E3 qui permet le recrutement de deux complexes de
signalisation qui activent les voies canoniques de NFKB. L’activation de NFKB dans |’ostéoclaste
dépend de la phosphorylation de I'inhibiteur de la kinase du facteur nucléaire kappa B sous-unité
béta (IKBKB) suivie par la dégradation de la protéine intéragissant avec IKBKB (IKBIP) par le
protéasome, ce qui libere NFKB et permet sa translocation au noyau. La phosphorylation de IKBKB
est médiée par les protéines kinases C atypiques recrutées par le séquestosome-1 (p62 (SQSTM1)),
ainsi que la protéine kinase-kinase kinase 7 activée par un mitogéne (TAK1 (MAP3K7)) incluse dans
le complexe protéique TAB1/2 et TAK1. (McManus et Roux, 2012; Park et al., 2017) L’interaction
entre TRAF6 et la protéine adaptatrice p62 stimule également I'autoubiquitinagtion de TRAF6 et
son activité E3 ligase régulant le transfert des chaines polyubiquitinées sur les substrats cibles au
sein du complexe impliqué dans la régulation de I’activation de NFKB. (Moscat et al., 2007) La
signalisation de RANK active également PI3K/AKT1 par I'activité de SRC via TRAF6 et I'activité de
PDK1 via p62. (McManus et Roux, 2012; Wada et al., 2006) En plus de NFKB, le complexe protéique
incluant TAK1 régule I'activation d’autres facteurs de transcription en activant les cascades de
signalisation impliquant la protéine kinase 14 activée par un mitogene (p38 (MAPK14)), la protéine
kinase 8 activée par un mitogéne (JNK (MAPKS8)) et ERK1/2. Leurs actions sont diverses et incluent
I'activation des facteurs de transcription nécessaires a I'engagement des précurseurs et leur
différenciation en ostéoclaste. En collaboration avec NFKB, I'activation de JUN par JNK et de FOS par
ERK1/2 forme un complexe de transcription conduisant a I'expression de NFATC1, le principal
régulateur de I'expression des génes ostéoclastiques. Par ailleurs, p38 favorise I'activation de
NFATC1 et de MITF. (Figure 6) (Lee et al., 2018)

L’autoamplification de I'expression de NFATC1 est essentielle a la transcription des génes clefs
de I'ostéoclaste et est régulée par I'oscillation du calcium intracellulaire. Les récepteurs d’adhésion,
TREM2 et OSCAR, associés aux protéines intracellulaires contenant des motifs ITAM, DAP12 et FCGR,
permettent I'activation de voies de signalisation de costimulation a la signalisation de RANK.
L'oscillation calcique favorise la translocation au noyau de NFATC1 par l'activation d’une
phosphatase qui active NFATC1 en le déphosphorylant et favorise I'autoamplification de
I’expression du facteur de transcription. (Park et al., 2017) Aprés I'association de TREM2/DAP12 ou
OSCAR/FCGR induite par des ligands extracellulaires, SRC recrutée par TRAF6 au récepteur RANK,
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phosphoryle les protéines ITAM et permet le recrutement de la protéine tyrosine kinase associée a
la rate (SYK). Ensuite, SYK médie les événements qui conduisent a I'activation de la phospholipase C
gamma 2, ce qui module le calcium intracellulaire et active la calcineurine. Cette signalisation est
aussi régulée par SRC, recrutée aux tyrosines phosphorylées de C-FMS. (Long et Humphrey, 2012;
Park et al., 2017) En collaboration avec les facteurs de transcription PU.1, MITF et FOS, NFATC1
induit la transcription de génes nécessaires a la fusion des précurseurs tels que DC-STAMP, OC-
STAMP et ATP6V0OD2. De plus, NFATC1 régule I'expression de protéines impliquées dans la
résorption osseuse tel que la CTSK, CLCN7 et les intégrines aVB3. (Figure 6) (Kodama et Kaito, 2020;
Ono et Nakashima, 2018; Park et al.,, 2017) En plus de leur implication dans la régulation de
I’expression de NFATC1, la signalisation de RANK et des récepteurs de costimulation est impliquée
dans le réarrangement du cytosquelette, ce qui permet la motilité et la formation de la zone de
scellement. l'activation de DAP12 par RANK et C-FMS favorise sa coopération avec les intégrines
aVB3 ainsi que l'activation des GTPases RHO pour le réarrangement du cytosquelette. (Long et
Humphrey, 2012; Teitelbaum, 2011) Outre OPG, I'internalisation du récepteur régule son activité et
peut mettre fin a sa signalisation. L’internalisation de RANK favorise sa dégradation par les

lysosomes. (Okusha et al., 2020; Tran et al., 2020a)

1.3.3.3 La signalisation de MTORC1

La signalisation de RANKL et M-CSF favorise la survie des ostéoclastes et de leurs précurseurs,
notamment en régulant le complexe de signalisation comprenant la kinase cible mécanistique de la
rapamycine (MTOR). Cette protéine est impliquée dans deux complexes de signalisation distincts,
régulés par des signaux différents. La formation du complexe 2 de MTOR (MTORC2), composé de
MTOR associé a RICTOR, rend ce complexe insensible a la rapamycine. (Laplante et Sabatini, 2009)
Les fonctions spécifiques de ce complexe dans I'ostéoclaste sont peu connues, mais MTORC2 ne
semble pas essentiel a la différenciation ou la fonction de I'ostéoclaste. (Hiraiwa et al., 2019) En
revanche, les fonctions du complexe 1 de MTOR (MTORC1) sont inhibées par la rapamycine. En plus
de MTOR, le complexe MTORC1 comprend RPTOR, qui est responsable de I'assemblage du
complexe et du recrutement des substrats. De plus, la GTPase activée RHEB interagit avec MTORC1
pour stimuler son activité. L'activité du complexe de signalisation est entre autres régulée par
I’activation du complexe TCS1/TCS2, protéines activant des GTPases (GAP), qui inactivent RHEB.
(Figure 7) (Laplante et Sabatini, 2009)
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(Glantschnig et al., 2003a) Lactivation de signalisation de RANKL et M-CSF et favorise la survie de

I'ostéoclaste par la synthése protéique. Son activation est
MTOR en aval de PI3K lors de la fayorisée par PI3K/AKT1 et ERK1/2, tandis que son

signalisation de M-CSF permet I'inhibition inactivation est entre autres induite par |'activité de
TSC1/TSC2 et d’AMPK, initiant I'autophagie.

de [I'expression du facteur pro-

apoptotique BIM et donc la survie de l'ostéoclaste. (Sugatani et Hruska, 2005) En plus de la

régulation de la synthese protéique, la modulation de I'activité de MTORC1, dépendante de AKT1

et de ERK1/2, régule l'initiation de I'autophagie. (Laplante et Sabatini, 2009)

1.3.3.4 L’autophagie

L’autophagie correspond a la dégradation de composantes intracellulaires telles que les
protéines et les organites par les lysosomes. Ce mécanisme participe a la survie et a ’homéostasie
cellulaire en éliminant les organites endommagés et les protéines mal repliées, tout en fournissant
des nutriments pour divers processus cellulaires grace aux produits de la dégradation. Trois voies
distinctes de I'autophagie ont été décrites : la macroautophagie, la microautophagie et I'autophagie
médiée par des chaperones. Ces deux dernieres ont été peu décrites dans I'ostéoclaste. En
revanche, la macroautophagie a été impliquée dans la régulation de I'ostéoclastogénese et de la
résorption osseuse. La macroautophagie, référée seulement par autophagie par la suite, implique

la formation d’une vésicule a double membrane, I'autophagosome, séquestrant des protéines et
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des organites destinés a la dégradation par les lysosomes. Un niveau basal d’autophagie est
maintenu par la cellule afin de maintenir I’'homéostasie cellulaire, mais ce processus peut aussi étre
induit en réponse a divers stress tels que la diminution de nutriments, I’hypoxie et le stress oxydatif.
Ces stimuli inactivent le complexe MTORC1, ce qui déclenche l'initiation de I'autophagie.

L'initiation du processus est régulée par deux complexes protéiques. Le complexe ULK1
comprend les protéines ULK1, la protéine 13 liée a I'autophagie (ATG13), FIP200 et ATG101. Lors de
niveaux suffisants en nutriments, MTORC1 interagit directement avec la protéine ULK1 inclue dans
le complexe du méme nom et phosphoryle la sérine 757 d’ULK1 ce qui régule négativement I'activité
du complexe protéique. Lors d’une diminution en nutriments, MTORC1 est inactivée et quitte le
complexe ce qui permet I'activation d’ULK1 et du complexe protéique associé, permettant son
recrutement a la membrane d’isolation prés du réticulum endoplasmique (RE). Le complexe médie
plusieurs événements durant l'autophagie dont le recrutement d’ATGY9, qui fournit des
phospholipides permettant I'élongation de la membrane, et le recrutement du second complexe
protéique impliqué dans l'initiation de I'autophagie. (Gallagher et Chan, 2013; Noda, 2021) Le
complexe PI3K classe lll, le second complexe impliqué dans I'initiation de I'autophagie, produit du
phosphatidylinositol-3-phosphate qui donne un signal lipidique et permet le recrutement
d’ATG16L1 pour I'étape subséquente de I'autophagie. (Almannai et al., 2022; Parzych et Klionsky,
2014)

L'étape d’élongation dépend principalement de deux systemes de conjugaison similaire a
I'ubiquitine. ATG12 est conjugué a ATG5 grace a l'action d’ATG7 suivi de celle d’ATG10, des
enzymes E1 et E2 respectivement. Ce complexe interagit par la suite avec ATG16L1 a la membrane
d’isolation. (Tanida, 2011) Le second systeme de conjugaison implique les protéines de la
famille d’ATGS, dont la protéine 1 chaine légére 3 associée aux microtubules (LC3 (MAP1LC3)) est
le membre le plus connu pour son réle dans I'autophagie. LC3 est premieérement clivé par ATG4,
exposant une glycine en C-terminal qui correspond a la forme LC3-I. LC3-I est ensuite activée par
ATG7 et transférée a ATG3 qui permet de conjuguer LC3-l a une phosphatidyléthanolamine (PE),
donnant LC3-ll. Cette modification permet I'ancrage a la membrane d’isolation de sa forme
lipidée LC3-I, qui est facilité par le complexe protéique ATG5-ATG12-ATG16L1. (Figure 8) (Tanida et
al., 2004) Au cours de I'allongement de la membrane d’isolation pour y séquestrer des protéines,
LC3-ll s"accumule a I'extérieur et a I'intérieur de la membrane. Bien que |'autophagie soit considérée
comme un processus non sélectif de dégradation de composants cytosoliques, certains cargos

ubiquitinés sont dirigés de maniere sélective a I'autophagosome grace a des protéines possédant
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Figure 8: L'autophagie et les roles supplémentaires de LC3

L’autophagie débute au RE par le recrutement des complexes ULK1 et PI3K classe Ill. La conjugaison de LC3
avec un PE, facilité par ATG5-ATG12-ATG16, ancre LC3-1l a la membrane d’isolation et permet |'élongation de
la membrane d’isolation. L’autophagosome mature, vésicule a double membrane, fusionne au lysosome pour
former I'autophagolysosome et dégrader leur contenu (1). Faciliter par les mémes protéines de I"autophagie,
LC3-Il peut aussi étre ancrée a la membrane plissée oU elle permet la localisation des vésicules sécrétrices a
I'intérieur de la zone de scellement et ainsi la sécrétion de la CTSK dans la lacune de résorption (2). LC3 peut
aussi étre localisée a la zone de scellement pour réguler la migration de I'ostéoclaste (3).

un domaine associé a I'ubiquitine (UBA) et un domaine de liaison aux protéines de la famille d’ATGS8
(LIR). Ce processus, appelé autophagie sélective, implique des protéines comme p62, NDP52 et
optineurine, qui ciblent spécifiquement la dégradation d’agrégats de protéines, de lysosomes
endommagés, de pathogénes, etc. Ces protéines interagissent avec LC3-Il située a l'intérieur de la
vésicule en formation et, comme les cargos, sont des substrats de I'autophagie. (Vargas et al., 2023)
Apres la phase d’élongation, la phase de maturation permet de fermer la vésicule a double
membrane afin de former I'autophagosome qui renferme les éléments destinés a étre dégradés.
(Tanida, 2011) Par la suite, I'autophagosome se déplace le long des microtubules pour fusionner

avec un lysosome, impliquant la GTPase RAB7 et ses protéines effectrices. (Parzych et Klionsky,

2014; Zhao et Zhang, 2019) Finalement, I'autophagolysosome procéde a la dégradation de son
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contenu. Les protéines LC3-Il, par I'action d’ATG4, sont détachées de la surface extérieure de Ila
vésicule et sont recyclées sous leur forme LC3-1. Etant donné la présence de LC3 dans les multiples
étapes de l'autophagie, la protéine est utilisée comme marqueur des autophagosomes, et une
augmentation de I'expression de sa forme LC3-ll indique une augmentation de I'autophagie.
(Klionsky et al., 2021; Tanida, 2011)

Ce processus est important dans la régulation de I'ostéoclaste, car I'inhibition de I'activité de
MTORC1 par la rapamycine réduit le nombre d’ostéoclastes et la résorption osseuse in vivo. (Dai et
al., 2017; Hussein et al., 2012) De maniére similaire, 'OPG favorise I'inactivation du complexe de
signalisation MTORC1 via [lactivation d’AMPK. Cette inactivation de MTORC1 diminue
I'ostéoclastogénése et la résorption osseuse. Ces effets ont été attribués a 'augmentation de
I'autophagie dans les ostéoclastes, alors que I'OPG augmente I'expression de genes impliqués dans
le processus, I'expression de LC3-1l et la formation d’autophagosomes. (Tong et al., 2020, 2019)

Le role de LC3 dans I'ostéoclaste mature ne se limite pas a I'autophagie. En collaboration avec
d’autres protéines impliquées dans le processus, LC3 joue un réle dans la formation de la membrane
plissée et la sécrétion du contenu des lysosomes sécrétoires dans la lacune de résorption. LC3-Il est
localisée a la membrane plissée et permet le positionnement adéquat des vésicules sécrétrices
Rab7* contenant la CTSK a l'intérieur de la zone de scellement. Cette fonction n’est pas liée a
I'autophagie, puisque les autophagosomes ne sont pas localisés a la membrane plissée des
ostéoclastes actifs. De plus, cette localisation de LC3-Il ne résulte pas non plus de son ancrage a la
membrane des vésicules sécrétrices avant la fusion, puisque la protéine ne colocalise pas avec les
vésicules contenant la CTSK. Finalement, I'implication de LC3 dans le positionnement des vésicules
sécrétrices dépend de I'activité des protéines impliquées dans la conjugaison de LC3 avec la PE telles
que ATG5, ATG7 et ATG4B. (Figure 8) (DeSelm et al., 2011)

Outre son réle dans la formation de la membrane plissée, LC3 est impliqué dans la régulation de
la zone de scellement. Une diminution de I'expression de LC3 augmente le nombre de podosomes
et altére la formation de la zone de scellement, comme |'ont observé deux études. LC3 est associée
au réseau de microtubules a proximité de la GTPase CDC42 et favorise son activation, ce qui permet
de réguler I'assemblage des podosomes de la zone de scellement. (Chung et al., 2012) Le réle de
LC3 dans I'autophagie est aussi nécessaire pour réguler le désassemblage des podosomes lors de la
migration de l'ostéoclaste. L’interaction de FERMT3, une protéine présente dans les plaques
d’adhésion focale, avec LC3, est nécessaire pour sa dégradation, favorisant la migration de

I'ostéoclaste. (Zhang et al., 2020)
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Malgré I'importance de LC3 dans la régulation des structures caractéristiques de I'ostéoclaste
actif, les signaux qui régulent son recrutement spécifique a celles-ci ne sont pas connus. La balance
entre ses fonctions dans I'autophagie et ses autres roles est nécessaire pour la régulation de la
résorption osseuse, mais aussi pour la différenciation et la survie de I'ostéoclaste. Tout comme les
fonctions de LC3, I'activation de I'autophagie doit étre finement régulée pour fournir les nutriments
nécessaires a la cellule, dégrader les organites défectueux et mettre fin a la signalisation par la
dégradation des récepteurs. Cependant, une activation prolongée de I'autophagie peut conduire a

la mort cellulaire. (Glantschnig et al., 2003a; Mukhopadhyay et al., 2014)

1.3.3.5 L’apoptose

Le complexe de signalisation MTORC1, ainsi que de nombreuses protéines impliquées dans
I'autophagie telles que p62, ATG5 et ATG12 jouent aussi un rble dans I'apoptose. lls peuvent
également favoriser ou inhiber ces processus selon le contexte cellulaire. (Mukhopadhyay et al.,
2014) L’apoptose régule la durée de vie de I'ostéoclaste, qui est d’environ trois semaines, afin de
limiter la résorption osseuse et le nombre d’ostéoclastes présents au site de remodelage osseux.
(Soysa et Alles, 2019) L'apoptose est un processus de mort programmée qui est initié par les
caspases initiatrices 8 et 9, et les caspases effectrices et mene a la fragmentation de I’ADN et Ia
formation de corps apoptotiques. L'apoptose extrinséque est médiée par des récepteurs de mort
cellulaire activés par des signaux du micro-environnement, impliquant la caspase 8. L’apoptose
intrinseque, quant a elle, est médiée par la caspase 9 qui est activée lors de la perte de 'intégrité
de la membrane mitochondriale et du relachement du cytochrome c. L’intégrité mitochondriale est
maintenue grace a la famille de protéines BCL2, qui comprend des protéines pro- et anti-
apoptotiques dont le ratio est influencé par différents stimuli intracellulaires. (D’Arcy, 2019; Duprez
et al., 2009) Ces deux voies distinctes de I'apoptose sont impliquées dans la mort cellulaire
programmée des ostéoclastes.

Les ostéoclastes humains expriment de multiples récepteurs de la mort programmée tels que
FAS, et les récepteurs du ligand induisant I'apoptose lié au facteur de nécrose tumorale (TRAIL)R1
et TRAILR2. D’un autre c6té, leur survie est favorisée par I'expression de récepteurs leurres comme
TRAILR3 et TRAILRA. Il a été montré que I'activation de ces récepteurs par leurs ligands respectifs,
FASLG et TRAIL, induit I'apoptose chez I'ostéoclaste humain. L'expression des récepteurs de la
famille TRAIL, régulant I'apoptose, est modulée par différents régulateurs positifs et négatifs de

I'ostéoclaste qui influencent I'expression des récepteurs effecteurs et des récepteurs leurres.
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(McManus et al., 2012; Roux et al., 2005) L’OPG favorise I'apoptose des ostéoclastes en augmentant
I’expression de FAS et de son ligand. (Liu et al., 2015)

L’activation des voies de signalisation de PI3K/AKT1, de ERK1/2 et de NFKB par RANKL et M-CSF
favorise la survie de I'ostéoclaste en modulant I'expression des protéines de la famille de BCL2.
(Gingery et al., 2003; Soysa et Alles, 2019) Par exemple, la phosphorylation de la protéine pro-
apoptotique BAD et de la caspase 9, par AKT1 inhibe I'activation de I'apoptose intrinséque. A
I'inverse, I'activation de PI3K et de ERK1/2 par M-CSF favorise I'expression des protéines anti-
apoptotique BCL2 et BCL2L1, qui inhibent la caspase 9. (Roux et Brown, 2009; Soysa et Alles, 2019)
L'inhibition de la signalisation de M-CSF induit pour sa part I'augmentation de la protéine pro-
apoptotique BIM. (Sugatani et Hruska, 2005) Parmi les stimuli extracellulaires impliqués dans le
remodelage osseux, TGFB1 induit I'apoptose des ostéoclastes humains en augmentant I'expression
de BIM. (Houde et al., 2009) De plus, TGFB1 favorise I'expression de I'OPG chez les ostéoblastes, qui
en plus de son role dans I'apoptose extrinseéque, augmente le ratio BAX/BCL2 et méne a 'induction
de I'apoptose. Cependant, TGFB1 a aussi des fonctions anti-apoptotiques et augmente le ratio
BCL2L1/BID. (Lee et al., 2019; Ruan et al., 2010)

En plus de ces voies de signalisation, I'adhérence de I'ostéoclaste est nécessaire a sa survie. La
perte d’interaction entre les intégrines et la matrice osseuse induit I'anoikose, une voie de mort
cellulaire programmeée propre aux cellules adhérentes. Cela est en partie médié par la diminution
du ratio BCL2/BAX, favorisant I"apoptose intrinséque lors de la perte d’adhérence. En revanche,
I’activation de la signalisation des intégrines favorise la survie par I’activation de PI3K/AKT1. (Sakai
et al., 2000; Villanova et al., 1999; Xing et Boyce, 2005) La mort cellulaire induite par la perte
d’adhérence implique plusieurs voies de signalisation, puisque I'activation de la caspase 8 a aussi
été observée. (Zhao et al., 2005)

En résumé, I'ostéoclaste procede a la résorption osseuse, mais régule aussi la différenciation et
la fonction des cellules mésenchymateuses lors du remodelage osseux. Ses fonctions sont finement
régulées par la coopération de différentes voies de signalisation et de processus cellulaires, qui
permettent la différenciation, la survie et I'activité de I'ostéoclaste. Un dysfonctionnement dans la
régulation de l'ostéoclaste peut altérer non seulement sa capacité de résorption, mais aussi les

fonctions des cellules adjacentes du micro-environnement osseux.
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1.4 L’ostéoclaste pagétique

Comme mentionné précédemment, la phase initiale de la maladie de Paget est caractérisée par
une résorption osseuse excessive, ce qui a permis d’identifier I'ostéoclaste comme le principal
responsable de I'altération du remodelage osseux. Plusieurs caractéristiques de son phénotype sont
anormales. En plus de leur hyperactivité, les ostéoclastes sont présents en plus grand nombre aux
sites affectés, leur taille est significativement augmentée et les cellules multinucléées peuvent
contenir jusqu’a 100 noyaux. Les ostéoclastes et leurs précurseurs sont aussi plus sensibles aux
facteurs ostéoclastogéniques. (Kukita et al., 1990; Menaa et al., 2000; Roodman and Windle, 2005)
La résistance a I'apoptose des ostéoclastes pagétiques contribue a I'augmentation de la résorption
osseuse. (Chamoux et al., 2009; Ralston et Layfield, 2012; Reddy, 2004) Cette derniére est favorisée
par I'augmentation de I'activation de NFKB (Chamoux et al., 2013, 2009), de MTORC1 via
I’augmentation de I’activation de AKT1 et de ERK1/2 (McManus et al., 2016) ainsi que de I'altération
de I'expression de BCL2 (Brandwood et al., 2003), de la caspase 3 et du récepteur TRAILR1 (Michou
et al., 2010).

Une autre caractéristique des ostéoclastes pagétiques est la présence de corps d’inclusion dans
les noyaux et le cytoplasme de certains d’entre eux aux sites affectés. (Roodman et Windle, 2005)
Les corps d’inclusion sont composés de structures tubulaires hautement organisées, d’ubiquitines
et de p62. Leur structure s’apparente aux aggrésomes retrouvés dans d’autres maladies ou les
inclusions ont été mieux caractérisées. Dans ces désordres, les aggrésomes sont dus a
I'accumulation de protéines destinées a la dégradation en raison d’un défaut de I'autophagie.
(Helfrich et Hocking, 2008; Usategui-Martin et al., 2020) Cette hypothése a été corroborée par une
étude du laboratoire, montrant une accumulation d’autophagosomes dans les ostéoclastes
pagétiques due a un défaut dans les étapes terminales de I'autophagie. (McManus et al., 2016)

En plus du phénotype anormal de I'ostéoclaste, 'augmentation de M-CSF et de I'interleukine-6
(IL6) dans le micro-environnement osseux favorise a la fois la différenciation et I'activité de
I'ostéoclaste. Ces facteurs agissent soir sur I'ostéoclaste, soit en favorisant la sécrétion de RANKL

par les ostéoblastes. (Neale et al., 2002; Roodman et al., 1992; Werner de Castro et al., 2014)

1.4.1 Etiologie multifactorielle de la maladie de Paget
Plusieurs hypotheses ont été émises pour expliquer le phénotype de I'ostéoclaste pagétique, qui
semble d’origine multifactorielle, avec une forte composante génétique et la contribution de

facteurs environnementaux. Des loci de susceptibilité ont été identifiés dans des génes connus de
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la biologie de I'ostéoclaste (CSF1, TM7SF4, TNFRSF11A) et dans d’autres dont les fonctions sont
moins connues (PML, OPTN, RIN3, NUP205). Ces loci de susceptibilité expliquent environ 13 % des
cas familiaux de la maladie de Paget dont plusieurs variants génétiques dans ces différents génes
pourraient favoriser le développement de la maladie en collaboration avec d’autres facteurs.
(Albagha et al., 2011; Banaganapalli et al., 2023; Vallet et al., 2015) De plus, des polymorphismes
nucléotidiques dans deux génes impliqués dans I'autophagie (ATG5 et ATG16L1) sont également
associés a la maladie de Paget, renforgant ainsi I'implication d’un désordre de I'autophagie dans le
phénotype de I'ostéoclaste pagétique. (Usategui-Martin et al., 2015)

Malgré lidentification des nombreux loci de susceptibilité et de variants génétiques
prédisposant au développement de la maladie, des mutations expliquant certaines caractéristiques
du phénotype de l'ostéoclaste pagétique ainsi que de la présentation clinique classique de Ia
maladie de Paget n’ont été identifiées que dans un seul géne, SQSTMI1 qui code pour la
protéine p62. (Daroszewska et al., 2011; Gennari et al., 2022; Zach et al., 2018) A ce jour,
30 mutations sont connues, affectant pour la plupart le domaine UBA de la protéine. La mutation Ia
plus fréquente chez les individus atteints de la maladie est la substitution P392L. Cette derniéere est
transmise de maniére autosomale dominante dans les cas familiaux et a un niveau élevé de
pénétrance, bien que celle-ci reste variable. Néanmoins, certains individus porteurs de la mutation
ne développent pas la maladie. Les diverses mutations observées dans la protéine p62 expliquent
seulement 20 % a 50 % des cas familiaux et 10 % des cas sporadiques. (Gennari et al., 2022; Laurin
et al., 2002; Singer, 2015) De plus, une étude in vitro d’ostéoclastes pagétiques et sains, avec ou
sans la mutation P392L, a montré que certaines caractéristiques des ostéoclastes pagétiques étaient
identiques, que la mutation soit présente ou non. Les ostéoclastes d’individus sains porteurs de la
mutation ont un phénotype intermédiaire. (Chamoux et al., 2009) Plusieurs études ont également
montré que seulement certaines caractéristiques de |‘ostéoclaste pagétique telles que
I"augmentation du nombre d’ostéoclastes aux sites affectés, I'laugmentation du nombre de noyaux
par cellule multinucléée et leur sensibilité aux facteurs ostéoclastogéniques sont attribuables a la
mutation p62™°%, Cependant, d’autres caractéristiques comme I'augmentation de la capacité de
résorption, la résistance a I'apoptose et le défaut de I'autophagie de I'ostéoclaste pagétique ne sont
pas liées a la mutation. (Chamoux et al., 2009; Kurihara et al., 2007; McManus et al., 2016; Sundaram
et al,, 2011)

Bien qu’une composante génétique augmente le risque de développer la maladie, une

composante environnementale semble aussi impliquée. Plusieurs hypotheses ont été émises
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concernant les facteurs environnementaux potentiellement impliqués. L’hypothese d’une infection
lente au paramyxovirus a suscité beaucoup d’intérét da a la ressemblance entre les corps d’inclusion
dans les ostéoclastes pagétiques et les nucléocapsides du virus. A ce jour, cette hypothése reste
controversée. Certaines équipes de recherche ont détecté la présence de séquences partielles du
transcrit du virus et d’autres n’ont jamais été en mesure de détecter la présence du virus. (Friedrichs
et al., 2002; Helfrich et al., 2000; Singer, 2015) Cependant, une étude, comparant I'effet in vivo et in
vitro de la mutation p62°32, de I'infection au virus de la rougeole et de la combinaison des deux
facteurs sur le phénotype de I'ostéoclaste, soutient I’hypothése selon laquelle une combinaison de
facteurs génétiques et environnementaux serait nécessaire au développement de la maladie.
(Kurihara et al., 2011) Néanmoins, comme I’"hypothése d’une infection virale, les différents facteurs
environnementaux proposés, tels que le contact avec des animaux domestiques ou de la ferme, la
consommation de tabac, I'exposition a des toxines, la déficience en vitamine D ou en calcium durant

I’enfance, restent hypothétiques. (Gennari et al., 2022; Guay-Bélanger et al., 2015; Singer, 2015)

1.4.2 Contribution de I'épissage alternatif

Evidemment, la mutation d’'un géne ou les variants génétiques ne sont pas les seules
modifications qui peuvent contribuer a la modification de I'expression des génes d’une cellule.
Apres la transcription, I’ARN subit de nombreuses modifications qui sont finement régulées par la
cellule. Parmi ces modifications, il y a I'épissage alternatif. Cela consiste ainclure ou exclure certains
exons ou introns d’un transcrit d’ARN primaire pour obtenir un transcrit d’ARN messager mature.
Ce processus complexe inclut des centaines de protéines qui effectuent un changement post-
transcriptionnel de 95 % des genes possédant plus d’'un exon. Alors que certains exons sont
constitutifs et sont inclus dans chaque transcrit mature, le transcrit final peut varier lorsque la
séquence primaire contient des exons mutuellement exclusifs, des sites d’épissage variant en 5’ ou
3’ d’un exon, ou lorsqu’il y a exclusion ou rétention d’un exon ou d’un intron. (Chen et Manley, 2009;
Wright et al., 2022) Le transcrit mature peut donc générer différentes formes d’une protéine avec
des fonctions distinctes appelées isoformes. Les isoformes augmentent la diversité du protéome.
L'épissage alternatif peut aussi affecter la stabilité de ’ARN mature et moduler I’expression génique
par exemple lors de I'épissage alternatif d’un gene qui introduit un codon d’arrét prématuré dans
le transcrit pouvant mener a la dégradation des ARNm non-sens (NMD). (Baralle and Giudice, 2017
Wright et al., 2022) La régulation de I'expression des isoformes d’un géne par I'épissage alternatif

est primordiale au maintien de ’homéostasie et varie dans le temps et selon le type cellulaire pour
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permettre a la cellule de s’adapter aux changements de son micro-environnement. Cependant, une
dérégulation de ce processus, méme minime, peut entrainer des conséquences importantes.

(Latorre et Harries, 2017; Urbanski et al., 2018)

Tableau 1: L'épissage alternatif dans I'ostéoclaste pagétique

Génes LGALS8' UsP4? ‘ GOLM2 (CASC4)? RHOT14 PIDD1 (PIDD)® TBC1D25 (OATL1)®
5 " Ubiquitin specific Golgi membrane Ras homolog family p53-induced death TBC1 domain family
Nom de la protéine Galectin 8 peptidase 4 protein 2 member T1 domain protein 1 member 25
Paget (n=19) 0,08 0,20 021 0,16 0,63 0,63
PSI* | Sains (n=16) 0,14 0,27 0,29 0,23 0,58 0,68
p-valeur® 0,00001 0,0002 0,001 0,001 0,01 0,03
Forictions connues Interaction avec les Associée & la Transport des Régulation de Activation des

Processus
biologiques
associées

; Courte
Taille des

isoformes

(aa)

Longue

glycoprotéines et les
glycolipides

Adhésion et migration
cellulaire; Autophagie;
Régulation de la
signalisation

317*

359

Rétention de l'exon VIlib

Désubiquitination

Régulation de la
signalisation de TAK1
et TRAF6

916

963*

Exclusion de l'exon VIl

membrane du Golgi

Cancer

380

436*

Exclusion de l'exon IX

mitochondries

Mitophagie; Régulation
de la fusion et fission
des mitochodries

659*%

691

Rétention de l'exon

l'apoptose

Activation de la
caspase 2; Activation
de NFKB

893

910

Site d'épissage en 3' de

GTPases rabs

Autophagie; Trafic
vésiculaire

100

688*

Exclusion de l'exon Il

Epissage de IARN

VXlilb l'exon XIII

Perte de 47 aa dans le Codon d'arrét

Effet de I'épissage Ajoutde 42 aadansle | domaine flexible; Perte | Perte de 56 aa dans le teAgr?nu\rlw:I‘: zﬁ ?:anlﬁ[e Perte de 17 aa a la fin prématuré; Perte de
au niveau protéique peptide de liaison de sites de domaine intra Golgi miro2 du domaine UPA 588 aa; Perte des
phosphorylation domaines TBC et LIR

Adapté de (Klinck et al., 2014)

*Forme canonique de la proteine

a. Indice de I'épissage alternatif (PSI) : Ratio de I'expression en ARNm de I'isoforme longue sur la somme de I'expression
en ARNm de I'isoforme longue et de I'isoforme courte

. p-valeur selon un test T de Student de tous les patients Paget versus tous les donneurs sains
. Identifiant du géne : 3964; (Johannes et al., 2018)

. Identifiant du gene : 7375; (Shen et al., 2023; Wang et al., 2020)

. Identifiant du gene : 113201; (Duval et al., 2020)

. Identifiant du géne : 55288; (Fatiga et al., 2021; Lépez-Doménech et al., 2021)

. Identifiant du géne : 55367; (Janssens and Tinel, 2012)

. Identifiant du géne : 4943; (Fukuda, 2011; Itoh et al., 2011)

Ok, wWNRT

Etant donné I'importance de I'épissage alternatif dans le phénotype d’une cellule, une étude
antérieure du laboratoire a suggéré I'implication de I'épissage alternatif comme facteur contributif
de la composante génétique du phénotype de I'ostéoclaste pagétique. Dans un premier temps,
I’ARN des ostéoclastes d’individus sains et atteints de la maladie de Paget, avec et sans la
mutation p62™°2%, a été analysé pour détecter les événements d’épissage alternatif actifs, c’est-a-
dire ol deux isoformes étaient exprimées a plus de 10 % de I'expression globale du gene. L'indice
de I'épissage alternatif (PSI) a alors été évalué dans les événements d’épissage alternatif actifs. Le
PSI est défini comme le ratio de I'expression en ARNm de l'isoforme longue sur la somme de

I’expression en ARNm I'isoforme longue et de I'isoforme courte. L’étude a identifié des événements
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d’épissage alternatif associés a I'ostéoclaste pagétique dans six genes, sans association a la
mutation p62™%2, (Tableau 1) Ces génes n’avaient jamais été associés aux ostéoclastes auparavant,
mais possedent des fonctions importantes a sa régulation telles que I'apoptose, I'autophagie,
I'adhésion cellulaire et le transport vésiculaire. (Klinck et al., 2014) Parmi ces genes, TBC1D25 et

LGALSS8 ont été sélectionnés pour la poursuite de I'étude.

1.5 Le géne TBC1D25

Le premier gene qui a retenu notre attention est TBC1D25. Une diminution du PSI de TBC1D25
est observée dans les ostéoclastes pagétiques comparés aux ostéoclastes sains. Cela indique une
diminution de I'expression de l'isoforme longue, tant au niveau de I'expression génique que
protéique. Toutefois, I'isoforme courte n’est pas détectée par les anticorps commerciaux, donc le
profil de I’épissage alternatif n’a pas pu étre déterminé au niveau protéique. En revanche,
I’expression relative du géne est constante entre les deux groupes d’individus. (Klinck et al., 2014)
Malgré une faible altération du PSI, la diminution observée peut quand méme affecter le phénotype
de l'ostéoclaste. Une légére altération du ratio des isoformes exprimées par un gene peut
augmenter la susceptibilité de développer une maladie telle que montré par la faible augmentation
du ratio de I’expression du transcrit court sur le transcrit canonique de UBQLN1 associée a la maladie
d’Alzheimer. (Bertram et al., 2005) De plus, une diminution significative de I'expression protéique
de I'isoforme longue a été montrée, ce qui pourrait avoir un effet important sur les fonctions de la
cellule. D’ailleurs, les fonctions de ce gene font de lui un candidat intéressant pour poursuivre

I’étude.

1.5.1 TBC1D25 et ses protéines correspondantes
TBC1D25 (identifiant du gene : 4943), anciennement connu sous le nom d’OATL1, est localisé sur
le chromosome X et a été initialement associé aux sarcomes et aux carcinomes. Toutefois, les
fonctions de ses protéines correspondantes sont peu connues. (Shipley et al., 1995, 1994;
Weterman et al., 1996) L’épissage alternatif de ce géne peut produire un transcrit mature composé
de six exons constitutifs codant pour la forme canonique de la protéine de 688 aa. Cette forme
canonique (identifiant UniProt : Q3MII6-1), aussi appelée isoforme longue, comprend un domaine
fonctionnel Tre-2/Bub2/Cdc16 (TBC) et une séquence LIR. (Figure 9) Le domaine TBC comprend
I’Arg?®* et la GIn332, qui sont caractéristiques de ce domaine fonctionnel se situant entre la Ser?? et
134

la Pro*34. (Frasa et al., 2012) La séquence LIR est pour sa part composée de six acides aminés (Glu*,

Asp®3®, Trp%6, Asp™®’, 11e%8, I1e!39). (Kalvari et al., 2014) Cette forme de la protéine est exprimée dans
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la plupart des tissus chez I’'humain. (Tissue Expression of TBC1D25 - Summary - The Human Protein

Atlas, n.d.)
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Figure 9: L'épissage alternatif de TBC1D25

Le transcrit de I'isoforme longue est composé de six exons constitutifs qui code pour la forme canonique de
688 aa. Le domaine fonctionnel TBC (228 aa a 332 aa) contient les acides aminés Arg?* et Gly33?,
caractéristiques du domaine catalytique qui permet I'inactivation des GTPases Rabs. La protéine contient aussi
une séquence LIR (134 aa a 139 aa), qui permet l'interaction avec les protéines de la famille d’ATGS.
L’exclusion de I'exonlll génére I'ARN mature de l'isoforme courte et introduit un codon stop au
nucléotide 303. La protéine correspondante contient 100 aa, dont les 78 premiers aa sont identiques a ceux
de I'isoforme longue. L'isoforme courte ne contient aucun domaine fonctionnel.

L'épissage alternatif peut également produire un transcrit de cing exons en excluant I’exon Il du
transcrit mature, ce qui insert un codon d’arrét prématuré et code pour une isoforme, dite courte,
de seulement 100 aa (identifiant UniProt : Q3MII6-2). Les 78 premiers acides aminés des isoformes
sont identiques tandis que les 21 acides aminés en C-terminale sont spécifiques a I'isoforme courte,
mais ne possedent aucun domaine fonctionnel connu. (Figure 9)

Avec son domaine TBC hautement conservé, I'isoforme longue fait partie de la famille des
protéines activant les GTPases rabs (rabGAPs), composée de 44 membres. Bien que les rabs aient
une activité d’hydrolyse intrinseéque, les rabGAPs accélérent cette hydrolyse, ce qui est nécessaire
pour la réponse rapide des rabs dans le transport vésiculaire. La majorité des membres de la famille

des rabGAPs posséde une arginine et une glutamine hautement conservées, catalysant I’'hydrolyse

du guanosine triphosphate (GTP) sur la rab active. (Frasa et al., 2012) Toutefois, le mécanisme des



31

rabGAPs differe légérement des autres membres de la famille élargie des GAPs. Comme tous les
GAPs, I'arginine s’insére d’abord au site catalytique de la rab et stabilise la charge négative pendant
la transition. Puis, la glutamine du domaine TBC de la GAP se positionne dans le site catalytique de
larab. Dans le cas des rabGAPs, cette glutamine remplace la glutamine catalytique de la rab substrat.
Il'y a alors formation d’un lien hydrogéne avec le GTP, entrainant son hydrolyse et I'inactivation de
la rab ciblée. Les changements conformationnels engendrés par cette interaction sont inversés lors
du départ du phosphate inorganique, mettant fin a leur interaction. Bien que ce mécanisme n’ait
pas été étudié pour tous les rabGAPs, il est probable qu’il s’applique a toutes celles possédant les
deux acides aminés conservés, dont TBC1D25. Cependant, les caractéristiques qui dictent la
spécificité des rabGAPs pour leur substrat n’ont pas encore été déterminées. (Gavriljuk et al., 2012;

Pan et al., 2006)

1.5.2 La régulation du transport vésiculaire par les rabs

Les petites protéines GTPases rabs agissent comme substrats pour les rabGAPs. Ces GTPases rabs
font partie de la grande famille des protéines RAS, elles sont monomériques et lient le GTP. Bien
gu’elles partagent une structure similaire, les sous-familles de cette classe de protéines ont des
fonctions distinctes dans diverses voies de signalisation et dans I'organisation cellulaire. Malgré
leurs roles spécifiques, les différentes sous-classes de petites GTPases collaborent pour maintenir
I'intégrité des fonctions de la cellule. (Frasa et al., 2012) La sous-famille des GTPases rabs régule le
transport vésiculaire et le trafic de protéines associées au systeme endomembranaire. Cela signifie
que les rabs controlent la biogenese de vésicules, leur transport, leur attachement aux membranes
cibles ainsi que la fusion entre vésicules ou avec la membrane plasmique. (Schwartz et al., 2007)

Environ 70 rabs ont été identifiées chez I’"humain et sont localisées dans des compartiments
intracellulaires distincts en fonction de leur réle. (Zhen et Stenmark, 2015) Elles fournissent une
identité membranaire a ces compartiments, grace a la formation de microdomaines a la surface des
vésicules. (Pfeffer, 2013) Le transport des rabs vers leurs compartiments cibles est finement régulé
dés leur syntheése. Aprés leur synthése, les petites GTPases forment un complexe avec une protéine
escorte des rabs (REP) qui interagit avec une géranylgéranyl transférase. Cela permet la prénylation
des rabs, une modification post-traductionnelle qui ajoute un géranylgéranyl sur deux cystéines en
C-terminale. Cet ajout est essentiel a I'attachement des rabs a la membrane. (Bhuin and Roy, 2014;
Hutagalung and Novick, 2011) Une fois prénylée, la REP transporte la GTPase a une vésicule, ou elle

est activée grace a un facteur d’échange de nucléotides guanines (GEF). Le GEF permet I’échange
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Figure 10: La cascade des rabs

Une rab prénylée s’ancre a une membrane ou elle est activée par une GEF qui catalyse I’échange du GDP en
GTP. Son activation permet de recruter divers effecteurs et de former des microdomaines de signalisation,
afin de réguler le trafic vésiculaire. La signalisation prend fin lors de I'inactivation de la rab grace a une GAP,
qui catalyse I’hydrolyse du GTP. La rab inactive est ensuite délogée de la membrane par un GDI, qui la
maintient soluble dans le cytosol. Le trafic vésiculaire est caractérisé par une cascade de rabs, ce qui signifie
qgu’une rab inactive sera remplacée par une nouvelle rab active a un autre domaine d’une vésicule.

du guanosine diphosphate (GDP) de la rab inactive contre un GTP, changeant ainsi la conformation
de la protéine et la rendant active. Cela permet le recrutement de divers effecteurs, qui sont

spécifiques a la rab active et stabilisent celle-ci a la membrane. Ces effecteurs sont variés : kinases,
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phosphatases, protéines de transport interagissant avec les microtubules, protéines adaptatrices ou
encore des protéines régulant I'attachement ou la fusion des vésicules. (Homma et al., 2021;
Hutagalung and Novick, 2011; Zhen and Stenmark, 2015) L’activité des rabs termine lorsque le GTP
est hydrolysé par sa rab, réaction qui est accélérée par I'activité catalytique d’une rabGAP. Le
complexe d’effecteurs se dissocie, et la rab inactive est délogée de la membrane par I'inhibiteur de
dissociation de la guanosine (GDI). (Barr et Lambright, 2010; Cherfils et Zeghouf, 2013; Schwartz et
al., 2007) Cette rab, en complexe avec le GDI, est soluble dans le cytosol, jusqu’a ce que celle-ci soit
livrée a une autre vésicule, ol ses fonctions seront a nouveau régulées par ses protéines
régulatrices: la GEF, la GAP et le GDI. (Figure 10)

La cascade de rabs régule le transport vésiculaire. Donc, la GEF, faisant partie du complexe
d’effecteurs de la rab active sur la vésicule, permet I'activation de la rab nouvellement recrutée.
Cette activation conduit au recrutement d’effecteurs par la rab nouvellement active, dont la GAP,
qui inactive une rab présente a la membrane pour permettre une nouvelle étape du transport
vésiculaire. (Pfeffer, 2017, 2013) Des perturbations de cette cascade de rabs, régulant le transport
vésiculaire, sont associées a différentes maladies, dont des troubles neurologiques, des cancers et
des désordres immuns. (Bhuin and Roy, 2014; Hutagalung and Novick, 2011; Zhen and Stenmark,
2015)

Les rabGAPs sont donc des acteurs essentiels pour la régulation du transport vésiculaire, et leur
réle dans ’lhoméostasie cellulaire dépend des rabs substrats qu’elles ciblent. Le réle de plusieurs
membres de cette famille reste toutefois peu connu. Etant donné qu’il y a plus de rabs que de
rabGAPs, une rabGAP peut agir sur plusieurs membres de la famille de GTPases. De plus, il a été
montré qu’une rab peut étre le substrat de plusieurs rabGAPs, suggérant que certains membres de
la famille des rabGAPs ont des roles redondants. La régulation de leur localisation intracellulaire est
également importante pour linactivation spécifique de leurs rabs substrats. Cependant, tout
comme leur substrat, la régulation des rabGAPs est peu connue. L'interaction protéine-protéine
avec des rabs, des effecteurs ou d’autres protéines permet le recrutement des rabGAPs a des
compartiments intracellulaires spécifiques, olu elles participent a des événements précis du
transport vésiculaire. (Frasa et al.,, 2012) Par exemple, TBC1D25 peut étre recruté a des
compartiments intracellulaires spécifiques par des membres de la famille d’ATG8 via son domaine
LIR. (Itoh et al., 2011; Kalvari et al., 2014) De plus, I'activité de certaines rabGAPs est régulée par des
modifications post-traductionnelles telles que la phosphorylation. (Frasa et al., 2012) Bien que

plusieurs sites de phosphorylation potentiels ont été identifiés dans TBC1D25, il n’existe pas encore
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d’évidences expérimentales de ce type de modification sur cette protéine. (“TBC1D25 (human),”
n.d.) En résumé, les fonctions des rabGAPs dans I'homéostasie cellulaire dépendent de leur

recrutement au compartiment approprié pour inactiver leurs rabs substrats.

1.5.3 Le systeme endomembranaire de I'ostéoclaste

Les cellules eucaryotes sont composées de nombreux organites délimités par une membrane qui
échangent constamment leur contenu via le transport et la fusion de ceux-ci. Ce systeme
endomembranaire inclus le RE, le Golgi, les endosomes et les lysosomes qui permettent aux
protéines de suivre différentes voies a travers les organites et les vésicules. Ce systéeme
endomembranaire est hautement conservé et comprend le systéme endocytaire, qui intégre les
protéines plasmiques et extracellulaires, ainsi que le systéme exocytaire, qui exporte les protéines
dans le milieu extracellulaire ou a la surface des compartiments. Ce transport de protéines vers le
compartiment cible du systtme endomembranaire est régulé par les rabs, localisées a des
compartiments spécifiques. (Borchers et al., 2021; Brighouse et al., 2010) Dans ce systéme
endomembranaire, plusieurs rabs sont impliquées, telles que la RAB7 localisée aux endosomes
tardifs et aux lysosomes, la RAB5 aux endosomes précoces, la RAB6 au Golgi et les RAB1 et RAB2
impliquées dans le transport entre le RE et le Golgi. En plus de ce systeme endomembranaire,
I'ostéoclaste possede deux autres systemes endomembranaires spécifiques pour la résorption
osseuse. Comme présenté précédemment, le transport directionnel des lysosomes sécrétoires vers
la membrane plasmique adjacente a I'os permet leur fusion avec la membrane, formant la
membrane plissée qui permet la sécrétion du contenu des vésicules pour la dégradation de la
matrice. La membrane plissée posséde donc les particularités des organelles liées aux lysosomes
retrouvées chez les cellules sécrétrices. (Shimada-Sugawara et al., 2015) De plus, la transcytose, un
transport vésiculaire du domaine apical vers le domaine fonctionnel sécrétoire permet |’évacuation
des produits de dégradation de la lacune de résorption. (Salo et al., 1996)

Vu l'implication du systéme endomembranaire dans les fonctions spécifiques des ostéoclastes,
il est attendu de trouver un grand nombre de rabs exprimé chez ces cellules. En tout, I'expression
génique de 33 rabs a été détectée chez les ostéoclastes, dont I'expression de 26 d’entre elles a été
confirmée chez I'ostéoclaste humain. (Charles et al., 2012a; Hirvonen et al., 2012; Zhao et al., 2002)
13 de ces 33 rabs ont été détectées au niveau protéique. (Hirvonen et al., 2012; Shimada-Sugawara
et al., 2015; Yamaguchi et al., 2018; Zhao et al., 2002) Malgré la présence de nombreuses rabs dans

les ostéoclastes, probablement importantes pour leurs fonctions, il existe peu d’informations sur
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leur réle, leurs effecteurs ainsi que leurs régulateurs. Certaines de ces rabs ont toutefois des
régulateurs ou des effecteurs connus dans d’autres types cellulaires, mais ils ont été rarement

étudiés chez les ostéoclastes. (Roy et Roux, 2018)

1.5.3.1 Les rabs impliquées dans la résorption osseuse

Il manque encore plusieurs informations a propos de la cascade de rabs impliquée dans la
sécrétion d’enzymes lysosomales dans la lacune de résorption pour la dégradation de la matrice
osseuse. L’identification des premiéres rabs chez les ostéoclastes remonte au début du siécle,
lorsque I’expression protéique de RAB3B, RAB3C et dans une moindre mesure RAB3A a été détectée
chez les ostéoclastes de souris. Leur expression est augmentée durant I'ostéoclastogénése. De plus,
RAB3B et RAB3C de méme que V-ATPASE et SRC sont localisée aux vésicules acidifiées chez les
ostéoclastes murins matures. (Abu-Amer et al., 1999) Des études ultérieures ont confirmé la faible
expression de ces GTPases de la sous-famille RAB3 et montré que RAB3D est exprimée de maniere
prédominante chez les ostéoclastes murins. L'importance de cette GTPases dans I'ostéoclaste murin
a été démontrée par le phénotype d’ostéopétrose observé chez la souris déficiente en RAB3D. In
vitro, un défaut de formation de la membrane plissée a été observé chez les ostéoclastes provenant
de cette souris transgénique. RAB3D participe a la biogenése et a la maturation des vésicules
sécrétrices au niveau du réseau trans Golgi et permet la connexion de ces vésicules aux microtubules
via son effecteur DYNLT1. (Figure 11) (Pavlos et al., 2011, 2005) RAB3D facilite plusieurs étapes du
transport des vésicules sécrétrices en interagissant notamment avec la calmoduline a la membrane
plissée, ol la GTPase régule la fusion de vésicules RAB3D* dépendante de la concentration de
calcium a l'intérieur de la lacune de résorption. (Zhu et al., 2016) Malgré ses roles dans plusieurs
étapes du transport vésiculaire lors de la résorption osseuse, aucun régulateur n’a encore été
identifié pour RAB3D. (Frasa et al., 2012; Roy and Roux, 2018)

Bien que RABS5C, RAB6 et RAB9 ont été détectées au niveau protéique, leur réle dans
I’'ostéoclaste semble étre au niveau du systéme endomembranaire conservé, et aucun réle ne leur
a été associé dans le transport des vésicules sécrétrices de la résorption osseuse. (Coxon et al., 2001;
Zhao et al., 2002) Cependant, RAB9 est localisée a la membrane plissée et présente un motif
complémentaire a RAB7, qui suggere un role dans I’établissement de la membrane plissée qui n’a
toutefois pas été défini. (Zhao et al., 2002)

RAB7, ancrée aux lysosomes sécrétoires, confére une identité spécifique a ces vésicules dans le

systéme endomembranaire conservé. Etant donné I'implication des lysosomes sécrétoires dans la
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Figure 11: Les rabs dans I'ostéocalste actif

Certaines rabs jouent un role dans la biogénése (RAB3D) des vésicules sécrétrices, leur transport apical (RAB7,
RAB27A et RAB44), et leur fusion avec la membrane plasmique adjacente a I'os (RAB7 et RAB3D). D’autres
rabs sont impliquées dans I'ostéoclastogénese en régulant la présence a la surface de C-FMS et RANK
(RAB11A, RAB11B et RAB27A). Malgré leur détection au niveau protéique, certaines rabs n’ont pas de réle
connu dans la régulation de la différenciation et de I'activité de I'ostéoclaste (RAB5, RAB6, RAB9, RAB13 et
RAB38).

résorption osseuse et leur similarité avec la membrane plissée, RAB7 a été largement étudiée chez
les ostéoclastes. D’ailleurs, RAB7 est localisée a la membrane plissée. (Figure 11) (Palokangas et al.,
1997; Zhao et al., 2002) L’inhibition de son expression altére la polarisation de I'ostéoclaste, et
entralne I'inhibition de la résorption osseuse. L’absence de RAB7 perturbe le transport des vésicules
vers la membrane plasmique ainsi que la formation de la zone de scellement. (Zhao et al., 2001)
Parmi ses effecteurs, RAB7 colocalise avec RAC1 en périphérie de la membrane plissée, prés de la
zone de scellement. Cette interaction de RAB7 et RAC1 permettrait le transfert des lysosomes

sécrétoires des microtubules aux microfilaments, facilitant leur transport vers le domaine de fusion

de la membrane plissée. (Sun et al., 2005; Touaitahuata et al., 2014) RAB7 interagit également avec
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le membre 1 de la famille M contenant le domaine d’homologie de la pleckstrine (PLEKHM1) durant
la résorption osseuse. L'altération de cette interaction est I'une des causes de |'ostéopétrose chez
I’humain. Les ostéoclastes présentant ces mutations se différencient en ostéoclastes matures et
sont en mesure de former la zone de scellement, mais la formation de leur membrane plissée est
altérée. (Bo et al., 2016; Van Wesenbeeck et al., 2007) PLEKHM1 est une protéine adaptatrice
pouvant recruter diverses protéines et permet entre autres la régulation du positionnement des
vésicules sécrétrices par leur transport via les microtubules et I'acidification de la lacune de
résorption lors de son interaction avec RAB7. Cette interaction pourrait aussi réguler la signalisation
de TAK1 et des intégrines. (Fujiwara et al., 2016; Witwicka et al., 2015) Le positionnement des
vésicules sécrétrices médié par RAB7 est entre autres possible grace a son recrutement aux
lysosomes par la V-ATPASE. (Matsumoto et al., 2018; Yang et al., 2012)

Malgré quelques régulateurs connus de RAB7, les GAPs régulant son activité dans les ostéoclastes
sontinconnues. Il serait erroné d’extrapoler a partir d’autres modeéles cellulaires, car le r6le de RAB7
dans I'ostéoclaste semble différer de ses fonctions connues dans d’autres types cellulaires. Dans les
ostéoclastes, la GTPase ne colocalise pas avec la protéine lysosomale interagissant avec les rabs
(RILP), I'un de ses effecteurs connus impliqués dans le positionnement des lysosomes. De plus, son
interaction avec PLEKHM1 ne régule pas les étapes terminales de I'autophagie comme dans d’autres
types cellulaires. (Bo et al., 2016; Sun et al., 2005)

Au niveau protéique, les ostéoclastes murins expriment RAB11A et RAB11B, alors que seule
I’expression génique de RAB11A a été évaluée et détectée chez les ostéoclastes humains. Chez la
souris, les deux GTPases sont localisées aux endosomes précoces et tardifs, sans étre retrouvées
aux lysosomes. (Okusha et al., 2020; Tran et al., 2020a; Zhao et al., 2002) Chez les ostéoclastes
murins, RAB11A et RAB11B jouent des rbles redondants ou interconnectés dans la régulation
négative de I'ostéoclaste en régulant I'expression de surface des récepteurs C-FMS et RANK.
(Figure 11) Leur fonction favorise la dégradation des récepteurs plutét que leur recyclage, en
dirigeant les endosomes vers les lysosomes contenant la cathepsine B et D. (Okusha et al., 2020;
Tran et al., 2020a)

Pour les ostéoclastes humains, seul le réle de RAB13 a été étudié a ce jour, puisque son
expression est augmentée durant I'ostéoclastogénese. Au niveau intracellulaire, RAB13 est localisée
aux vésicules périnucléaires et en périphérie de I'ostéoclaste actif, sans association avec la zone de
scellement ou la membrane plissée. Sa colocalisation avec divers marqueurs a exclu son réle dans

le transport associé a la résorption osseuse, la transcytose, I'adhésion et le transport de glucose
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dans les ostéoclastes, alors que ce sont des fonctions connues de RAB13 dans d’autres types
cellulaires. (Hirvonen et al., 2012) Cependant, RAB13 est impliquée dans le transport de vésicules
du réseau trans Golgi a la membrane basolatérale, bien que le réle de ce trafic vésiculaire reste
inconnu. (Figure 11) (Mirkka J. Hirvonen et al.,, 2013) Comme RAB13, I'expression de RAB38
augmente durant l'ostéoclastogénese et est dépendante de l'activation de NFATC1. Malgré sa
présence a la membrane des vésicules sécrétrices, son inactivation constitutive n’affecte ni le
squelette des souris transgéniques, ni les ostéoclastes dérivés de ces souris transgéniques, puisqu’ils
sont en mesure de se différencier en ostéoclaste mature et de résorber. (Charles et al., 2012b; Ng
et al., 2023) Cela suggere que certaines rabs ont des roles non essentiels ou redondants dans les
ostéoclastes. L'ostéoclastogénése entraine une augmentation de I'expression de plusieurs rabs,
dont RAB44. Cependant, RAB44 agit comme un régulateur négatif de I'ostéoclastogénése en
modulant I'influx calcique intracellulaire, ce qui limite I'activation et la translocation au noyau de
NFATC1. (Yamaguchi et al., 2018) L’augmentation de I'expression d’une rab ne corréle donc pas
toujours avec la formation ou I'activité de I'ostéoclaste.

L’expression de RAB27A augmente également durant I'ostéoclastogénese, et elle se localise aux
lysosomes des ostéoclastes grace a son interaction avec la V-ATPASE. (Matsumoto et al., 2018;
Shimada-Sugawara et al., 2015) L'inhibition de I'expression de RAB27A induit la différenciation
d’ostéoclastes avec un nombre plus élevé de noyaux, grace a une augmentation de la signalisation
induite par RANKL et M-CSF. Les ostéoclastes déficients en RAB27A montrent une augmentation de
récepteurs C-FMS a la surface cellulaire et un transport altéré de RANK. (Shimada-Sugawara et al.,
2015; Tang et al., 2017) RAB27A est aussi impliquée dans la résorption osseuse, et I'inhibition de
son expression réduit la résorption, en altérant la localisation de LAMP2 et la CTSK a la membrane
plissée et la formation de la zone de scellement. (Shimada-Sugawara et al., 2015) Les rdles des rabs
peuvent donc varier en fonction de I'état de différenciation de 'ostéoclaste, et ainsi influencer
positivement et négativement I'ostéoclaste selon le contexte.

Certaines rabs sont donc connues pour étre impliquées dans le transport vésiculaire polarisé des
vésicules sécrétrices nécessaire a la résorption osseuse, mais les régulateurs et la plupart de leurs
effecteurs restent encore inconnus. A ce jour, seule I'expression de la rabGAP TBC1D25 et de la
rabGEF RIN3 a été confirmée dans les ostéoclastes humains, mais leurs fonctions ne sont pas
connues. (Klinck et al., 2014; Vallet et al., 2015)

De plus, aucune rab n’a encore été associée a la transcytose. RAB17 et RAB25 ont été impliquées

dans ce transport vésiculaire dans d’autres cellules polarisées, mais leurs expressions n’ont pas été
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détectées chez I'ostéoclaste humain. (Bhuin et Roy, 2014; Hirvonen et al., 2012; Itzstein et al., 2011)
Etant donné les roles divers des rabs dans différentes cellules sécrétrices, il n’est pas possible
d’extrapoler leurs fonctions, leurs effecteurs et leurs régulateurs dans l'ostéoclaste basé sur

d’autres types cellulaires avec des fonctions de sécrétion. (Fukuda, 2013; Millar et al., 2002)

1.5.4 Les fonctions connues de TBC1D25

Bien que les fonctions de TBC1D25 ne soient pas bien connues, quelques rabs ont été identifiées
comme des substrats de TBC1D25 in vitro. Une interaction entre la rabGAP et RAB2A a été montrée
par I'essai double hybride, puis confirmée par un essai GAP, montrant que la protéine accélere
I'activité d’hydrolyse de la RAB2A et de quelques autres rabs. TBC1D25 démontre une activité
catalytique plus prononcée pour RAB2A, mais possede aussi une activité catalytique pour RAB13 et
RAB34. (Itoh et al., 2006) Une étude a identifié spécifiquement RAB33B comme un substrat de
TBC1D25, mais aucune activité catalytique n’a été montrée pour neuf autres rabs étudiées (RAB1A,
3A, 4A, 5A, 7, 9A, 11A, 24 et 27A). (ltoh et al., 2011) Parmi ces rabs, |'expression de RAB13, de
RAB33B et de RAB34 a été détectée chez les ostéoclastes humains, alors que la RAB2A n’a jamais
fait I'objet d’analyses. (Hirvonen et al., 2012) De plus, 'activité catalytique de TBC1D25 pour de

nombreuses rabs exprimées chez I'ostéoclaste reste inconnue.

1.5.4.1 Réle de TBC1D25 dans I'autophagie

Pour l'instant, le seul réle connu de TBC1D25 est sa participation dans la maturation des
autophagosomes, avec RAB33B en tant que substrat. Une étude sur les rabGAPs impliquées dans
I'autophagie a permis de localiser TBC1D25 a la membrane d’isolation et a I'autophagosome. Sa
localisation cellulaire a été évaluée dans divers contextes, montrant une distribution diffuse dans le
cytoplasme en condition standard de culture, mais un recrutement aux autophagosomes lors de
I'initiation de I'autophagie. De plus, une autophagie altérée favorise la localisation partielle de
TBC1D25 au Golgi. Le recrutement de TBC1D25 a I'autophagosome est possible grace a son
interaction directe avec LC3. (Itoh et al., 2011) Cependant, contrairement a d’autres partenaires
d’interaction de LC3 durant I'autophagie, TBC1D25 est localisée seulement a la surface extérieure
des autophagosomes et n’est donc pas dégradée durant le processus. (Hirano et al., 2016) En plus
de son interaction avec LC3, TBC1D25 interagit également avec la GTPase RAB33B a la surface de
I'autophagosome. Il a déja été établi que RAB33B interagit avec ATG16L1 durant I'autophagie,
favorisant le recrutement du complexe ATG12-ATG5 a la membrane d’isolation durant I'étape

d’élongation. (Itoh et al., 2008) Comme mentionné précédemment, ce complexe protéique facilite
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la lipidation et la localisation de LC3-Il a la vésicule en formation. (Hanada et al.,, 2007) lLa
surexpression de TBC1D25 augmente la lipidation de LC3, méme en condition standard de culture.
(Itoh et al., 2008) L’analyse en immunofluorescence a révélé un délai de la maturation des
autophagosomes lors de la surexpression de la protéine. L’activation constitutive du substrat affecte
aussi les étapes terminales de la maturation et provoque un délai de la fusion de I'autophagosome
avec le lysosome. Avec ces résultats, il a été suggéré que la forme active de RAB33B se localise a la
membrane d’isolation et permet le recrutement du complexe ATG12-ATG5 via ATG16L1. Ceci
permet la conjugaison de LC3 au PE et sa localisation a la membrane d’isolation durant I’élongation
de la membrane. Dans un second temps, TBC1D25 est recrutée a I'autophagosome grace a son
interaction avec LC3, désactivant ainsi RAB33B. Cette inactivation permet la dissociation du
complexe ATG12-ATG5-ATG16L1 de la surface de la vésicule, conduisant a la maturation de
I’autophagosome et a sa fusion avec le lysosome. (ltoh et al., 2011)

Comme indiqué précédemment, I'autophagie est cruciale pour la régulation de la biologie de
I'ostéoclaste, impliquant la biogenése de vésicules, leur transport et finalement leur fusion avec un
lysosome pour en dégrader son contenu. Vu les nombreuses étapes de transport vésiculaire
associées a I'autophagie, plusieurs rabs exprimées dans I'ostéoclaste ont des fonctions connues
dans ce processus. Parmi les rabs exprimées dans |'ostéoclaste humain, 14 ont des réles connus
dans l'autophagie. Cependant, I'activité catalytique de TBC1D25 n’a jamais été évaluée sur
qguelques-unes d’entre elles, qui pourraient étre des substrats potentiels. Deux de ces rabs, RAB18
et RAB32, sont impliquées dans l'initiation de I'autophagie. Le role de la RAB18 reste cependant peu
défini. (Feldmann et al., 2017) En revanche, RAB32 est connue pour étre nécessaire a la formation
de l'autophagosome en contribuant a la formation de la membrane d’isolation a partir du RE.
(Amaya et al., 2015; Szatmari et Sass, 2014) Certaines rabs jouent un rdle spécifique aux étapes
terminales de l'autophagie. C'est le cas de la RAB21, qui est impliquée dans la fusion de
I’autophagosome avec le lysosome. (Jean et al., 2015) Les RABS, 23 et 30 sont, elles, spécifiques a
I’autophagie sélective lors de la défense contre des pathogénes. (Amaya et al., 2015; Oda et al.,
2016; Roy et Roux, 2018; Szatmari et Sass, 2014) Vu la localisation de TBC1D25 a la membrane

d’isolation et a I'autophagosome, la rabGAP pourrait inactiver plusieurs rabs durant I'autophagie.

1.5.4.2 Régulation de I'activation de TAK1 par TBC1D25
Bien qu’aucune rab n’ait été identifiée dans ce processus, TBC1D25 a récemment été impliquée
dans la régulation négative de la signalisation de TAK1. Des études ont montré que la surexpression

de TBC1D25 réduit I'activation de TAK1, ainsi que de p38 et JNK, sans affecter les niveaux de
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phosphorylation de ERK1/2. (Guo et al., 2020; Zhang et al., 2022) Une interaction directe entre
TBC1D25 et TAK1 via une séquence située entre la séquence LIR et le domaine TBC (138 a 226)
permet a TBC1D25 de moduler I'activité de la kinase. (Guo et al., 2020) TAK1 est au centre de la
signalisation induite par RANKL chez I'ostéoclaste, donc la modulation de cette voie de signalisation
par l'altération de I'épissage alternatif de TBC1D25 pourrait influencer la différenciation et la

fonction de la cellule.

1.5.4.3 Réles potentiels de TBC1D25 en fonction de ses substrats

Outre son réle dans I'autophagie, TBC1D25 et RAB33B ont également été associées au systéme
endomembranaire conservé, qui permet le transport de nanoparticules des endosomes vers les
lysosomes. Bien que leur interaction n’ait pas été évaluée dans ce contexte spécifique, une
altération du transport des nanoparticules aux lysosomes a été observée lors de la modulation de
I’expression de I'une ou I'autre des protéines. (Panarella et al., 2016) De plus, RAB33B a été associée
a d’autres événements du trafic endomembranaire. Son interaction avec son effecteur ATG16L1
régule une étape du transport de vésicules lors de la sécrétion de protéines via I'exophagie. (Morgan
et al., 2019) Dans I'étude ayant identifié le réle de TBC1D25 dans l'autophagie, une localisation
partielle de TBC1D25 au Golgi a été observée lors de I'inhibition de I'autophagie. Avant de connaitre
son role dans I'autophagie, RAB33B avait été localisée principalement dans la région médiane du
Golgi, ou elle participe au transport rétrograde du Golgi vers le RE. RAB33B et ses effecteurs
maintiennent l'intégrité du Golgi et activent RAB6, impliquée dans les étapes ultérieures du
transport rétrograde. (Pusapati et al., 2012; Starr et al., 2010; Valsdottir et al., 2001) Selon sa
localisation intracellulaire, TBC1D25 pourrait réguler les activités de RAB33B dans différents
événements du transport vésiculaire.

Quant a elle, RAB2A participe au transport endomembranaire entre le Golgi et le RE, a la fois
dans le transport antérograde et rétrograde. (Dong et Wu, 2007; Galea et al., 2015) Etant donné sa
localisation, RAB2 participe aussi a l'initiation de I'autophagie en recrutant ULK1 et ATG9 a la
membrane d’isolation, ainsi qu’a la maturation de I'autophagosome par son interaction avec le
complexe HOPS. (Ding et al., 2019; Lérincz et al., 2017) De plus, RAB2A en partenariat avec RAB27A,
régule la maturation des vésicules sécrétrices. (Matsunaga et al., 2017) Une coopération similaire
pourrait permettre la formation de la membrane plissée, étant donné qu’il a été montré que
RAB27A est nécessaire lors de la résorption osseuse. (Shimada-Sugawara et al., 2015) Finalement,

une augmentation de I'expression de RAB2A a également été associée a |'activation de la voie de
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signalisation de ERK1/2 dans certains cancers, voie de signalisation qui est importante pour la survie
de I'ostéoclaste et la régulation de MTORC1. (Luo et al., 2015; Wang et al., 2021) En inactivant
RAB2A, TBC1D25 pourrait jouer plusieurs roles essentiels dans la régulation de I'ostéoclaste.

En plus de son réle peu défini dans I'ostéoclaste, RAB13 a été impliquée dans de nombreux
processus biologiques tels que la plasticité neuronale, la macropinocytose, la signalisation de
I'insuline et I'assemblage des jonctions serrées. (Condon et al., 2018; Giovanni et al., 2005; Marzesco
et al., 2002; Sun et al., 2010) Son réle dans la régulation de I'inactivation de MTORC1 via I'activation
d’AMPK et sa localisation aux autophagosomes pourraient étre d’autres aspects d’intérét qui n’ont
pas été explorés dans I'ostéoclaste. (Hirvonen et al., 2012; Zhang et al., 2017) Cependant, étant
donné que la diminution de I'expression de RAB13 dans l'ostéoclaste a un impact minime, la
modaulation de I'expression de TBC1D25 aurait un effet négligeable, si RAB13 est le seul substrat de
la rabGAP dans I'ostéoclaste.

Pour sa part, le principal réle identifié pour RAB34 est son implication dans le positionnement
des lysosomes grace a son interaction avec son effecteur RILP. La localisation de RAB34 au Golgi lui
permet de participer au transport intra-Golgi, ainsi qu’au positionnement des lysosomes via son
effecteur qui interagit avec le réseau de microtubules. L’activation de RAB34 entraine la
redistribution périnucléaire des lysosomes, tandis que son inactivation les localise en périphérie de
la cellule. La régulation de ses fonctions est essentielle pour la sécrétion de protéines a la membrane
plasmique. (Goldenberg et al., 2007; Goldenberg et Silverman, 2009; Kasmapour et al., 2013; Wang
et Hong, 2002) De plus, RAB34 a été impliquée dans I'adhésion et la migration des cellules
cancéreuses du sein, ol son expression est augmentée. Son inhibition favorise la dégradation des
intégrines, alors que sa phosphorylation par SRC permet son recrutement a l'intégrine B3, favorisant
I'internalisation et le recyclage de I'intégrine. Par ce mécanisme, RAB34 favorise la migration. (Sun
et al.,, 2018) RAB34 pourrait étre impliquée dans le recyclage de l'intégrine B3 et dans le
positionnement des lysosomes dans l'ostéoclaste et par I'entremise de cette rab, TBC1D25
participerait a la résorption osseuse et la migration de la cellule.

Etant donné les fonctions divergentes de certaines rabs dans divers types cellulaires, il est
nécessaire d’étudier les fonctions de TBC1D25 dans I'ostéoclaste afin de définir son rdle dans le
systeme endomembranaire de cette cellule. L’altération de I'épissage alternatif de TBC1D25 dans
I’'ostéoclaste pagétique pourrait affecter plusieurs aspects de I'ostéoclaste, en fonction des rabs qui

sont ses substrats de TBC1D25 dans cette cellule.



43

1.6 Le géne LGALS8

Le second gene d’intérét de cette étude est LGALSS8, codant pour la galectine-8. Une diminution
significative du PSI de LGALS8 est observée dans les ostéoclastes pagétiques par rapport aux
ostéoclastes sains. Parmi les six événements d’épissage alternatif identifiés, cette variation était la
plus importante. Cette derniere indique une diminution de I'expression de I'isoforme longue dans
les ostéoclastes pagétiques. En plus de cette altération, I'expression relative de LGALS8 est
augmentée dans les ostéoclastes pagétiques comparés aux ostéoclastes sains, sans association a la
mutation p62™°%, (Klinck et al., 2014) Comme TBC1D25, LGALSS et ses protéines correspondantes
n’ont jamais été étudiés dans I'ostéoclaste. Cependant, ses fonctions sont plus connues, vu son

implication dans divers processus cellulaires grace a sa capacité a lier les carbohydrates.

1.6.1 Les galectines

Jusqu’a maintenant, plus de 100 lectines animales ont été identifiées, partageant toutes la
capacité a lier les carbohydrates. Ces lectines sont classées en 13 sous-groupes en fonction de leur
localisation cellulaire, de I'affinité de leur domaine de reconnaissance des carbohydrates (CRD) et
de la structure de ce domaine. (Radhakrishnan et al., 2022) Parmi cette grande classe de protéines

se trouve les galectines, de petites protéines solubles qui se lient aux B-galactosides, des
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séquence peptidigue en N-terminale; et les galectines divalentes (galectine-4, -8, -9, -12) qui
possedent deux domaines CRDs reliés par une chaine peptidique de taille variable. (Figure 12)
(Cummings et al., 2022; Tazhitdinova et Timoshenko, 2020) Certaines galectines sont exprimées
dans un large spectre de types cellulaires (galectine-1, -3, -8, -9) alors que d’autres sont retrouvées
dans des types cellulaires (galectine-10) ou des systémes (galectine-2, -4, -7, -12, -13, -14, -16)
spécifiques. (Brinchmann et al., 2018; Cummings et al., 2022; Si et al., 2021)

Le domaine CRD hautement conservé des galectines est formé d’environ 130 aa, organisés en
11 feuillets B disposés de maniere antiparalléle puis repliés pour former une structure compacte de
sandwich B. La face S de la protéine, qui présente une surface concave, permet la liaison aux
glycanes de la taille d’un tétrasaccharide. A 'opposé de la face S se trouve la face F, qui peut contenir
des séquences de liaison aux peptides qui permet la liaison de protéines carbohydrate-
indépendante, en plus de conférer la capacité de dimérisation aux galectines. Outre le CRD, les
galectines ne possedent aucun autre domaine fonctionnel. (Chan et al., 2018; Dings et al., 2018;
Johannes et al., 2018; Thiemann et Baum, 2016)

Les galectines sont synthétisées dans le cytosol et, contrairement a plusieurs lectines, ne
contiennent pas de séquence d’ancrage. Aprés leur synthéese, elles sont solubles dans le cytosol pour
la majeure partie de leur vie. Elles sont aussi présentes dans divers compartiments intracellulaires
tels que les mitochondries, les vésicules ou le noyau. (Johannes et al., 2018; Vladoiu et al., 2014) De
plus, elles peuvent étre présentes dans le milieu extracellulaire. Bien qu’elles soient dans le milieu
extracellulaire, les galectines ne possédent pas de séquence signal permettant leur sécrétion par le
systeme endomembranaire impliquant le RE et le Golgi. (Banfer et Jacob, 2020; Cummings et al.,

2022; Johannes et al., 2018)

1.6.1.1 LGALSS et ses protéines correspondantes

La galectine-8 divalente présente les caractéristiques typiques des galectines. LGALS8
(identifiant du gene : 3964) est situé sur le chromosome 1 chez I’humain et peut produire jusqu’a
sept transcrits d’ARN messager matures issus de I'inclusion d’exons ou d’un intron entre les exons
constitutifs VIl et IX. (Ahmed et al., 2007; Bidon et al., 2001b; Gopalkrishnan et al., 2000) Quatre de
ces transcrits incorporent un codon d’arrét prématuré, conduisant aux formes monovalentes de la
galectine-8, mais I'expression protéique de ces isoformes n’a jamais été détectée. (Ahmed et al.,

2007; Bidon-Wagner et Le Pennec, 2002) Les trois autres transcrits encodent des isoformes
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divalentes de la protéine, dont I'expression de deux a été détectée chez I’'humain, en ARN et en
protéine. (Camby et al., 2011; Friedel et al., 2016; Nagy, 2002)

La forme canonique de la galectine-8 humaine, la galectine-8 courte (identifiant UniProt :
000214-1), est composée de 317 aa. Comme les autres galectines divalentes, elle comprend un
domaine CRD en N-terminal (N-CRD) de 150 aa et un deuxieéme CRD en C-terminal (C-CRD) de
134 aa. Les CRDs sont reliés entre eux par une séquence peptidique de 33 aa. En revanche,
I'isoforme résultant de la rétention de I’exon VIllIb, la galectine-8 longue, posséde deux domaines
CRDs identiques a la forme courte, mais differe dans la longueur du peptide de liaison qui possede
42 aa supplémentaires. La forme longue est donc composée de 359 aa (identifiant Uniprot : 000214-
2) avec un peptide de liaison de 75 aa, qui contient un site de clivage de la thrombine. (Figure 13)
(Nishi et al., 2006; Weinmann et al., 2018; Zhang et al., 2015) L’épissage alternatif de LGALS8 n’est
pas conservé entre les especes. Par exemple, chez la souris, la longueur du peptide de liaison des
isoformes de la galectine-8 varie seulement de 9 aa (316 aa et 325 aa) (Tribulatti et al., 2007) et de
28 aa chez le poulet (296 aa et 317 aa) (Kaltner et al., 2009). Cependant, la séquence d’acides aminés
des domaines CRDs est hautement conservée entre les especes et parmi la famille des galectines.
(Verkerke et al., 2022; Vokhmyanina et al., 2011)

La galectine-8 présente une affinité élevée pour les glycanes contenant un groupement terminal
avec un acide sialique ou un sulfate, ainsi que plusieurs glycolipides avec ces mémes groupements.
Cependant, son affinité est moindre pour les glycanes avec plusieurs embranchements, mais forte
pour les glycanes contenant des répétitions N-acétyl-D-lactosamine (LacNAc). (Hirabayashi et al.,
2002; Ideo et al., 2003) L’affinité de la galectine-8 pour ces substrats est majoritairement attribuée
a son N-CRD. Des acides aminés spécifiques tels que I’Arg®, la GIn*’ et I'’Arg® au site secondaire de
liaison (B) sont essentiels pour la liaison des groupements d’acide sialique et de sulfates. Au
contraire, le site secondaire de liaison éloignée (A) confére une affinité pour les répétitions LacNac.
(Bohari et al., 2016; Ideo et al., 2011) Le domaine N-CRD lui permet aussi de lier divers glycolipides.
(Ideo et al.,, 2003; Lete et al., 2022) L’affinité de la galectine-8 pour les glycolipides et les
groupements d’acide sialique pourrait jouer un réle important dans la différenciation des
ostéoclastes, car la présence de ces glycanes est essentielle a ce processus. (Ersek et al., 2015;
Takahata et al., 2007) Pour sa part, le C-CRD a une préférence pour les répétitions LacNac et les
antigenes des groupes sanguins A et B qui comportent un groupement fucose en position terminale.

Bien que I’affinité du C-CRD soit modérée pour certains glycanes par rapport au N-CRD, la face F de
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ce domaine confére a la galectine-8 la capacité unique d’effectuer une interaction protéine-protéine

avec NDP52. (Kim et al., 2013; Li et al., 2013)
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Figure 13: L'épissage alternatif de LGALS8

Le transcrit de I'isoforme courte comprend neuf exons constitutifs qui code pour la forme canonique de 317
aa. Pour sa part, le transcrit mature de I'isoforme longue est composé de 10 exons, grace a la rétention de
I’exon Vlllb, qui code pour la protéine de 359 aa. Les deux isoformes présentent le N- et le C-CRD. Chaque CRD
contient les aa conservés permettant la liaison au B-galactoside (C-D) et des sites de liaisons secondaires
dictant la spécificité de leurs interactions avec les glycanes (A-B). De plus, le C-CRD possede une séquence
permettant I'interaction protéine-protéine entre la galectine-8 et NDP52 sur sa face F. La différence entre les
deux isoformes se situe au niveau de la longueur de leur peptide de liaison. Le peptide de liaison de I'isoforme
courte est composé de 33 aa alors que celui de I'isoforme longue est composé de 75 aa et d’une séquence de
clivage a la thrombine (194-198).

Adaptée de Roy et al., 2023 (soumis) et Gémez-Redondo et al., 2021

La taille du peptide de liaison n’influence pas I'affinité des CRDs pour les différents glycanes
présentés ci-haut. Cependant, il confére a la galectine-8 sa multivalence et sa flexibilité. La taille

variable du peptide de liaison influence I'orientation spatiale des CRDs et module leur capacité a lier



47

certains substrats. (Carlsson et al., 2007b; Kim et al., 2013; Patnaik et al., 2006) Les études menées
jusqu’a présent sont contradictoires sur I'impact de I'augmentation de la taille du peptide de liaison.
Certaines études in vitro nont observé aucune différence fonctionnelle entre les deux isoformes
(Romaniuk et al., 2010), tandis qu’une autre étude a identifié des localisations distinctes pour
chacune, avec une localisation strictement extracellulaire pour I'isoforme longue. (Cattaneo et al.,
2014) Une autre étude a observé une augmentation de I'adhésion cellulaire en présence de la
galectine-8 longue (Friedel et al.,, 2016), mais un autre groupe de recherche a observé une
diminution de I'agglutination en présence de cette isoforme (Zhang et al., 2015). Des mutations
générées au niveau du peptide de liaison ont aussi montré des effets contradictoires en fonction de
sa taille. Les CRDs d’une galectine monovalente reliés par le peptide de liaison de la galectine-8
courte augmentait I'activité de la protéine (Vértesy et al., 2015), ce qui concorde avec une étude
ayant remplacé le peptide de le galectine-8 par une séquence de six glycines provoquant la
diminution des fonctions de la galectine-8 (Levy et al., 2006). En revanche, cela est contradictoire
aux observations faites lors de la délétion du peptide de liaison, qui n’altére pas I'agglutination
cellulaire, mais augmente I"ladhésion cellulaire (Yoshida et al., 2012). Les effets de la taille du peptide
de liaison pourraient étre spécifiques a certaines fonctions de la galectine-8, a certains types
cellulaires ou aux micro-environnements qui influencent la cellule, puisque des niveaux variables
d’expression protéique des isoformes ont été observés selon le type cellulaire et le contexte
physiologique. (Elola, 2014; Friedel et al., 2016; Lo et al., 2021)

La galectine-8 est exprimée abondamment dans diverses cellules présentes dans différents
tissus, aussi bien en conditions physiologiques que pathologiques, ainsi que dans certains tissus
embryonnaires. Sa présence est détectée dans de nombreux types de cancers, ol son expression
peut étre augmentée ou diminuée, suggérant des fonctions distinctes selon le type cellulaire.
(Ahmed et al., 2007; Bidon-Wagner et Le Pennec, 2002; Elola, 2014; Zick et al., 2004) En plus de son
expression modulée en fonction du type cellulaire et de son environnement, la localisation de la
galectine-8 est variable et est influencée par le micro-environnement de la cellule. La protéine peut
étre localisée au noyau, dans I'environnement périnucléaire, les mitochondries et le cytosol.
(Fernandez et al., 2016; Lo et al., 2021; Vladoiu et al., 2014) De plus, malgré I'absence d’un peptide
signal pour sa sécrétion, la galectine-8 est présente dans le milieu extracellulaire. Sa localisation est
dynamique: la protéine est synthétisée dans le cytoplasme et peut étre sécrétée, puis endocytée de
maniére clathrine-indépendante, ce qui permet son retour dans le compartiment intracellulaire

(Carlsson et al., 2007a). Certains stimuli, la composition en glycanes de ses partenaires d’interaction
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et son niveau d’expression pourraient influencer sa localisation intra- ou extracellulaire. (Arbel-
Goren et al., 2005; Cattaneo et al., 2014; Elola, 2014; Troncoso et al., 2014)

Les galectines, grace a leur capacité a lier les glycanes et leur localisation variée, permettent de
réguler plusieurs processus cellulaires essentiels au maintien de I’'homéostasie. La galectine-8 ne
fait pas exception : elle a été impliquée dans I'autophagie, I'adhésion cellulaire et I'immunité grace

a sa localisation intra- et extracellulaire.

1.6.2 Les fonctions extracellulaires

Malgré plusieurs hypothéses, les mécanismes de sécrétion des galectines restent inconnus et
semblent varier pour les diverses galectines. La sécrétion semble étre régulée par des stimuli intra-
et extracellulaires. (Banfer et Jacob, 2020; Popa et al., 2018) Néanmoins, les multiples roles
extracellulaires des galectines ont été extensivement étudiés. Leurs interactions avec les glycanes
sont exclusivement nécessaires au niveau extracellulaire, ol se trouvent ces substrats. Environ 30 %
du transcriptome est sécrété et parmi ces protéines, 80 % subissent une glycosylation, une
modification post-traductionnelle permettant I'ajout d’un carbohydrate a une protéine ou un lipide
via la voie de sécrétion classique. (Kamili et al., 2016; Nabi et al., 2015) Ces glycoprotéines et
glycolipides, nommés aglycones, composent la matrice extracellulaire, la surface extérieure de la
membrane plasmique, la surface de pathogéne et sont également solubles dans le milieu
extracellulaire. Les galectines régulent donc plusieurs processus cellulaires en fonction de I'aglycone
impliqué dans I'interaction entre une galectine et un glycane. (Gagneux et al., 2022; Taylor et al.,
2022)

Les galectines peuvent étre solubles dans le milieu extracellulaire et se retrouver dans le sérum
en haute concentration. (Carlsson et al., 2012; “The human blood proteins - proteins detected in ms
- The Human Protein Atlas,” n.d.) Dans ce contexte, certaines galectines, dont la galectine-8,
peuvent agir en tant que récepteurs reconnaissant des motifs de pathogenes et participer a
I'immunité innée. (Stowell et al., 2010; Vasta, 2009) Les galectines peuvent aussi se lier a des
protéines solubles dans le milieu extracellulaire. (Chou et al., 2018; von Hundelshausen et al., 2021)
La liaison de la galectine-8 a différentes glycoprotéines en circulation varie, et pourrait servir de
biomarqueur en combinaison avec I'aglycone avec lequel elle interagit dans certains cancers.
(Carlsson et al., 2012) De plus, la liaison a des glycoprotéines solubles permet de moduler les effets
de le galectine-8, en empéchant son interaction avec des protéines de surface. (Figure 14) (Eshkar

Sebban et al., 2007)
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Figure 14: Les roles extracellulaires de la galectine-8

La galectine-8 joue de nombreux roles extracellulaires en liant des glycanes sur de nombreux partenaires
d’interaction. La galectine-8 peut participer a 'immunité innée (1), lier des protéines solubles (2), permettre
I'interaction cellule-cellule (3) ou cellule-matrice (4) et réguler de nombreuses voies de signalisation (4). La
galectine-8 est aussi en mesure de former des réseaux reliant plusieurs partenaires d’interaction a la surface
de la cellule (5), permettant la rétention de ceux-ci a la surface de la cellule (5a) ou leur endocytose (5b).
L'ensemble de ces partenaires d’interaction extracellulaire permet son implication dans I'adhésion, la
migration, la survie et la modulation de I'activité de plusieurs types cellulaires.

Les galectines peuvent aussi effectuer des liaisons cis et trans grace a leur multivalence. (Elola et
al., 2015) Dans le cas des liaisons trans, I'interaction entre deux cellules du micro-environnement
permet des interactions cellulaires homo- ou hétérotypiques. (Figurel3) (Elola et al., 2007;
Rabinovich et Toscano, 2009) La galectine-8, en raison de sa bivalence, est impliquée dans plusieurs

interactions cellule-cellule, permettant ainsi I'interaction des leucocytes, des plaquettes ou des
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plasmocytes avec les cellules endothéliales. (Cattaneo et al., 2014; Friedel et al., 2016; Yamamoto
et al.,, 2008) La galectine-8 est aussi impliquée dans la réponse inflammatoire en régulant
I'interaction hétérotypique entre les lymphocytes B et les cellules présentatrices d’antigenes lors de
I’extraction d’antigénes. (Obino et al., 2018) Elle participe également aux interactions cellulaires
homotypiques en régulant l'intégrité des jonctions adhérentes des cellules endothéliales.
(Zamorano et al., 2019) Bien que les protéines impliquées dans ces interactions ne soient pas bien
identifiées, ces exemples illustrent les effets trans variés de la galectine-8 lors de la communication
cellule-cellule.

Les effets trans des galectines extracellulaires comprennent aussi I'interaction d’une cellule avec
la matrice extracellulaire, régulant ainsi des événements liés a I'adhésion et la migration en
interagissant avec les intégrines et différentes protéines matricielles. (Figure 14) (Dings et al., 2018;
Elola et al., 2007) Lorsqu’elle est immobilisée, la galectine-8 induit I'adhésion cellulaire en
interagissant entre autres avec des intégrines. (Carcamo et al., 2006; Diskin et al., 2009; Hadari et
al., 2000; Levy et al., 2001; Nishi et al., 2003) Cette interaction active des voies de signalisation de
GTPases RHO et la phosphorylation de la kinase d’adhésion focale, qui activent a leur tour les voies
de signalisation de AKT1 et de ERK1/2, permettant le réarrangement du cytosquelette. (Diskin et al.,
2012; Levy et al., 2006, 2001) La galectine-8 en tant que protéine matricielle semble avoir des effets
synergiques avec la fibronectine, ce qui pourrait étre essentiel pour réguler les événements de
I’adhésion et de la migration. (Diskin et al., 2012; Levy et al., 2001; Li et al., 2021)

Les liaisons cis effectuées par les galectines sont principalement observées lors de la formation
d’un réseau interconnecté entre les galectines et les aglycones. Ces réseaux permettent la
ségrégation de protéines de surface, créant des microdomaines de signalisation ou facilitant
I'endocytose des aglycones interconnectés. (Figure 14) Selon les protéines impliquées et leur
signalisation, les effets sont nombreux et régulent différentes voies de signalisation, soit par le
maintien ou I'arrét du signal. (Elola et al., 2015; Johannes et al., 2018) Un modeéle d’endocytose
clathrine-indépendante propre aux galectines a été proposé. Ce modeéle consiste a réorganiser les
glycolipides de surface par les galectines, induisant la courbure de la membrane plasmique et donc
I’endocytose des protéines ciblées. (Shafag-Zadah et al., 2020) Ce modéle d’endocytose s’applique
a la galectine-8 présente a la surface des cellules présentatrices d’antigenes, ce qui favorise
I'internalisation des antigénes. (Prato et al., 2020) De plus, vu I'importance des glycolipides lors de
I’endocytose de CD166, la galectine-8 semble également impliquée dans ce modéle d’endocytose

lors de I'internalisation de la protéine d’adhésion. (Renard et al., 2020) La liaison de haute affinité
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du N-CRD de la galectine-8 avec certains glycolipides perturbe la membrane, donnant la capacité a
la galectine-8 de participer a ce type d’endocytose. (Lete et al., 2022) L’interaction de la galectine-8
avec CD166 a des effets différents selon le type cellulaire et le contexte physiologique, puisqu’il a
aussi été montré que la galectine-8 favorise la rétention de la protéine a la surface cellulaire.
(Fernadndez et al., 2016) La galectine-8 crée aussi des réseaux qui favorisent la rétention de plusieurs
protéines a la surface cellulaire et la création de complexes protéiques, comme en témoigne
I'interaction entre la podoplanine, I'intégrine B1 et la galectine-8. (W.-S. Chen et al., 2016; Cueni et
Detmar, 2009)

Les galectines modulent aussi différentes voies de signalisation en se liant a des récepteurs de
surface. (Figure 14) Elles peuvent induire un changement de conformation de la protéine cible,
favoriser la dimérisation de récepteurs, faciliter I'interaction de co-récepteurs ou celle entre un
ligand et son récepteur, comme dans le cas des récepteurs tyrosine kinase. (Nabi et al., 2015;
Porebska et al., 2021) La fonction précise de la galectine-8 dans I’activation de plusieurs voies de
signalisation n’a pas encore été déterminée, mais elle produit divers effets. Par exemple, la
galectine-8 peut induire I'apoptose en activant les caspases 3, 8 et 9 dans les thymocytes CD4*CD8"*.
(Tribulatti et al., 2007) Elle induit aussi I'apoptose dans les lymphocytes T activés en augmentant
I’expression de FASLG. (Norambuena et al., 2009) Toutefois, la galectine-8 peut favoriser la
prolifération des lymphocytes T en se liant a PTPRC, ce qui active ERK1/2. (Tribulatti et al., 2009)
Ainsi, une modulation de I'expression de la galectine-8 dans I'ostéoclaste pagétique pourrait altérer
I’adhésion ou certaines voies de signalisation influengant sa survie en raison de sa présence dans le

milieu extracellulaire.

1.6.2.1 La régulation des fonctions extracellulaires

Méme si leurs fonctions semblent peu spécifiques, I'activité des galectines est régulée de
plusieurs fagons. Premiérement, il est nécessaire de maintenir I'intégrité de leur conformation pour
leur fonction. Le clivage des galectines divalentes par différentes protéases affecte leur multivalence
et leur capacité a effectuer certaines fonctions. (Arthur et al., 2015; Nishi et al., 2006, 2005) En
revanche, certains roles de la galectine-8 peuvent étre maintenus malgré le clivage du peptide de
liaison, tels que la co-stimulation des lymphocytes T lors de la réponse a I'antigéne ou I'adhésion
des neutrophiles. (Cagnoni et al., 2020; Cattaneo et al., 2011; Nishi et al., 2003) De plus, la flexibilité
de rotation et I'espace entre les CRDs des galectines influencent leur liaison aux carbohydrates

présentés sur un aglycone. (Elola et al., 2015) Le peptide de liaison confére plus de flexibilité a la
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galectine-8, lui permettant de lier des substrats plus éloignés, mais il peut aussi encombrer un
espace restreint de liaison. (Friedel et al., 2016; Zhang et al., 2015) De plus, la concentration des
galectines dans le micro-environnement influence leurs fonctions. De faibles concentrations
favorisent leur action individuelle et leur interaction spécifique avec leurs substrats de haute
affinité. Des concentrations élevées, elles, favorisent leur dimérisation et leur interaction avec des
substrats de moindre affinité. (Cummings et al., 2022; Toscano et al., 2018) Des réles divergents ont
été attribués a la galectine-8 en fonction de la concentration utilisée de la protéine recombinante.
Par exemple, la galectine-8 en faible concentration favorise I'adhésion et la croissance cellulaire
alors qu’en haute concentration, la galectine-8 a des effets cytostatiques pour certains types
cellulaires. (Arbel-Goren et al., 2005) L’effet dose dépendante a aussi été observé pour les
lymphocytes T, ol une faible dose favorise la co-stimulation du récepteur des lymphocytes T en
présence d’antigenes alors que des doses élevées favorisent leur prolifération. (Tribulatti et al.,
2009)

Bien entendu, la structure du glycane ciblé lors de I'interaction entre I'aglycone et une galectine
influence aussi leur capacité a lier leurs partenaires d’interaction. Les galectines peuvent lier des
disaccharides composés d’un galactose, tels que le lactose, mais avec une faible affinité. Leur affinité
est plus élevée pour la LacNac, et cette affinité augmente lorsque le saccharide est répété. Apres
I'ajout du glycane sur I'aglycone, le glycane subit plusieurs modifications impliquant de nombreux
enzymes, ce qui augmente la diversité des produits finaux de la glycosylation. (Colley et al., 2022;
Esmail & Manolson, 2021; Stanley, et al., 2022) Premiérement, les liaisons glycosidiques associées
a ces modifications peuvent étre en configuration a ou B. La position de cette liaison et I'ajout
linéaire ou par branchement augmentent encore la diversité des glycanes finaux. Finalement, I'ajout
de groupements a I'extrémité tels qu’un sulfate, un fucose ou un acide sialique, vient aussi changer
I’affinité des galectines pour un glycane. (Elola et al., 2015; Esmail et Manolson, 2021; Li et al., 2022)
La glycosylation peut produire deux répliques de la méme protéine, décorées de glycanes différents.
(Nio-Kobayashi, 2017) De plus, I'aglycone peut contenir plusieurs sites de glycosylation, ce qui
permet la production de plusieurs glycoformes de la méme protéine. (Stanley et al., 2022; Varki et
Kornfeld, 2022) Ces événements de la glycosylation sont dynamiques et influencés par plusieurs
facteurs tels que le niveau d’expression des enzymes qui varie selon I'espéce, le type cellulaire et le
contexte physiologique. Les monocytes expriment plusieurs enzymes de glycosylation. L’expression
de ces enzymes augmente dans les cellules différenciées de la lignée monocyte-macrophage,

suggérant un réle important de la glycosylation dans les cellules différenciées de cette lignée
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cellulaire. (Trottein et al., 2009) De plus, les galectines influencent I'expression des glycanes. Par
exemple, la galectine-8 favorise I'expression de glycanes spécifiques a la surface des monocytes qui
favorise leur recrutement aux sites inflammatoires. De plus, les protéines sécrétées peuvent arborer
des glycanes différents en fonction de la galectine qui a stimulé la cellule cible. Lors de la sécrétion
de chimiokines par les fibroblastes, les chimiokines recrutent les monocytes lors de la stimulation
par la galectine-8 et recrutent les lymphocytes T lors de leur stimulation par la galectine-1.
(AbuSamra et al., 2022, 2021)

En résumé, les fonctions extracellulaires des galectines sont influencées par les glycanes
exprimés par un type cellulaire. La liaison d’un glycane par une galectine module I'activité de
I'aglycone, ce qui a des effets variés sur la cellule ciblée. Ces différents paramétres ont un impact

seulement sur le role extracellulaire des galectines.

1.6.3 Les fonctions intracellulaires

Les glycanes complexes, décrits ci-haut, sont généralement absents du cytosol. Par conséquent,
les réles intracellulaires des galectines reposent principalement sur des interactions protéine-
protéine. Les fonctions intracellulaires des galectines sont moins bien connues que leurs roles
extracellulaires, mais tout autant diversifiées. Dans ce contexte-ci, la galectine-8 ne fait pas
exception.

Plusieurs galectines sont localisées au noyau et forment des interactions glycane-indépendantes
impliguées dans la régulation de I'épissage alternatif, en participant a I'assemblage du splicéosome
par exemple. Bien que la galectine-8 ait été localisée au noyau (Delgado et al., 2011; Fernandez et
al., 2016), aucun réle n’a été défini pour sa localisation a ce compartiment intracellulaire. (Liu et al.,
2002; Vladoiu et al., 2014) Plusieurs évidences suggerent aussi I'implication des galectines
intracellulaires dans la prolifération et la régulation du cycle cellulaire par des mécanismes peu
définis. La galectine-8 a été impliquée dans la régulation du cycle cellulaire des kératinocytes via son
interaction avec a-tubuline, qui ne posséde pas de motifs de glycosylation. (Figure 15) Cette
interaction régule l'intégrité du centrosome pendant la mitose et favorise la prolifération. (Lo et al.,
2021) La galectine-8 intracellulaire régule aussi la prolifération et la migration des cellules
épithéliales grace son interaction avec la chaine farnésyl de la GTPase KRAS4B. La pochette
hydrophobe du domaine N-CRD permet a la galectine-8 d’agir comme un GDI pour KRAS4B, et ainsi
moduler I'activation de ERK1/2. (Figure 15) (Meinohl et al., 2019) La galectine-8 pourrait réguler les

fonctions de protéines prénylées dans divers processus biologiques, car elle interagit avec de
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nombreuses GTPases (RAC1, CDC42, RAB7 et RAB14). (Bell et al., 2021; Jia et al., 2018; Meinohl et
al., 2019)
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Figure 15: Les réles intracellulaires des galectines

Les galectines ont aussi de nombreux réles intracellulaires et peuvent réguler I'épissage alternatif (A) ou
I'apoptose (B) par des interactions protéine-protéine. Spécifiquement, la galectine-8 est impliquée dans la
régulation du cycle cellulaire grace a la régulation des centrosomes (1), la prolifération en agissant comme
GDI pour KRAS4B (2), dans la dégradation des lysosomes endommagées via I"autophagie (3) et le transport
apical de protéines (4).

De plus, les galectines intracellulaires sont impliquées dans plusieurs étapes de I'autophagie,
notamment la régulation de I'activité de MTOR, l'initiation de I'autophagie et le maintien de I'acidité
des lysosomes. (Kumar Das et al., 2023; Zheng et al., 2023) Le rble le mieux défini de la galectine-8
intracellulaire est son implication dans l'autophagie sélective, permettant la dégradation des
vésicules endommagées. Comme d’autres galectines (-1, -3 et -9), la galectine-8 est recrutée aux

vésicules endommagées qui exposent des glycanes complexes dans le cytosol. (Thurston et al.,

2012) Malgré le recrutement de plusieurs galectines, chacune a un rdle spécifique menant a la
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dégradation des vésicules endommagées. (Bell et al., 2021; Jia et al., 2018; Weng et al., 2018) La
signalisation de MTORC1 est inactivée par la galectine-8 lors de dommages aux vésicules. La
galectine-8, localisée a la surface des lysosomes intacts, interagit avec MTOR et RPTOR. Lors de la
rupture de la membrane, la galectine-8 modifie ses partenaires d’interaction et forme un complexe
protéique avec les GTPases RAGA/B et LAMTOR1, en plus de se lier aux glycanes exposés de la
protéine membranaire lysosomale SLC38A9. L'interaction préférentielle de la galectine-8 pour ces
protéines favorise le départ de MTOR de la surface du lysosome, désactive la voie de signalisation
et initie I'autophagie. (Jia et al., 2018) Les réles de la galectine-8 dans I'autophagie sélective sont
multiples, puisqu’un deuxieme mécanisme implique la galectine-8 dans la clairance des vésicules
endommagées. Lorsque des vésicules sont endommagées par une bactérie, la galectine-8 est
rapidement recrutée par une interaction entre le N-CRD et les glycanes exposés. Le C-CRD de la
galectine-8 recrute ensuite NDP52, un récepteur de 'autophagie sélective. (Thurston et al., 2012)
Le recrutement de NDP52 permet l'initiation de I'autophagie et la formation de la membrane
d’isolation. (Boyle et al., 2019; Ravenhill et al., 2019) De plus, NDP52 interagit avec LC3-II afin de
localiser les vésicules endommagées a l'intérieur de I'autophagosome. (Figure 15) (Boyle et Randow,
2013; Svenning et Johansen, 2013) Ainsi, la galectine-8 permet linitiation d’événements de
I'autophagie menant a la dégradation de vésicules endommagées. (Li et al., 2019; Weng et al., 2018)

Au niveau intracellulaire, les galectines interagissent avec plusieurs partenaires qui régulent
I'apoptose en maintenant I'intégrité de la mitochondrie et en interagissant avec des protéines pro-
ou anti-apoptotiques ou avec des domaines intracellulaires de récepteurs de mort cellulaire. (Kumar
Das et al., 2023; Vladoiu et al., 2014) Un réle de la galectine-8 intracellulaire n’a toutefois pas été
identifié dans ce processus jusqu’a maintenant.

Finalement, les galectines se trouvent également a I'intérieur des vésicules intracellulaires, soit
par endocytose ou possiblement par passage direct a travers la membrane des vésicules. (Banfer
and Jacob, 2020) L’endocytose de la galectine-8 lui permet de se localiser a I'intérieur des vésicules
intracellulaires, et la localisation intracellulaire de ces vésicules varie en fonction des glycanes
disponibles a la surface de la cellule lors de I'endocytose de la galectine-8. (Carlsson et al., 2012)
Grace a leur localisation intravésiculaire, certaines galectines régulent le transport de protéines vers
le domaine apical de cellules polarisées en interagissant avec les aglycones a l'intérieur des
vésicules. (Banfer et Jacob, 2020; Delacour et al., 2009; Shafag-Zadah et al., 2020) Dans le cas de la
galectine-8, son interaction avec la podocalyxine permet de réguler les premiers événements du

trafic de la protéine du réseau trans Golgi vers la membrane apicale, ainsi que la polarisation des
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cellules épithéliales du rein. Cette fonction de la galectine-8 dépend de l'interaction glycane-
dépendante du C-CRD possiblement avec les O-glycanes de la podocalyxine qui sont nécessaires a
la régulation du trafic apical de la protéine. Les glycanes complexes se retrouvent dans le lumen des
vésicules intacts dans le cytosol, les évidences suggerent que la galectine-8 pourrait médier le
transport apical de la podocalyxine de facon intravésiculaire comme d’autres galectines vu son
interaction glycane-dépendante avec la podocalyxine qui est localisée aux vésicules RAB5®. (Figure
15) (Lim et al., 2017) Bien que dans ce contexte spécifique, le mécanisme par lequel la galectine-8
se retrouve a l'intérieur des vésicules n’a pas été étudié, quelques évidences suggérent que les
galectines sont incorporées au trafic vésiculaire grace a leur endocytose. (Delacour et al., 2009;
Shafag-Zadah et al., 2020)

Ainsi, des altérations de |'expression des isoformes de la galectine-8 pourraient avoir de
nombreux effets sur I'ostéoclaste en perturbant les processus régulés par cette galectine au niveau
intracellulaire. De plus, la localisation intra- ou extracellulaire des galectines joue un réle dans la
régulation de leurs fonctions, qui sont étroitement liées a la régulation de I’'homéostasie cellulaire.
Par exemple, une galectine peut avoir un effet anti-apoptotique lorsqu’elle est localisée a I'intérieur
de la cellule, mais pro-apoptotique lorsqu’elle est au niveau extracellulaire. (Johannes et al., 2018;

Kumar Das et al., 2023)

1.6.4 Réle des galectines dans la régulation de I'ostéoclaste

Les galectines ont principalement été étudiées dans la régulation de la réponse immunitaire et
divers cancers, mais certaines ont des réles connus dans la régulation de cellules impliquées dans le
remodelage osseux. Les galectines sont sécrétées et présentes en concentrations importantes dans
le milieu extracellulaire, ce qui suggére qu’elles pourraient étre des facteurs de couplage dans la
régulation du remodelage osseux. Les galectine-1, -3, -8 et -9 sont exprimées et sécrétées par les
cellules mésenchymateuses, les ostéoclastes et leurs précurseurs, et peuvent donc influencer les
ostéoclastes de maniére autocrine ou paracrine. (Chen et al., 2022; Tazhitdinova et Timoshenko,
2020) Les différentes galectines présentes dans le micro-environnement osseux pourraient aussi
avoir des réles redondants vu leur affinité similaire pour certains types de glycanes. (Hirabayashi et
al., 2002)

Le role de la galectine-1 a été peu étudié et ses fonctions dans I'ostéoclaste sont peu connues.
Une analyse de I'expression génique ciblée sur les lectines a montré une diminution de I'expression

de la galectine-1 durant I'ostéoclastogénese. Malgré une expression moindre chez les ostéoclastes
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matures, la galectine-1 est localisée a la zone de scellement dans les ostéoclastes actifs, suggérant
un réle dans la régulation de la résorption osseuse. Une étude in vitro sur la différenciation de
cellules hématopoiétiques issues de souris déficientes en galectine-1 a montré que cette protéine
n’est pas essentielle a la différenciation des ostéoclastes. Cependant, ces ostéoclastes déficients en
galectine-1 ont une capacité de résorption osseuse accrue par rapport aux ostéoclastes provenant
des souris de type sauvage. Donc, la diminution de la masse osseuse chez les souris déficientes en
galectine-1 a été attribuée a I'’hyperactivité des ostéoclastes. La galectine-1 semble étre un
régulateur négatif de la résorption osseuse dont le mécanisme reste encore inconnu. (Figure 16)
(Muller et al., 2019)

La galectine-3 a été davantage étudiée pour déterminer son réle dans le remodelage osseux. Elle
influence les précurseurs ostéoclastiques via les cellules stromales. Les souris déficientes en
galectine-3 présentent un nombre réduit de précurseurs ostéoclastiques dans la moelle osseuse di
a une diminution de la sécrétion du facteur de stimulation des colonies 2 (CSF2 (GM-CSF)) par les
cellules stromales, suggérant que la galectine-3 est impliquée dans I'engagement des cellules
souches hématopoiétiques vers la lignée myéloide. (Brand et al., 2011) La galectine-3 peut aussi
favoriser indirectement l'ostéoclastogénése en augmentant I'expression de RANKL chez les
ostéoblastes. Elle interagit avec le récepteur de la vitamine D (VDR) pour stimuler la sécrétion de la
cytokine et réduire I'expression de I'OPG, ce qui augmente le ratio RANKL/OPG et favorise
I’ostéoclastogénése. (Figure 16) (Gu et al., 2021a)

En plus de son role indirect via I'ostéoblaste, la galectine-3 a un role direct sur I'ostéoclaste. Elle
est exprimée chez les ostéoclastes et leurs précurseurs, tant dans le cytoplasme, a la membrane
plasmique, aux noyaux que dans le milieu extracellulaire. (Nakajima et al., 2016; Niida et al., 1994)
Le M-CSF induit I’expression de la galectine-3, abondamment exprimée chez les ostéoclastes. (Niida
et al.,, 1994) Cependant, la protéine régule négativement leur différenciation et leur activité de
résorption par différents mécanismes. La galectine-3 recombinante inhibe |'ostéoclastogénese sans
altérer la survie des précurseurs ostéoclastiques. Son action est carbohydrate-indépendante et
réduit I'expression de NFATC1, sans affecter les voies de signalisation en amont du facteur de
transcription suggérant un role intracellulaire. (Li et al.,, 2009) Au niveau extracellulaire,
I'inactivation de la galectine-3 par les MMPs favorise I'ostéoclastogénese et la résorption osseuse.
(Pivetta et al., 2011; Zhu et al., 2023) Le clivage protéolytique de la galectine-3 inhibe la formation
de réseaux a la surface cellulaire, ce qui active des GTPases régulant le réarrangement du

cytosquelette et la formation de la zone de scellement. (Zhu et al., 2023) Les souris déficientes en
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galectine-3 présentent une réduction de la masse osseuse. L'étude in vitro d’ostéoclastes provenant
de ces souris transgéniques a observé une augmentation du nombre d’ostéoclastes, ainsi qu’une
altération de leur taille et de leur capacité de résorption. (lacobini et al., 2018; Simon et al., 2017)
L'inhibition de la galectine-3 mene entre autres a I'augmentation de I'expression de TRAF6. (Simon
et al., 2017) De plus, la galectine-3 interagit avec VDR et inhibe I'ostéoclastogénese. (Gu et al.,
2021b) Toutefois, la galectine-3 favorise la fusion des précurseurs ostéoclastiques par le biais de
I'interaction glycane-dépendante entre la galectine-3 et la myosine 2A. (Nakajima et al., 2016) Une

galectine peut donc avoir de multiples fonctions dans la régulation de I'ostéoclaste. (Figure 16)
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Figure 16: Fonctions des galectines dans la régulation de I'ostéoclaste

Jusqu’a maintenant, les galectines identifiées dans I'ostéoclaste régule négativement |'ostéoclastogénese
(galectine-3, -9) et la résorption osseuse (galectine-1, -3). Cependant, par son action sur I'ostéoblaste, la
galectine-3 favorise la sécrétion de CSF2 et RANKL, ce qui favorise 'engagement des précurseurs vers la lignée
monocytaire et |'ostéoclastogénése. La galectine-8 favorise aussi indirectement I'ostéoclastogénese et la
résorption osseuse en augmentant le ratio RANKL/OPG et en régulant négativement I'ostéoblaste.
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Quelques études se sont aussi intéressées a la galectine-9 dans les cellules impliquées dans le
remodelage osseux. La galectine-9 est exprimée dans les cellules de la moelle osseuse, les
leucocytes circulants et les ostéoclastes. (Matsumoto et al.,, 1998) Une augmentation de son
expression a été observée durant I'ostéoclastogénese, ainsi qu’une expression élevée dans les
ostéoclastes matures. (An et al., 2016; Muller et al., 2019) Cependant, la galectine-9 recombinante
inhibe |'ostéoclastogénese par une interaction glycane-dépendante. En effet, I’ostéoclaste exprime
HAVCR2 aussi connu son le symbole TIM-3, qui est un partenaire connu de la galectine-9. La
galectine-9 pourrait donc inhiber la différenciation des ostéoclastes via HAVCR2, sans activer
I’'apoptose comme cela a été observé dans d’autres types cellulaires. (Figure 16) (Moriyama et al.,
2014)

Bien qu’il y ait peu d’information, les galectines sont importantes pour la régulation de
I'ostéoclastogéneése et la résorption osseuse. La galectine-8 pourrait donc aussi jouer un réle sur la
différenciation et la fonction de la cellule. Les galectines pourraient aussi agir comme facteurs de
couplage additionnels, permettant la régulation des événements du remodelage osseux par des
actions autocrines et paracrines sur les cellules du micro-environnement. Il est donc important de

définir le r6le de chaque galectine dans la régulation des cellules de la BMU.

1.6.4.1 Régulation du remodelage osseux par la galectine-8

Bien que la galectine-8 n’ait jamais été étudiée chez les ostéoclastes, des études suggeérent un
réle indirect de la galectine-8 extracellulaire dans son effet stimulant |'ostéoclastogénése et la
résorption osseuse. En effet, in vitro, la galectine-8 recombinante stimule la sécrétion de RANKL par
les ostéoblastes tout en réduisant I'expression de I'OPG. Cet effet a été observé tant chez les
ostéoblastes immatures que les matures et les ostéocytes. En présence de la galectine-8
recombinante, le ratio RANKL/OPG est dix fois plus élevé, favorisant ainsi I'ostéoclastogénése lors
de la co-culture d’ostéoblastes avec des cellules souches hématopoiétiques. Des études in vivo ont
également observé une augmentation de la quantité de RANKL, de certains marqueurs
ostéoclastiques et du nombre d’ostéoclastes chez des souris transgéniques dont les ostéoblastes
surexpriment la galectine-8 par rapport aux souris de type sauvage. De plus, ces souris
transgéniques présentaient une baisse de la densité osseuse, et ce malgré I'augmentation de la
formation osseuse. Ainsi, les effets ostéogéniques du micro-environnement sont moins importants
que I'effet ostéoclastogénique induit par la présence élevée de RANKL. Le galectine-8 favorise donc

indirectement I'ostéoclastogéneése et la résorption osseuse. (Figure 16) Toutefois, un éventuel réle
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direct de la galectine-8 n’a pas encore été examiné. (Vinik et al., 2015) Les travaux effectués chez la
souris pourraient s’appliquer a ’humain, puisqu’une corrélation a été décelée entre les niveaux
d’ARN de la galectine-8 et certains marqueurs ostéoclastiques (RANKL, CTSK et TRAP) dans les
fémurs obtenus de patients ayant subi une chirurgie de remplacement de la hanche. (Vinik et al.,
2018)

L’étude in vivo a également montré une augmentation de la formation osseuse chez la souris
surexprimant la galectine-8, ce qui a conduit I'équipe de recherche a explorer I'effet de la galectine-8
sur la différenciation et I'activité des ostéoblastes. L’analyse de I'expression de genes ostéogéniques
a cependant montré une diminution de I'expression de genes clefs dans la différenciation des
ostéoblastes, dont Runx2 ainsi que de plusieurs génes de la voie de signalisation des BMPs chez les
ostéoblastes provenant de souris surexprimant la galectine-8. La régulation négative de la voie des
BMPs par la galectine-8, observée in vitro, est plus prononcée chez les ostéoblastes matures et les
ostéocytes. Ainsi, 'augmentation de la formation osseuse observée in vivo chez les souris
transgéniques surexprimant la galectine-8 était causée par l'augmentation de I'activité des
ostéoclastes, qui eux-mémes favorisent 'augmentation de facteurs de couplages ostéogéniques
dans le micro-environnement, dont I'effet est plus important que le réle inhibiteur de la galectine-8
sur |'ostéoblaste. (Figure 16) (Vinik et al., 2018)

Ces études soulignent donc I'importance d’identifier le r6le d’une galectine sur un type cellulaire
isolé avant d’évaluer ses fonctions in vivo, car I'effet pléiotropique d’une galectine peut rendre
difficile I'interprétation de ses fonctions lorsqu’il y a plusieurs types cellulaires impliqués. De plus,
ces travaux montrent les multiples effets de la galectine-8 sur une méme cellule ainsi que son role
dans la régulation du remodelage osseux, avec un effet indirect favorisant |'ostéoclastogénese.
Cependant, certaines questions restent en suspens. |l est possible que les effets observés in vivo sur
la différenciation et la fonction de I'ostéoclaste ne soient pas seulement dus a I'augmentation de
I’expression et de la sécrétion de RANKL par les ostéoblastes. L’étude de I'influence de la galectine-8
sur les ostéoclastes isolés est nécessaire pour comprendre I'ampleur de son réle dans la régulation
des cellules de la BMU. Enfin, il est possible que I'altération de I'expression de LGLAS8 et de ses
isoformes puisse affecter I'ostéoclaste de différentes manieres, a la fois par un réle au niveau

intracellulaire et par des actions autocrines et/ou paracrines au niveau extracellulaire.
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1.7 Hypotheses et objectifs

Vu les fonctions connues des deux protéines sélectionnées qui peuvent influencer la
différenciation, la survie et I'activité de résorption de I'ostéoclaste humain, nous avons émis
I'hypothése que l'altération de leur épissage alternatif dans I'ostéoclaste pagétique pourrait

expliquer certains aspects du phénotype de la cellule.

1.7.1 TBC1D25

Premierement, comme TBC1D25 participe a la régulation des rabs pouvant étre impliquées dans
différentes voies du trafic vésiculaire essentielles a la régulation de I'ostéoclaste, |’altération de
I’expression de ses isoformes menerait a un déreglement du trafic vésiculaire. Cette altération
affecterait particulierement I'autophagie vu le réle connu de TBC1D25 dans la régulation des étapes
terminales du processus et favoriserait I'accumulation d’autophagosomes dans ['ostéoclaste
pagétique. De plus, I'altération de I'autophagie pourrait affecter la survie ainsi que la résorption
osseuse. Nous avons fait I’hypothese que I'altération de I'épissage alternatif de TBC1D25 affecterait
directement la formation de la membrane plissée et le transport des lysosomes sécrétoires y étant
associé. Finalement, étant donné la structure des deux isoformes, il est possible que seul I'isoforme
longue, possédant les domaines TBC et LIR, ait un impact fonctionnel sur la cellule. L'augmentation
de I'expression de I'isoforme courte observée dans |'ostéoclaste pagétique permettrait la régulation
négative de la forme active de la protéine et favoriserait le maintien des activités des rabs substrats
de I'isoforme longue augmentant I'activité de résorption des ostéoclastes pagétiques. Nous avons

donc posé les objectifs de recherche suivants :

1- Caractériser I'expression de TBC1D25 dans |'ostéoclaste humain sain
2- Déterminer les fonctions de TBC1D25 dans la survie et la résorption osseuse de I'ostéoclaste
humain sain

3- Evaluer le réle de TBC1D25 dans I'autophagie dans I'ostéoclaste humain sain

1.7.2 LGALS8

Deuxiemement, nous avons émis I’hypothese que la galectine-8 pourrait jouer un réle clef dans
la biologie de I'ostéoclaste autant par un role grace a sa localisation intracellulaire qu’une fonction
liée a sa localisation extracellulaire. Au niveau intracellulaire, notre hypothése est que la galectine-8
module l'initiation de l'autophagie affectant la survie et la résorption osseuse de I'ostéoclaste

humain. Nous avons aussi fait I’'hypothése que la galectine-8 affecterait directement le transport
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vésiculaire apical des vésicules sécrétrices et la formation de la membrane plissée. Au niveau
extracellulaire, notre hypothése est que la galectine-8 pourrait jouer un role dans la différenciation
et la survie de l'ostéoclaste par la régulation des activités de diverses protéines de surface qui
affecterait I'adhésion, la migration et la survie de I'ostéoclaste. Par son implication dans la
régulation de signalisation de protéines d’adhésion, nous émettons I’hypothése que la galectine-8
serait impliquée dans I'alternance entre |'ostéoclaste actif et I'ostéoclaste motile. Finalement,
I'isoforme longue étant plus susceptible a la protéolyse, notre hypotheése est que I'augmentation de
I’expression de l'isoforme courte permet I'augmentation de l'activité de la galectine-8 dans
I'ostéoclaste pagétique favorisant sa survie et I'augmentation de la résorption osseuse. Nous avons

donc posé les objectifs de recherche suivants :

1- Caractériser I'expression de la galectine-8 et de ses isoformes dans I'ostéoclaste humain
sain

2- Déterminer les fonctions de la galectine-8 et de ses isoformes dans la survie et la résorption
osseuse de I'ostéoclaste humain sain

3- Définir les partenaires d’interaction communs et spécifiques des isoformes
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CHAPITRE 2 : ARTICLE 1

RabGAP TBC1D25 is involved in human osteoclast activity
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Avant-propos

J'ai réalisé ces travaux de recherche sous la direction de Dre Sophie Roux. Dans le cadre de cette
étude, j'ai participé a la réalisation de toutes les expériences présentées, en collaboration avec
Elizabeth Stephens et Sophie Bouhour, qui étaient sous ma supervision immédiate lors de leur
contribution a ce projet. En collaboration avec ma directrice de recherche, j'ai fait I'acquisition et
I'interprétation des données ainsi que la création des figures, la rédaction et la révision du
manuscrit. A noter qu’il y a eu des modifications au manuscrit qui n’engagent que I'auteure de la

these.

Points saillants

e TBC1D25, une protéine activant les GTPases rabs, est exprimée dans 'ostéoclaste humain.

e Ladiminution de I'expression de TBC1D25 cause la diminution de la résorption osseuse et
diminution de la multinucléation.

e TBC1D25 est localisée pres de la zone de scellement et de la membrane plissée.

e TBC1D25 pourrait étre impliquée dans la résorption osseuse via la régulation de la polarisation
de I'ostéoclaste.

Highlights

TBC1D25 is a GTPase-hydrolysis activating protein expressed in human osteoclasts.

e Suppressing TBC1D25 decreased osteoclast bone resorption and multinucleation.
TBC1D25 was expressed close to the sealing zone and the ruffled membrane.

TBC1D25 may have a role in bone resorption via the regulation of osteoclast polarization.
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Résumé

La polarisation et la formation de la membrane plissée durant la résorption osseuse sont des
événements majeurs du trafic vésiculaire dans I'ostéoclaste actif. Il a été montré que les GTPases
rabs sont impliquées dans ces processus, mais trés peu est connu sur leurs régulateurs, incluant les
protéines activatrices des GTPases rabs (rabGAPs). Dans les ostéoclastes humains, nous avons
précédemment identifié deux isoformes de TBC1D25, qui code une rabGAP n’ayant jamais été
étudiée dans ces cellules auparavant. En utilisant des cultures in vitro, nous avons évalué
I'expression de TBC1D25 dans les ostéoclastes humains. TBC1D25 est exprimée au niveau de la zone
de scellement avec une distribution annulaire et colocalise avec F-actine. TBC1D25 est aussi
exprimée en moindre intensité au niveau de la membrane plissée et colocalise avec LAMP2 et la
cathepsine K, mais ne colocalise pas avec RAB7 et V-ATPASE. La diminution de I'expression de
TBC1D25 diminue significativement la résorption osseuse, la formation de cellules multinucléées
ainsi que le nombre de noyaux par cellules. Ces résultats suggérent que TBC1D25 est impliquée dans
la résorption osseuse par la régulation de la polarisation des ostéoclastes et de la résorption ainsi
gue dans la formation de cellules multinucléées.

Mots clés: TBC1D25; RabGAP; Ostéoclastes humains; Résorption osseuse.
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Abstract

The osteoclast cell polarization and the ruffled border formation during bone resorption are
major vesicle trafficking events. Rabs GTPases have been shown to be involved in these processes,
however very little is known about their regulators, such as rab GTPase activating proteins
(rabGAPs). In osteoclasts, we previously identified two spliced isoforms of TBC1D25, encoding a
rabGAP which had never been studied in these cells. Using in vitro cultures, we evaluated the
expression of TBC1D25 in human osteoclasts. TBC1D25 was expressed at the sealing zone co-
localizing with F-actin, with an annular distribution, and also at the ruffled membrane with a less
intense colocalization with LAMP2 and cathepsin K, but none with RAB7 or V-ATPASE. Inhibiting
TBC1D25 expression significantly decreased bone resorption, as well as the formation of
multinucleated cells and the number of nuclei per cell. These results suggest that TBC1D25 has a
role in bone resorption via the regulation of osteoclast polarization and resorption, and
multinucleation as well.

Keywords: TBC1D25; RabGAP; Human osteoclasts; Bone resorption.
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1. Introduction

Bone remodeling is a physiological process that involves bone resorption followed by new bone
formation. Bone-resorbing cells, called osteoclasts, are derived from the monocyte-macrophage
lineage. Upon adhesion to the bone, the osteoclasts polarize forming the “resorption organelle”
with an actin-rich sealing zone delimiting the ruffled border, itself resulting from a polarized traffic
with extensive fusion of vesicles (Coxon and Taylor, 2008; Ory et al., 2008). Osteoclasts are highly
motile and polarized cells which alternate between migratory and bone-resorbing stages, with
intense membrane remodeling.

Overactive osteoclasts that display mis-regulated activities are present in Paget's disease of
bone, a metabolic osteopathy characterized by excessive bone resorption that leads to focal and
disorganized increases in bone turnover. Pagetic osteoclasts are increased in both number and size,
contain larger number of nuclei compared to normal osteoclasts, and have an increased resorption
capacity. Resistance to apoptosis, and defects in autophagy also contribute to their peculiar
phenotype (Chamoux et al., 2009; McManus et al., 2016). Mutations in the SQSTM1 gene are an

2P%2L mutation contributing to the

important cause of Paget's disease of bone, with the p6
overactive state of osteoclasts (Chamoux et al., 2009; Galson and Roodman, 2014). Besides gene
expression modulation or mutations (Albagha et al., 2013; Chung and Van Hul, 2012), other genetic
factors or predisposing factors likely account for the vast majority of cases not caused by SQSTM1
mutations. Alternative splicing (AS), a tissue-specific process involving regulated insertion or
omission of exonic regions during mRNA maturation, plays a central role in protein diversity and
post-transcriptional gene regulation (Kelemen et al., 2013). Searching for AS events in overactive
osteoclasts from Paget's disease of bone, we previously identified differential AS in pagetic
osteoclasts compared to healthy controls, in genes yet unknown to be involved in osteoclast biology,
including TBC1D25 (TBC1 domain family member 25) a rab GTPase-hydrolysis activating protein (rab
GAP) (Klinck et al., 2014). As the alternative splicing event observed in pagetic osteoclasts results in
the appearance of a stop codon, leading to a truncated form, the two spliced isoforms of TBC1D25
differ markedly in size (688 vs. 100 amino acids) and only share the first 78 residues in the N-terminal
region.

The structural changes ensuring the functional integrity and mobility of osteoclasts require
substantial membrane supplies. Rab proteins are small GTPases that control many aspects of
intracellular membrane trafficking between organelles (Herve and Bourmeyster, 2018), and have

been implicated in vesicle trafficking in osteoclasts, which involves osteoclast polarization and the
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formation of the ruffled border when entering the bone resorption state (Roy and Roux, 2018). In
human osteoclasts however, very little is known about the expression of Rab regulators such as
GAPs, that switch off rabs by hydrolyzing their GTP into GDP. TBC1D25 has been shown to be
involved in vesicular trafficking and autophagy in other systems (Itoh et al., 2011). We characterized
here the expression of TBC1D25 in bone-resorbing human osteoclasts, particularly in relation to the

bone resorption apparatus, as well as its functional impact.

2. Materials and methods

2.1. Materials. Opti Eagle’s minimum essential media (Opti-MEM Gibco™) was purchased from
ThermoFisher Scientific (Waltham, MA). Penicillin, streptomycin, fungizone, glutamine, and fetal
bovine serum (FBS) were purchased from Wisent (Montreal, QC). Ficoll-Paque was purchased from
GE HealthCare (Little Chalfont, UK). Human recombinant (hr) M-CSF was purchased from R&D (R&D
Systems, Minneapolis, MN); soluble hrRANKL was produced in our laboratory. Rabbit polyclonal
antibodies to detect TBC1D25 (HPA029197) and B-actin (A5441) were purchased from
MiliporeSigma (Burlington, MA), and to detect LC3B (2275) from Cell Signaling Technology, Inc
(Danvers, MA); mouse monoclonal antibody against a2pf1 (MAB1998) from MiliporeSigma; mouse
monoclonal antibodies targeting cathepsin K (sc-48353), vacuolar H*-ATPase subunit al (V-ATPASE
al) (sc-293336), Lysosomal Associated Membrane Protein 2 (LAMP2) (sc-18822) and Rab7 (sc-
271608) were obtained from Santa Cruz Biotechnology (Dallas, TX). Alexa Fluor secondary
antibodies, Alexa-633 phalloidin (A22284), and Di Aminido Phenyl Indol (DAPI) were purchased from
Invitrogen (ThermoFisher Scientific). TBC1D25 Dicer-substrate small interfering RNAs (DsiRNAs) and

primers were purchased from IDT (Coralville, 1A).

2.2. Osteoclast cultures. Blood was harvested from human umbilical cords at delivery after
obtaining informed consent from parturient women, as approved by our institution's review board.
Cord blood monocytes (CBMs) were isolated from heparinized blood by density-gradient
centrifugation and seeded in methylcellulose-based medium for 10 days (MethoCult, StemCell
Technologies, Vancouver, BC), then collected and plated at a concentration of 6x10° cells/ml in
either 8-well chamber/slides Lab-Tek or 12-well plates (Falcon: A Corning Brand, Corning, NY) for a
further 2 weeks in Opti-MEM supplemented with 2% FBS, M-CSF (25 ng/ml), RANKL (100 ng/ml),
and antibiotics (penicillin 1 IU/ml, streptomycin 100 mg/ml, amphotericin B 0.5 mg/ml). The

medium was changed every 2 to 3 days. We had previously showed that these culture conditions
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generated multinucleated cells that expressed osteoclast markers and had the ability to resorb bone

(Fong et al., 2013).

2.3. Immunofluorescence and confocal microscopy. At the end of the cultures, cells were washed
quickly with cold PBS, and then fixed with 100% methanol for 15 min at -20°C. Primary antibodies
directed against integrin a2B1, cathepsin K, V-ATPASE al, RAB7, LAMP2, and TBC1D25 were
incubated in antibody diluent with background-reducing components (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA) overnight at 4°C. Long wavelength emitting fluorophores (ie red-emitting components)
were used to avoid bone matrix autofluorescence artifacts (Coxon, 2012). Alexa-647 anti-rabbit and
Texas Red-X anti-mouse antibodies were therefore used as secondary antibodies, and incubated for
1 h at room temperature. DAPI counterstaining was performed so that osteoclasts containing more
than 3 nuclei could be visualized. When Alexa-633 Phalloidin was used, cells were fixed with 4% PFA
for 10 min then permeabilized with 0.1% Triton X-100 for 10 minutes and Alexa-546 anti-rabbit was
used.

Cells were examined with a scanning confocal microscope (Leica TCS SP8, Leica microsystems,
Wetzlar, Germany) that was coupled to an inverted microscope with a HC PL APO x63 oil immersion
objective (Leica microsystems) (Photonic microscopy platform, University of Sherbrooke). To
eliminate bleed-through or crossover of fluorescence emission since fluorescence spectra of the
fluorophores used overlap, sequential scanning between lines was used to collect optical Z sections
of whole multinucleated cells at 0.3 um intervals. Digitized images were computed and processed
with Leica LASX software. In immunofluorescence double-labeling, an intermediate color, indicating
colocalization, is obtained only if the fluorescence emission intensity of the two probes is similar,
which was not the case for our antibodies. We therefore used the white color in the overlay picture
for pixels with positive signals for both probes. Colocalization was quantified using the Mander’s
overlap coefficient (range 0-1) (Bolte and Cordelieres, 2006) computed from fluorescence-imaging

determining the proportion of overlapping pixels between two channels (Leica LASX software).

2.4. RNA inactivation. On day 17 of osteoclast cultures, cells were either non-transfected, or
transfected with a DsiRNA (Dicer-substrate Short Interfering RNA) negative control or with DsiRNA
sequences that inhibited human TBC1D25 gene expression (TBC1D25 DsiRNA), and cells were
maintained in for another week in culture. Compared to traditional 21-mer siRNA which are
designed to mimic DICER1 product, 27-mer DsiRNA are designed to mimic DICER1 substrate. DICER1

was shown to be part of the RNA-silencing complex (RISC) and integrate double-stranded RNA to
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the RISC. Increased target silencing was shown using the 27-mer DsiRNA. (Kim et al., 2005; Rose et
al., 2005)

To knockdown TBC1D25, a set of two different DsiRNAs was used in order to optimize this
inhibition, which were common to both isoforms, situated at nucleotides 892-916 (DsiRNA1) and
2036-2059 (DsiRNA2) (Table 1). The transfection procedure followed the manufacturer's
instructions using 0.4 uM of DsiRNA. Briefly, the culture medium was removed and replaced with a
mixture containing Lipofectamine LTX (Invitrogen, ThermoFisher Scientific) and the DsiRNAs diluted
in serum and antibiotic-free Opti-MEM. Cells were maintained at 37°C for 4 h, and fresh culture
medium was added again to the dishes. The downregulation of TBC1D25 expression was assessed

by quantitative Polymerase Chain Reaction (PCR) and immunoblot.

Table 1: Primer and DsiRNA sequences

Gene Primers for qPCR Product length Nucleotides
TBC1D25* Forward 5-CCAGCTCTCCCGACCCGA-3' 138 768-884
(gPCR) Reverse 5-ATGTAGTCCATCCGCTCTCGGC-3’

TBC1D25 Forward 5-AATGTGAGAGCTTCTTGCCG-3' 285 257-641
(ASPCR) Reverse 5-AGGATGGACTGTGTAAAGGGC-3' 230 (flanking AS event)
DsiRNA Sequences

TBC1D25 5- CGG AUG GAC UAC AUG AAA CGC AAG A -3 892916
DsiRNA #1 3- UC GCC UAC CUG AUG UAC UUU GCG UUC U-5'

TBC1D25 5- GCA AUG GGC UGG AUU AUA AUG AGC T -3’ 2036-2059
DsiRNA #2 3- CG CGU UAC CCG ACC UAA UAU UAC UCG A -5’

Negative control 5- CGU UAA UCG CGU AUA CGC GUAT -3’

DsiRNA 3- CAG CAA UUA GCG CAU AUU AUG CGC AUA -5

*NM_001348262.2

2.5. Gene expression study. For the quantitative real-time RT-PCR analysis, total RNA was extracted
from fully matured OCs using the RNeasy plus kit (Qiagen, Hilden, Germany), including a DNase
digestion step. At least 50 pug of RNA was harvested from each cell sample. RNA samples were sent
for gPCR and alternative splicing analysis by end-point RT-PCR (ASPCR) (RNomics Platform,
University of Sherbrooke). After the initial reverse transcription step, the resulting cDNAs were used
to perform gPCR using both reverse and forward specific primers for TBC1D25 and actin. The
primers used in gPCR were designed to amplify a sequence common to both isoforms, with the
amplification of a product of 138 nucleotides (768—884) (Table 1).

In order to assess the isoform ratio, we performed ASPCR which involves the relative
quantification of isoforms from a single RT-PCR reaction. This was performed using primers flanking

the AS events, such that following amplification and analysis by microcapillary electrophoresis on
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Caliper LC-90 instruments (Caliper Life Sciences, Hopkinton, MA) would allow us to deduce the
relative ratio of the isoforms (product lengths 385 and 230 nucleotides) (Table 1). The ratio of the
longest isoform to the sum of the long and short isoforms is called the “percent splicing index” or

PSI (Klinck et al., 2014).

2.6. Immunoblotting. Protein lysates from whole osteoclast cultures were quantified with a
modified Bradford assay (Bio Rad, Hercules, CA) and run through SDS-PAGE gels. Immunoblots were
performed by incubating overnight at 4°C with primary antibodies where appropriate. HRP-
conjugated secondary antibodies were used to achieve detection with a chemiluminescent system.
Actin expression was assessed as loading control. The anti-TBC1D25 antibodies used are directed
against peptide amino acids 55—170. The low number of amino acids recognized as common to both
forms may explain why the short isoform is not recognized by this antibody, which only detects the

long isoform (Klinck et al., 2014).

2.7. Bone resorption. CBMs were allowed to settle on 0.3 cm? x 0.15 mm bovine devitalized bone
slices, and then cultured for a total of 3 weeks, as described above. The bone slices then were
removed, washed with sodium hydroxide and distilled water, sonicated to remove cell debris, and
stained with 1% toluidine blue containing 1% sodium borate. Bone slices were then observed under
light microscopy with an epi-illumination (Zeiss Stemi 2000-c stereomicroscope, magnification 45x).
Resorption pits appear as darker areas of blue/purple color with a sparkling appearance. Pictures
were taken, and resorbed areas were outlined manually using NIH Image) software to calculate the

percentage of the resorbed area on each slice.

2.8. Formation of multinucleated cells. Osteoclasts were generated from CBM cultures as described
above in 8-well chamber/slides Lab-Tek. At the end of culturing, the cells were fixed using 3% PFA,
permeabilized using 0.1% triton, stained using hematoxylin (Abcam, Cambridge, UK) and 0.25%
eosin and preserved using 50% PBS and 50% glycine as mounting medium. The slides were visualized
using a Zeiss ApoTome 2 microscope (Photonic microscopy platform, University of Sherbrooke) and
cells containing 3 or more nuclei were counted as multinucleated cells (MNCs) (area analyzed per

well: 0.4 cm?). Nuclei per cells were also counted in 100 multinucleated cells per well.

2.9. Autophagy study by immunoblot and immunofluorescence. Autophagosome formation

requires the activation of LC3-I conjugated to phosphatidyl-ethanolamine (PE) to generate LC3-II.
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LC3B-Il production is correlated with increased levels of autophagic vesicles, and thus, it is a reliable
marker associated with the development of autophagic structures, from phagophore assembly to
lysosomal degradation (Barth et al., 2010). To study autophagy, we evaluated the expression of LC3B
using both immunoblotting and immunofluorescence. Osteoclast cultures either were treated with
EMEM without serum to induce autophagy, or were left in standard medium (Opti-MEM 2% FBS) to
establish basal levels of autophagy. The autophagic flux was evaluated in conditions that promoted
autophagy (EMEM without serum) in the presence or absence of chloroquine (40 uM) a
lysosomotropic agent that inhibits lysosome-mediated proteolysis (Klionsky and al., 2016).

We also determined the number of LC3B puncta per osteoclast area by immunofluorescence.
The average number of LC3B puncta per cell area was used to quantify autophagy from high-
resolution, high-quality (low autofluorescence) TIFF images captured at 63X magnification using
Leica TCS SP8 confocal microscope at a resolution of 150—200 nm. The number of puncta number

was quantified using NIH Image J software (McManus et al., 2016).

2.10. Statistical analysis. Results were expressed as the mean * standard deviation (SD), and the
significance was determined using paired ANOVA, followed by Tukey’s test using PRISM software
(8.0). Chi-squared test with Bonferroni correction was used to compare categorical variables
(Proportions of MNCs with low, medium or high numbers of nuclei). Statistical significance was

defined as p<0.05.

3. Results
3.1 Expression of TBC1D25 in bone-resorbing osteoclasts

Osteoclasts only develop a sealing zone and a closely vesicle-trafficking related ruffled
membrane when they resorb the bone matrix (Mulari et al., 2003). Therefore, to study the
relationships of TBC1D25 with the resorptive organelle, we studied its expression in mature
osteoclasts developed on bone. For confocal analyzes, we considered sections close to the bone
matrix, and some sections have also been performed a little at a distance, at the level of the nuclei.
TBC1D25 expression in bone-resorbing osteoclasts was observed more abundantly at the

membrane adjacent to the bone surface (Figure 1-A, 1-B). We used double-labeling to assess the



72

cellular localization of TBC1D25, particularly relative to the ruffled membrane, which is considered

as a lysosome-related organelle (Luzio et al., 2014; Shimada-Sugawara et al., 2015).
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Figure 1: TBC1D25 and LAMP2 expression using confocal microscopy.

Human osteoclasts cultured on bone slices were double-stained using antibodies directed against TBC1D25
(red) and antibodies against LAMP2 (shown in green for clear comparison), and counterstained with DAPI
(blue). Optical Z sections of whole multinucleated cells were collected. Images are representative of 3
independent experiments. 1-A: Optical sections at nuclear level and bone matrix level are shown. Negative
controls (mouse and rabbit Ig) are represented (scale bar 10 um). 1-B: Orthogonal views are shown (xz and zy
sections). 1-C: Magnification of a TBC1D25 and LAMP2 colocalization zone (scale bar 1 um). 1-D, -E, -F:
Quantification of colocalization: The colocalization of TBC1D25 and LAMP2 near the plasma membrane
adjacent to bone is illustrated using white for pixels with positive signals for both probes in optical section (1-
D) and in orthogonal views, xz (1 -E) and zy (1- F). The signals were quantified at the ruffled membrane
(arrows), and the overlap coefficient is indicated (upper-right corner) (scale bar 10 um).

We evaluated the double labeling of TBC1D25 and lysosomal membrane protein LAMP2. Both
proteins were found to be expressed near the bone matrix with a more annular and peripheral
expression of TBC1D25 compared to that of LAMP2. While a colocalization was demonstrated at
the ruffled membrane, there was no colocalization of the two proteins at the ring-shaped motif

formed by TBC1D25 (Figure 1-A, 1-B). Using 3D reconstruction software, orthogonal views
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confirmed TBC1D25 expression at the membrane surface facing bone, with magnification of a
TBC1D25 and LAMP2 colocalization zone (Figure 1-B, 1-C). The colocalization observed between
TBC1D25 and LAMP2 was quantified with a mean coefficient of overlap of 0.50 £ 0.1 at the ruffled

membrane (Figure 1-D, 1-E, 1-F, and Suppl Fig. S1).
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Figure 2: Co-labeling of TBC1D25 and proteins expressed at the ruffled membrane.
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Human osteoclasts cultured on bone slices were double-stained using antibodies directed against TBC1D25
(red) and antibodies against RAB7 (2-A), V-ATPASE a1l (2-B), and cathepsin K (2-C) (shown in green for clear
comparison), and counterstaining was performed with DAPI (blue). Images are representative of 3
independent experiments. Optical sections at bone matrix level are shown (scale bar 10 um). 2-C: Co-labelling
of TBC1D25 and cathepsin K: Optical sections at bone matrix level are shown. Colocalization is represented
using white for overlapped pixels. The signals were quantified and the results are expressed using the overlap
coefficient at the ruffled membrane. 2-D, 2E: Negative controls (mouse and rabbit Ig) are represented. Optical
sections at nuclear level and bone matrix level are shown (scale bar 10 um).

We next studied other proteins typically expressed at the ruffled membrane during bone
resorption such as RAB7, a rab GTPase known to regulate the fusion of acidic vesicles to the ruffled
membrane, and the vacuolar proton pump V-ATPASE, involved in the acidification of the resorption
compartment (Sun et al., 2005; Zhao et al., 2002). In double-labeling experiments, the expression of
TBC1D25 appeared, as described above, mainly expressed at the periphery of the ruffled
membrane, with a ring-shaped pattern, and a weaker central expression (Figure 2-A, 2-B, 2-C). In
sections close to the bone matrix, the expression of RAB7 was essentially peripheral to that of
TBC1D25, without colocalization with TBC1D25 (Figure 2-A). A more diffuse expression of the al
subunit of V-ATPASE observed at the membrane facing bone, without major colocalization with
TBC1D25 (Figure 2-B). Finally, cathepsin K, the major bone-degrading enzyme contained in the

secretory vesicles (Mulari et al., 2003), was strongly expressed in bone-resorbing osteoclasts,
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Figure 3: Co-labeling of TBC1D25 and integrin (a2B1) and F-actin.

Human osteoclasts cultured on bone slices were double-stained using antibodies directed against TBC1D25
(red), and antibodies against integrin a2fB1 or phalloidin Alexa-633 (shown in green for clear comparison), and
counterstaining was performed with DAPI (blue). Images are representative of 3 independent experiments.
3-A: Co-labelling of TBC1D25 and integrin a2f1. Optical sections at nuclear level and bone matrix level are
shown. 3-B: Optical Z sections of whole multinucleated cells were collected. 3-C: Co-labelling of TBCD25 and
actin. Optical sections at bone matrix level are shown. Colocalization is represented using white for
overlapped pixels (scale bar 10 um). 3-D: Photographs of negative controls (Phalloidin and rabbit Ig) are
represented. 3-E: Actin and TBC1D25 co-labelling: Orthogonal views are shown (xz and zy sections). 3-F:
Magnification of a TBC1D25 and Actin colocalization zone (scale bar 1 um). 3-G: Quantification of
colocalization: The colocalization of TBC1D25 and Actin near the plasma membrane adjacent to bone is
illustrated in optical section and in orthogonal views, xz and zy. The signals were quantified and the results
are expressed using the overlap coefficient at the sealing zone (upper-right corner) (scale bar 10 um).
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localized at the ruffled membrane, without peripheral reinforcement and with a colocalization with
TBC1D25 (Figure 2-C). The mean overlap coefficient was 0.35 or less for RAB7 and V-ATPASE, and
0.54 + 0.1 for cathepsin K at the ruffled membrane with TBC1D25 (Suppl Fig. S1).

Adhesion proteins (integrins) and cytoskeletal components (actin) play an important role in the
phenotype changes of osteoclasts. In co-labeling experiments of TBC1D25 and the integrin a2pB1, a
peripheral expression of a231 was observed at the basolateral membrane, without colocalization
with TBC1D25 (Figure 3-A, 3-B). On the other hand, TBC1D25 co-localized with the actin ring in
bone-resorbing osteoclasts (Figure 3-C). A strong colocalization with a mean overlap coefficient of
0.74 £ 0.05 was observed between TBC1D25 and actin at the sealing zone (Figures 3-E, 3-F, 3-G,
Suppl S1).

In order to better describe TBC1D25 expression in osteoclasts, and due to its expression at the
actin-rich sealing zone, we also evaluated TBC1D25 expression in osteoclasts grown on glass, cell
adhesion relying on a looser podosome belt (Ory et al., 2008). As we had already observed (Klinck
et al., 2014), in osteoclasts cultured on glass, without sealing zone, the expression of TBC1D25 was

more diffuse in the cytoplasm, without annular formation (Suppl Fig. S2-A).

3.2. Expression of TBC1D25 in human osteoclasts: sequential analysis in non-resorbing
osteoclasts.

As the expression of TBC1D25 is still largely unknown in osteoclasts, we first assessed the protein
expression of TBC1D25 during osteoclast formation at various times (from the start of culture
through to mature osteoclasts) at four different times (DO, D7, D14, and at the end of culture D21).
Expression of the active form (the only one detected by immunoblot (Klinck et al., 2014)) increased
during culture, with the maximum seen after one week. Then expression persisted, although it was

significantly decreased over the last two weeks of culture (Figure 4-A, 4-B).

3.3. Impact of TBC1D25 on osteoclast formation and their capacity to resorb bone

The finding of TBC1D25 expression at the sealing zone and the ruffled membrane, two
components of the organ of bone resorption, highlighted its possible implication in the process of
bone resorption. Furthermore, a cell-cell fusion process is also involved in the formation of
osteoclasts, and could be dependent on small GTPases (Shimada-Sugawara et al., 2015). On the
other hand, cell fission has been described in mature osteoclasts as a process of regulating the

activity of these cells (Jansen et al., 2012). We therefore wondered the impact of downregulating
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Figure 4: TBC1D25 expression during osteoclast formation, and its modulation by DsiRNA.

4-A: Sequential expression of TBC1D25. TBC1D25 protein expression was assessed at four different times
during osteoclast cultures (DO, D7, D14, and at the end of culture D21). Whole cell lysates were subjected to
immunoblotting (IB) using antibodies for TBC1D25 and B-actin. 4-B: IB quantification: optical densities were
measured with Image) software. The graph shows the ratio of TBC1D25 to actin, mean = SD (n = 8 independent
experiments); *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. DO; °p<0.05, *°p<0.01 vs. D7. 4-C: TBC1D25 knock-down
(qPCR): After 17 days, cells were transfected with a control DsiRNA (CONT), with TBC1D25 DsiRNA or left
untransfected (NT). Quantitative PCR analysis and immunoblot analysis of TBC1D25 expression were
performed at day 21 of culture, on mature osteoclasts. Total RNA extraction was performed on osteoclast
cultures, followed by real-time PCR. Relative expression of TBC1D25 is expressed as mean + SD (n = 10
independent experiments). 4-D: ASPCR: The splicing index (PSI) of the TBC1D25 isoforms was determined in
knockdown experiments. PSl is expressed as mean + SD (n = 10 independent experiments). 4-E: Immunoblots
(IB): Protein extracts were analyzed using antibodies directed against TBC1D25 (76 kDa) or B-actin. 4-F: IB
quantification: optical densities were measured with ImageJ software. The graph shows the ratio of TBC1D25
over actin, mean * SD, (n = 10 independent experiments); *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 vs.
NT; °°°°p<0.0001 Dsi CONT vs. TBC1D25.
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TBC1D25 on both the formation of multinucleated cells and on the bone resorption in a human
model of osteoclastic differentiation in vitro.

To that end, we used RNA interference to reduce TBC1D25 gene expression. The transfection of
DsiRNAs generated against human TBC1D25 in osteoclasts resulted in a 70% reduction in the
expression of TBC1D25 mRNA compared to the transfection of a control DsiRNA (Figure 4-C). The
two DsiRNAs were not isoform-specific and did not modify the splicing events and the ratio between
the long/short isoforms, as demonstrated by ASPCR with a similar PSI (splicing index) in the presence
of DsiRNA TBC1D25 (0.77 + 0.08) compared to the DsiRNA control (0.76 + 0.04), although both were
significantly higher than that of nontransfected cells (0.66 + 0.03) (Figure 4-D). The TBC1D25
downregulation was associated with lower protein levels, with a 65% decrease in the expression
ratio of TBC1D25 protein over actin in cells transfected with specific DsiRNAs compared to the
control (Figure 4-E, 4-F).

To evaluate the impact of TBC1D25 on bone resorption, osteoclast cultures were performed on
bone slices. Bone resorption decreased in cultures transfected with a control DsiRNA compared to
non-transfected cells, but not significantly. A significant decrease in bone resorption was observed
following TBC1D25 downregulation (5.2% + 3.6%) compared to osteoclasts transfected with a
negative control DsiRNA (13.1% + 5.8%) (-60%, p<0.001). By normalizing the resorption over the
number of osteoclasts, the bone resorption area per multinucleated cell was also significantly
reduced following TBC1D25 downregulation (0.019% + 0.011%) compared to osteoclasts
transfected with negative control DsiRNA (0.029% + 0.013%) (-34%, p<0.05) (Figure 5-A, 5-B).
Furthermore, decreasing TBC1D25 expression by DsiRNA did not affect the formation of the actin-
rich sealing zone (Suppl Fig. S2-B).

The number of MNCs per surface unit was evaluated at the end of culturing (Figure 6-A), with
significant decrease (-31%) when downregulating TBC1D25 (113.3 + 68.6 MNCs/mm?) when
compared to cultures transfected with a negative control (164.3 + 61.9 MNCs/mm?) (Figure 6-B).
The number of nuclei per MNC was also significantly decreased when suppressing TBC1D25
expression (5.2 + 1.4 nuclei/MNC) compared with the negative control (8.0 + 1.9 nuclei/MNC)
(Figure 6-C). When MNCs were separated according to their nuclei number into 3 categories: low (3
to 5), medium (6 to 10) or high (more than 11) nuclei number, a significant increase in the proportion
of MINCs with low nuclei number and a significant decrease in the proportion of MNCs with high
nuclei number were observed in cultures transfected with TBC1D25 DsiRNAs (low number: 76 + 15

%; high number: 5 £+ 4 %) when compared to cultures transfected with a negative control (low
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number: 46 + 14 %; high number: 19 + 6 %) (Contingency table, Chi-square test p < 0.001 DsiRNA

control vs. TBC1D25) (Figure 6-D).
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CBM were settled and cultured on bovine bone slices, and were transfected after 17 days with a control
DsiRNA (CONT), with TBC1D25 DsiRNA or left untransfected (NT). 5-A: At the end of culturing, bone
resorption was assessed by toluidine blue staining and evaluated by optical light microscopy.

Resorption areas appear blue/purple in color with a sparkling appearance, and some areas have been

indicated with arrows. Representative images illustrating bone resorption are shown (scale bar = 0.5
mm) 5-B: The resorbed surface area was measured using ImageJ software, to calculate the percentage
of the resorbed area on each slice. Results are expressed as bone resorption area per slice (%) and as

bone resorption area per multinucleated cell (mean £ SD, n = 6 independent experiments); ***p<0.001
vs. NT, °p<0.05, °°°p<0.001 Dsi CONT vs. TBC1D25.
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Figure 6: Formation of multinucleated cells.

Cord blood monocytes were cultured in 8-well chamber slides, and were transfected after 17 days with a
control or TBC1D25 DsiRNAs or left untransfected. At the end of the cultures, cells were stained using
hematoxylin and 0.1% eosin. 6-A: Multinucleated cells (MNCs): At the end of the culture period, cells were
stained with hematoxylin and eosin, and the total number of MNCs per well (surface area: 4 mm?) was
evaluated. 6-B: Cells containing three or more nuclei were scored as MNCs. Photos were taken using a Zeiss
ApoTome 2 microscope (scale bar = 0.5 mm). Results are expressed graphically as number of MNCs/mm?
(mean % SD, n = 10 independent experiments). 6-C: Nuclei were counted in cells containing 3 or more nuclei
in 100 multinucleated cells per well. Results are expressed graphically as nuclei/MNCs (mean % SD, n = 10
independent experiments). *p<0.05, ****p<0.0001 vs. NT; °°p<0.01, °°°°p<0.0001 Dsi CONT vs. TBC1D25. 6-
D: The percentages of MNCs with 3 to 5, 6 to 10 and more than 11 nuclei are shown on a graph representing
the contingency table; Chi-square test was used to evaluate differences; ***p<0.001 NT vs. DsiRNA TBC1D25;
°°°p<0.001 DsiRNA control vs. TBC1D25 (n = 10 independent experiments).
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3.4. Impact of TBC1D25 on basal autophagy: immunoblot analysis and IF study of LC3B
To investigate autophagy in osteoclast cultures, we first determined by immunoblot analysis the
levels of LC3B-Il over LC3B-I in basal and autophagy-induced conditions in presence of chloroquine
or not to measure the autophagy flux (Suppl Fig. $3-A). We compared LC3B-II/LC3B-I ratios in either
non-transfected cultures or in cells transfected either with a specific or a negative control DsiRNA.
In non-transfected cells (NT), an increase in the LC3B-II/LC3B-I ratio was observed in the
presence of a low stimulation of autophagy by EMEM without serum, and an additional increase in
the presence of chloroquine, which was expected considering that this agent blocks lysosome-
mediated proteolysis. In transfected cells (control or TBC1D25 DsiRNA), the basal levels of the
LC3B-1I/LC3B-I ratios were higher but did not differ between both groups, and chloroquine
significantly increased this ratio (Suppl Fig. $3-B). Thus, the decreased expression of TBC1D25 had
no effect in basal autophagy in these cells, nor on the autophagy flux. Similar results were also found
using single-cell based immunofluorescence by calculating the number of LC3B puncta per

osteoclast area in the same conditions as mentioned above (Suppl Fig. S3-C, S3-D).

4. Discussion

Like other small GTPases, rab proteins circulate between cytosol and membranes in cycles that
include their activation by GDP-GTP exchange factors (GEFs) until GTP-hydrolysis activating proteins
(GAPs) discontinue their activity (Muller and Goody, 2018). They are key components in membrane
trafficking, interacting with effectors as various as sorting adaptors, tethering factors, kinases and
phosphatases, to regulate vesicular dynamic pathways (Stenmark, 2009). Because bone-resorbing
osteoclasts are highly polarized with intense membrane remodeling activity, rabs are crucial in their
functioning. While at least 26 of the 70 small GTPases of the rab family that have been identified in
humans, have been detected in osteoclasts (Hirvonen et al., 2012), only two regulators, rab GEF
RIN3 and rab GAP TBC1D25 have been shown to be expressed in human osteoclasts (Klinck et al.,
2014; Vallet et al., 2015), and their functions and partners are still unknown in these cells. In the
present work, we confirmed the expression of TBC1D25 and its functional impact in human
osteoclasts, which represent an ideal model to study the rab network and their regulators due to
the intense traffic of vesicles which governs their activity.

On adhesion to the bone, osteoclasts become polarized and reorganize their cytoskeleton. A
sealing zone is formed by densely packed actin-rich podosomes that delimit the ruffled border. The

B1 and B3 integrins which co-localize with actin in resting osteoclasts, modify their interactions and
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are expressed on the basolateral membrane and the ruffled membrane in osteoclasts which resorb
bone, no longer co-localizing with actin (Helfrich et al., 1996). During bone resorption, osteoclasts
setin motion a polarized trafficking and fusion of secretory vesicles forming the ruffled border facing
bone (Coxon and Taylor, 2008; Mulari et al., 2003). Proteins are inserted at the ruffled membrane
during its constitution, such as the vacuolar proton pump V-ATPASE, involved in the acidification of
the resorption compartment (Sun et al., 2005; Zhao et al., 2002). The late endosomal RAB7, which
is involved in vesicular traffic and the formation of the ruffled membrane, has been localized at the
latter, interacting specifically with its effector RAC1 at the sealing zone of resorbing osteoclasts (Sun
et al., 2005). Enzymes like cathepsin K, involved in bone degradation, are contained in the secretory
vesicles to be released into the resorption compartment during the vesicle fusion, and are therefore
found expressed close to the ruffled membrane (Mulari et al., 2003).

We have shown here that rab GAP TBC1D25 was indeed expressed in osteoclasts, with a peculiar
annular reinforcement at the bone-facing membrane of resorbing osteoclasts, strongly co-localizing
with the actin-rich sealing zone that defines the resorption area beneath the osteoclast, but not
with a21 whose expression predominated at the basolateral membrane, and co-localizing as well
with LAMP2 and cathepsin K, both crucial components of the ruffled membrane. Although we found
here a RAB7 expression at the ruffled membrane, its expression profile differed from that of
TBC1D25, it is therefore unlikely to be the target of TBC1D25. Interestingly, TBC1D25 annular
expression at the sealing area was not noted in glass-grown, non-resorbing osteoclasts that
exhibited diffuse cytoplasmic expression of TBC1D25 (Klinck et al., 2014). In contrast to the sealing
zone formed by densely packed actin-rich podosomes that delimit the ruffled border, in non-
resorbing osteoclasts, the sealing zone switches to a podosome belt, and relaxed osteoclasts are
depolarized (Ory et al., 2008). The findings of TBC1D25 colocalization with the actin ring reinforce
the potential role of TBC1D25 in bone resorption, and could identify TBC1D25 as a hallmark of the
sealing area.

Although it is difficult to make conclusions about the precise function of TBC1D25 based on its
localization, our results suggest that TBC1D25 is involved in the remodeling of the bone-facing
plasma membrane, being expressed at the sealing zone and more discreetly at the ruffled
membrane, and thus consequently in the bone resorption. Therefore, in functional studies knocking
down TBC1D25, we expected a positive impact on the bone resorption machinery by releasing a

target rab from the inhibitory influence of its GAP.
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Surprisingly, we found that inhibiting TBC1D25 expression resulted in a decrease in bone
resorption. One contributing factor is a direct impact on the bone resorption process, with bone
resorption per osteoclast being affected. The results suggest a promoting effect of TBC1D25 on the
resorption process that interacts with a currently unknown rab, which should therefore negatively
regulate the process, unlike the rabs involved until now, such as RAB7. The identification of the rab
governed by TBC1D25 would be an important step in understanding the regulation of the resorption
process. Another contributing factor relies on the concomitant decrease in the number of MNCs,
the number of nuclei per MNC, and the number of highly nucleated cells, decreasing the production
of effective osteoclasts in those cultures. A positive correlation has actually been demonstrated
between the number of nuclei per osteoclast and the resorbed area (Piper et al., 1992). Since the
transfections were late in the differentiation process, the first stages of osteoclastic differentiation
(including fusion) could not have been modified. On the other hand, TBC1D25 could well alter the
fission process by inhibiting rabs. In fact, some rab proteins were involved in membrane trafficking
during cytokinesis or fission (Finger and White, 2002), and a defect in these pathways may lead to
excessive multinucleation (Smurova and Podbilewicz, 2016). Some rabs have also been implicated
in regulating the multinucleation process of osteoclasts, such RAB27A which inhibited osteoclast
multinucleation (Shimada-Sugawara et al., 2015). Cytokinesis or cell fission has been described in
mature osteoclasts as a process of regulating the activity of these cells (Jansen et al., 2012), or as
regulating the size of osteoclasts, which would become less effective if they reached too large a size
(Pavlos and Ng, 2012). The molecular mechanisms and the regulation of the fission process remain
unknown in these cells. Another possibility to explain the decrease in cells with higher numbers of
nuclei is that the most multinucleated osteoclasts under the impact of TBC1D25 DsiRNA transfection
could be more fragile or would enter apoptosis earlier, which would explain their lower presence at
the end of culture.

TBC1D25 location at the sealing zone might also suggest an involvement in the regulation of the
osteoclast motility, as osteoclasts alternate between adhesion and motility, and even during bone
resorption, displacement of osteoclasts is important to widen the absorbed area (Soe and Delaisse,
2017). Due to the alternation between osteoclast resorption and displacement, on/off regulation
mechanisms are in place, and prolonged inhibition of one of the players could have disrupted the
whole process.

In addition, rab GAP TBC1D25 is a binding partner of LC3 involved in the fusion between

autophagosomes and lysosomes, as shown in murine fibroblasts (Itoh et al., 2011). TBC1D25 has
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been shown to interact directly with LC3 on the autophagosome membrane and to inactivate
RAB33B through its GAP activity, resulting in delayed autophagosomal maturation when TBC1D25
is overexpressed (Itoh et al., 2011). Inhibiting TBC1D25 could have favored autophagy, and this
could have, at least in part, impact the bone resorption results in our model. Indeed, inhibition of
autophagy has been shown to promote osteoclast formation and activation, at least through MTOR
activation (Glantschnig et al., 2003; Sugatani and Hruska, 2005). Furthermore, stimulation of
autophagy by rapamycin strongly inhibited osteolysis in a murine model of bone metastases
(Hussein et al., 2012). However, although from TBC1D25 downregulation experiments, our results
indicate that TBC1D25 modulates bone resorption with no obvious effect in basal autophagy, and
the degradation step did not appear to be affected, as shown by the integrity of the autophagic flow
evaluated by the LC3B-II/LC3B-I ratios or the puncta LC3B analysis in osteoclast cultures treated by
chloroquine. It is possible that the impact of TBC1D25 on autophagy is not major in human
osteoclasts and that its contribution is redundant in this process.

We previously identified in human osteoclasts two spliced isoforms of TBC1D25 which differ
markedly in size, two important domains for its biological activity being missing in the short isoform,
the LC3 interacting region and the TBC domain, which suggests that AS could modulate the
proportion of active TBC1D25. Interestingly, the differential AS in pagetic osteoclasts resulted in a
decrease in the long isoform (Klinck et al., 2014). Our results are in contrast to those observed in
PDB, in which a relative decrease in mRNA and protein expression of the long isoform was observed
in pagetic osteoclasts vs. healthy osteoclasts (Klinck et al., 2014). An important aspect to consider is
the multifactorial origin of PDB. With the role of p62 mutations, genetic variants, and the role of the
environment and viruses, a large number of dysfunctions have been described in osteoclasts, which
affect various processes, such as formation and fusion, apoptosis and autophagy, or bone resorption
(Chamoux et al., 2009 14; Galson and Roodman, 2014 572; McManus et al., 2016 274). Therefore,
one plausible explanation is that the impact of TBC1D25 splicing in pagetic osteoclasts is exceeded
by the impact of other contributors to PDB, and TBC1D25 knockdown itself cannot reflect the
decrease in the long/active form observed in pagetic osteoclasts and restore the phenotype.
Another possibility would be a dominant negative effect of the short isoform. DsiRNAs are not
specific for the long isoform, and the overall knockdown of the different isoforms of TBC1D25 could
be accompanied by a TBC1D25-like effect with decreased multinucleation/resorption and would
agree with the effects observed in pagetic osteoclasts. Further studies will be needed to clarify the

mechanisms of action of the two TBC1D25 isoforms at the molecular level.
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Finally, TBC1D25 has been implicated in cell signaling, having direct interactions with kinase 1
activated by transforming growth factor B (TAK1) and inhibiting phosphorylation of TAK1 and
downstream JNK and p38 (Guo et al., 2020). In addition, TAK1 is a major enzyme in osteoclast
signaling (Swarnkar et al.,, 2017). The activation sequence induced by RANKL requires the
recruitment of TRAF6, which is responsible for most of the downstream events that lead to
osteoclast differentiation and activation (Wada et al., 2006). TRAF6 is essential for the propagation
of the RANK signal, forming protein complexes with TAK1 and the adapter proteins TAB1 and TAB2
(Mizukami et al., 2002). While these signaling pathways will be important to assess in human
osteoclasts, opening up new perspectives on the mechanisms of action of TBC1D25 in osteoclasts,
this area was outside the scope of our present work and remains to be clarified.

A limitation of our study is the incomplete knockdown of TBC1D25 to accurately assess its
impact. Osteoclasts are indeed considered to be difficult to transfect using standard approaches
(Laitala-Leinonen, 2005). However, a decrease of 60 to 70% was still obtained and was sufficient to

induce significant functional changes.

5. Conclusion

Our results provide one of the first studies that use a human model to study the rab GTPase
network in osteoclasts (Hirvonen et al., 2012; Van Wesenbeeck et al., 2007). We provide evidence
that rab GAP TBC1D25 is expressed at the sealing zone and the ruffled membrane, and therefore
may be involved in regulating the formation of these characteristic structures of the resorbing
osteoclast. Inhibiting TBC1D25 decreased bone resorption, at least through osteoclast
multinucleation. TBC1D25 could act via the inactivation of certain rabs that remain to be defined. A
mechanistic study to define the stage at which TBC1D25 intervenes, the molecular mechanisms and
TBC1D25 targets and partners, would be required to appreciate the relative importance of this
molecule in osteoclast biology and bone resorption, particularly as TBC1D25 might be involved in

other major pathways in osteoclasts such as autophagy and RANKL signal transduction.
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7. Supplementary data
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Supplemental Figure 1: Inmunofluorescence staining and colocalization.

Human osteoclasts cultured on bone slices were double-stained using antibodies directed against TBC1D25
(red) and antibodies against integrin a2B1, V-ATPASE subunit a1, RAB7, LAMP2, and cathepsin K, as well as
a fluorescent phalloidin conjugate to detect actin (green). S1-A: Representative images of optical Z section
and orthogonal XZ are shown. The overlap coefficient (Leica LASX software) is indicated in XZ section or in
the region of interest (ROI) (boxed area). S1-B: The extent of colocalization of TBC1D25 with each protein
was computed. Results are expressed as the overlap coefficient in the XZ section overall or within ROI (if
reinforcement detected), computed from 15-20 multinucleated cells per condition from 3 independent
experiments. Values are given as mean * SD; significant differences of colocalization between groups were
analyzed by one-way ANOVA; **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 (vs. ATPASE al, same view), °°°°p<
0.0001 (XZ overall vs ROI, same protein); ##p<0.0001 as indicated (overlap coefficient > 0.5).
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Human osteoclasts were cultured on bone slices or glass. Images are representative of 2 independent
experiments (scale bar 10 um). S1-A: TBC1D25 expression in non-resorbing osteoclasts: At the end of
osteoclast cultures on glass, immunofluorescence double-staining was performed using antibodies against
TBC1D25 (red) and phalloidin-633 (green) and counterstained with DAPI. Optical sections at nuclei level and
matrix level (glass) are shown. S1-B: Impact of knocking-down TBC1D25 on actin-ring: At the end of
osteoclast cultures bone slices, immunofluorescence double-staining was performed with phalloidin-633
(red) and antibodies against cathepsin K (green) in osteoclasts transfected at D17 with control or TBC1D25
DsiRNA or left untreated. Orthogonal views are shown (xz and zy sections). S1-C: Impact of knocking-down
TBC1D25: An actin-staining was also performed in osteoclasts grown on glass.
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Supplemental Figure 3: Evaluation of autophagy flux in mature osteoclasts after TBC1D25 down regulation.
CBMs were cultured for 21 days in the presence of MCSF and RANKL. After 17 days, mature osteoclasts were
transfected with a negative control DsiRNA (CONT), with TBC1D25 DsiRNA or left untransfected (NT). At the end
of the osteoclast cultures the cells were either subjected to starvation by incubating in EMEM without serum
for 3 h to induce autophagy and plus chloroquine or not (40 uM), or were left untreated in standard medium for
the same period. S2-A: A representative immunoblot is shown. S2-B: ODs were measured with ImagelJ software.
The LC3B-II/LC3B-I ratios were calculated based on densitometry analysis of both bands (mean + SD); (n =7
experiments). $2-C: Immunofluorescence (IF)- The IF study was performed using antibodies directed against
LC3B. Representative photographs of LC3B punctas are shown in non-transfected cells (scale bar 10 um). $S2-D:
Average number of puncta per surface unit (LC3B)- An automated quantification of the number of LC3B punctas
per osteoclast surface unit was performed. MNCs with 3 or more nuclei which represent osteoclasts were
evaluated. The graph represents the data obtained from an average of 35 osteoclasts per condition (mean + SD)
evaluated in 3 independent experiments. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 vs. standard medium,
same condition (NT, DsiRNA control or DsiRNA TBC1D25); #p<0.05 vs. standard medium, untransfected; °p<0.05,
°°p<0.01, °°**°p<0.0001 EMEM vs. EMEM plus chloroquine.
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Résumé graphique - Graphical abstract 1

- Dans les ostéoclastes humains, I'expression réduite de la galectine-8 inhibe la résorption osseuse et la
nucléarité, en plus d’induire I'autophagie. L'isoforme courte a un effet sur la résorption osseuse qui implique
des partenaires d’interaction spécifiques tels que des protéines d’adhésion cellulaire et des protéines
lysosomales. La galectine-8 est un facteur important dans la maturation terminale des ostéoclastes.

-

|

L ]

-

Bone resorption

;

a)

- In human osteoclasts, reduced galectin-8 expression inhibits bone resorption and osteoclast nuclearity, and
induces autophagy. The short isoform has an impact on bone resorption and involves specific interactors such
as cell adhesion proteins and lysosomal proteins. Galectin-8 is an important factor in the terminal maturation

of osteoclasts.
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Résumé

Chez les ostéoclastes humains hyperactifs, nous avons précédemment identifié un événement
d'épissage alternatif dans LGALS8, codant pour la galectine-8, entrainant une diminution de
I'expression de l'isoforme longue. La galectine-8, qui module les interactions cellule-matrice et
fonctionne de maniére intracellulaire comme un récepteur de reconnaissance de danger, n'a jamais
été associée a la biologie des ostéoclastes. Cette étude visait donc a étudier I'expression
différentielle et les fonctions des isoformes de la galectine-8 dans les ostéoclastes humains et a
identifier leurs partenaires d'interaction. L'inhibition de I'expression de la galectine-8 a révélé ses
roles dans la résorption osseuse, la nucléarité des ostéoclastes et la régulation de la signalisation de
MTORCL1. Des expériences d'inhibition spécifique des isoformes ont montré un role prédominant
pour l'isoforme courte dans la résorption osseuse. De plus, une analyse protéomique par
chromatographie liquide avec spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) des isoformes de
galectine-8 réalisée dans les cellules HEK293T a identifié 22 partenaies d’interaction partagées par
les deux isoformes. De plus, neuf partenaires d'interaction étaient spécifiques a l'isoforme courte,
aucun n'était unique a l'isoforme longue. Les interacteurs spécifiques de l'isoforme courte de Ila
galectine-8 comprenaient des protéines d'adhésion cellulaire (ITGA4, ITGA5, TPBG), des protéines
lysosomales (LAMP1, SCL17A5) et des récepteurs membranaires (M6PR, PTGFRN). La structure
tertiaire de chaque isoforme générée par AlphaFold2 suggére un encombrement stérique de
I'isoforme longue avec certains sites de liaison. Enfin, nous avons confirmé les interactions de la
galectine-8 avec CLCN3, CLCN7, LAMP1 et LAMP2, toutes connues pour localiser aux vésicules de
sécrétion chez les ostéoclastes humains. Dans I'ensemble, notre étude révele des réles directs de la
galectine-8 dans la multinucléation et I'activité des ostéoclastes, y compris des fonctions spécifiques
dans le trafic des lysosomes sécrétoires impliqués dans la résorption osseuse, principalement
attribuables a l'isoforme courte.

Mots clés: Galectin-8; Isoformes; Ostéoclastes humains; Résorption osseuse; MTORC1; Autophagie;
Protéomique; CLCN3; CLCN7; LAMP1; LAMP2
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Abstract

In overactive human osteoclasts, we previously identified an alternative splicing event in LGALSS,
encoding galectin-8, resulting in decreased expression of the long isoform. Galectin-8, which
modulates cell-matrix interactions, and functions intracellularly as a danger recognition receptor,
has never been associated with osteoclast biology. This study therefore aimed to investigate the
differential expression and functions of galectin-8 isoforms in human osteoclasts and identify their
interacting partners. Inhibition of galectin-8 expression revealed its roles in bone resorption,
osteoclast nuclearity, and MTORC1 signaling regulation. Galectin-8 isoform-specific inhibition
experiments asserted a predominant role for the short isoform in bone resorption. Moreover, a
liguid chromatography with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) proteomic analysis of
galectin-8 isoforms performed in HEK293T cells identified 22 interacting partners shared by both
isoforms. Meanwhile, nine interacting partners were specific for the short isoform, none were
unique to the long isoform. Interactors specific for the galectin-8 short isoform included cell
adhesion proteins (ITGA4, ITGA5, TPBG), lysosomal proteins (LAMP1, SCL17A5), and membrane
receptors (M6PR, PTGFRN). The tertiary structure of each isoform generated by AlphaFold2
suggested spatial interference of the long isoform with some binding sites. Finally, we confirmed
the interactions of galectin-8 with CLCN3, CLCN7, LAMP1, and LAMP2, all known to localize to
secretory vesicles, in human osteoclasts. Altogether, our study reveals direct roles of galectin-8 in
multinucleation and osteoclast activity, including specific functions in secretory vesicle trafficking
involved in bone resorption, mostly attributable to the short isoform.

Keywords: Galectin-8; Spliced isoforms; Human osteoclasts; Bone resorption; MTORC1; Autophagy;
Proteomics; CLCN3; CLCN7; LAMP1; LAMP2.
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1. Introduction

Osteoclasts, large multinucleated cells formed by the fusion of precursors of the monocyte-
macrophage lineage, are the only cells responsible for bone resorption. (Boyle, Simonet et al., 2003)
In Paget’s disease of bone (PDB) characterized by excessive and chaotic bone remodeling,
osteoclasts are highly resorptive, and their phenotype includes PDK1/AKT1-dependent MTORC1
activation, apoptosis resistance, and defective autophagy. (McManus, Bisson et al., 2016) In a
previous study, we identified six alternative splicing (AS) events associated with the pagetic
phenotype in peripheral blood mononuclear cells (PBMC)-derived osteoclasts. Among them, the AS
of LGALS8, which encodes for galectin-8, was associated with decreased expression of the long
isoform, even though total galectin-8 expression was increased in PDB osteoclasts compared to
control osteoclasts. (Klinck, Laberge et al., 2014)

Although several galectins repress osteoclastogenesis and osteoclast function, including
galectin-1 and galectin-9 (Moriyama, Kukita et al., 2014, Muller, Duray et al., 2019), most osteoclast
data are related to galectin-3 in mice. Global galectin-3 knockout mice exhibit increased bone
resorption, consistent with the suppressive effect of recombinant galectin-3 on osteoclastogenesis.
(Li, Kukita et al., 2009, Simon, Derer et al., 2017) The expression and role of galectin-8 in osteoclasts
remain unknown, although it was demonstrated to promote bone resorption in mice indirectly
through the production of RANKL by galectin-8—stimulated osteoblasts. (Vinik, Shatz-Azoulay et al.,
2018, Vinik, Shatz-Azoulay et al., 2015) Like all galectins, galectin-8 binds to B-galactoside and
interacts with membrane glycoproteins and glycolipids, but additionally binds to cytosolic and
nuclear noncarbohydrate ligands. (Johannes, Jacob et al., 2018) The best characterized functions of
galectin-8 are performed extracellularly, where it binds glycans to modulate cell-matrix interactions
and trigger B1 integrin-mediated signaling cascades and cytoskeletal organization. (Elola, Ferragut
et al., 2014, Johannes et al., 2018) Galectin-8 has been implicated in cell spreading (Carcamo, Pardo
et al.,, 2006, Levy, Auslender et al., 2006), as well as in the modulation of both innate and adaptive
immune responses (Tribulatti, Carabelli et al., 2020), and neutrophil functions (Nishi, Shoji et al.,
2003). In addition to its involvement in the activation of dendritic cells and antigen-specific
costimulation (Carabelli, Prato et al., 2018, Carabelli, Quattrocchi et al., 2017), galectin-8 also
appears to be a potent proapoptotic agent in T cells and inflammatory cells (Eshkar Sebban, Ronen
et al., 2007, Norambuena, Metz et al., 2009). The functions of intracellular galectin-8 are not well
known; however, cytosolic galectin-8 acts as a danger recognition receptor. Whereas the cytosol is

devoid of complex carbohydrates under physiological conditions (Helenius & Aebi, 2001), damaged
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cytoplasmic vesicles, regardless of whether they are related to pathogens, expose sugars that recruit
galectin-8, which appears to be a critical component for activating selective autophagy. (Huang &
Brumell, 2012, Thurston, Wandel et al., 2012) By recruiting the adaptor NDP52, bound galectin-8
targets damaged vesicles for intracellular trafficking to autophagosomes in a ubiquitin-independent
manner. (Thurston et al., 2012) Galectin-8 also acts as an escort protein for KRAS4B and participates
in the regulation of its downstream signaling, enabling KRAS4B to localize to vesicles and promote
ERK1/2 signaling. (Meinohl, Barnard et al., 2019) Galectin-8 could also be involved in the trafficking
of proteins other than GTPases, as it enables the apical localization of podocalyxin in renal epithelial
cells. (Lim, Yu et al., 2017)

LGALS8 AS leads to the formation of distinct splice variants encoding two validated isoforms that
share identical carbohydrate recognition domains (CRDs, N-terminal and C-terminal) and differ only
in their linker region (insertion of 9 and 42 amino acids in the linker peptide of mouse and human
galectin-8, respectively). The length and structure of the linker domain might alter the
galectin-8/NDP52 interaction (Kim, Hong et al., 2013) and influence its biological function. (Levy et
al., 2006, Zhang, Moussodia et al., 2015) Moreover, human galectin-8 with the longest linker peptide
is highly susceptible to thrombin cleavage, whereas the other isoform is resistant. (Nishi, Itoh et al.,
2006) Considering that LGALS8 AS has been associated with a hyperactive osteoclast phenotype and
is involved in pathways known to be critical in osteoclasts, such as autophagy, and adhesion, our
study aimed to assess the direct impact of galectin-8 and its isoforms on osteoclast phenotypes and
identify interaction partners for each isoform to better understand the differential role of galectin-8

variants in these cells.

2. Results
Temporal expression and localization of galectin-8 in human osteoclasts

The presence of AS events in LGALSS8 led to the first evidence of galectin-8 expression by human
osteoclasts (Klinck et al., 2014), although its expression and localization have not been thoroughly
evaluated. Using a specific galectin-8 antibody recognizing both isoforms (Fig. 1A), we therefore
assessed galectin-8 by immunoblotting at different time points during osteoclast differentiation in

long-term cultures (Fig. 1B). Total galectin-8 expression increased over time, reaching a plateau after
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Figure 1: Expression of galectin-8 and its isoforms in human osteoclasts.

Osteoclasts were generated in long-term CBM cultures. (A) Alternative splicing of the human LGALS8 gene.
Diagram showing the position of exon VIlIb (blue), spliced in the short isoform (LGALS8S) and retained in the
long isoform (LGALS8L) (42 aa longer peptide linker). Coding sequence (CDS) and primary structure of
galectin-8 isoforms are presented. (B) Time-dependent expression of galectin-8 during differentiation. Protein
lysates were obtained after monocyte isolation (DO) or after cells were cultured for 7 (D7), 14 (D14) or 21
(D21) days and analyzed by immunoblotting using antibodies recognizing both galectin-8 isoforms (long
isoform: 40 kDa; short isoform: 35 kDa) or B-actin. (C) Galectin-8 expression (immunoblotting quantification).
Optical density was measured using Imagel software. The relative expression of total galectin-8 (long + short)
over B-actin is presented. (D) Galectin-8 isoforms (immunoblotting quantification). The graph represents the
relative expression of galectin-8 long and short isoforms over B-actin. (E) The splicing profile was determined
using the protein ratio of the long isoform to total galectin-8. All results are expressed as the mean + SD (N =
10 independent experiments; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 vs. DO. (F) Galectin-8 expression
in osteoclasts (immunofluorescence). Osteoclasts cultured on bone slices were double-stained using
phalloidin (red) and antibodies directed against galectin-8 (green) and counterstained with DAPI (blue).
Optical Z-sections of whole MNCs were obtained. Optical Z-sections of the top (FSD), nuclear, and bone matrix
levels of an osteoclast are presented with its orthogonal reconstructions (scale bar = 10 uM) as well as
maghnification representing galectin-8 staining (scale bar = 5 uM). Optical Z-sections of the negative control
(rabbit Ig) at the three levels of cells are presented (scale bar = 10 uM). Images are representative of three
independent experiments with 10 acquired images per experiment.



100

A B §1.57 o
2 ‘ ~
DsiRNA 8
Pe— £1.0
IB: NT Ctrl Gal-8 2 o
-actin [ w42 kDa g
Long isoform | == == —40 kDa 50.5+ :
Gal-8 , | ®
Short isoform | == 35kDa = 4
90.0 T i .
NT Ctd Gal-8
c D DsiRNA
i
SiRNA . 150 -
. NT Ctrl Short Lon = M e [CJGal-8L
IB:
B-actin [ S e |- 42 kDa 2100 = = (0 (= C3Gal-8S
(=)}
i .- —40 kDa £ T
Long isoform 5 sod || L=l [T
Gal-8 = T
Short isoform | s " —35kDa » T
0 T T T +
NT Cirl Short Long
E siRNA
_ Long isoform Short isoform
- (40 kDa) (35 kDa)
£06 b e itk
(P : A m ; A v
20.4 - T . E T 1y
(_IU j‘ I H kd i dededek _I_
So2 | [l (Ta] o | =[] 55 [ [
0.0 E :

NT Ctrl ShortLong NT Ctrl Short Long
siRNA siRNA

Figure 2: Modulation of galectin-8 expression using siRNAs

Modulation of galectin-8 expression using siRNAs. (A) Inhibition of galectin-8 global expression
(immunoblotting). Cells were either transfected at D17 with negative control DsiRNA (Ctrl) or galectin-8
DsiRNA sequences (Gal-8) or not transfected (NT) at D17. Protein lysates were collected on D21 and analyzed
by immunoblotting using antibodies recognizing both galectin-8 isoforms (long isoform: 40 kDa; short isoform:
35 kDa) or B-actin. (B) Galectin-8 expression (immunoblotting quantification). Optical density was measured
using ImageJ software. The relative expression of galectin-8 (long + short) versus B-actin is shown. (C)
Inhibition of specific galectin-8 isoforms (immunoblotting). Galectin-8 expression was downregulated using
isoform-specific siRNAs directed against the short or long isoform at D17. Protein lysates were obtained on
D21 from cultures that were either not transfected (NT) or transfected with negative control siRNA (Ctrl) or
isoform-specific sSiRNA and analyzed by immunoblotting using antibodies against galectin-8 and B-actin.
Galectin-8 isoform expression was quantified using Imagel software to measure optical density. The graphs
present (D) the splicing profile of the long and short isoforms to total galectin-8, and (E) the protein ratio of
the galectin-8 long (40 kDa) and short isoforms (35 kDa) to B-actin. Boxplots: All results are expressed as the
mean = SD (N = 10 independent experiments; *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001 vs. NT; °p <
0.05, °°p < 0.01, °°°p < 0.001, °°°°p < 0.0001 vs. Cont DsiRNA; #p < 0.01, #¥p < 0.001, ##p < 0.0001 Short vs.

Long).

galectin-8 (Fig. 1C,D). Although galectin-8 short isoform represented the predominant isoform

expressed throughout the 21 days of culture, a significant change in the isoform ratio was observed



101

from day seven (D7) (Fig. 1E). Moreover, by immunofluorescence analysis, we observed a dot-like
cytoplasmic staining pattern of galectin-8 from the top (functional secretory domain (FSD)) to the
apical domain and within the sealing zone defined by F-actin, which delimits the ruffled membrane

in active osteoclasts seeded on bone slices (Fig. 1F).

Inhibiting galectin-8 using small interfering RNA (siRNA)

To explore the effect of galectin-8 on the multinuclearity of late-differentiating osteoclasts (D17)
and bone resorption, siRNAs were used to reduce its expression globally or in an isoform-specific
manner. Transfection of Dicer-substrate siRNA (DsiRNA) sequences targeting human LGALS8
resulted in a 75% decrease in its expression (Fig. 2A,B). To specifically downregulate each isoform,
osteoclast cultures were then transfected with siRNAs targeting either the short or the long isoform
(Fig. 2C). When transfecting the long isoform-specific siRNA, expression of galectin-8 long isoform
was decreased by approximately 74% versus the control. Meanwhile, siRNA specific for the short
isoform decreased its expression by an average of 64%, with resulting changes in the isoform ratio

of 20%-25% (Fig. 2D, E).

Inhibiting galectin-8 expression in osteoclasts decreases in vitro nuclearity and bone resorption
In osteoclast cultures transfected in the late stages of osteoclast maturation (D17), we observed
significant decreases in the number of multinucleated cells (MNCs, -40%) and number of nuclei per
MNC when galectin-8 expression was decreased compared to the findings in control cultures
(Fig. 3A,C). MINCs were divided into three groups according to the number of nuclei: low (3-5),
medium (6-10), and high (211). We found a significant decrease in the proportion of high-nucleated
MNCs in the presence of galectin-8 DsiRNAs compared to the samples treated with a control DsiRNA,
whereas the proportion of MNCs with medium and low nucleus numbers was increased (Fig. 3D).
Specific inhibition of the galectin-8 long isoform did not affect the number of MNCs, but targeting
the short isoform induced a significant decrease in the number of MNCs (-22%) versus the control
(Fig. 3E,F). Although a slight decrease in the number of nuclei per MNC was observed in all
transfected cells, this decrease was only significant upon inhibition of the short isoform compared
to the control (Fig. 3G). No significant changes were observed in the proportions of low-, medium-,
and high-nucleated cells across transfected cells, although a trend toward fewer high-nucleated
MNCs was observed with both siRNAs (Fig. 3H). When osteoclasts were cultured on bone slices,
inhibition of galectin-8 expression resulted in significant reductions in the resorbed bone area

(-78%) and resorption area per MNC (-63%) compared to negative control and untransfected
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Figure 3: MNC formation and galectin-8 inhibition.

(A) Inhibition of galectin-8 global expression. CBM cultures were transfected with negative control DsiRNA
(Ctrl) or galectin-8 DsiRNAs (Gal-8) or not transfected (NT) on D17. On D21, the cells were stained with
hematoxylin and 0.25% eosin. Images were acquired using a Zeiss ApoTome 2 microscope. Representative
images of MNCs in culture are shown (scale bar = 0.5 mm). (B) The total number of MNCs (cells containing
three or more nuclei) was evaluated. Results are expressed graphically as the number of MNCs per well
(surface area: 0.4 cm?). (C) Nuclei were counted in 100 MNCs per well. The results are graphically expressed
as nuclei per MNC. (D) Percentages of MNCs with 3-5, 6-10, and 211 nuclei are presented on a graph
representing the contingency table; Chi-square test was used to evaluate differences. (E) Effect of galectin-8
isoform-specific inhibition. On D17, the cells were transfected with isoform-specific siRNA directed against
the short or long isoform or control siRNA (Ctrl) or not transfected (NT). Representative images of MNCs in
culture are shown (scale bar = 0.5 mm). (F) Results are expressed graphically as the number of MNCs per well
(surface area: 0.4 cm?). (G) The number of nuclei per MNC was counted in 100 MNCs per well (nuclei/MNC).
(H) The graph presents the percentages of MNCs with 3-5, 6-10, or 211 nuclei. All results are expressed as the
mean + SD (N = 8-10 independent experiments, two images per experimental condition. *p<0.05, **p<0.01,
**%¥p<0.001 vs. NT; °p<0.05, °°p<0.01, °°°p<0.001 vs. Ctrl).
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osteoclasts (Fig. 4A,B). Upon specific inhibition of either galectin-8 isoform, siRNA directed against
the long isoform did not induce a significant change in the resorbed area, whereas short isoform-
specific siRNA transfection significantly decreased the resorbed area (-39%) compared to the
findings for control siRNA, leading to a 26% decrease in the bone area per MNC (Fig. 4C,D). Thus,
inhibition of galectin-8 expression decreased the number of MNCs and bone resorption activity of
osteoclasts, which could be mainly related to the function of the short isoform. Meanwhile,

nuclearity did not appear to be isoform-specific.
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Figure 4: Osteoclast bone resorption and galectin-8 inhibition.
(A) Inhibition of galectin-8 global expression. CBMs were seeded and cultured on bovine bone slices. On D17,
CBM cultures were transfected with negative control DsiRNA (Ctrl) or galectin-8 DsiRNA (Gal-8) or not
transfected (NT). At the end of culture, bone slices were stained with toluidine blue, and bone resorption was
assessed using optical light microscopy. Representative images illustrating bone resorption are shown (scale
bar = 0.5 mm). (B) Resorbed bone area (mm?) was measured using ImageJ software, and bone resorption per
MNC was then calculated. (C) Effect of galectin-8 isoform-specific inhibition. On D17, the cells were
transfected with isoform-specific siRNAs directed against the short or long isoform or control siRNA (Ctrl) or
not transfected. Representative images illustrating bone resorption are shown (scale bar = 0.5 mm).
(D) Resorbed bone area (mm?) and bone resorption per MNC were assessed. All results are expressed as the
mean + SD (N = 8-10 independent experiments, two bone slices per experimental condition. °p<0.05,
©9°5<0.001 vs. Ctrl: #p<0.05, #p<0.01 short isoform siRNA vs. long isoform siRNA).
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Galectin-8 inhibition in osteoclasts induces autophagy through MTORC1 signaling

Some functions of intracellular galectin-8 are closely associated with autophagy and MTORC1
signaling (Jia, Abudu et al., 2018), a crucial pathway in osteoclasts. Indeed, stimulation of autophagy
in osteoclasts blocks bone differentiation and resorption (Hussein, Tiedemann et al., 2012), and
PDK1-dependent MTOR hyperactivation with a defect in autophagy has been reported in pagetic
overactive osteoclasts (McManus et al., 2016). We therefore evaluated osteoclast autophagy in the
presence or absence of galectin-8 inhibition.

The global impact of galectin-8 inhibition on autophagy was first evaluated according to the
expression of LC3B-ll, a LC3—phosphatidylethanolamine conjugate, which is correlated with
increased levels of autophagic vesicles. (Barth, Glick et al., 2010) The LC3B-1I/LC3B-I ratio was higher
in galectin-8 DsiRNA-transfected cells than in control DsiRNA-transfected cells, indicating that
inhibiting galectin-8 expression increased basal autophagy in osteoclasts (Fig. 5A,B). AMPKa., the
phosphorylation of which was increased upon galectin-8 downregulation, positively regulates
autophagy via the inhibition of MTORC1 activity. As an upstream regulatory kinase of RPTOR that
inhibits MTORC1 complex signaling (Gwinn, Shackelford et al., 2008), AMPKao. activation might
account for the increase in RPTOR phosphorylation at Ser”? (Fig. 5C). MTORC1 activation was
evaluated through the phosphorylation of its targets 4EBP1 at T3%/T* and serine/threonine kinase
p70 S6K at T2, as well as the phosphorylation of ULK1 at Ser”’, which prevents ULK1 activation,
and autophagy induction. (Hara, Maruki et al., 2002) ULK1, 4EBP1, and p70 S6K phosphorylation
was significantly lower in osteoclasts transfected with galectin-8 DsiRNAs than in control DsiRNA-
transfected or untransfected cells, suggesting a dampening of MTORC1 signaling to mediate
autophagy activation (Fig. 5D). Finally, the expression of activated/phosphorylated forms of AKT1,
ERK1/2, and PDK1 was assessed as upstream stimulators of MTORC1. Phosphorylation of AKT1 at
Thr3% is performed by PDK1, and this protein is secondarily phosphorylated within its C-terminus at
Ser%”3 by MTOR, M-CSF, or RANKL.**? Phosphorylation of PDK1 at Ser?* and AKT1 at Ser*’® was not
changed by galectin-8 inhibition, whereas that of ERK1/2 at Thr2%2-Tyr2%* was significantly lower (Fig.
SE).

Specific inhibition of each galectin-8 isoform did not affect autophagy as assessed globally by
the LC3B-II/LC3B-I ratio, nor did it affect the aforementioned MTORC1-related regulators and
targets (Fig. S1), indicating that autophagy, and its associated signaling are not dependent on spliced
galectin-8 isoforms, with the approximately 40% decrease in total galectin-8 expression not being

sufficient to induce any change.
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Figure 5: Impact of galectin-8 inhibition on MTORC1 signaling.

Osteoclasts were generated from long-term CBM cultures. On D17, the cells were transfected with galectin-8
DsiRNAs (Gal-8) or negative control DsiRNA (Ctrl) or not transfected (NT). (A) Analysis of autophagy- and
mTOR-related proteins by immunoblotting. On D21, protein lysates were analyzed by immunoblotting using
antibodies against the phosphorylated (p) or total forms of several proteins involved in MTORCL1 signaling as
well as LC3B. Optical density was measured using Imagel software. (B) Autophagy levels. The graph shows the
ratio of LC3B-Il to LC3B-I as an indicator of basal autophagy. (C) MTORCL1 inhibitors (AMPKa. and its target
Raptor). The Ser’’p-RPTOR/RPTOR and TY2AMPKa/AMPKa ratios are presented. (D) MTORC1 targets. The
graphs show the phosphorylation of downstream substrates of MTORC1, including the ratios of
Ser’>’p-ULK1/ULK1, Thr??°p-p70S6K/p70S6K, and Thr3’/Thr*p-4EBP1/4EBP1. (E) Upstream MTORC1
activators. The graphs show the phosphorylation of kinases upstream of the MTORC1 complex, including the
ratios of Ser?*!p-PDK1/PDK1, Ser*’3p-AKT1/AKT1, and Thr2%%Tyr2%p-ERK 1/2/ERK 1/2. Results are expressed
as the mean = SD (N = 10 independent experiments; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001 vs. NT;
2°p<0.01, °°°p<0.001 vs. Ctrl).
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Figure 6: Effect of inhibiting galectin-8 expression on autophagy flux.

Cells were transfected with either galectin-8 DsiRNAs (Gal-8) or negative control DsiRNA (Ctrl) or not
transfected (NT) on D17. On D21, cells were maintained in standard medium (SM), stimulated with 10 uM
rapamycin (Rapa), or incubated in serum-free EMEM (EMEM) in the presence or absence of 40 uM
chloroquine (Chloro) for 3h to evaluate autophagic flux. (A) Protein lysates were collected and analyzed using
antibodies against ULK1 and its phosphorylated (Ser”>”) form, galectin-8, LC3B, and B-actin. Protein expression
as quantified using optical density was measured using ImageJ software. (B) The graphs show the ratio of total
galectin-8 (long + short) protein expression to B-actin, (C) the splicing profile determined as the ratio of the
long isoform to total galectin-8, (D) the LC3B-II/LC3B-I ratio, and (E) the Ser”>’p-ULK1/ULK1 ratio. Data are
presented as the mean + SD (N = 10 independent experiments; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, ****p<0.0001
vs. SM of the same cell culture condition; #p<0.05, #p<0.01 vs. same autophagy stimulation of NT cells; °p<0.05
vs. same autophagy stimulation of Ctrl DsiRNA cells).
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Decreasing galectin-8 expression stimulates autophagy without altering autophagic flux

The high basal LC3B-1l/LC3B-I ratio induced by galectin-8 inhibition could result from an
increase in autophagy induction or defective autophagosome processing, as LC3B-Il is subject to
autophagic degradation in lysosomes. This was investigated by measuring autophagic flux in the
presence of chloroquine, a lysosomotropic agent that inhibits lysosome-mediated proteolysis.
Therefore, galectin-8 or control DsiRNA-transfected cells and untransfected cells were either
maintained in standard medium or treated with 10 uM rapamycin (a potent MTORC1 inhibitor, used
as a positive control for autophagy) or starvation in EMEM without serum to induce autophagy in
the presence or absence of 40 uM chloroquine (Fig. 6A).

First, the expression profile and splicing profile of galectin-8 in untransfected cells remained
unchanged under all autophagic flux conditions, indicating that neither galectin-8 isoform is a
substrate for autophagy (Fig. 6B,C). The LC3B-II/LC3B-I ratio was significantly increased when
autophagy was induced by rapamycin and serum-free EMEM in untransfected cells and in galectin-8
or control DsiRNA-transfected cells compared to the findings in cells grown in standard medium.
Inhibition of galectin-8 increased the basal autophagy rate, as indicated by a higher LC3B-11/LC3B-I
ratio compared to that in control DsiRNA-transfected and untransfected cells, with a further
increase achieved in the presence of chloroquine. These results indicate that high LC3B-11/LC3B-I
ratios induced by galectin-8 depletion were related to autophagy induction, as suggested by the
previously observed reduction in MTORC1 signaling, without impairment of autophagy clearance
(Fig. 6D).

Finally, we studied ULK1 phosphorylation at Ser”®” upon autophagy induction with rapamycin
or serum-free EMEM. A strong decrease in ULK1 phosphorylation at Ser’>” was observed when
autophagy was induced by rapamycin or serum-free EMEM in all cell cultures compared to the
findings in standard medium, with lower levels in observed cells transfected with galectin-8 DsiRNA

than in control DsiRNA-transfected or untransfected cells (Fig. 6E).

Differential interactome of galectin-8 isoforms

Overall, the reduced proportion of the long galectin-8 isoform in overactive pagetic osteoclasts
(Klinck et al., 2014), as well as the preferential impact of the short galectin-8 isoform in vitro, support
the differential roles of galectin-8 isoforms in bone resorption and in the number of MNCs, whereas
autophagy did not appear to be isoform-dependent in osteoclasts. The two isoforms might interact

with distinct proteins and metabolic pathways, as indicated by the impact of linker length on
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galectin-8 functions (Levy et al., 2006), which led us to analyze the interactome of galectin-8
isoforms by liquid chromatography with tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) (Fig. 7A).

As the anti-galectin-8 antibodies currently available do not allow isoform specific detection, and
mature human osteoclasts in primary culture are excessively challenging to transfect (Laitala-
Leinonen, 2005), in order to study the galectin-8 interactome of each isoform we chose to use the

model of HEK293T cells transfected with a plasmid containing cDNA of each isoform.

Identification of high-confidence interaction proteins (HCIP) specific for the galectin-8 short isoform

From the raw LC-MS/MS data, we first excluded interactions between the short and long
isoforms by confirming the absence of unique peptides of each isoform in samples in which the
other isoform was the bait. The results were then scored using SAINTexpress, with a score of at least
0.9 validating an interaction with one isoform and a score greater than 0.7 with the other isoform
qgualifying common interacting partners. Spearman’s rank correlation matrices of biological
replicates are also provided (Fig. S2). According to the selection criteria, 31 interacting proteins were
identified, including 22 proteins shared by both isoforms and 9 short isoform-specific proteins (Fig.
7B). The common interacting proteins included classical partners of galectin-8, such as integrin beta
1 (ITGB1), proteins involved in autophagy (ATG9A, LAMP2), and numerous membrane transporters.
Specific proteins for the galectin-8 short isoform included integrins and other proteins involved in
cell adhesion (ITGA4, ITGA5, TPBG), lysosomal proteins (LAMP1, SCL17A5), and membrane
receptors (M6PR, PTGFRN) (Table S1).

To better understand the differences in binding partners between the isoforms, we first
assessed the N-CRD/C-CRD ratios (PSM of single peptides of N-CRD vs. C-CRD domain in biological
replicates), which were not significantly different, indicating that both CRDs were equally
represented in transfected HEK293T cells (Table S2). We then investigated whether the tertiary
structure could explain such a difference in interacting proteins. The 3D structure of each isoform
was therefore generated by AlphaFold2 using local predicted distance difference test (pLDDT) to
measure the confidence of the models by residue. (Tunyasuvunakool, Adler et al., 2021) The loop
presented for the long isoform linker peptide reflected the lack of a clear configuration, which
remains unknown because of its high degree of flexibility as previously reported. (Gomez-Redondo,

Delgado et al., 2021) (Fig. 7C; Fig. S3).
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Figure 7: Identification of proteins interacting with galectin-8.

(A) AP-MS samples. HEK293T cells were transfected with pcDNA3, FLAG-TBC1D25 (TBC1D25),
FLAG-LGALS8-short (LGALS8S), or FLAG-LGALS8-long (LGALSS8L). Protein lysates were collected 48h post-
transfection and incubated with FLAG M2-agarose magnetic beads overnight. After washing, the bead samples
were boiled in sample buffer to elute the protein complexes, which were analyzed using an antibody against
the FLAG epitope. (B) Interactomes of the short and long galectin-8 isoforms. The samples were digested with
trypsin and processed for LC-MS/MS. Proteins were identified (MaxQuant), and their interactions were
analyzed (SAINTexpress). Interacting proteins are presented as circles (green if common, blue if short
isoform-specific, orange outline if previously reported), and each isoform is represented by a red circle (score
>0.9 and >0.7 if common). The dashed lines represent prey interactions according to the STRING database
(combined score >0.75). (C) Predicted 3D isoform structures. The 3D predictive structures of the short and
long isoforms of galectin-8 according to their linker sequence (arrows) were generated using AlphaFold2
software using local predicted distance difference test (pLDDT). (D) Heatmap of GO enrichment analyses of
common and specific interacting proteins (prey) of the short and long isoforms of galectin-8 (bait). The
heatmap displays all significant enrichments (FDR <1%, Benjamini—Hochberg correction), and nonenriched GO
terms are presented in gray. GO terms presented in boldface are relevant to osteoclast biology, whereas
asterisks indicate previously reported functions of galectin-8. BP: biological processes; MF: molecular
functions.
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Gene Ontology (GO) and Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) metabolic pathway
enrichment analyses

Finally, the functional differences between the long and short isoforms of galectin-8 were
studied through enrichment analysis of GO terms and metabolic pathways, including all interactors
(common and specific) for the short isoform and those only shared by the long isoform (Fig. 7D). To
simplify the reading of the data representation, some GO terms were grouped according to their
similarity (Table S3). GO enrichment analyses showed that galectin-8 isoforms shared several
common functions, some of which were well characterized or relevant in osteoclasts (Ribet, Ng et
al.,, 2021), such as cell adhesion, membrane trafficking, as well as phagosome and lysosome

metabolic pathways.

Co-localization of short isoform-associated proteins in osteoclasts

A few proteins, including some shared interactors (CLCN3 and LAMP2) and some interactors
specific for the short isoform (CLCN7 and LAMP1), were chosen to evaluate the validity of the
interactome in human osteoclasts because these data were obtained in HEK293T cells. These
proteins were selected for further study considering the highly represented GO terms associated
with lysosomal proteins and membrane trafficking and associated pathways of the interactome.
Moreover, the chloride channels CLCN3 and CLCN7 are known to participate in bone resorption
because CLCN7 ablation leads to osteopetrosis in humans (Kornak, Kasper et al., 2001) and CLCN3
contributes to organelle acidification in mice. (Okamoto, Kajiya et al., 2008) In addition, the
membrane proteins LAMP1 and LAMP2 are expressed in lysosomes and autophagosomes, and they
were localized to secretory vesicles associated to bone resorption along with CLCN3/CLCN7, at least
in mice. (Ng, Ribet et al., 2023)

Importantly, LAMP1 was highly specific for the short isoform (SAINT score: 0.99 for the short
isoform vs. O for the long isoform), whereas LAMP2 and CLCN3 were among the strongest galectin-8
interactors (SAINT score of 1.00 for both isoforms). Although the SAINT score for CLCN7 was below
our stringent threshold, it was selected because this interactor is specific for the short isoform
(SAINT score of 0.74 for the short isoform vs. 0 for the long isoform) and because of its crucial role
in bone resorption (Table S1).

As mentioned previously, galectin-8 displayed a dot-like cytoplasmic staining pattern from the
top (FSD) to the apical domain in active osteoclasts (Fig. 1F). CLCN7 was highly expressed near the
bone matrix at the ruffled membrane surrounded by F-actin structures, which characterize the

sealing zone (Fig. 8A). Conversely, CLCN3 was strongly expressed at the nuclear level and found to
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Figure 8: Co-immunofluorescence staining of galectin-8 and the chloride channels CLCN3 and CLCN7.

CBMs were seeded on bone slices. At D21, human osteoclasts cultured on bone slices were fixed,
permeabilized than double-stained using antibodies against galectin-8 (green) and CLCN3/CLCN7 (magenta).
Phalloidin AlexaFluor 488 was used to detect F-actin (red). Merged images represent active osteoclasts with
F-actin to delimit the sealing zone which delimits the ruffled border, the two characteristic structures of
resorbing osteoclasts. Cells were also counterstained with DAPI (blue) to select MNCs for image acquisition.
Optical sections at bone matrix level are shown with orthogonal reconstruction of the presented cells and
maghnification the galectin-8 and CLCN7 (A) or CLCN3 (B) expression at the ruffled border with their co-
localization overlay (scale bar: 10 uM). Images are representative of three independent experiments with the

acquisition of at least 10 osteoclasts per experiment. Rabbit and mouse Ig controls are represented at the
nuclei (C) and bone matrix levels (D).
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Figure 9: Co-immunofluorescence staining of galectin-8 and the lysosomal membrane proteins LAMP1 and
LAMP2.

CBMs were seeded on bone slices. At D21, human osteoclasts cultured on bone slices were fixed,
permeabilized than double-stained using antibodies against galectin-8 (green) and LAMP1/LAMP2 (magenta).
Phalloidin AlexaFluor 488 was used to detect F-actin (red). Merged images represent active osteoclasts with
F-actin to delimit the sealing zone which delimits the ruffled border, the two characteristic structures of
resorbing osteoclasts. Cells were also counterstained with DAPI (blue) to select MNCs for image acquisition.
Optical sections at bone matrix level are shown with orthogonal reconstruction of the presented cells and
magnification the galectin-8 and LAMP1 (A) or LAMP2 (B) expression at the ruffled border with their co-
localization overlay (scale bar: 10 uM). Images are representative of three independent experiments with the
acquisition of at least 10 osteoclasts per experiment. Rabbit and mouse Ig controls are represented at the
nuclei (C) and bone matrix levels (D).
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be diffused in the cytoplasm between the nuclear level and the apical domain (Fig. 8B). To assess
the proximity between galectin-8 and its interactors, Mander’s co-localization coefficient (R) was
obtained from the nuclear level, bone matrix level, and orthogonal reconstruction. Because we
observed nonspecific staining in nuclei, they were excluded from the region of interest when
assessing co-localization. Galectin-8 co-localized with CLCN3 at different levels in the cytoplasm
between nuclei and the bone matrix (R = 0.35-0.54) (Fig. S4A,D). The co-localization between
galectin-8 and CLCN7 was mostly restricted to the ruffled membrane (R = 0.72) (Fig. S4C,D). By
interacting with CLCN7 at the ruffled membrane, the short isoform might play a direct and greater
role in bone resorption.

Furthermore, we investigated the proximity of galectin-8 with LAMP1 and LAMP2. Surprisingly,
in all experiments, although detection was clear in mononuclear cells, LAMP1 was detected only in
a few osteoclasts, in which it localized near galectin-8 at the periphery of the ruffled membrane
(Fig. 9A; Fig. S5). As expected, LAMP2 was strongly detected at the ruffled membrane with faint
expression at the nuclear level (Fig. 9B). Galectin-8 co-localized to some extent with LAMP2 at the
ruffled membrane, as observed in sections acquired near the bone matrix as well as from orthogonal

cell reconstructions (R = 0.41-0.71) (Fig. S4B,D).

4. Discussion

Osteoclasts are highly motile, and they alternate between migratory and bone-resorbing states
(Ory, Brazier et al., 2008) by using major intracellular vesicular trafficking pathways, which include
the formation of the ruffled membrane (essential for bone resorption capacity), transcytosis of
degraded products, and fusion of secretory lysosomes with the ruffled membrane. (Coxon & Taylor,
2008) Although galectins, a family of adhesive lectins, are largely involved in the regulation of cell
adhesion, cell spreading (cytoskeleton reorganization), and migration, their involvement in the
different facets and functions of osteoclasts remains poorly understood.

In this study, we confirmed the diffuse dot-like cytoplasmic expression pattern of galectin-8
expression in human osteoclasts and the predominance of the short isoform. Inhibition of galectin-8
expression resulted in the inhibition of bone resorption, as well as the stimulation of autophagy
associated with inhibition of MTORC1 signaling and activation of AMPK. These two phenomena
could be related as activation of autophagy inhibits bone resorption. (Hussein et al., 2012) As ULK1
phosphorylation at Ser”>” by MTORC1 results in suppression of ULK1 catalytic activity, the low levels
of Ser”®” phosphorylation observed upon galectin-8 knockdown reflect its impact on autophagy

initiation. Our results contradict the reported intracellular role of galectin-8 as a stimulator of
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autophagy. Galectin-8 classically inhibit MTORC1 and stimulate autophagy following the detection
of lysosomal damage. (Bell, Lopez et al., 2021, Jia et al., 2018, Pied, Daussy et al., 2022) However,
because autophagy plays a central role in cellular homeostasis and galectins have multiple intra-
and extracellular roles, the resulting effects of galectin-8 and other galectins must depend on cell
type and culture conditions, and an impact on autophagy can be observed upon cellular stress or
endosomal damage. (Johannes et al., 2018) Conversely, some autophagy-related proteins, including
LC3B, ATG5, and RAB7, are involved in formation of the ruffled membrane and sealing zone and the
fusion of secretory lysosomes to the plasma membrane, and their use may be diverted to bone
resorption in active osteoclasts. (Chung, Yoon et al., 2012, DeSelm, Miller et al., 2011) In the absence
of lysosomal stress, galectin-8 could therefore promote resorption and inhibit autophagy in
osteoclasts. Our results revealed a direct role of intracellular galectin-8 in promoting bone
resorption in human osteoclasts, whereas only an indirect role was observed via RANKL production
in a transgenic mouse model overexpressing galectin-8 (Vinik et al., 2015).

Galectin CRDs are highly conserved among species (Johannes et al., 2018), but AS giving rise to
the long isoform with 42 additional amino acids is specific to humans. The proresorptive effect of
galectin-8 is enhanced by a decrease in the long/short isoform ratio. Indeed, in pagetic osteoclasts,
upregulation of galectin-8 and a decrease in long isoform expression (ratio of long isoform to total
(long + short) isoform RNA < 10%) were associated with increased bone resorption, increased MTOR
signaling, and a defect in autophagy. (Klinck et al., 2014) Splice switches might represent a biological
mechanism for regulating osteoclast activation and alternation between bone migration and
resorption states through a downstream impact on protein-protein interactions and signaling
pathways, as indicated by our in vitro experiments of downregulation of the short galectin-8
isoform, leading to an inhibition of bone resorption and decrease in the number of MNCs, whereas
autophagy was not isoform-dependent.

The impact of late DsiRNA transfection (D17) on multinucleation was studied in parallel with that
on resorption, in order to identify the contribution to the resorption process itself (resorption per
multinucleated cell). While the impact on OC differentiation cannot be assessed by transfection
carried out at the end of differentiation, a decrease in the number of multinucleated cells at this
stage may be linked to excessive fission or apoptosis of OCs, both alternatives following the
resorption activity of these cells (McDonald, Khoo et al., 2021). Our results suggest at least a partial
impact of galectin-8 on the osteoclast resorption process, to which the short isoform would

contribute.
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One of the limitations of our transfection study is the incomplete elimination of galectin-8 and
its isoforms. While transfection of osteoclasts is challenging with standard approaches (Laitala-
Leinonen, 2005), a 65-75% decrease in total galectin-8 or its isoforms was still achieved and was
sufficient to induce significant functional changes, although it only resulted in 20-25% changes in
the ratio of isoforms. Nevertheless, small changes in spliced isoforms can induce significant
functional changes, with AS events leading to fundamentally different functions or interactors
(Schwerk & Schulze-Osthoff, 2005).

To further understand the role of galectin-8 isoforms in osteoclasts, proteomic analysis of their
interaction partners was conducted. Few interacting proteins have been identified to date, and the
interactors varied by cell type in prior research. Galectin-8 binding partners were identified in
murine macrophages during intracellular bacterial infection by IP-LC/MS, including autophagy-
related proteins such as TAX1BP1 and ubiquitin, as well as lysosomal proteins and membrane
trafficking proteins, including RAB7, and RAB14. (Bell et al., 2021) In endothelial cells, the ligands for
galectin-8 included podoplanin, CD44, and CD166 of the immunoglobulin superfamily. (Troncoso,
Ferragut et al., 2014) Galectin-8 also binds several integrins, mainly B1 integrins depending on the
cell type (Carcamo et al., 2006, Hadari, Arbel-Goren et al., 2000, Nishi et al., 2006), or NDP52 in
selective autophagy (Thurston et al., 2012).

Our study therefore represents the first proteomic assessment of interactions as a function of
the galectin-8 isoform. Our galectin-8 interactome analysis detected 22 proteins common to both
isoforms and 9 proteins specific for the short isoform. Despite the identical presence of CRDs in
galectin-8 short and long isoform samples, the short isoform had more interacting proteins than the
long isoform, but the latter is known to be unstable (Levy et al., 2006), with a linker region sensitive
to thrombin. (Nishi, Itoh et al., 2005) Apart from protein cleavage, which was not present in our
in vitro system, the difference in interacting proteins between galectin-8 isoforms could be
explained by spatial interference of the long flexible loop with some binding sites or the spacing of
CRDs altering the conformational sites involving their proximity. The long isoform could thus block
the binding of certain interaction partners, thereby inhibiting certain functions such as resorption;
in other words, splicing of LGALS8 appears to be a regulation pathway for bone resorption.

Among the biological processes, molecular functions, and metabolic pathways associated with
short isoform-specific proteins, we identified pathways related to intracellular vesicles and
membrane trafficking. Thus, since inhibition of the short isoform affected bone resorption and

because we wanted to validate the interactions of short isoform-specific proteins with galectin-8 in
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human osteoclasts, we studied its co-localization with chloride channels (CLCN3 and CLCN7) and
lysosomal proteins (LAMP1 and LAMP2). We observed that galectin-8 mainly co-localized with
LAMP2 and CLCN7 at the ruffled membrane of active osteoclasts, whereas it co-localized with CLCN3
in a dot-like staining pattern between nuclei and bone matrices. LAMP1 was detected in few
osteoclasts. As osteoclasts alternate rapidly between resorbing and migrating states, LAMP1 could
be transiently expressed during one of that states that were not predominantly represented in our
culture conditions. The co-localization of galectin-8 with the other three proteins of our studied
interactome indicates that galectin-8 partially localizes to secretory vesicles being transported to
the apical domain for fusion with the plasma membrane facing the bone matrix. As suggested in
other studies, intracellular galectin-8 in human osteoclasts could facilitate protein or vesicle
trafficking to the ruffled membrane through microtubules and participate in cell polarization, which
is crucial for bone resorption (Lim et al., 2017, Lo, Li et al., 2021). The specific interaction of the
galectin-8 short isoform with CLCN7 could contribute to short isoform-related bone resorption, a
CLCN7 major function in osteoclasts. Finally, both isoforms might be involved in bone resorption
because interactors such as LAMP2 and CLCN3 can contribute, although the long isoform may be
less effective because it has been shown to be slower to bind glycans (Zhang et al., 2015). Several
galectin-8 interactors have thus been discovered, but given the diffuse localization of galectin-8 in
human osteoclasts, it is likely that additional interacting partners remain to be identified, thereby
helping to further delineate the functions of galectin-8 in osteoclast biology.

In conclusion, AS of certain proteins appears essential in the regulation of human osteoclast
functions. Galectin-8 is a protein for which an appreciable difference between long and short
isoforms could be demonstrated in terms of multinucleation and bone resorption. Galectin-8
appears to be an important factor in the maturation of human osteoclasts, and AS to the short

isoform could involve endomembrane systems to regulate bone resorption.

3. Materials and methods

Reagents. Opti-Eagle’s minimum essential medium (Opti-MEM) was purchased from Gibco (Thermo
Fisher Scientific; Waltham, MA, USA). EMEM, antibiotics (penicillin, streptomycin, fungizone), and
fetal bovine serum (FBS) were obtained from Wisent (Montreal, QC, Canada). Ficoll-Paque was
purchased from Cytiva (Marlborough, MA, USA). MethoCult was acquired from StemCell
Technologies (Vancouver, BC, Canada). Twelve-well plates, eight-well chamber slides, and culture
dishes were procured from Falcon (Corning, Corning, NY, USA). Modified Mayer’s Hematoxylin

(Lillie’s Modification) was purchased from Dako (Agilent Technologies; Santa Clara, CA, USA). Human
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recombinant (hr) M-CSF and hrGM-CSF were purchased from R&D Systems (Bio-Techne;
Minneapolis, MN, USA). Soluble hrRANKL was produced in-house as described elsewhere.
(Manolson, Yu et al., 2003) Detailed information on the antibodies used for immunoblotting and
immunofluorescence is available in Tables S4 and S5, respectively. Lipofectamine LTX and Qubit
Protein Broad Range Assay were purchased from Invitrogen (Thermo Fisher Scientific), anti-FLAG
M2 magnetic beads were obtained from Sigma-Aldrich (Millipore Sigma; Burlington, MA, USA),
DsiRNA and custom siRNA were acquired from Integrated DNA Technologies (Coralville, 1A, USA),
and negative-control siRNA was purchased from Qiagen (Hilden, Germany; sequences provided in

Table S6).

Osteoclast cultures. We used cord blood monocytes (CBMs) as osteoclast precursors. Umbilical cord
blood was obtained from healthy parturient women and harvested at delivery after obtaining
informed consent, as approved by our institution’s review board (CRCHUS). CBMs were isolated
from heparinized blood by density-gradient centrifugation and seeded on a methylcellulose-based
medium for 10 days. CBMs were then collected and seeded in 8-well culture slides or 12-well plates
for an additional 10 days in Opti-MEM supplemented with 2% FBS, MCS-F (25 ng/ml), hrRANKL
(100 ng/ml) and antibiotics. These culture conditions yield MNCs with osteoclast markers and bone

resorption ability. (Roy, Stephens et al., 2021)

HEK293T cell culture and transfection. Human embryonic kidney 293T (HEK293T) cells were
cultured in DMEM supplemented with 10% FBS at 37°C in a humidified atmosphere containing
5% CO,. Transient plasmid transfections were carried out using the TransIT-LT1 reagent (Mirus Bio,
Madison, WI, USA) according to the manufacturer’s instructions. Empty pcDNA3 vector was added
to each transfection preparation to ensure a constant quantity of DNA in each culture dish. Protein

lysates were collected after 48 h.

Immunoblotting. In 12-well plates, whole-culture proteins were extracted at the end of the 3-week
culture (D21) or at different stages of differentiation (DO, D7, D14, and D21), quantified using the
Qubit Protein Assay, and separated by SDS-PAGE. Immunoblotting was performed by incubating
membranes with primary antibodies overnight at 4°C (Table S4). HRP-conjugated secondary
antibodies were used for detection using a chemiluminescent system. Anti-B-actin antibody was
used as a loading control. The optical density of the bands was quantified using NIH ImageJ software

and normalized to that of the B-actin bands.
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Immunofluorescence and confocal microscopy. At the end of the maturation period, osteoclasts
seeded on bone slices were quickly washed with cold PBS and fixed with 3% paraformaldehyde
(PFA). After permeabilization using 0.1% Triton X-100 and autofluorescence quenching using 0.25
M glycine, nonspecific binding sites were blocked using a ready-to-use Protein Block serum-free
solution (Dako). Specific antibodies directed against galectin-8, CLCN3, CLCN7, LAMP1, and LAMP2
(Table S5) were incubated in a ready-to-use antibody diluent with background component solution
(Dako) overnight at 4°C. After washing, cells were incubated with Texas Red anti-mouse (orange),
Alexa Fluor 647 anti-rabbit (near infrared), and phalloidin Alexa Fluor 488 (green). Cells were also
counterstained with 0.5 ng/ml 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Sigma-Aldrich) to visualize the
nuclei. After 1h of incubation, cells were washed several times with PBS and mounted using
Vectashield (Vector Laboratories, Newark, CA).

Cells were examined using a scanning confocal microscope (Leica TCS SP8, Leica Microsystems,
Wetzlar, Germany) coupled to an inverted microscope with an HC PL APO x63 oil immersion
objective (Photonic microscopy platform, UdS, Leica Microsystems). Digitized images were
computed and processed using Leica LASX software as previously described. (Roy, Stephens et al.,
2021) In immunofluorescence double labeling, an intermediate color indicating co-localization is
obtained only if the fluorescence emission intensities of the two probes are similar, which is not the
case for our antibodies. Therefore, we used white in the overlay picture for pixels with positive
signals for both probes. Co-localization was quantified using Mander’s overlap coefficient (range, 0—
1) (Bolte & Cordelieres, 2006) computed from fluorescence imaging to determine the proportion of

overlapping pixels between the two channels (Leica LASX software).

RNA interference. To investigate the roles of galectin-8, osteoclast cultures (D17) were either not
transfected, transfected with a negative control DsiRNA or with DsiRNA sequences downregulating
both isoforms of human LGALS8 (galectine-8 DsiRNA). To optimize the inhibition of LGALS8
expression, two sequences targeting different regions of the coding sequences of both isoforms
were used. When studying the effects of each isoform, cells were either not transfected or
transfected with negative control siRNA or siRNA sequences targeting specific regions of each
isoform. All sequences are provided in Table S6. Transfection was performed according to the
manufacturer’s protocol; that is, the cell culture medium was replaced with serum and antibiotic-
free Opti-MEM containing a mixture of 0.2 uM DsiRNA or siRNA and Lipofectamine LTX. After 4h of
incubation at 37°C, the transfection mixture was replaced with fresh medium, and cells were

cultured for five more days. Protein downregulation of galectin-8 and its isoforms was assessed by
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immunoblotting, and only experiments with a minimum of 55% downregulation of both isoforms
were used for further analysis. Based on previous observations and knowing that human osteoclasts
are difficult to transfect, the downregulation was considered sufficient to evaluate the effect of the
downregulation of galectin-8 or its isoforms on resorption and MNC formation. (Laitala-Leinonen,
2005; Roy, Stephens et al., 2021) Note that it is a minimum threshold, but downregulation ranged
from 74% to 91% for the expression of total galectin-8 reduction, from 55% to 85% for the
expression of the long isoform reduction, and from 55% to 70% for the expression of the short

isoform reduction.

Analysis of MINC formation. To evaluate MNC formation, cells were fixed using 3% PFA,
permeabilized using 1% Triton X-100, stained using 10% modified Mayer’s Hematoxylin followed by
0.25% eosin, and preserved in 50% glycerol mounting medium. Slides were visualized using a Zeiss
ApoTome 2 microscope (Photonic microscopy platform, University of Sherbrooke, Sherbrooke, QC,
Canada), and the number of MNCs containing three or more nuclei was counted for each condition

(area analyzed per well: 4 mm?), along with the number of nuclei from 100 MNCs.

Bone resorption. After extraction from MethoCult, CBMs were allowed to settle on devitalized
bovine bone slices (0.3 cm? x 0.15 mm) and cultured for 2 weeks as previously described. (Roy,
Stephens et al., 2021) After removal from the cell culture, the bone slices were quickly washed in
sodium hydroxide, sonicated in distilled water to remove cell debris, and stained with 1% toluidine
blue solution containing 1% sodium borate. Dyed bone slices were observed under a light
microscope with epi-illumination (Zeiss Semi 2000-c stereomicroscope, magnification x45), and
photos were taken. Resorption pits were defined by purple areas with a sparkling appearance and

quantified using NIH Image) software.

Plasmid constructs. The cDNA sequences encoding for the LGALS8 short (NM_201543.2) and long
(NM_006499.4) isoforms were amplified from a human leukocytes MATCHMAKER cDNA library
(Clontech). The FLAG-tagged LGALS8 constructs were generated by PCR using the Q5 high-fidelity
DNA Polymerase (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) and primers containing the sequence
encoding for the FLAG epitope in-frame with the N-terminal open-reading frame. The PCR fragments
were digested with Kpnl and Notl and inserted into the pcDNA3 vector previously digested with the
same restriction enzymes. The integrity of the coding sequences of all constructs was confirmed by

sequencing at Génome Québec (McGill University, Montreal, QC, Canada) to confirm the integrity
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of the two constructs. Note that both generated LGALS8 constructs presented the following single
nucleotide polymorphisms (SNPs) classified as natural variants: dbSNP:rs1126407 (F19Y),
dbSNP:rs1041935 (R36C), dbSNP:rs1041937 (M56V) and dbSNP:rs2243525 (R184S for the short

isoform or R226S for the long isoform).

Affinity purification-mass spectrometry (AP-MS). HEK293T cells were transiently transfected with
pcDNA3 (negative control), FLAG-TBC1D25 (gifted by Steve Jean’s laboratory, used as a control for
the FLAG epitope) or FLAG-LGALS8-short (LGALS8S) or -long (LGALS8L). Samples analyzed by
LC-MS/MS were processed as previously described with some minor modifications.
(Degrandmaison, Abdallah et al., 2020, Frechette, Degrandmaison et al., 2021) At 48h post-
transfection, cells were washed in PBS and then incubated in solubilization buffer (1% octyl B-D-
glucopyranoside, 75 mM Tris-HCl pH 8, 2 mM EDTA, 5 mM MgCly) supplemented with protease
inhibitors (complete EDTA-free protease inhibitor cocktail supplemented with NaF, PMSF, NasVO,
and B-glycerophosphate) at 4°C for 1h. Supernatants were collected and quantified using the Qubit
Protein Assay. Equal quantities of protein from each sample were incubated overnight with 75 L
of anti-FLAG M2 magnetic beads at 4°C. Subsequently, the beads were washed 4 times in
solubilization buffer without protease inhibitors and then 4 times with an ammonium bicarbonate
buffer (20 mM NH4HCOs;, pH8.0). Immunoblotting was performed to validate the
immunoprecipitation. The following steps were carried out by the Proteomics Platform (University
of Sherbrooke, Québec, Canada). Trypsin was added to the beads for a minimum of 5h, and protein
digestion was stopped by acidification with 1% formic acid solution. The supernatants were then
transferred to LoBind tubes. The beads were incubated for 5 min in a solution of 60% acetonitrile
and 0.1% formic acid, and the supernatants were collected again and pooled in LoBind tubes. The
samples were dried, resuspended in sample buffer (0.1% trifluoroacetic acid), and desalted using a
ZipTip. Finally, the samples were separated using HPLC Ultimate 3000 Binary RSLCnano (Thermo
Fisher Scientific) and injected into a Q Exactive Hybrid Quadrupole-Orbitrap mass spectrometer
(Thermo Fisher Scientific). Protein identification was performed using MaxQuant and the human

Proteins UniProt Knowledgebase at a false discovery rate (FDR) <1%. (Leblanc & Brunet, 2020)

Identification of HCIPs for galectin-8 isoforms. The selection of biological replicates taken in pairs
was based on a variation coefficient lower than 20%-25% for a Spearman rank correlation coefficient
exceeding 0.75. Five replicates were used as negative controls (empty vector control or

FLAG-TBC1D25 control), and two replicates were generated for each isoform. Protein-protein
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interaction candidates from AP-MS data were scored using SAINTexpress algorithm. (Teo, Liu et al.,
2014) Confident interactors were selected based on a SAINT score of >0.9 (stringent SAINT score)
with one of the two isoforms and >0.7 (threshold SAINT score) with the other isoform. The STRING

database (https://string-db.org/) was used to detect interactions between proteins that interact

with galectin-8 retaining a combined score greater than 0.75. The interaction network between the

isoforms and their partners was constructed using Cytoscape version 3.9.1.

Interaction network analysis. We used the “clusterProfiler” R package for GO and KEGG pathway
enrichment analyses of interacting proteins. (Wu, Hu et al., 2021) To compute the enriched
annotations, the parameter for the “enrichGO” and “enrichKEGG” functions was an adjusted p-value
of the FDR method with a Benjamini—Hochberg correction lower than 0.01. The “Heatmap” function
of the “ComplexHeatmap” package was used for the graphical representation of the enriched terms

as a function of —log10 (p-adjust).

Statistical analysis. Results are presented as the mean +* standard deviation (SD). Significant
variations were analyzed using paired one-way ANOVA followed by Tukey’s test. Two-way ANOVA
followed by Tukey’s test was used to analyse significant variations for the splicing profile. The
chi-squared test with Bonferroni’s correction was used to assess significant variation in the MNC
proportions of low-, medium-, or high-nucleated cells. Statistical significance was defined as p<0.05.
All statistical analyses were performed using GraphPad Prism software 9.0 (GraphPad, San Diego,

CA, USA).
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Data availability

The datasets and supplemental information can be acquired by contacting the corresponding
author. All data identifying HCIPs and the complete results of enrichment analyses are available
(Suppl Data) upon request.
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Supplemental Figure 1: Impact of galectin-8 isoform-specific inhibition on autophagy and mTORC1 signaling.
Osteoclasts were generated from long-term CBM culture. At D17, cells were transfected with isoform-specific
siRNAs directed against the short or long isoform, with a control siRNA (Ctrl), or left non-transfected. On day
21, protein lysates were analyzed by IB using antibodies against the phosphorylated (p) or total forms of
several proteins involved in MTORC1 signaling as well as LC3B. ODs were measured with ImageJ software. (A)
Autophagy related proteins: The graphs show the ratio of Ser’>’p-ULK1/ULK1 as well as the ratio of LC3B-I|
over LC3B-I evaluating basal autophagy. (B) AMPKa and ERK1/2 activation: Ratios of Thr2%%/Tyr204
p-ERK 1/2/ERK 1/2 and T2 AMPKa/ AMPKa are presented. (C) MTORC1 targets: The graphs show the
phosphorylation of downstream substrates of MTORC1, including the ratios of Thr??° p-p70S6K/p70S6K and
Thr3/Thr*® p-4EBP1/4EBP1. Results are expressed as the mean * SD, n = 10 independent experiments.
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Supplemental Figure 2: Spearman's rank correlation matrices of biological replicates.

This figure shows the results of Spearman’s rank correlation analysis between biological replicates for
samples constituting the empty vector (A) and irrelevant Flag.TBC1D25 (B) negative controls, as well
as short (Flag.LGALSS8S) (C) and long (Flag.LGALS8L) (D) galectin-8 isoform overexpression. Squares
with red borders indicate the replicates used to generate the SAINT array (coefficient >0.75). For
TBC1D25, LGALSSS, and LGALS8L samples, only replicates 1 and 3 containing sufficient peptide-
spectrum match (PSM) to reflect overexpression were selected.
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Supplemental Figure 3: Sequences of galectin-8 isoforms.

The colors of the amino acids are similar to those used for the prediction level of the models of
Fig7C

Adapted from Zhang, Moussodia and al., 2015
(https://www.uniprot.org/uniprotkb/000214/entry).
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Supplemental Figure 4: Analyses of colocalisation between galectin-8 and its interacting partners.

Using LasX software, Mander’s colocalization coefficient was evaluated at the nuclei level, the ruffle
border and on orthogonal reconstruction. ROl are represented by region delimited by dashed lines.
(A) Optical section at bone matrix level is shown as well as orthogonal reconstructions with their
respective colocalization overlay of CLCN3 and galectin-8 (scale bar = 10 uM). (B) LAMP2 and galectin-8
expression at the bone matrix level is shown with orthogonal reconstruction of the presented cell with
their respective colocalization overlay (scale bar = 10 uM). (C) Optical sections of galectin-8 and CLCN7
expression at the bone matrix level are presented with their respective colocalization overlay (scale bar
=10 uM). (D) The graph represents Mander’s colocalization coefficient at the optical section of the nuclei
level, the ruffle border (RB) as well as the ruffle border of the orthogonal reconstruction (zX). Computed
for 3 independent experiments of 10 osteoclasts. T-test of nuclei vs RB, ***p<0.001; ****p<0.0001.
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Supplemental Figure 5: Galectin-8 and LAMP1 expression in a heterogenous cell culture of mononucleated

and multinucleated cells.

At D21, osteoclasts were double-stained using antibody against galectin-8 (green) and LAMP1 (magenta).

F-actin was stained (red) to highlight resorptive osteoclast. Cells were also counterstained with DAPI to

identify monocytes and osteoclasts for images acquisition. (A) Optical section at bone matrix level of

monocytes and two osteoclasts with sealing zone representing active osteoclasts but just one faintly

expressing LAMP1 compared to monocytes (scale bar = 10 uM). (B) Optical sections at nuclei level and bone

matrix level are shown of monocytes and osteoclasts (scale bar = 10 uM). Most monocytes are expressing

LAMP1 while no osteoclast are expressing LAMP1. About 1/10 osteoclast expressed LAMP1 with the signal

being less than in monocytes.
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P SAINTexpress score It . GO: BP Ref
re; nteractor ! eferences
Y LGALSL | LGAL8S
Vascular process in circulatory system; Cellular response to
peptide; Vascular transport; Transport across blood-brain Cag.
ABCCT 1.0 1.0 Shared barrier; Organic molecule transport; Response to amyloid- 151617
beta; Vascular transport
Vascular process in circulatory system; Vascular transport;
ABCC4 1.0 0.87 Shared Transport across blood-brain barrier; Organic molecule 15;16;17
transport; Platelet degranulation; Vascular transport
Regulation of synaptic transmission; Cellular response to
peptide; Organization of extracellular structure
companents; Spontaneous synaptic transmission; ~
APP 10 0.97 Shared Cognitive activity; Response to amyloid-beta; Cell junction
assembly; Platelet degranulation; Neuron recognition; Cell
recognition
ATGOA 0.99 1.0 Shared - 15,16;17
Cell recognition; Organization of extracellular structure
components; Dendrite self-avoidance; Virus host
BSG 0.77 0.96 Shared interaction; Cellular adhesion via plasma membrane 8,10
adhesion molecules; Neuron recagnition; Symbiont host
interaction
Cell recognition; Cellular adhesion via plasma membrane _
CADM1 0.97 1.0 Shared adhesion molecules
CD320 0.81 0.97 Shared — -
CLCN3 1.0 1.0 Shared — 15;16;17
Specific to
o — . .
CLCN7 0.0 0.74 LGALS8.Short 15;16; 17
CPD 1.0 1.0 Shared — -
ECE1 0.99 1.0 Shared Vascular process in circulatory system 15;16;17
Cellular response to peptide; Organization of extracellular
Specific to structure components; Activities mediated by integrin; e g,
ITGA4 0.0 10 LGALSS8.Short Heterotypic cell-cell adhesion; Import into the cell across 13,1516, 17
plasma membrane; Response to amyloid-beta
Organization of extracellular structure components;
Negative requlation of anoikis; CD40 signaling pathway;
ITGAS 05 10 Specific to Virus host interaction; Activities mediated by integrin; 3,4;,511;13;14;
. . LGALS8.Short Cognitive activity; Heterotypic cell-cell adhesion; Cellular 15;16;17
adhesion via plasma membrane adhesion molecules; Cell
junction assembly; Symbiont host interaction
Regulation of synaptic transmission; Organization of
extracellular structure components; Negative regulation of
anoikis; Organic molecule transport; CD40 signaling
pathway; Spontaneous synaptic transmission; Virus host 2,345 67,9, 11;
ITeB1 1.0 10 Shared interaction; Activities mediated by integrin; Heterotypic cell- 12;13;14;15;16;17
cell adhesion; Import into the cell across plasma
membrane; Cellular adhesion via plasma membrane
adhesion molecules; Symbiont host interaction

*Not included in Figure 7-B; Gene in bold are related to osteoclast biology
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SAINTexpress score
Prey LGALSL | LGALSS Interactor GO: BP References
LAMP1 0.0 0.99 L(}S,Efgggggrt Virus host interaction; Symbiont host interaction 15;16;17
LAMP2 1.0 1.0 Shared Platelet degranulation 1,15
LGALS3BP 0.96 0.95 Shared Platelet degranulation 10; 15
LNPEP 1.0 1.0 Shared - 15;16;17
Cellular adhesion via plasma membrane adhesion 1.
LRRC4B 1.0 10 Shared molecules; Cell junction assembly 151617
Specific to
MGPR 034 10 LGALSS.Short -
Specific to . .
MFAP3 0.96 1.0 LGALSS.Short 15;16;17
Specific to Cell recognition; Regulation of synaptic transmission; _
NCSTN 0.34 10 LGALSS Short Cognitive activity
Specific to
NELFCD 0.65 0.96 LGALS8.Short - -
Regulation of synaptic transmission; Dendrite self-
avoidance; Cognitive activity; Cellular adhesion via plasma
NPTN 0.97 1.0 Shared membrane adhesion molecules; Cell junction assembly; 15
Neuron recognition
Specific to . P
PTGFRN 0.0 1.0 LGALSS.Short 10;15;16;17
Cellular response to peptide; Activities mediated by Cag.
PTPRA 0.96 0.97 Shared integrin; Cell junction assembly 15;16;17
Regulation of synaptic transmission; Import into the cell ag.
SLC12A9 0.96 1.0 Shared across plasma membrane 15;16;17
SLC17A5 0.0 0.95 ngfglsﬁ;;gn Organic molecule transport 15;16;17
Vascular process in circulatory system; Transport across
blood-brain barrier; Organic molecule transport; Virus host
SLCIAS 1.0 0.99 Shared interaction; Import into the cell across plasma membrane;
Symbiont host interaction; Vascular transport
Cellular response to peptide; Vascular transport; Import into .
SLC39A14 0.93 0.84 Shared the cell across plasma membrane
SUSD5 1.0 1.0 Shared - 15,16;17
TPBG 0.0 0.99 ngfglsﬂg;grt Cognitive activity; Cell junction assembly

Gene in bold are related to osteoclast biology

All proteins interacting with galectin-8 isoforms and selected in our analysis according to the

interacting scores determined by SAINTexpress (at least 0.9 to validate an interaction with one

isoform, and greater than 0.7 with the other isoform to qualify common partners) have been

represented, indicating the SAINTexpress score for each isoform, the type of interaction (shared or

specific), and detailing the associated metabolic pathways (GO: BP). References used in this table

are listed below.
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Peptides LGALS8S LGALSSL
N-CRD (18) Sample1 | Sample3| Mean Sample1 | Sample3| Mean
ADVAFHFNPR 2 2 2 2 2 2
AGCIVCNTLINEK 2 2 2 2 2 2
DKFQVAVNGK 1 1 1 1 1 1
DKFQVAVNGKHTLLYGHR 1 1 1 0 0 0
EEITYDTPFK 1 1 1 1 1 1
EEITYDTPFKR 2 3 2.5 2 2 2
EKSFEIVIMVLK 3 4 3.5 2 4 3
EKSFEIVIMVLKDK 2 2 2 2 2 2
FQVAVNGK 1 1 1 1 1 1
HTLLYGHR 3 4 3.5 4 2 3
IDTLGIYGK 3 3 3 2 3 2.5
IGPEKIDTLGIYGK 2 3 2.5 3 2 2.5
RAGCIVCNTLINEK 4 3 3.5 2 3 2.5
SFEIVIMVLK 2 2 2 2 2 2
SFEIVIMVLKDK 1 1 1 1 1 1
SFEIVIMVLKDKFQVAVNGK 2 2 2 2 2 2
WGREEITYDTPFK 2 3 2.5 2 2 2
WGREEITYDTPFKR 7 6 6.5 4 4 4
score N-CRD 2.361111 score N-CRD 2.088235
C-CRD (16) || Sample 1 | Sample3| Mean || Sample 1 | Sample3| Mean
DIALHLNPR 4 2 3 3 2 2.5
EFKVAVNGVHSLEYK 1 1 1 0 1 1
ELSSIDTLEINGDIHLLEVR 2 3 2.5 2 2 2
ELSSIDTLEINGDIHLLEVRSW 1 1 1 0 1 1
FKELSSIDTLEINGDIHLLEVR 33 32 325 13 24 18.5
GEVNANAKSFNVDLLAGK 2 2 2 2 2 2
LNIKAFVR 2 2 2 2 2 2
LNTPMGPGR 2 4 3 3 2 2.5
LNTPMGPGRTVVVKGEVNANAK 1 0 1 0 0 0
NITSFPFSPGMYFEMIIYCDVR 7 7 7 5 6 5.5
NSFLQESWGEEER 5 6 5.5 4 4 4
SFNVDLLAGK 4 3 3.5 2 3 2.5
SFNVDLLAGKSK 1 1 1 1 2 1.5
SKDIALHLNPR 2 3 2.5 2 3 2.5
TVVVKGEVNANAK 5 3 4 3 4 3.5
VAVNGVHSLEYK 2 2 2 2 2 2
score C-CRD 4.59375 score C-CRD 3.533333
LGALS8S N-CRD/C-CRD =0.513983
LGALS8L N-CRD/C-CRD = 0.59101
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Supplemental Table 3: Grouping of GO terms

MF: Molecular function

Transmembrane transporter activity:

G0:0022804 (active transmembrane transporter activity)
G0:0022853 (active ion transmembrane transporter activity)
G0:0008509 (anion transmembrane transporter activity)
G0:0140359 (ABC-type transporter activity)

G0:0015291 (secondary active transmembrane transporter activity)
G0:0015293 (symporter activity)

G0:0042626 (ATPase-coupled transmembrane transporter activity)
G0:0015399 (primary active transmembrane transporter activity)
G0:0015562 (efflux transmembrane transporter activity)
G0:0015296 (anion:cation symporter activity)
G0:0090482 (vitamin transmembrane transporter activity)
G0:0042910 (xenobiotic transmembrane transporter activity)

KEGG terms ID

Cardiomyopathy:

hsa05412 (Arrhythmogenic right ventricular cardiomyopathy (ARVC))
hsa05410 (Hypertrophic cardiomyopathy (HCM))

hsa05414 (Dilated cardiomyopathy).

BP: Biological process

Symbiont host interaction:

G0:0044409 (entry into host)

G0:0052126 (movement in host environment)

G0:0051701 (biological process involved in interaction with host)

Import into the cell across plasma membrane:
G0:0098657 (import into cell)
G0:0098739 (import across plasma membrane)

Cognitive activity:

G0:0007611 (learning or memory)
G0:0050890 (cognition)
G0:0008306 (associative learning)

Response to amyloid-beta:
G0:1904646 (cellular response to amyloid-beta)
G0:1904645 (response to amyloid-beta)

Regulation of synaptic transmission:

G0:1900271 (regulation of long-term synaptic potentiation)
G0:0060291 (long-term synaptic potentiation)

G0:0050804 (modulation of chemical synaptic transmission)
G0:0099177 (regulation of trans-synaptic signaling)

Activities mediated by integrin:

G0:0033631 (cell-cell adhesion mediated by integrin)
G0:0007229 (integrin-mediated signaling pathway)
G0:0033627 (cell adhesion mediated by integrin)

Virus host interaction:
G0:0046718 (viral entry into host cell)
G0:0019058 (viral life cycle)

Cellular adhesion via plasma membrane adhesion molecules:
G0:0098742 (cell-cell adhesion via plasma-membrane adhesion molecules)
G0:0007156 (homophilic cell adhesion via plasma membrane adhesion molecules)

Organization of extracellular structure components:
G0:0030198 (extracellular matrix organization)
G0:0043062 (extracellular matrix organization)
G0:0045229 (external encapsulating structure organization)

Cell junction assembly:
G0:0034329 (cell junction assembly)
G0:190188 (regulation of cell junction assembly)
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Antigen Catalog # Host Clonality Supplier Dilution
Galectin-8 sc-377133 Mouse Monoclonal Santa Cruz Biotechnology 1/1000
Actin A2066 Rabbit Polyclonal Sigma-Aldrich (Millipore Sigma) 1/4000
Phospho-ULK1 Ser”” 6888 Rabbit Polyclonal Cell Signaling Technology 1/1000
ULK1 8054 Rabbit Monoclonal Cell Signaling Technology 1/1000
Phospho-p70 S6 Kinase Thr??? | 44-918G Rabbit Polyclonal Invitrogen (ThermoFisher Scientific) 1/1000
p70 S6 Kinase 2708 Rabbit Monoclonal Cell Signaling Technology 1/1000
LC3B 2775 Rabbit Polyclonal Cell Signaling Technology 1/1000
Phospho-4EBP1 Thr#//4 2855 Rabbit Monoclonal Cell Signaling Technology 1/1000
Non-Phospho-4EBP1 Thr* 4923 Rabbit Manoclonal Cell Signaling Technology 1/1000
Phospho-RPTOR Ser™? 2083 Rabbit Polyclonal Cell Signaling Technology 1/1000
RPTOR 2280 Rabbit Monoclonal Cell Signaling Technology 1/1000
Phospho-PDK1 Ser?*! 3438 Rabbit Monoclonal Cell Signaling Technology 1/1000
PDK1 5662 Rabbit Monoclonal Cell Signaling Technology 1/1000
Phospho-AMPKa Thr'72 2535 Rabbit Monoclonal Cell Signaling Technology 1/1000
AMPKa 5832 Rabbit Monoclonal Cell Signaling Technology 1/1000
Phospho-AKT1 Ser' 4060 Rabbit Monoclonal Cell Signaling Technology 1/1000
AKT1 4691 Rabbit Monoclonal Cell Signaling Technology 1/1000
Phospho-ERK1/2 Thr?®?/Tyr?** 4370 Rabbit Monoclonal Cell Signaling Technology 1/2000
ERK1/2 4695 Rabbit Manoclonal Cell Signaling Technology 1/2000
Flag epitope F7425 Rabbit Polyclonal Millipore (Millipore Sigma) 1/2000
Supplemental Table 5: Immunofluorescence antibodies information

Antigen Catalog # Host Clonality Supplier Dilution
Galectin-8 HPAQ12734 | Rabbit Polyclonal Sigma-Aldrich (Millipore Sigma) 1/50
Galectin-8 MAB13051 Mouse Monoclonal R&D Systems (Bio-techne) 1/50
Alexa Fluor™ 488 Phalloidin | A12379 - - Invitrogen (ThermoFisher Scientific) | 1/150
CLCN3 133598 Rabbit Monoclonal Cell Signaling Technology 1/50
CLCN7 HPA043019 | Rabbit Polyclonal Sigma-Aldrich (Millipore Sigma) 1/100
LAMP1 sc-18821 Mouse Monoclonal Santa Cruz Biotechnology 1/50
LAMP2 sc-18822 Mouse Monoclonal Santa Cruz Biotechnology 1/100




Supplemental Table 6: Sequences of small interfering RNAs (DsiRNA, siRNA)
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DsiRNA

Sequences

Nucleotides

Galectin-8 DsiRNA #1

5 - GUC CUU AAA CAA CCU ACAGAAUATC-3'
3’- AAC AGG AAU UUG UUG GAU GUC UUA UAG - 5'

231-256

Galectin-8 DsiRNA #2

5"-CGC CUG AAU AUU AAA GCAUUUGUA A-3'
3'-GUG CGG ACU UAU AAU UUC GUA AAC AUU - &'

919-944 (Short isoform CDS)
1045-1070 (Long isoform CDS)

Negative control DsiRNA

5'- CGU UAA UCG CGU AUA CGC GUAT -3’
3'- CAG CAA UUA GCG CAU AUU AUG CGC AUA - 5'

Long galectin-8 siRNA

5"-UCU UGG UGU AGA CAG UUC UGG -3
3'-CG AGA ACC ACA UCU GUC AAG A-5’

586-609 (Long isoform CDS)

Short galectin-8 siRNA

5'- UGG CAG CCU AAG CUG GGG CGU -3’
3’-UU ACC GUC GGAU UCG ACC CCG - &'

537-560 (Short isoform CDS)

Allstars negative control siRNA

Sequence not provided by the manufacturer(Qiagen
catalog # 1027280)
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CHAPITRE 4 : DISCUSSION

Les diverses fonctions de I'ostéoclaste mature font appel au systéme endomembranaire et au
trafic vésiculaire de multiples facons dont le transport des lysosomes sécrétoires et leur fusion avec
la membrane plasmique adjacente a I'os lors de la résorption osseuse ainsi que I'endocytose des
produits de dégradation, leur transcytose et leur exocytose au domaine sécrétoire fonctionnel.
(Coxon et Taylor, 2008; Roy et Roux, 2018) En plus du trafic vésiculaire, 'assemblage et le
désassemblage constant des podosomes ainsi que le réarrangement du cytosquelette permettent a
I'ostéoclaste d’alterner entre sa position fixe pour effectuer la résorption et sa migration vers un
autre site. (Georgess et al., 2014) Malgré des fonctions établies dans ces différents processus
cellulaires, les rabGAPs et les galectines ont fait I'objet de peu d’études dans I'ostéoclaste et leurs
fonctions sont jusqu’a maintenant peu connues dans cette cellule. (Frasa et al., 2012; Johannes et
al., 2018)

Nos travaux ont montré I'implication des deux protéines d’intérét du projet de recherche,
TBC1D25 et la galectine-8, dans plusieurs aspects de 'ostéoclaste mature. Les résultats présentés
au chapitre 2 suggérent une implication directe de TBC1D25 dans la régulation de la résorption
osseuse par sa localisation a la zone de scellement et dans une moindre mesure a la membrane
plissée des ostéoclastes actifs. De plus, la réduction de I'expression de TBC1D25 diminue la capacité
de résorption osseuse des ostéoclastes humains. Finalement, une diminution de la multinucléarité
des ostéoclastes a aussi été observée lors de la diminution de I'expression de TBC1D25 suggérant
son implication dans la régulation d’autres aspects de I'ostéoclaste mature que son activité de
résorption. Les résultats du chapitre 3 montrent que la galectine-8 est distribuée dans I'ensemble
du cytoplasme des ostéoclastes actifs en plus de localiser a la membrane plissée. La réduction de
I’expression de la galectine-8 ainsi que de celle de son isoforme courte diminue la capacité de
résorption des ostéoclastes humains. Vu sa localisation, la galectine-8 pourrait donc avoir un réle
direct dans la régulation de la résorption osseuse. De plus, la galectine-8 pourrait réguler
indirectement la résorption osseuse par son implication dans la régulation de la signalisation de
ERK1/2, MTORCI1 et de I'autophagie puisqu’une diminution de la signalisation des deux kinases et
une augmentation de l'initiation de I'autophagie ont été observées lors de la réduction de la
galectine-8. Finalement, la galectine-8 et ses isoformes pourraient réguler de nombreuses maniéres

I'ostéoclaste mature vu ses multiples partenaires d’interaction qui sont des protéines lysosomales
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(CLCN7, CLCN3, LAMP1, LAMP2, GLMP), des protéines d’adhésion (ITGB1, ITGA4, ITGA5, TPGB,
CADMZ1) et des récepteurs membranaires (M6PR, PTGFRN).

La section suivante apporte des réflexions complémentaires a celles qui ont été discutées dans
les chapitres 2 et 3. Les réflexions complémentaires au chapitre 2, concernant le role de TBC1D25
dans l'ostéoclaste humain, sont accompagnées de quelques résultats non publiés, de travaux qui

n’ont pas pu étre terminés faute de temps.

4.1 Effet de I'épissage alternatif et le réle de I'isoforme courte

Le laboratoire de Dre Roux avait précédemment identifié des événements d’épissages alternatifs
de TBC1D25 et LGALS8 dans les ostéoclastes pagétiques. Dans les deux cas, une diminution du PSl a
été observée indiquant une diminution de I'expression de I'isoforme longue. (Klinck et al., 2014)
L’un des principaux objectifs de I’étude était donc de déterminer I'effet de I'altération de I'épissage

alternatif sur le phénotype de I'ostéoclaste humain.

4.1.1 Le réle de l'isoforme courte de TBC1D25

L’épissage alternatif de TBC1D25 peut produire la protéine canonique de 688 aa, qui contient les
domaines fonctionnels, et une protéine de 100 aa, qui ne contient aucun domaine fonctionnel
connu. La séquence d’acides aminés de I'isoforme courte suggere que la protéine n’a pas de réle
fonctionnel et permet la régulation négative de la forme active de la protéine.

Une séquence d’acides aminés est proposée par la base de données UniProt pour |'isoforme
courte de TBC1D25 (identifiant Q3MII6-2) suggérant son expression protéique. Cependant, malgré
plusieurs tentatives avec différentes approches telles que la production d’un anticorps
reconnaissant spécifiguement l'isoforme courte (Roy et Roux, 2017) et la production de la
construction de I'isoforme courte (BC125089.1) avec un épitope Flag permettant sa surexpression
et sa détection avec un anticorps fonctionnel dirigé vers I'épitope, nous n’avons pas été en mesure
de détecter I'expression protéique de I'isoforme courte de TBC1D25. De plus, la séquence en acides
aminés est basée sur le projet The National Institutes of Health's Mammalian Gene Collection, qui
n’a pas confirmé 'expression protéique des séquences codantes des génes humains identifiés. (“The
Status, Quality, et Expansion of the NIH Full-Length cDNA Project,” 2004)

Lors de I'épissage alternatif, I'exclusion d’un exon est I'un des événements qui peuvent introduire
un codon d’arrét prématuré, comme il est observé dans la séquence codante de I'isoforme courte.
Comme mentionné précédemment, I'intégration d’'un codon d’arrét prématuré peut mener au

mécanisme de controle NMD. Bien que ce ne soient pas tous les transcrits possédant un codon
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d’arrét prématuré qui subissent ce processus, il est fréquent que I'épissage alternatif régule
I'expression d’un gene par ce processus. (Nickless et al.,, 2017; Wright et al., 2022) Il est donc
possible que le transcrit de I'isoforme courte subisse la dégradation par NMD.

L'émergence de la bio-informatique a permis de développer des outils de prédiction pour
annoter le génome et les transcrits pouvant subir cette dégradation. En général, un transcrit subit
la NMD si le codon d’arrét est plus de 50 nucléotides apres la jonction de deux exons, mais il existe
des exceptions. (Hsu et al., 2017) Vu les caractéristiques du transcrit de I'isoforme courte de
TBC1D25, Ensembl (ldentifiant ENST00000481090.6) prédit que le transcrit subit la NMD.
(Cunningham et al., 2022) Cette information ne nous était pas connue au moment de faire les
travaux présentés au chapitre 2 et nous avons concentré nos efforts sur la détection de I'expression
protéique de l'isoforme courte. Nous n’avons donc pas confirmé au niveau expérimental que
I'isoforme courte de TBC1D25 subit effectivement la NMD. Pour s’assurer que le transcrit de
I'isoforme courte ne soit pas I'exception qui confirme la régle, la confirmation expérimentale serait
possible par la quantification de I'expression du transcrit de I'isoforme courte de TBC1D25 en
présence et en absence d’un inhibiteur de NMD tel que I'anisomycine. Une augmentation de son
expression en présence de I'inhibiteur confirmerait la dégradation du transcrit avant sa traduction.
(Hauser et al., 2020) Cette technique permettrait de conclure définitivement sur la régulation de
I’expression de la forme active de TBC1D25 par |'épissage alternatif. Cependant, tout porte a croire
que I'isoforme longue est la seule forme protéique de TBC1D25. L'isoforme longue sera donc référée

par TBC1D25 par la suite.

4.1.2 L’isoforme courte de LGALS8

L'épissage alternatif de LGALS8 peut produire la protéine canonique de 317 aa et l'isoforme
longue de 359 aa. Les deux isoformes possédent les mémes CRDs leur donnant la capacité de lier
les glycanes mais leur taille varie en raison de la longueur de leur peptide de liaison dont celui de
I'isoforme longue est composé de 42 aa supplémentaires. (Bidon et al., 2001a) Nous avons été en
mesure de confirmer I'expression des deux isoformes ainsi que d’évaluer leurs fonctions dans
I’'ostéoclaste humain.

Comme les deux isoformes possedent les domaines fonctionnels, il n’est pas surprenant que la
plupart des fonctions de la galectine-8 identifiées dans notre étude soient communes aux deux
isoformes. Il est cependant possible que nous n’ayons pas été en mesure d’identifier toutes les

fonctions de l'isoforme courte. Notre modele cellulaire comporte des avantages, mais aussi
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guelques inconvénients. L'un de ces inconvénients est la difficulté de transfecter les ostéoclastes
humains. (Laitala-Leinonen, 2005) Nous avons été en mesure de mettre au point un protocole de
transfection des ostéoclastes humains qui n’affecte pas leur viabilité. Cependant, pour certaines
protéines, telles que I'isoforme courte de la galectine-8, une diminution moindre est observée, mais
jugée suffisante vu la difficulté de la procédure dans ce modele. Une diminution de I'expression de
I'isoforme courte d’environ 64% a été observée qui produit seulement une faible variation du profil
d’expression des isoformes. Cette variation est toutefois suffisante pour induire des changements
significatifs au niveau de la capacité de résorption osseuse des ostéoclastes. Avec nos résultats, il
est possible d’affirmer que I'isoforme courte est la forme dont les fonctions sont prédominantes
dans la résorption osseuse de I'ostéoclaste humain. La diminution de I'expression de I'isoforme
longue étant plus importante, il est peu probable que I'expression résiduelle de I'isoforme longue
soit en mesure de maintenir la capacité de résorption des ostéoclastes. De plus, la diminution de
I’expression globale de la galectine-8 lors de I'inhibition de I'une ou l'autre des isoformes est
similaire. Les effets de la diminution de I'isoforme courte ne peuvent donc pas étre attribués a la
diminution de I'expression globale de la galectine-8. Nos résultats permettent donc d’affirmer que
I'altération de I'épissage alternatif de LGALS8 pourrait contribuer au phénotype de I'ostéoclaste
pagétique par l'augmentation de I'expression de l'isoforme courte alors que la diminution de
I’expression de I'isoforme longue n’affecterait pas directement la cellule. Selon les résultats de notre
étude, la taille du peptide de liaison de I'isoforme courte favorise son interaction avec un plus grand
nombre de partenaires d’interaction. Méme si la plupart des fonctions de la galectine-8 sont
communes aux deux isoformes, ces fonctions pourraient aussi contribuer au phénotype de
I'ostéoclaste pagétique comme une augmentation de I'expression relative de la galectine-8 avait

aussi été observée chez I'ostéoclaste pagétique. (Klinck et al., 2014)

4.2 Role dans I’autophagie

La régulation de I'autophagie est essentielle a I'ostéoclaste. L’autophagie basale est nécessaire
a I'homéostasie de la cellule qui dégrade les protéines et organites défectueux en plus de fournir
des nutriments a la cellule via les produits de la dégradation. (Montaseri et al., 2020) Cependant,
I"'augmentation de I'autophagie en réponse a différents stimuli diminue I'ostéoclastogénese et la
résorption osseuse. (Dai et al., 2017; Tong et al., 2019) TBC1D25 et la galectine-8 sont impliqués
dans la régulation de I'autophagie dans d’autres types cellulaires. (Itoh et al., 2011; Jia et al., 2018;

Thurston et al.,, 2012) Vu la contribution d’'un défaut de I'autophagie dans le phénotype des
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ostéoclastes pagétiques, nous avons défini leur réle dans la régulation du processus dans

I’ostéoclaste humain sain. (Gennari et al., 2022; McManus et al., 2016)

4.2.1 TBC1D25 et I'autophagie dans I'ostéoclaste humain

Le role le mieux défini de TBC1D25 est I'inactivation de son substrat, RAB33B, qui permet la
régulation des étapes terminales de I'autophagie. (Itoh et al., 2011) L’'un des objectifs de notre étude
était donc de définir le role de TBC1D25 dans I'autophagie dans I'ostéoclaste humain. Cependant,
ni l'initiation de I'autophagie ni le flux autophagique n’est altéré lors de la diminution de son
expression. Il se peut que TBC1D25 joue un role redondant dans la régulation de I'autophagie et ne
soit pas essentiel au maintien du processus dans I'ostéoclaste comme il a été montré que certaines
rabs peut étre activée par plusieurs rabGAPs. L'absence d’effet lors de la diminution de son
expression pourrait aussi étre lié au fait que I'impact de la diminution de TBC1D25 serait moins
perceptible que lors de sa surexpression comme il a déja été observé lors de I'étude de la variation
de I'expression de certaines rabGAPs. (Frasa et al., 2012; Itoh et al.,, 2011) En effet, I'étude
précédente, qui a identifié le réle de TBC1D25 dans la maturation des autophagosomes, a observé
un changement du flux autophagique seulement lors de la surexpression de TBC1D25. L’inhibition
de la protéine dans cette étude n’a eu aucun effet sur le flux autophagique, que le groupe de
recherche a attribué a I'expression résiduelle de TBC1D25 permettant de maintenir ses fonctions.
(Itoh et al., 2011) Comme mentionné précédemment, les ostéoclastes humains sont difficiles a
transfecter. Cette approche a permis la diminution d’environ 60% de I'expression protéique de
TBC1D25. Une diminution plus importante serait souhaitable, mais cette diminution a été
considérée comme acceptable compte tenu des difficultés de la procédure dans les ostéoclastes
humains. Avec cette diminution, nous avons tout de méme été en mesure d’identifier I'implication
de TBC1D25 dans certaines fonctions de |'ostéoclaste. Toutefois, comme I'étude précédente, il est
possible que nous n’ayons pas été en mesure d’identifier le réle de TBC1D25 dans I'autophagie dans
notre modele en raison de I'expression protéique résiduelle d’environ 40 % qui serait suffisante
pour le maintien de son rdle dans le processus.

Certaines protéines de l'autophagie sont strictement impliquées dans la régulation du trafic
vésiculaire associé a la résorption osseuse dans I'ostéoclaste, comme PLEKMH1, un effecteur de
RAB7. Malgré un role établi dans I'autophagie dans d’autres types cellulaires, I'inhibition de
PLEKMH1 n’altére pas le flux autophagique dans I'ostéoclaste, mais son interaction avec RAB7 est

essentielle a la résorption osseuse. (Fujiwara et al., 2016; McEwan et al., 2015; Witwicka et al., 2015)
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Figure 17: Localisation de TBC1D25 dans I'ostéoclaste actif en condition standard et lors de l'induction de
l'autophagie

L’expression de TBC1D25 (rouge) et LC3B (vert), marqueur de I'autophagosome, est présentée au niveau des
noyaux et pres de la matrice osseuse dans les ostéoclastes cultivés dans le milieu standard (A) et placés dans
le milieu EMEM pauvre en nutriments permettant I'induction de I'autophagie (B). Les contréles appropriés
d’immunofluorescence sont aussi présentés (C). Ces images ont été obtenues avec les méthodes décrites au
chapitre 2 et sont représentatives de trois expériences indépendantes. Echelle = 10 um

Avec nos observations, il est probable que TBC1D25 soit strictement impliquée dans la régulation
du trafic vésiculaire associée a la résorption osseuse dans |I'ostéoclaste humain. D’ailleurs, nos
observations lors de I’évaluation de la localisation de TBC1D25 dans I'ostéoclaste en milieu standard
comparée a sa localisation lors de I'initiation de I’autophagie dans I'ostéoclaste placé dans un milieu
pauvre en nutriments appuient cette hypothese. Lors de l'initiation de I'autophagie, il est possible
d’observer un changement du motif d’expression de TBC1D25. Cependant, la protéine ne semble
pas localisée aux autophagosomes, identifiés par LC3B. (Figure 17) La quantification de la
colocalisation entre TBC1D25 et les autophagosomes serait toutefois nécessaire pour exclure

définitivement un réle pour TBC1D25 dans la régulation de I'autophagie. Nous pouvons tout de
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méme confirmer que I'accumulation des autophagosomes causée par un défaut dans les étapes
terminales de l'autophagie dans l'ostéoclaste pagétique n’est pas attribuable a I'altération de

I’épissage alternatif de TBC1D25. (McManus et al., 2016)

4.2.2 Régulation de MTORC1 par la galectine-8

Nous avons montré que notre seconde protéine d’intérét, la galectine-8, régule la signalisation
en amont de l'autophagie modulant ainsi son initiation dans I'ostéoclaste humain. En effet, Ia
réduction de I'expression de le galectine-8 diminue la phosphorylation de la sérine 757 de ULK1,
cible de MTOR, permettant I'activation du complexe ULK1 et son recrutement a la membrane
d’isolation pour l'initiation de I'autophagie. (Gallagher and Chan, 2013; Jung et al., 2009; Kim et al.,
2011) Comme souligné au chapitre 3, nos résultats sont toutefois quelque peu surprenants puisque,
dans d’autres types cellulaires, la galectine-8 intracellulaire joue un réle dans l'initiation de
I'autophagie spécifiquement lors de dommages aux vésicules par un pathogéne ou lors d’autres
stress cellulaires. (Bell et al., 2021; Jia et al., 2018; Thurston et al., 2012) Par sa liaison aux glycanes
exposés des vésicules endommagées, la galectine-8 favorise le recrutement de protéines impliquées
dans l'autophagie sélective permettant l'initiation de I'autophagie. (Pied et al., 2022; Thurston et
al., 2012) Les conditions expérimentales utilisées dans notre étude ne nous permettent pas de nous
prononcer sur l'implication de la galectine-8 dans l'initiation de 'autophagie sélective dans ce
contexte précis dans l'ostéoclaste. Cependant, la galectine-8 intracellulaire peut aussi initier
I"'autophagie lors de dommages aux vésicules par la modulation de son interaction avec MTOR. En
condition normale, la galectine-8 est présente a la membrane des lysosomes et interagit
directement avec MTOR. La perméabilisation de la membrane des vésicules diminue I'interaction
des deux protéines ce qui favorise le départ de MTOR de la surface de la vésicule, son inactivation
et l'initiation de I'autophagie. (Jia et al., 2018) Il est tentant de suggérer que la diminution de
I’expression de la galectine-8 dans notre étude favorise aussi I'inactivation de MTOR causée par la
diminution de sa localisation aux complexes de signalisation MTORC1 a la membrane des vésicules.
Toutefois, I'étude précédente de Jia et ses collaborateurs n’a observé aucune diminution de la
signalisation du complexe et aucune augmentation de |‘autophagie lors de linhibition de
I’'expression de la galectine-8 en condition standard. (Jia et al., 2018) Le role des galectines varie
d’un type cellulaire a un autre et méme d’un contexte physiologique a un autre. Par exemple, la
galectine-8 induit I'apoptose des lymphocytes T activés alors qu’elle favorise la prolifération des
lymphocytes CD4* naifs. (Elola, 2014; Norambuena et al., 2009; Tribulatti et al., 2009) Il n’est donc

pas impossible que la galectine-8 module l'initiation de I'autophagie par son interaction directe avec
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MTOR, permettant sa stabilisation a la surface des vésicules et I'activation du complexe de
signalisation MTORC1 dans I'ostéoclaste humain. Les niveaux de phosphorylation des substrats de
MTORC1 dans notre étude confirment certainement qu’il y a une diminution de la signalisation du
complexe favorisant I'initiation de I'autophagie lors de la diminution de la galectine-8. Il serait donc
intéressant de déterminer s’il y a interaction entre la galectine-8 et MTOR dans |'ostéoclaste
humain. (Figure 18)

Notre raisonnement derriere I'analyse du role de la galectine-8 dans I'autophagie était plutot
gue la protéine module I'autophagie par la régulation de I'activation de ERK1/2 en amont de
MTORC1. Un second réle de la galectine-8 intracellulaire est la régulation de I'activation de la
GTPase KRAS4B par son action de GDI qui module subséquemment I’activation de ERK1/2. (Meinohl
et al., 2019) Par son action sur la GAP TSC1/TSC2, I'activation de ERK1/2 favorise la signalisation de
MTORCI1 et inhibe I'autophagie. (Laplante et Sabatini, 2009) Nous avons effectivement observé un
changement de I'activation de ERK1/2 lors de la diminution de I'expression de la galectine-8.
Cependant, ce résultat est discordant avec ce second réle intracellulaire de la galectine-8. Dans
I’étude précédente de Meinohl et ses collaborateurs, I'absence de la galectine-8 permet I'ancrage a
la membrane et I'activation de KRAS4B ce qui favorise 'activation de ERK1/2 alors que nous
observons une diminution de I'activation de ERK1/2 dans nos travaux. (Meinohl et al., 2019) La
galectine-8 intracellulaire posséderait donc un partenaire d’interaction différent dans I'ostéoclaste
humain qui favorise plutot I'activation de ERK1/2. (Figure 18)

Une investigation plus poussée des partenaires d’interaction potentiels de la galectine-8
intracellulaire pouvant moduler I'activation de ERK1/2 et de MTORC1 permettrait de définir le
mécanisme menant a la régulation de I'autophagie par la galectine-8 dans I'ostéoclaste humain. De
plus, bien qu’il soit évident selon nos résultats que la signalisation en amont de I'autophagie soit
favorable a son initiation lors de la diminution de I'expression de la galectine-8, I'analyse du flux
autophagique n’a pas été effectuée a I'aide d’une technique permettant spécifiguement son
évaluation dans I'ostéoclaste. Puisque nos cultures sont hétérogenes et que I'expression de LC3-II
pourrait ne pas corréler de maniere parfaite avec le niveau de I'autophagie compte tenu de ses
autres roles décrits dans I'ostéoclaste, en particulier dans la composition de la membrane plissée
(DeSelm et al., 2011), il serait nécessaire d’évaluer le flux autophagique en immunofluorescence
spécifiguement dans les ostéoclastes pour confirmer son role dans la régulation de l'initiation de

I’autophagie, comme présenté au chapitre 2.
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Figure 18: Implication de la galectine-8 dans la régulation de I'ostéoclaste

La galectine-8 module 'activation de ERK1/2, MTORC1 et I'initiation de I'autophagie dans I'ostéoclaste humain
mais le mécanisme exact n’a pas été défini. En plus de ces signalisations, la galectine-8 pourrait réguler la
survie de I'ostéoclaste par les voies de signalisation de JNK et de NFKB ou par son interaction avec SLC1A5. La
galectine-8 pourrait aussi participer au recyclage des ostéoclastes de multiples fagcons.

L'interaction de la galectine-8 permettant |'activation de ERK1/2 et de MTORC1 pourrait
expliquer en partie le phénotype de I'ostéoclaste pagétique. Premierement, I'augmentation de
I'expression globale de LGALS8 pourrait contribuer a I'augmentation de I’activation de ERK1/2
observée dans I'ostéoclaste pagétique. (Klinck et al., 2014; McManus et al., 2016) De ce fait,
I’activation de ERK1/2 par 'augmentation de I'expression de la galectine-8 favoriserait la survie et
la résorption osseuse de |'‘ostéoclaste pagétique entre autres par l'activation de MTORCI.
(Glantschnig et al., 2003b; Pennanen et al., 2021; Tong et al.,, 2019) Toutefois, comme pour
TBC1D25, I'altération de I'épissage alternatif de LGALS8 ne contribue pas au défaut des étapes

terminales de l'autophagie favorisant I'accumulation d’autophagosomes dans les ostéoclastes

pagétiques identifié antérieurement par le laboratoire de Dre Roux. (McManus et al., 2016)



150

4.2.2.1 Réle extracellulaire de la galectine-8

Il serait possible que la modulation de la signalisation de ERK1/2 soit effectuée par la galectine-8
extracellulaire. Dans des études précédentes, I'augmentation de I’activation de ERK1/2 dans
différents types cellulaires a été observée en présence de la galectine-8 recombinante qui permet
I’évaluation de ses roles extracellulaires. (Carcamo et al., 2006; Norambuena et al., 2009; Jiali Shi et
al., 2023; Tribulatti et al., 2009) Bien que son expression au niveau extracellulaire n’ait pas été
évaluée dans notre étude, il est connu que la galectine-8, comme toutes les galectines, est sécrétée
et localise aussi a la surface de la cellule. (Elola, 2014; Johannes et al., 2018) L’approche utilisée dans
notre étude pourrait donc affecter autant ses fonctions intra- et extracellulaires. D’ailleurs, la
régulation de I'activation de ERK1/2 pourrait étre effectuée via son interaction avec I'un de ses
partenaires d’interaction connus pour moduler cette signalisation, I'intégrine B1. (Carcamo et al.,
2006; W.-S. Chen et al., 2016) Nous avons aussi identifié cette intégrine comme un partenaire
d’interaction de la galectine-8 lors de notre analyse protéomique. (Figure 18)

Basée sur d’autres membres de la famille des galectines qui ont été mieux étudiés, la sécrétion
d’une galectine peut varier d’un type cellulaire a un autre et durant plusieurs processus cellulaires
tels que la migration, la différenciation et la fusion de cellules, en plus d’étre favorisée par différents
stimuli comme les cytokines. (Hughes, 1999; Johannes et al., 2018) La galectine-8 ne fait pas
exception et a été détectée dans le milieu extracellulaire de certains types cellulaires et sa sécrétion
varie selon les facteurs du micro-environnement. (Cattaneo et al., 2014; Cummings et al., 2022; Lo
et al.,, 2021; Weinmann et al., 2018) Nous pouvons penser que les ostéoclastes sécretent la
galectine-8 comme le font leurs précurseurs provenant de la moelle osseuse. (Vinik et al., 2015)
Cependant, comme mentionné, la différenciation influence les niveaux de galectine sécrétée. Il
serait donc nécessaire dans un premier temps de déterminer si la galectine-8 est sécrétée dans le
milieu extracellulaire ou se localise a la surface des ostéoclastes humains. Par la méthode de dosage
enzymatique ELISA, il serait possible de déterminer la présence de la galectine-8 dans le milieu
extracellulaire et a la surface de 'ostéoclaste. Toutefois, cette technique ne permettrait pas de
quantifier I'expression des isoformes dans le milieu extracellulaire. L'immunoprécipitation de la
galectine-8 dans le milieu extracellulaire permettrait de concentrer la galectine-8 présente dans le
milieu de culture pour permettre sa détection par immunobuvardage et ainsi quantifier I’expression
des isoformes dans le milieu extracellulaire. L’évaluation de I'expression de la galectine-8 au niveau
extracellulaire permettrait de confirmer la pertinence d’étudier I'interaction entre la galectine-8 et

plusieurs partenaires d’interaction localisés a la surface cellulaire identifiés dans notre interactome.
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Si la possibilité d’'une forme extracellulaire ne fait pas de doute, son importance relative, et
I'impact possible de sa diminution au niveau extracellulaire lors de la diminution de I'expression de
la galectine-8 avec notre approche reste a démontrer. La transfection de notre modéle comme
présentée, avec I'analyse de la signalisation de ERK1/2 au jour 21, en présence et en absence de la
galectine-8 recombinante pourrait permettre de conclure sur son role au niveau extracellulaire dans
la régulation de la signalisation de ERK1/2. Il serait aussi nécessaire d’identifier ses partenaires
d’interaction qui participent a la régulation de ces signalisations en commencant par évaluer la
colocalisation entre la galectine-8 et I'intégrine B1.

En résumé, nos résultats suggerent que la galectine-8 extracellulaire pourrait réguler la
signalisation de ERK1/2 et subséquemment moduler I'activation de MTORC1 ainsi que I'initiation de
I'autophagie. Cependant, plusieurs éléments restent a confirmer. De plus, il a été proposé que selon
la localisation intra- et extracellulaire, une galectine pourrait avoir des réles opposés sur le méme
processus cellulaire permettant la régulation de ses activités et de la cellule. (Johannes et al., 2018;
Kumar Das et al., 2023) Il n’est donc pas impossible que la galectine-8 intracellulaire favorise
I'initiation de I'autophagie, mais qu’au niveau extracellulaire la protéine favorise I'activation de

ERK1/2 et de MTORC1 qui régule négativement I'autophagie. (Lee et al., 2018)

4.3 Signalisation influengant la survie de I'ostéoclaste

La différenciation, la survie et 'activité de I'ostéoclaste sont principalement régulées par les
voies de signalisation induites par RANKL et M-CSF. Celles-ci régulent indirectement la résorption
osseuse par la modulation de I'ostéoclastogénése et de I'apoptose. (Glantschnig et al., 2003; Xu et
Teitelbaum, 2013) Nos études suggérent que TBC1D25 et la galectine-8 sont impliquées dans la
régulation de la survie et indirectement de I'activité de I'ostéoclaste. Nous avons observé une
diminution du nombre de cellules multinucléées lors de la diminution de TBC1D25 et de la
galectine-8. Cependant, la résistance a I'apoptose des ostéoclastes n’a pas été évaluée au cours de
nos études. Pour mieux comprendre la cause de la diminution du nombre de cellules multinucléées,
il serait nécessaire d’évaluer leur résistance a I'apoptose lors de la modulation de I'expression des
protéines d’intérét comme il a été effectué dans des études précédentes du laboratoire de Dre
Roux. (Fong et al., 2013; McManus et al., 2016) Toutefois, vu leurs réles connus, la modulation de
I’expression de TBC1D25 et de la galectine-8 peut avoir favorisé I'apoptose par I'altération de
différentes voies de signalisation telles que la modulation de la voie de signalisation de TAK1 par

TBC1D25 ou de ERK1/2 par la galectine-8. (Norambuena et al., 2009; Zhang et al., 2022)
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4.3.1 Régulation de I'activation de TAK1

L'activation de RANK permet I'activation de différentes kinases, dont TAK1, favorisant la survie
de l'ostéoclaste par I'activation subséquente de NFKB et des MAP kinases. (Lee et al., 2018;
Takayanagi, 2021) Des études récentes ont montré I'implication de TBC1D25 dans la régulation
négative de TAK1 ainsi que de plusieurs voies de signalisation en aval: p38, INK et NFKB. (Guo et al.,
2020; Wu et al., 2023; Zhang et al., 2022) La modulation de ces voies de signalisation par TBC1D25
pourrait donc altérer la survie des ostéoclastes. Cependant, ce réle de TBC1D25 ne peut pas
expliquer la diminution du nombre de cellules multinucléées qui a été observée lors de la réduction
de TBC1D25 puisque les études actuelles propose que TBC1D25 favoriserait I'inactivation de TAK1.
Dans les ostéoclastes humains, si TBC1D25 favorise I'inactivation de TAK1, sa diminution impacterait
négativement 'ostéoclastogéneése et la survie de I'ostéoclaste. (Lamothe et al., 2013) Il serait tout
de méme intéressant d’évaluer le réle de TBC1D25 sur I'activation de TAK1 dans les ostéoclastes
humains afin d’évaluer si TBC1D25 a un effet sur la survie des ostéoclastes. La diminution de
I’expression de TBC1D25 dans l'ostéoclaste pagétique pourrait contribuer a son phénotype
hyperactif par 'entremise de I’'augmentation de I'activation de TAK1. Bien qu’il semble que cet effet
soit moindre dans l'ostéoclaste mature, cette fonction pourrait jouer un réle majeur lors de
I'ostéoclastogénése en favorisant I'expression et I'activation de NFATC1. (Park et al., 2017)
Cependant, la diminution de la survie n’est peut-étre pas la cause principale de la diminution du
nombre de cellules multinucléées puisqu’une diminution du nombre de noyaux par cellule a aussi

été observée. TBC1D25 pourrait plut6t réguler la multinucléarité.

4.3.2 Régulation de la survie par la galectine-8

La galectine-8 pourrait affecter la survie cellulaire de multiples fagons. Evidemment, la
diminution du nombre de cellules multinucléées pourrait étre due a I'inactivation de MTORC1 qui
favorise I'apoptose chez I'ostéoclaste. (Glantschnig et al., 2003b; Klinck et al., 2014) La diminution
du nombre de cellules multinucléées pourrait aussi étre attribuable a la diminution de I'activation
de ERK1/2 comme une corrélation entre le niveau de phosphorylation de ERK1/2 et le nombre
d’ostéoclastes humains a été observée. (Pennanen et al.,, 2021) D’ailleurs, I'inhibition de cette
signalisation favorise aussi I'apoptose des ostéoclastes humains. (McManus et al., 2016) Comme
mentionné ci-haut, la survie de I'ostéoclaste est régulée par plusieurs voies de signalisation,
principalement activées par M-CSF et RANKL, et faisant intervenir AKT1, ou encore JNK et NFKB.

(Lee et Kim, 2003; Park et al., 2017) Selon son partenaire d’interaction, il a été montré que la
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galectine-8 module certaines de ces voies de signalisation dont JNK et NFKB et peut favoriser la
survie ou I'apoptose en fonction du micro-environnement et du type cellulaire. (Arbel-Goren et al.,
2005; Shatz-Azoulay et al., 2020) La galectine-8 pourrait donc aussi réguler la survie de I'ostéoclaste
par la régulation de JNK et NFKB. (Figure 18) De plus, I'activation de NFKB dans plusieurs modeéles
favorise I'expression de cytokines pro-inflammatoires qui sont connues pour favoriser
I'ostéoclastogénése et la survie de I'ostéoclaste telles que le facteur de nécrose tumorale o (TNFA),
de IL1B et de IL6. (Amarasekara et al., 2018; Shatz-Azoulay et al., 2020; Weinmann et al., 2018; Zick,
2022) Donc, en plus de la modulation de I'activation de JNK et NFKB, la galectine-8 pourrait réguler
I’expression de cytokines pro-inflammatoires produites par I'ostéoclaste ce qui favoriserait la survie
de I'ostéoclaste grace a I'action autocrine de ces facteurs. Il serait donc nécessaire dans un premier
temps d’explorer le réle de la galectine-8 dans la régulation de I'activation de JNK et NFKB afin de
mieux comprendre I'effet de la réduction de son expression sur la survie de I'ostéoclaste humain.
Outre ces signalisations, la diminution du nombre de cellules multinucléées pourrait étre causée
par l'interaction entre la galectine-8 et SLC1A5, un partenaire d’interaction commun aux deux
isoformes, identifié dans notre interactome. Le transporteur transmembranaire est nécessaire a
I"'apport en L-glutamine de I'ostéoclaste et I'inhibition de ses fonctions diminue la formation de
cellules multinucléées ainsi que la résorption osseuse. (Indo et al., 2013) Comme toutes les
galectines, la galectine-8 régule I'activité des protéines de surface grace a sa multivalence
permettant de créer des réseaux a la surface d’une cellule. (Nabi et al., 2015) Selon le contexte, la
galectine-8 peut favoriser la rétention et donc la fonction d’une protéine ou son endocytose et ainsi
mettre fin a son activité. (Fernandez et al., 2016; Renard et al., 2020) La diminution de I'expression
de la galectine-8 pourrait donc avoir altéré I'activité de SLC1A5 par la diminution de sa rétention a
la surface de la cellule et ainsi perturber I'apport en L-glutamine affectant la survie de I'ostéoclaste.
(Figure 18) La confirmation de I'interaction entre les deux protéines chez I'ostéoclaste est toutefois
nécessaire pour déterminer si la galectine-8 joue aussi un réle dans la modulation de la survie par

la régulation du métabolisme de I'ostéoclaste.

4.4 Régulation du recyclage des ostéoclastes

Comme mentionné, nous avons aussi observé une diminution de la multinucléation (nombre
de noyaux par cellules) lors de la diminution de I'expression de nos deux protéines d’intérét qui
pourrait étre la principale cause de la diminution du nombre de cellules multinucléées. Malgré
quelques études dans les débuts de la recherche sur I'ostéoclaste montrant que I'ostéoclaste se

dissocie en cellules mononucléées en présence de la calcitonine, régulateur négatif des fonctions
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de l'ostéoclaste, les études subséquentes se sont concentrées sur I'apoptose comme étape
terminale régulant la durée de vie de I'ostéoclaste et la résorption osseuse. (Baron and Vignery,
1981; Soysa and Alles, 2019) Or, de récentes études montrent que les ostéoclastes ont une durée
de vie beaucoup plus longue que les prédictions originales et qu’ils peuvent se recycler. (Kim et al.,
2022) C'est-a-dire qu’en présence de RANKL, les ostéoclastes subissent des cycles de fission et de
fusion. Les cellules provenant de la fission, appelées ostéomorphes, sont motiles et peuvent
fusionner avec d’autres cellules mononucléées ou multinucléées de la lignée ostéoclastique pour
participer a la résorption osseuse a un nouveau site. L’étude a montré qu’in vivo ces événements de
fusion et de fission sont beaucoup plus courants que I'apoptose. (Kim et al., 2022; McDonald et al.,
2021) Cette capacité de I'ostéoclaste a se recycler grace a la fission et la fusion a aussi été observée
in vitro. (Jansen et al., 2012; McDonald et al., 2021)

Bien que les événements reliés au recyclage des ostéoclastes soient peu connus actuellement,
les ostéomorphes possedent un phénotype différent des ostéoclastes et des macrophages. Selon
I’étude de McDonald et ses collaborateurs, I'expression de Ctsk et Atp6v0d2, codant pour la CTSK et
la sous-unité D2 de la V-ATPASE, est plus élevée dans les ostéoclastes comparativement aux
ostéomorphes alors que seuls les ostéomorphes expriment Bpgm, une biphosphoglycérase mutase,
et Fbxo7, le membre 7 de la famille des protéines F-box. (McDonald et al., 2021) Afin de déterminer
un possible réle de TBC1D25 et de la galectine-8 dans la régulation du recyclage des ostéoclastes
humains, la comparaison de I'expression des génes FBX07 et BPMG, dans les cultures controles et
les cultures dans lesquelles I'expression de TBC1D25 ou de la galectine-8 a été diminuée, pourrait
étre effectuée. L'étude initiale de McDonald et ses collegues a cependant été effectuée chez la
souris donc les génes spécifiquement exprimés par I'ostéomorphe humain pourraient étre
différents. L’élaboration d’une approche efficace permettant d’évaluer le réle d’'une protéine sur le
recyclage des ostéoclastes sera possible lorsque les ostéomorphes humains auront été caractérisés

par le laboratoire de Dre Roux.

4.4.1 Réle de la galectine-8 dans le recyclage des ostéoclastes

La galectine-8 pourrait participer au recyclage des ostéoclastes de plusieurs fagons.
Premierement, la perturbation de la signalisation de RANKL peut certainement contribuer a
I’altération du recyclage comme I’OPG favorise I'accumulation des ostéomorphes. (McDonald et al.,
2021) La galectine-8 pourrait participer a la régulation du processus par son action sur la
signalisation de RANK du fait de son affinité pour les glycosphingolipides. (Bohari et al., 2016;

Carlsson et al., 2007b) En effet, la formation de radeaux lipidiques est essentielle a la signalisation
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de RANK et permet le recrutement de TRAF6 et SRC au domaine intracellulaire du récepteur. (Ersek
et al., 2015) La modulation de I'expression de la galectine-8 pourrait donc perturber la signalisation
de RANK par la diminution de la formation de radeaux lipidiques et favoriser I'accumulation
d’ostéomorphes. Pour définir son réle dans la formation des radeaux lipidiques essentiel a cette
signalisation, il serait possible d’évaluer I'effet de la diminution de I'expression de la galectine-8 sur
I'association de TRAF6 et de SRC aux radeaux lipidiques en isolant ceux-ci et en évaluant leur
expression protéique par immunobuvardage. (Abdelmaseeh et al., 2021; Ersek et al., 2015) De plus,
par une seconde interaction glycane-dépendante, la galectine-8 pourrait altérer le recyclage des
ostéoclastes en réduisant la fusion des ostéomorphes grace a son affinité pour les glycanes sialylés.
Il a été montré qu’en absence de ce groupement sur les glycanes, il y a formation de cellules
mononucléées exprimant les génes ostéoclastiques, mais la formation de cellules multinucléées est
inhibée. Un aglycone spécifique est probablement en cause, mais I'inhibition de la production du
groupement n’a pas permis de déterminer la glycoprotéine causant cet effet. (Takahata et al., 2007)

Finalement, la galectine-8 pourrait réguler les fonctions de I'ostéomorphe par son interaction
avec I'un des partenaires d’interaction identifiés dans notre interactome, la molécule 1 d’adhésion
cellulaire (CADM1). Bien que le rble de la protéine d’adhésion n’ait pas été évalué chez
I’ostéomorphe, elle est fortement exprimée a la surface de ces cellules. (McDonald et al., 2021)
Comme pour d’autres molécules d’adhésion, la galectine-8 pourrait favoriser I'adhérence, la
migration et l'interaction cellule-cellule des ostéomorphes et donc favoriser leur fusion avec
d’autres cellules a proximité. (Fernandez et al., 2016; Renard et al., 2020; Troncoso et al., 2014) Il
serait dans un premier temps nécessaire de confirmer l'interaction entre la galectine-8 et CADM1.
Comme l'isolation des ostéomorphes humains n’est pas encore au point, I’évaluation de la fonction
de l'interaction entre la galectine-8 et CADM1 pourrait seulement étre effectuée dans I'ostéoclaste
humain. L’évaluation de la multinucléation en présence ou en absence de la galectine-8
recombinante lors de la modulation de I'expression de la CADM1 ainsi que de la modulation de leur
interaction en présence du lactose, un compétiteur des glycanes couramment utilisé pour évaluer
les fonctions des galectines, pourrait permettre de mieux définir le rGle de cette interaction dans le

recyclage des ostéoclastes. (Figure 18) (Nishi et al., 2003; Tribulatti et al., 2007)

4.4.2 Implication de TBC1D25 dans le recyclage des ostéoclastes
Vu la diminution considérable de cellules multinucléées composées de six noyaux ou plus lors de
la transfection de DsiRNAs spécifique de TBC1D25 a un stade tardif de la maturation des

ostéoclastes, TBC1D25 semble aussi participer a la régulation du cycle de fission/fusion lors du
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recyclage des ostéomorphes. TBC1D25 pourrait étre impliquée dans la fusion des ostéomorphes ou
la fission des ostéoclastes qui causent I'accumulation des ostéomorphes lors de la diminution de
son expression. TBC1D25 pourrait participer a la fusion des ostéomorphes par un mécanisme
similaire a la fusion cellulaire dans d’autres cellules impliquant RABS5 ainsi que V-ATPASE, essentielle
a la fusion des précurseurs ostéoclastiques. (Kodama et Kaito, 2020; Smurova et Podbilewicz, 2016)
De plus, TBC1D25 pourrait réguler la fission des ostéomorphes par un processus similaire a la
cytokinése impliquant certaines rabs. (Gibieza et Prekeris, 2017) Afin de déterminer son réle dans
le recyclage des ostéoclastes, il serait nécessaire d’identifier les substrats et les partenaires

d’interaction de TBC1D25.

4.4.2.1 Partenaires d’interaction de TBC1D25

Les circonstances ont fait en sorte que nous n’avons pas été en mesure de mieux définir le réle
de TBC1D25 dans I'ostéoclaste malgré des résultats intéressants qui suggérent un réle important de
la rabGAP dans |'ostéoclaste humain. Comme mentionné, l'identification de ses partenaires
d’interaction et de ses substrats serait nécessaire pour mieux comprendre son implication dans la
régulation de la maturation terminale de I'ostéoclaste humain et de la résorption osseuse. La
protéine recombinante Flag.TBC1D25 a été utilisée comme controle de I'épitope Flag lorsque nous
avons défini I'interactome des isoformes de la galectine-8. Suivant la méme méthode d’analyse que
celle présentée au chapitre 3, il est aussi possible de définir I'interactome de TBC1D25 avec les
résultats obtenus de cette expérience de protéomique. (Figure 19; Annexe |) Parmi les partenaires
d’interaction identifiés, IST1 a été impliquée dans la cytokinése (Caballe et al., n.d.; Wenzel et al.,
n.d.) ce qui renforce I'idée de la participation de TBC1D25 dans le recyclage des ostéoclastes.
Cependant, I'expression d’IST1 et son réle ne sont pas connus dans I'ostéoclaste. |l serait intéressant
dans un premier temps de confirmer I'expression d’IST1 et densuite évaluer son interaction avec
TBC1D25 dans I'ostéoclaste humain.

Parmi les substrats potentiels de TBC1D25, RAB2A est la seule rab apparaissant dans
I'interactome. Cette rab est déja un substrat connu de TBC1D25. (Itoh et al., 2006) L'expression et
la fonction de la RAB2A dans |'ostéoclaste sont inconnues alors qu’elle n’a pas été incluse dans les
rabs dont I’expression a été évaluée dans I'ostéoclaste humain. (Hirvonen et al., 2012) Il serait aussi
nécessaire dans un premier temps de déterminer si RAB2A est exprimée dans |'ostéoclaste humain
et dans un deuxieme temps de définir sa localisation intracellulaire dans I'ostéoclaste actif pour

pouvoir déterminer s’il est possible que I’activité de la rab soit régulée par TBC1C25.
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Figure 19: Interactome de TBC1D25

Les partenaires d’interaction de TBC1D25 identifiés par purification par affinité suivie de la spectrométrie de

I Créée avec BioRender.com |

masse (LC-MS/MS) sont présentés. Certaines protéines sont regroupées selon leurs fonctions générales
proposées par les banques de données UniProt et GeneCard. Les protéines encerclées en rouge sont des
partenaires connues de TBC1D25 et celles avec un astérisque ont des fonctions connues dans I'ostéoclaste.
Ces résultats proviennent des méthodes décrites dans le chapitre 3.

Le faible nombre de rab trouvé dans I'interactome ne signifie pas que I’activité de TBC1D25 chez
I’humain est spécifique a RAB2A. La définition d’un interactome par la technique de purification par
affinité a été montrée comme étant peu efficace pour bien définir I'interactome des rabs et permet
rarement l'identification de leurs régulateurs. De plus, les régulateurs identifiés par cette technique
sont souvent des partenaires d’interaction ou des effecteurs plutot que des régulateurs de la rab
étudiée. (Del Olmo et al., 2019; Kanno et al., 2010) De ce fait, pour mieux caractériser les substrats
de TBC1D25, il serait préférable de définir son interactome a I'aide de la technique de marquage de

proximité, une approche plus efficace pour identifier I'interactome des rabs. (Del Olmo et al., 2019)
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Nous retrouvons tout de méme quelques protéines intéressantes identifiées dans I'interactome
tels que deux membres de la famille de protéines d’ATG8, GABARAP et GABARAPL2, qui sont des
partenaires d’interaction de haute affinité connus. (Itoh et al., 2011) De plus, nous retrouvons
qguelques protéines liées a la régulation de la grande famille des GTPases ras (ARFGAP1, ARFIP2,
RAP1GDS1) et au trafic vésiculaire (TMEM55B, JAGN1, ACBD3). Toutefois, tres peu de ces protéines
jouent un role connu dans I'ostéoclaste (GPX1, MAP2K4). Parmi ces partenaires d’interaction, outre
RAB2A et IST1, il serait intéressant d’évaluer I'interaction entre TMEM55B et TBC1D25 impliquée
dans le positionnement des lysosomes et entre TBC1D25 et MAP2K4, une kinase impliquée dans la
signalisation de RANKL en amont de p38 et JNK. (Figure 19) (Araki and Kontani, 2021; Lee et al.,
2018) Une analyse bio-informatique détaillée évaluant les processus biologiques et les voies dans
lesquelles les différentes protéines de l'interactome de TBC1D25 font partie pourrait donner
guelques idées sur les partenaires d’interactions pertinents a explorer dans 'ostéoclaste humain
pour mieux définir le role de TBC1D25.

Toutefois, que I'interactome soit défini a partir de la méthode de purification par affinité ou par
la méthode de marquage de proximité, ces deux méthodes ne peuvent pas étre effectuées en
utilisant notre modéle d’ostéoclaste humain va la difficulté a les transfecter. La confirmation de ces
interactions dans |'ostéoclaste humain est donc nécessaire. Comme présenté aux chapitres 2 et 3,
I’'analyse de la colocalisation a I'aide de la microscopie confocale permet de localiser nos protéines
d’intérét aux structures caractéristiques de I'ostéoclaste actif. Cependant, I'utilisation de méthodes
plus précises serait nécessaire pour confirmer I'interaction entre deux protéines dans |’ostéoclaste
actif. De ce fait, pour confirmer toutes les interactions intéressantes suggérées dans le présent
chapitre, l'utilisation de I'essai de ligature de proximité serait idéale. Cette méthode permet de
détecter un signal en immunofluorescence seulement pour les protéines qui sont a une distance de
moins de 40 nm I'une de l'autre et donc permettrait de mieux conclure sur I'interaction entre deux
protéines dans l'ostéoclaste actif. (Alam, 2018) Précisément pour TBC1D25, dans le cas de la
confirmation d’une interaction avec une nouvelle rab, la confirmation de I'activité enzymatique de
TBC1D25 sur celle-ci serait nécessaire pour définir si la rab identifiée est un substrat ou un
partenaire d’interaction. L’activité GAP de TBC1D25 pourrait étre évaluée dans les HEK293T a I'aide
de la méthode décrite par Nottingham et Pfeffer. (Nottingham et Pfeffer, 2015)

4.5 'ostéoclastogénese
L'épissage alternatif est partie intégrante de la différenciation de plusieurs types cellulaires,

I'altération de I'épissage alternatif de TBC1D25 et LGALS8 pourrait donc altérer |’ostéoclastogénese.
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(Baralle et Giudice, 2017) De ce fait, certains résultats de nos études suggerent I'implication de ces
protéines durant la différenciation mais nous n’avons pas réalisé d’analyses approfondies. Bien que
I’ostéoclaste mature procede a la résorption, il est tout aussi important de déterminer le réle des
deux protéines d’intérét dans les précurseurs lors de la différenciation. Une transfection plus
précoce dans les deux premieres semaines de la culture pourrait permettre d’évaluer le role des
protéines dans la différenciation des précurseurs ostéoclastiques. D’ailleurs, il a été possible de
transfecter des mimics et des inhibiteurs de miARNs, des petites séquences d’oligonucléotides
(20-mer a 22-mer), au jour 14 de la culture cellulaire dans notre modéle. (Stephens et al., 2020)
Toutefois, ce protocole n’a jamais été utilisé pour la transfection des petits ARN interférents (siRNAs
(21-mer) et DsiRNAs (27-mer)) qui sont des oligonucléotides de tailles similiaires. Cependant, un
protocole de transfection transitoire plus précoce, c’est-a-dire a la premiére semaine de culture,
pour pouvoir évaluer l'effet sur la différenciation des ostéoclastes humains serait difficile a

interpréter dans des cultures a long terme (21 jours).

4.5.1 Fonctions potentielles de TBC1D25 dans I'ostéoclastogénése

TBC1D25 n’avait jamais été étudiée en détail dans les ostéoclastes humains avant notre étude.
L’évaluation de son expression durant I'ostéoclastogénése suggére que la protéine joue un réle t6t
dans l'ostéoclastogénése. Une augmentation significative de I'expression de TBC1D25 a été
observée dans les cultures de monocytes provenant de sang de cordon aprés sept jours en présence
de RANKL et M-CSF. A cette période, les cultures contiennent des cellules mononucléées pré-
ostéoclastiques. Il y a par la suite une diminution de I'expression de la protéine au cours de la
différenciation. Bien slr, comme I'atteste I'augmentation de I'expression de plusieurs rabs tels que
RAB13 et RAB38, une augmentation de I'expression de TBC1D25 ne suggere pas nécessairement un
role prédominant de la protéine durant la différenciation de I'ostéoclaste. (Charles et al., 2012b;
Hirvonen et al.,, 2012) Cependant, quelques rabs sont impliquées dans la régulation de
I’ostéoclastogénése via la régulation du transport de C-FMS et RANK qui modulent leur expression
de surface ou leur dégradation. (Feng et al., 2022; Okusha et al., 2020; Shimada-Sugawara et al.,
2015; Tran et al., 2020b) Parmi celles-ci, RAB34 pourrait étre un substrat potentiel de TBC1D25 dans
la régulation du transport vésiculaire régulant I'ostéoclastogénese. La rab a récemment été
impliquée dans la régulation de I'expression de surface des récepteurs. La surexpression de la rab
inhibe I'ostéoclastogénese, ce qui suggere que la diminution de I'expression de la rabGAP qui régule
son activation favoriserait la régulation négative de I'ostéoclastogénése par RAB34. (Feng et al.,

2022) D’autres rabs pourraient étre la cible de TBC1D25 durant la différenciation, mais pour
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I'instant, seule I'expression de RAB7, RAB13 et RAB32 est connue durant |'ostéoclastogénése chez
I'ostéoclaste humain. (Hirvonen et al., 2012) Afin de déterminer d’autres substrats potentiels de
TBC1D25 durant I'ostéoclastogénése, I’évaluation de I'expression des rabs durant la différenciation

pourrait permettre I'identification de quelques rabs importantes au cours de ce processus.

4.5.2 Régulation de I'ostéoclastogénése par les isoformes de la galectine-8

Notre seconde étude est aussi la premiére a confirmer I'expression protéique des deux isoformes
de la galectine-8 dans I'ostéoclaste humain. Vu les changements au niveau de la glycosylation lors
de la différenciation cellulaire, il serait important de définir le r6le de la galectine-8 et des isoformes
dans ce processus également. (Gabius et al.,, 2022) Bien que ce n’ait pas été montré pour
I’ostéoclaste, une variation de I’expression des genes de la glycosylation a été montrée entre les
monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques appuyant le changement du profil des
glycanes exprimés par les cellules au cours de la différenciation et leur importance dans la régulation
de la différenciation des cellules de la lignée monocyte-macrophage. (Trottein et al., 2009) De plus,
les glycanes syalilés ainsi que les glycosphingolipides sont tous deux importants pour la
différenciation de l'ostéoclaste. (Ersek et al., 2015; Takahata et al., 2007) Comme mentionné
auparavant, ces glycanes sont des substrats de haute affinité de la galectine-8 suggérant une
possible implication de la galectine et de ses isoformes dans I'ostéoclastogénése. (Carlsson et al.,
2007b; Ideo et al., 2003) D’ailleurs, I’évaluation de I'expression des isoformes de la galectine-8 a
différents moments de la différenciation de I’ostéoclaste montre une augmentation de I'expression
de l'isoforme longue au jour sept de la culture cellulaire. Malgré tout, I'isoforme courte de la
galectine-8 est I'isoforme exprimée de fagcon prédominante autant dans les précurseurs que les
ostéoclastes matures. L'augmentation de I'expression de I'isoforme longue a partir du jour sept de
la culture cellulaire suggére cependant que la modulation de I'expression des isoformes de la
galectine-8 pourrait permettre la régulation de I'ostéoclastogénése. Comme nos résultats suggerent
que la taille du peptide de liaison de I'isoforme longue altere sa capacité a lier certains partenaires
d’interaction, I'augmentation de son expression durant I'ostéoclastogénése pourrait permettre de

réguler négativement les fonctions de I'isoforme courte qui elle favoriserait I'ostéoclastogénese.

4.6 Fonction de TBC1D25 dans la résorption osseuse
C'est cependant dans 'ostéoclaste mature que nous avons le mieux caractérisé le réle de
TBC1D25. La localisation de TBC1D25 dans I'ostéoclaste actif indique que la protéine joue un réle

direct dans la régulation de la formation de la membrane plissée et de la zone de scellement et les
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résultats évaluant I'effet de la diminution de son expression sur la résorption osseuse corroborent

sa contribution importante dans la régulation de I'activité de I'ostéoclaste.

4.6.1 L’implication de la localisation de TBC1D25 a la membrane plissée

Nos résultats du chapitre 2 montrent une diminution de la capacité de résorption des
ostéoclastes lors de la diminution de I'expression de TBC1D25. Vu sa localisation a la membrane
plissée dans I'ostéoclaste actif, il n’est pas surprenant que la diminution de son expression impacte
la résorption osseuse. Comme I'ostéoclaste pagétique est hyperactif, nous nous serions attendus a
une augmentation de la résorption osseuse lors de la diminution de I'expression de TBC1D25. Selon
nos observations, la rabGAP semble inactiver une rab qui régule négativement l'activité de
I'ostéoclaste. L'interprétation des résultats n’est cependant pas aussi simple. L'inhibition et la
surexpression d’une rabGAP ou de son substrat ménent parfois au méme phénotype puisqu’il y a
altération de la cascade de rabs dans les deux situations. Par exemple, la surexpression ainsi que
I'inhibition de RAB34 diminuent |'aire résorbée par les ostéoclastes. (Feng et al., 2022; Frasa et al.,
2012) De plus, bien que la localisation confirme son réle direct dans le trafic vésiculaire associé a la
membrane plissée, il n’est pas possible de conclure sur le réle précis de TBC1D25 puisque la protéine
pourrait réguler le transport des lysosomes sécrétoires, la formation de la membrane plissée,
I’endocytose des produits de la dégradation ou les étapes initiales de la transcytose et méme avoir
plus d’un réle parmi ceux-ci.

Le transport des lysosomes sécrétoires ainsi que la fusion de ceux-ci avec la membrane
plasmique impliquent RAB7 qui permet I'insertion de la V-ATPASE et la sécrétion de la CTSK a la zone
de fusion de la membrane plissée. (M. T. K. Mulari et al., 2003) Nous avons montré que TBC1D25
est fortement exprimé en périphérie de la membrane plissée suggérant son expression a la zone de
fusion. Malgré son expression en périphérie de la membrane plissée, la protéine ne colocalise pas
avec RAB7 et V-ATPASE. Nos résultats confirment que RAB7 n’est pas un substrat de TBC1D25
durant la résorption osseuse, ce qui est en accord avec une étude antérieure ayant évalué I'activité
catalytique de TBC1D25 sur la rab. (ltoh et al., 2011) De plus, comme les deux protéines ne
colocalisent pas, TBC1D25 n’est pas un effecteur de RAB7 lors du trafic des lysosomes sécrétoires
ou lors de leur fusion avec la membrane plasmique. En se basant sur le modele suggérant deux
domaines distincts a l'intérieur de la membrane plissée, TBC1D25 ne serait pas impliqué dans les
événements de la résorption osseuse a la zone de fusion de la membrane plasmique malgré sa

localisation en périphérie de la membrane plissée. (M. T. K. Mulari et al., 2003)
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Figure 20: Colocalisation entre TBC1D25 et LC3B dans I'ostéoclaste actif

La colocalisation de TBC1D25 (rouge) et LC3B (vert) a été observée dans les ostéoclastes cultivés sur une
matrice osseuse. Un plan Z prés de la matrice osseuse ainsi que les reconstructions orthogonales sont
présentés, accompagnés de grossissements a la membrane plissée ou il y a expression des deux protéines.
Ces images ont été obtenues avec les méthodes décrites au chapitre 2 et sont représentatives de trois
expériences indépendantes. Echelle = 10 um

Toutefois, il a été montré que LC3-Il, localisée a la membrane plissée de I'ostéoclaste actif,
participe a la localisation des vésicules sécrétrices a l'intérieur de la zone de scellement et permet
la sécrétion des enzymes lysosomales nécessaire a la dégradation de la matrice. Dans cette étude,
ni LC3-1I ni les marqueurs des vésicules sécrétrices, LAMP1 et CTSK, ne sont strictement localisées
en périphérie de la membrane plissée. (DeSelm et al., 2011) Basé sur cette étude, le centre de la
membrane plissée est aussi impliqué dans le positionnement des vésicules sécrétrices et la sécrétion
de leur contenu dans la lacune de résorption osseuse. La localisation de TBC1D25 au centre de la
membrane plissée n’exclut donc pas un role de TBC1D25 dans ces événements.

Nous avons observé une expression moindre de TBC1D25 au centre de la membrane plissée. Son
expression au centre de la membrane plissée semble transitoire alors que cette localisation n’a pas
été observée dans tous les ostéoclastes. L'expression passagere de TBC1D25 pourrait étre
nécessaire a la régulation de la cascade de rabs impliquée dans la résorption osseuse. Vu la
localisation de LC3-1l a la membrane plissée, TBC1D25 pourrait étre recrutée grace a une interaction

directe avec LC3-1l a la structure pour inactiver un de ses substrats. D’ailleurs, nos résultats
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préliminaires suggérent une colocalisation entre TBC1D25 et LC3 dans I'ostéoclaste actif lorsque la
rabGAP est présente au centre de la membrane plissée. (Figure 20) Dans ce contexte, TBC1D25
pourrait participer aux positionnements des vésicules sécrétrices a l'intérieur de la zone de
scellement par la régulation de la lipidation de LC3-Il a la membrane plissée dans un mécanisme
similaire a celui proposé pour son réle dans I'autophagie. (DeSelm et al., 2011; Itoh et al., 2011)
Plusieurs protéines de I'autophagie sont impliquées dans la régulation de la résorption osseuse dont
ATGS5. Dans I'ostéoclaste, ATG5 est essentielle a la conjugaison de LC3 avec le PE et sa localisation a
la membrane plissée. Dans I'autophagie, la RAB33B activée recrute le complexe ATG5-ATG12-
ATG16L1 grace a son interaction avec son effecteur ATG16L1. TBC1D25 est recrutée dans un
deuxieme temps par LC3-ll et inactive RAB33B qui permet subséquemment la fusion de
I'autophagosome avec le lysosome. TBC1D25 positionnée au centre de la membrane plissée
pourrait donc participer a la localisation des vésicules sécrétrices a l'intérieur de la membrane
plissée dans les événements précédents de leur fusion avec la membrane plasmique djacente a I'os
de cette maniére. (Figure 21) D’ailleurs, la colocalisation entre TBC1D25 ainsi que LAMP2 et CTSK,
marqueur non seulement de la membrane plissée, mais des vésicules sécrétrices, appuient cette
hypothése. Toutefois, la localisation et la fonction de RAB33B dans I'ostéoclaste ne sont pas
connues. Pour confirmer cette hypothése, il serait nécessaire de confirmer nos observations,
c’est-a-dire confirmer I'interaction entre TBC1D25 et LC3 au centre de la membrane plissée. De plus,
il serait nécessaire de déterminer la localisation de RAB33B dans I'ostéoclaste actif et déterminer si
la rab interagit avec TBC1D25 dans ce contexte.

Parmi les autres substrats potentiels de TBC1D25, RAB34 a récemment été étudiée dans
I'ostéoclaste murin. (Feng et al., 2022; Itoh et al., 2006) RAB34 est ancrée a la membrane des
lysosomes, mais sa localisation a lamembrane plissée n’a pas été évaluée. Toutefois, une diminution
de la sécrétion de la CTSK a été observée lors de la diminution de son expression qui suggéere son
implication dans le transport des lysosomes sécrétoires ou la formation de la membrane plissée.
(Feng et al., 2022) TBC1D25 pourrait donc inactiver RAB34 pour réguler la cascade permettant le
transport apical des vésicules sécrétrices. (Figure 21) De plus, comme mentionné auparavant,
I’expression de RAB2A n’est pas connue dans |'ostéoclaste. Toutefois, un de ses partenaires
d’interaction lors de la maturation des vésicules destinées a I'exocytose, RAB27A, a été impliquée
dans le positionnement des vésicules sécrétrices. De maniéere similaire aux vésicules de I'exocytose,
RAB2A et RAB27A pourraient coopérer lors de la résorption osseuse et donc RAB2A pourrait étre un

substrat potentiel additionnel pour ce role de TBC1D25. (Figure 21) (Matsunaga et al., 2017;
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Shimada-Sugawara et al., 2015) Pour conclure sur la régulation de ces substrats par TBC1D25, il
serait nécessaire dans un premier temps de définir leur localisation dans I'ostéoclaste humain actif
puis d’évaluer leur interaction avec TBC1D25.

Certains substrats connus de TBC1D25 participent a la régulation du transport endomembranaire
hautement conservé tels que RAB33B et RAB2. (Galea et al., 2015; Starr et al., 2010) TBC1D25
pourrait donc moduler la résorption osseuse par son implication dans le transport rétrograde plut6t
gu’une voie du trafic vésiculaire directement impliquée dans la résorption osseuse. Toutefois, nous
n’avons pas effectué la localisation de TBC1D25 avec un marqueur du Golgi tel que GM130 pour
pouvoir nous prononcer sur ce role. De plus, TBC1D25 est faiblement présente dans les plans Z pres
des noyaux lors de I'étude de sa distribution dans les ostéoclastes actifs en immunofluorescence
suggérant que la protéine serait peu ou pas impliquée dans le transport rétrograde. Vu sa
localisation dans une moindre mesure au centre de la membrane plissée, il serait plus probable que
TBC1D25 participe aux premiers événements régulant la transcytose permettant le transport des
produits de la dégradation vers le domaine sécrétoire fonctionnel. (Salo et al., 1996)

De ce fait, si nous favorisons le modeéle proposant la séparation de la membrane plissée en deux
sous-domaines, la localisation de TBC1D25 au centre de celle-ci suggére un réle dans I’'endocytose
des produits de dégradation ou les étapes initiales de la transcytose. (M. T. K. Mulari et al., 2003)
L'inhibition de cette voie du transport vésiculaire diminue aussi la capacité de résorption osseuse
des ostéoclastes. (Borggaard et al., 2020) De plus, il a été montré que la CTSK est réabsorbée lors
de I'endocytose des produits de la dégradation et est localisée a I'intérieur des vésicules lors de la
transcytose. (Mirkka J Hirvonen et al., 2013; Vaaraniemi et al., 2004) La colocalisation entre
TBC1D25 et la CTSK pourrait donc suggérer un réle dans I'endocytose des produits de la dégradation
plutdt que dans le transport des vésicules sécrétrices. (Figure 21) Aucune rab n’a été impliquée dans
cette voie du trafic vésiculaire lors de la résorption jusqu’a maintenant. Comme tres peu
d’informations sont connues sur ce trafic vésiculaire, il serait nécessaire dans un premier temps
d’identifier les rabs impliquées dans I'endocytose des produits de dégradation et celles impliquées
dans la transcytose.

Nos résultats confirment un réle direct de TBC1D25 dans les événements régulant le transport
vésiculaire et la formation de la membrane plissée. L'identification des substrats de TBC1D25 dans
I'ostéoclaste actif pourrait certainement permettre de mieux définir son réle et conclure sur sa
participation dans le transport vésiculaire apical ou le transport vésiculaire vers le domaine

sécrétoire fonctionnel. Toutefois, vu sa localisation, TBC1D25 pourrait également influencer la
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capacité de résorption de I'ostéoclaste par la régulation de I'assemblage et du désassemblage des

podosomes et de la formation de la zone de scellement.

4.6.2 L’implication de la localisation de TBC1D25 a la zone de scellement

D’ailleurs, I’'expression élevée de TBC1D25 a la zone de scellement suggere un réle prédominant
de la protéine dans sa formation ou dans la régulation de I'assemblage des podosomes. (Figure 21)
Vu sa colocalisation avec F-actine, TBC1D25 pourrait participer a la polymérisation de celle-ci.
Jusqu’a maintenant, aucune GTPase rab n’a été localisée a la zone de scellement, mais plusieurs
GTPases rho sont impliquées dans le réarrangement du cytosquelette qui composent les
podosomes. (Ory et al., 2008; Touaitahuata et al., 2014) |l est connu que les différentes sous-familles
de GTPases coopérent entre elles pour mener leur fonction comme il a été observé pour RAB7 et
RAC1 en périphérie de la membrane plissée. (Frasa et al., 2012; Sun et al., 2005) TBC1D25 pourrait
donc réguler une rab impliquée dans I'assemblage et le désassemblage des podosomes coopérant
avec une GTPase rho, tel que CDC42 localisée au centre du podosome. (Soysa et Alles, 2016)
D’ailleurs, plusieurs rabs ont été impliquées dans la régulation de I'adhésion cellulaire dans d’autres
types cellulaires. (Porther et Barbieri, 2015; Subramani et Alahari, 2010) De plus, LC3 est impliqué
dans la régulation de la formation des podosomes via son interaction avec CDC42 qui favorise
I’activation de la GTPase. (Chung et al., 2012) TBC1D25 pourrait aussi étre recrutée a la zone de
scellement par son interaction directe avec LC3. Toutefois, nous avons principalement observé la
présence de LC3 a la membrane plissée dans les ostéoclastes actifs en accord avec des études
antérieures. (Figure 20) (DeSelm et al., 2011; Ohmae et al., 2017) La régulation du positionnement
de TBC1D25 aux différentes structures de l'ostéoclaste actif pourrait faire appel a plusieurs
membres de la famille d’ATGS8. Contrairement a son positionnement a la membrane plissée,
TBC1D25 pourrait étre recrutée a la zone de scellement par d’autres membres de cette famille. Vu
I'affinité plus élevée pour GABARAP et GABARAPL2, TBC1D25 pourrait étre préférentiellement
recrutée a la zone de scellement par ces membres. (Itoh et al.,, 2011) Toutefois, GABARAP et
GABARAPL2 n’ont jamais fait I'objet d’études dans l'ostéoclaste. La détermination de leur
distribution dans I'ostéoclaste humain serait nécessaire pour déterminer leur possible role dans

I'ostéoclaste actif et dans la régulation de I'activité de TBC1D25.
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Figure 21: Régulation de I'ostéoclaste mature par TBC1D25

Bien que nos résultats indiquent I'implication de TBC1D25 dans la régulation de la maturation terminale de
I'ostéoclaste et la résorption osseuse, les mécanismes associés restent a définir. Compte tenu de sa
localisation et des fonctions de ses substrats et ses partenaires d’interaction, TBC1D25 pourrait participer au
trafic vésiculaire associé a la résorption osseuse par la régulation de RAB34 (1) ou RAB2A (2), au
positionnement des lysosomes sécrétoires a la membrane plissée par la régulation de RAB33B et son
interaction avec LC3 (3), au trafic vésiculaire associé a la transcytose (4) et a la formation de la zone de
scellement (5) permettant la régulation de I'activité de résorption osseuse de I'ostéoclaste. TBC1D25 pourrait

aussi participer au recyclage des ostéoclastes par son interaction avec IST1 (A).

La diminution de I'expression de TBC1D25 dans les ostéoclastes réduit la surface totale de
matrice osseuse dégradée. Vu la localisation de TBC1D25 a la zone de scellement, cette diminution
pourrait étre due a une réduction de la motilité de la cellule. L'assemblage et le désassemblage des

podosomes sont nécessaires pour permettre I'alternance de I'ostéoclaste entre sa fonction de

résorption et sa motilité. (Georgess et al., 2014) L’altération de la formation de la zone de scellement
ou de la régulation de la formation des podosomes réduit effectivement I'aire résorbée par
I’'ostéoclaste. (McMichael et al., 2010b; Zhang et al., 2020) Bien que nous n’ayons pas observé de
perturbation de la zone de scellement lors de la diminution de I'expression de TBC1D25, ce résultat

doit étre pris en considération avec modération. L'altération de la formation de la zone de
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scellement et des podosomes peut se présenter de différentes manieres dont un changement du
périmetre de la zone de scellement, la formation de multiples zones de scellement ou I'altération
de I'épaisseur de la structure causée par lI'augmentation ou la diminution de la densité des
podosomes. (McMichael et al., 2010b; Schmidt et al., 2011; Zhang et al., 2020) Ces parameétres n’ont
pas été évalués dans notre étude. Il serait intéressant de déterminer I’effet précis de la diminution
de I'expression de TBC1D25 sur la formation de la zone de scellement puisqu’une réduction de la
motilité de la cellule pourrait favoriser la formation de lacunes de résorption osseuse plus
profondes, mais moins nombreuses résultant a nos observations d’'une diminution de l'aire
résorbée.

En résumé, bien que nos résultats suggerent un réle direct de TBC1D25 dans la formation des
structures caractéristiques de I'ostéoclaste actif, la membrane plissée et la zone de scellement, nous
ne sommes pas en mesure de déterminer si la protéine joue un role prédominant dans la régulation
du transport vésiculaire des lysosomes sécrétoires ou dans la régulation de I'organisation du
cytosquelette. |l serait toutefois intéressant d’évaluer les caractéristiques du squelette de la souris
déficiente en TBC1D25 pour évaluer si la fonction importante de TBC1D25 dans la résorption

osseuse que nous avons identifiée in vitro est aussi présente in vivo.

4.7 La galectine-8 dans la résorption osseuse

En plus de ses roles régulant indirectement la résorption osseuse, nos résultats suggerent
I'implication directe de la galectine-8 dans la formation de la membrane plissée et de la zone de
scellement. Vu le grand nombre de fonctions intra- et extracellulaires que peut avoir la galectine-8,
celle-ci pourrait moduler la résorption osseuse de plusieurs fagons. De nombreux partenaires
d’interaction de la protéine sont des protéines de surface impliquées dans I’adhésion, I'étalement
et la migration de cellules. (Troncoso et al., 2014) De méme, certains partenaires d’interaction
identifiés dans notre étude sur la galectine-8 pourraient étre impliqués dans la formation de la zone
de scellement et la migration de I'ostéoclaste. Parmi ceux-ci, la CAMD1 est un régulateur négatif de
la résorption osseuse. L'interaction entre la galectine-8 et la protéine d’adhésion pourrait donc
moduler son expression de surface. En diminuant son expression de surface, la galectine-8 pourrait
inhiber son activité et favoriser I'activation des kinases d’adhésion focale comme observée lors de
I'inhibition de I'expression de la CADM1. (Nakamura et al., 2017) L’interaction entre la galectine-8
et CADM1 pourrait donc réguler I'adhésion et la migration de I'ostéoclaste par la régulation de
I’'assemblage des podosomes. (Kong et al., 2020) La galectine-8 pourrait aussi participer a I'adhésion

et la migration de I'ostéoclaste par son interaction avec l'intégrine B1l. (Helfrich et al., 1996;
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Townsend et al., 1999) Comme mentionné auparavant, dans d’autres types cellulaires, la galectine-8
régule I'adhésion et I'’étalement cellulaire via son interaction avec I'intégrine B1. (Diskin et al., 2012;
Levy et al., 2001) La diminution de la résorption osseuse lors de la diminution de I’expression de la
galectine-8 pourrait diminuer la présence de I'intégrine B1 a la surface de I'ostéoclaste ou altérer sa
conformation réduisant son affinité pour la matrice osseuse. De fait, la diminution de |'expression
de l'intégrine B1 diminue la résorption osseuse et altére la formation de la zone de scellement.
(Schmidt et al., 2011; Townsend et al., 1999) Toutefois, d’autres partenaires d’interaction suggérent
que la protéine pourrait réguler le transport vésiculaire apical par son interaction avec des protéines

exprimées aux lysosomes sécrétoires telles que LAMP2, BSG, et CLCN3. (Ng et al., 2023) (Figure 22)

4.7.1 L’isoforme courte de la galectine-8 dans la résorption osseuse

Nos résultats suggerent un réle spécifique de l'isoforme courte de la galectine-8 dans la
régulation de la résorption osseuse via la régulation du transport vésiculaire apical. D’ailleurs,
I'isoforme courte interagit avec CLCN7 qui est essentielle a I'acidification de la lacune de résorption.
(Kornak et al., 2001; Ribet et al., 2021) La galectine-8 a été impliquée dans le transport apical via
une interaction carbohydrate-dépendante qui suggére sa localisation intravésiculaire lors de cette
fonction. (Lim et al., 2017) Comme d’autres galectines, I'isoforme courte de la galectine-8 pourrait
participer au transport apical par la formation de microdomaines a l'intérieur des vésicules
sécrétrices grace a son interaction avec CLCN7. (Delacour et al., 2009) Toutefois, I'isoforme courte
pourrait aussi réguler le trafic de CLCN7 par une interaction protéine-protéine a I'extérieur de la
vésicule. La galectine-8 intracellulaire participe aussi au trafic protéique par I'entremise de son
interaction avec la tubuline. (Lo et al., 2021) La tubuline est présente a la membrane plissée des
ostéoclastes actifs et est nécessaire au positionnement des lysosomes sécrétoires a cette structure.
(Matsumoto et Nakanishi-Matsui, 2019; Mulari et al., 2003) Bien qu’il sera nécessaire de déterminer
le mécanisme, I'isoforme courte participerait au positionnement des lysosomes et a la formation de
la membrane plissée. Cette action de I'isoforme courte n’est probablement pas spécifique a CLCN7
comme d’autres partenaires de l'isoforme courte de la galectine-8, LAMP1 et SLC17A5, sont
localisés aux vésicules sécrétrices. (Figure 22) (Ng et al., 2023) Ceci pourrait suggérer la présence
intravésiculaire de I'isoforme courte, permettant son interaction avec des glycanes de haute affinité
présents sur plusieurs glycoprotéines du lysosome sécrétoire. (Carlsson et al., 2007a) La

caractérisation de ces interactions permettrait de mieux comprendre le réle de I'isoforme courte de
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Figure 22: Régulation de la résorption osseuse par la galectine-8 et I'isoforme courte

La galectine-8 est directement impliquée dans la régulation de la résorption osseuse attribuable
principalement au role de I'isoforme courte dans le transport apical des vésicules sécrétrices. La galectine-8
pourrait cependant avoir un role prédominant dans I'assemblage et le désassemblage des podosomes pour la
migration de I'ostéoclaste. Le réle prédominant de I'isoforme courte dans le transport apical pourrait étre
grace a son interaction avec CLCN7, essentielle a la résorption osseuse, mais le mécanisme pour son transport
a la membrane plissée grace a cette interaction reste a déterminer.

la galectine-8 dans la résorption osseuse. A I'aide de différents mutants de I'isoforme courte de la
galectine-8, il serait possible de déterminer quel CRD de la galectine-8 interagit avec les
carbohydrates, la nature de la liaison et les partenaires d’interaction de haute affinité de I'isoforme
courte. (Kim et al., 2013; Nishi et al., 2003) De plus, I’évaluation de la colocalisation entre I'isoforme
courte et la tubuline dans I'ostéoclaste actif permettrait de déterminer si I'isoforme se situe a

I'intérieur ou a l'extérieur des lysosomes sécrétoires pour réguler leur transport apical. Ces
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informations pourraient éclaircir le réle prédominant de I'isoforme courte de la galcetine-8 dans
I’ostéoclaste actif.

L'interaction préférentielle entre I'isoforme courte et CLCN7 pourrait expliquer son role
prédominant dans la régulation de la résorption osseuse alors que la CLCN7 est essentielle a
I'activité de |'ostéoclaste. (Kornak et al., 2001) Cependant, comme plusieurs partenaires
d’interaction soient spécifiques de I'isoforme courte soient communs aux deux isoformes de la
galectine-8 sont localisés aux vésicules sécrétrices, I'isoforme longue pourrait aussi y participer dans
une moindre mesure. Comme le montre notre analyse de la structure de chacune des isoformes
générée par AlphaFold2, qui apparait instable et altérant la configuration stérique des interactions,
la structure de l'isoforme longue pourrait réduire son efficacité a interagir avec les glycanes et
diminuer sa participation dans le transport apical des protéines. Il serait intéressant de préciser le
role de la galectine-8 et de son isoforme courte dans le transport vésiculaire des lysosomes en
évaluant la distribution de CLCN7, interacteur spécifique de I'isoforme courte, et CLCN3, interacteur
commun des deux isoformes, lors de la réduction de I'expression de la galectine-8 et ses isoformes.
Une distribution altérée de CLCN7 lors de la diminution spécifique de I'expression de l'isoforme
courte pourrait renforcer I'hypothése d’une interaction préférentielle entre I'isoforme courte et
CLCN7.

Si nous considérons que la galectine-8 médie le transport vésiculaire par sa présence a lI'intérieur
des vésicules, la localisation intravésiculaire de I'isoforme longue pourrait étre réduite en raison de
sa conformation. La localisation intracellulaire aprés I'endocytose de la galectine-8 differe selon les
glycanes disponibles a la surface de la cellule. (Carlsson et al., 2007a) L'encombrement stérique
causé par le peptide de liaison pourrait faire en sorte que I'isoforme courte et I'isoforme longue ne
lient pas les mémes aglycones et ne soient pas localisées aux mémes vésicules. Les isoformes
n’auraient donc pas les mémes fonctions dans le transport vésiculaire. La méme logique s’applique
si la galectine-8 est en mesure de s’insérer dans les vésicules par une translocation directe de la
membrane. La réduction de l'interaction de I'isoforme longue avec certains partenaires due a
I’'encombrement stérique pourrait limiter son insertion dans les vésicules. (Sparn et al., 2022)
Toutefois, lorsque présente en majorité, I'isoforme longue pourrait lier les mémes partenaires
d’interaction que I'isoforme courte et maintenir la résorption osseuse sans étre aussi efficace que
I'isoforme courte. (Carlsson et al., 2007b; Lo et al., 2021) Donc, la diminution de I'expression de
I'isoforme longue ne contribue pas a I'hyperactivité des ostéoclastes pagétiques. Toutefois, nos

résultats permettent d’affirmer que I'augmentation de I’expression de I'isoforme courte causée par
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I'altération de I'épissage alternatif de LGALS8 pourrait contribuer au phénotype de I'ostéoclaste
pagétique en favorisant I'activité de résorption par I'augmentation de la localisation des vésicules
sécrétrices a la membrane plissée. En plus de son implication dans le transport vésiculaire,
I'isoforme courte pourrait participer a la régulation de I'adhésion et de la migration de 'ostéoclaste
par son interaction avec des protéines d’adhésion parmi ses partenaires d’interaction spécifiques
telles que la glycoprotéine trophoblastique (TPBG) et les intégrines a4 et a5.

L'une des forces de notre étude est 'utilisation d’ostéoclastes humains qui permet |'obtention
de résultats qui se rapprochent davantage de l'ostéoclaste pagétique. Certaines études ont
d’ailleurs montré des différences entre la régulation des ostéoclastes murins et humains. (Chamoux
et al., 2010; Pennanen et al., 2021) Nos résultats appuient ces observations. Bien que les fonctions
des isoformes, comme celles de la galectine-8, peuvent varier selon le type cellulaire et le contexte
physiologique a un autre, les résultats contradictoires concernant les fonctions des isoformes et
I'impact de la longueur du peptide de liaison pourraient étre en partie liés a I’étude des isoformes
de différentes especes. (Elola, 2014) L’épissage alternatif de la galectine-8 n’est pas conservé entre
la souris et I’humain et la variation de la longueur du peptide de liaison est seulement de 9 aa chez
la souris et de 42 aa chez 'humain. (Tribulatti et al., 2007) Nos résultats sont en accord avec des
études ayant utilisé les isoformes humaines pour évaluer leurs fonctions qui proposent une activité
moindre de l'isoforme longue. (Carlsson et al., 2007b; Zhang et al., 2015) Cependant, certaines
études ayant utilisé les isoformes de souris suggérent des réles identiques pour les deux isoformes.
(Tribulatti et al., 2009, 2007) Vu la petite différence de taille entre le peptide de liaison des deux
isoformes chez la souris, I'encombrement stérique causé par le peptide de liaison de I'isoforme
longue serait moindre chez la souris et les deux isoformes seraient en mesure de lier avec la méme
capacité les partenaires d’interaction ce qui ne représente pas la régulation des fonctions des
isoformes chez I’humain selon notre étude. D’ailleurs, I'isoforme longue est la forme canonique chez
la souris soulignant les divergences de I'épissage alternatif de LGALS8 entre espéces.

Un autre point fort de notre étude est I'évaluation de I'effet direct de la galectine-8 et de ses
isoformes sur les ostéoclastes isolés. Les effets de la galectine-8 sur I'os ont déja été montrés autant
chez la souris déficiente en galectine-8 que celle surexprimant la protéine dans des modeles dont
I'altération de I'expression de la protéine n’était pas cellule spécifique. (Vinik et al., 2018, 2015) Ces
études ont d’ailleurs souligné les nombreux effets que peut avoir la galectine-8 sur les différentes
cellules du micro-environnement osseux qui rend I'interprétation des fonctions prédominantes de

la galectine-8 sur un type cellulaire spécifique trés difficile. En plus de I'ostéoblaste dont I'expression
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de RANKL est augmentée en présence de la galectine-8, d’autres types cellulaires tels que les cellules
endothéliales favorisent aussi indirectement I'ostéoclastogéneése et la résorption osseuse par la
production de cytokines telles que TNFA, IL1B et IL6. (J. Shi et al., 2023) Afin de bien définir le rdle
de la galectine-8 sur I'ostéoclaste et sur le remodelage osseuy, il était donc important de définir ses
roles dans I'ostéoclaste en minimisant I'apport des cellules du micro-environnement. Nous avons
montré que l'augmentation de l'activité de |'ostéoclaste observée lors de I'augmentation de
I’expression de la galectine-8 dans ces modéles murins n’est pas seulement causée par un réle
indirect de la protéine, mais favorise aussi directement la résorption osseuse.

Pour confirmer nos observations sur le métabolisme osseux in vivo, il serait nécessaire d’utiliser
des modeles murins transgéniques dont la surexpression ou l'inhibition d’une protéine, dans notre
cas la galectine-8, est spécifique aux ostéoclastes comme le permettent les modeéles murins
transgéniques utilisés par Sheng et collaborateurs ou Csete et collaborateurs. (Csete et al., 2019;
Sheng et al., 2009) L’utilisation de modeles murins pour évaluer le role de la galectine-8 est possible
vu la conservation des CRDs de la protéine entre espéces. Cependant, comme mentionné
précédemment, le peptide de liaison n’est pas conservé entre especes. Il serait donc nécessaire
d’humaniser une partie du gene Lgals8 en insérant la partie du géne humain codant pour le peptide
de liaison pour évaluer I'effet de I'épissage alternatif de la galectine-8 in vivo. Une seconde souris
transgénique dont une partie de Lgals8 est humanisée en insérant seulement la séquence génique
codante du peptide de liaison de I'isoforme courte, c’est-a-dire sans I’exon VIllb, serait nécessaire

pour évaluer le réle de I'isoforme courte in vivo. (Zhu et al., 2019)

4.7.2 Mieux caractériser le réle des protéines d’intérét dans la résorption osseuse

Nos deux protéines d’intérét, TBC1D25 et la galectine-8, sont directement impliquées dans la
régulation de la formation de la membrane plissée et de la zone de scellement, mais nous n’avons
pas été en mesure de définir les mécanismes exacts impliqués. Des validations expérimentales
similaires pourraient étre effectuées pour permettre de mieux définir le réle prédominant de
chacune d’elles dans la résorption osseuse aprés avoir mieux identifié leurs partenaires
d’interaction dans ces différentes fonctions.

Il serait premierement intéressant d’évaluer I'effet de la diminution de leur expression sur la
formation des structures caractéristiques de |'ostéoclaste actif en immunofluorescence. Pour
évaluer I'effet sur la formation de la membrane plissée, il serait nécessaire d’évaluer la localisation
de la CTSK permettant d’identifier un défaut de transport des vésicules ou de la formation de la

membrane plissée. Il serait aussi nécessaire d’évaluer la formation et les caractéristiques de la zone
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de scellement a I'aide du marquage de F-actine. De plus, il serait intéressant d’évaluer la profondeur
des lacunes de résorption osseuse formées dans les différentes conditions a I'aide d’un profilomeétre
optique pour déterminer si I'activité de résorption osseuse en plus de la motilité de la cellule
pourraient étre affectées lors de la modulation de I'expression des différentes protéines.
(Pascaretti-Grizon et al., 2011) Ceci pourrait permettre de déterminer si comme le proposent nos
observations, TBC1D25 et la galectine-8 participent a la régulation du cytosquelette associée a la
zone de scellement. De plus, ces analyses permettraient de confirmer le réle prédominant de
I'isoforme courte de la galectine-8 dans la formation de la membrane plissée et possiblement un
réle commun des isoformes de la galectine-8 dans la migration de I'ostéoclaste. Finalement, afin
d’évaluer la capacité des ostéoclastes a assembler et désassembler leurs podosomes dans les
différentes conditions expérimentales, un essai de reformation de la zone de scellement pourrait
étre effectué. (Roscher et al., 2016) Cette expérience pourrait permettre de déterminer si les deux
protéines participent a la régulation de I'alternance de I'ostéoclaste entre sa position fixe pour la
résorption et sa migration. Ces informations supplémentaires pourraient mieux définir leur réle
dans le transport des lysosomes sécrétoires et la formation de la membrane plissée ainsi que leur

role dans le réarrangement du cytosquelette et la formation de la zone de scellement.

4.8 Implication de I’épissage alternatif dans le phénotype de I'ostéoclaste pagétique

Bien que nous ayons démontré I'implication de I'épissage alternatif de deux protéines dans la
régulation de I'ostéoclaste et son activité de résorption osseuse, la contribution de I'épissage
alternatif sur le phénotype de l'ostéoclaste pagétique reste difficile a évaluer. Les résultats
suggerent que l'augmentation de I'expression de I'isoforme courte de la galectine-8 favorise la
résorption osseuse et participe a I’"hyperactivité de I'ostéoclaste pagétique par le trafic de protéines
impliquées dans la résorption osseuse. L'expression augmentée de la galectine-8 pourrait aussi
favoriser le nombre plus élevé d’ostéoclastes aux sites du remaniement pagétique et la survie des
cellules. Toutefois, I'effet de I'épissage alternatif de TBC1D25 semble moins évident. La diminution
de l'expression de la protéine ne jouerait pas un réle prédominant dans I|'établissement du
phénotype de I'ostéoclaste pagétique contenu des faibles variations concernant la diminution de la
résorption osseuse, la diminution du nombre de cellules multinucléées et la diminution de la
multinucléation lors de la diminution de son expression. Toutefois, les mécanismes impliqués dans
la régulation de ces processus n’ont pas été déterminés. Bien qu’en apparence la diminution de
TBC1D25 régule négativement les fonctions de I'ostéoclaste, plus d’informations sur ses substrats

sont nécessaires pour conclure sur son véritable réle. De plus, en collaboration avec d’autres
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facteurs, TBC1D25 pourrait expliquer certains aspects de I'ostéoclaste pagétique. Par exemple, si
I'altération de I'épissage alternatif de TBC1D25 diminue la motilité de I'ostéoclaste sans I'abolir,
TBC1D25 pourrait favoriser la formation de lacune de résorption osseuse plus profonde par
I'ostéoclaste pagétique hyperactif.

D’ailleurs, il est important de prendre en considération tous les genes dont I'épissage alternatif
est altéré dans I'ostéoclaste pagétique puisque méme si les protéines codées par les six génes dont
I’épissage alternatif a été associé au phénotype de I'ostéoclaste pagétique (LGALS8, USP4, CASC4,
PIDD1, RHOT1, TBC1D25) ont des réles dans des processus cellulaires différents, ceux-ci peuvent
tout de méme avoir des roles interreliés ou pourraient avoir une régulation d’amont par un
régulateur commun de I'épissage alternatif. Nous avons montré que malgré des interactions
moléculaires et des fonctions rapportées différentes, TBC1D25 et la galectine-8 sont directement
impliqués dans les événements du transport vésiculaire associés a la résorption osseuse et a la
régulation des podosomes. De plus, les deux protéines semblent jouer plusieurs roles d’importance
variable dans l'ostéoclaste et dont certains rbles pourraient participer a |'établissement du
phénotype de I'ostéoclaste pagétique alors que d’autres seraient de moindre importance en raison
de la contribution majeure d’un autre géne.

De ce fait, les événements de I'épissage alternatif ont été identifiés conjointement et aucune
évidence ne suggere que ces événements surviennent indépendamment les uns des autres. Il est
donc nécessaire d’évaluer I'effet de I'épissage alternatif de chacun de ces genes en débutant par
déterminer siles génes jouent effectivement un réle dans la survie et I'activité de résorption osseuse
comme nous l'avons fait dans les deux études portant sur TBC1D25 et la galectine-8 afin de
confirmer la pertinence d’évaluer le réle de leurs isoformes. Les quatre autres genes identifiés dans
I’étude précédente sur I'épissage alternatif dans les ostéoclastes pagétiques, USP4, CASC4, PIDD1
et RHOT1, n’ont toujours pas de fonction connue dans I'ostéoclaste, mais sont tous associés a des
fonctions qui suggérent un réle important de leurs protéines correspondantes dans I'ostéoclaste.
(Klinck et al., 2014) De plus, I'identification des facteurs qui influencent I'altération de I'épissage
alternatif des génes dans I'ostéoclaste pagétique serait nécessaire a la meilleure compréhension de
I'apport de ces événements sur le phénotype de I'ostéoclaste pagétique. L'épissage alternatif est
régulé par environ 300 protéines et I'altération de leur expression ou de leur modification post-
traductionnelle peut altérer les événements de la maturation de I’ARN. Certaines voies de
signalisation régulent les modifications post-traductionnelles favorisant I'activation de protéines

impliquées dans la régulation de I'épissage alternatif tel que AKT1. L'augmentation de I'activation
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de AKT1 en plus de favoriser la survie directement par |'activation de la voie de signalisation de
MTORC1, pourrait favoriser I'altération de I'épissage alternatif dans I'ostéoclaste pagétique.
(McManus et al., 2016; Urbanski et al., 2018) L’épigénétique est un autre facteur qui joue un réle
important dans la régulation de I'épissage alternatif. L'expression de plusieurs protéines impliquées
dans la régulation de I'épissage alternatif est régulée par les miARNSs. Le laboratoire de Dre Roux a
aussi montré I'implication de la variation de I'expression de miARNs contribuant au phénotype de
I'ostéoclaste pagétique. (Nguyen et al., 2021; Stephens et al., 2020) L’altération de I'expression de
miARNs peut impacter directement I'expression des protéines régulant I'épissage alternatif et
indirectement par I'altération de I'expression de facteurs de transcription ou par la régulation de
voies de signalisation affectant ces protéines. (Urbanski et al., 2018) Seul le changement de
I’expression ou de la régulation d’une protéine de I'épissage alternatif est nécessaire pour moduler
I’épissage de nombreux génes comme il a été montré dans le cancer. (Anczukéw et al., 2015;
Urbanski et al., 2018) La recherche d’un facteur de régulation commun menant a l'altération de
I’épissage alternatif des six génes de l'ostéoclaste pagétique permettrait donc une meilleure
compréhension de I'altération de I'épissage alternatif sur le phénotype de |'ostéoclaste pagétique.
Dans un premier temps, I'analyse différentielle de I'expression génique des facteurs de I'épissage
alternatif dans les ostéoclastes pagétiques et dans les ostéoclastes sains permettrait de cibler les
facteurs potentiellement impliqués dans I'épissage alternatif altéré de TBC1D25, LGALS8, CASC4,
PIDD1, USP4 et RHOT1. Dans un deuxiéme temps, il serait possible de réduire le nombre de facteurs
potentiellement en cause en analysant la présence de séquences ciblées par les facteurs d’épissage
alternatif dans les six génes d’intérét. Finalement, I’évaluation du profil des isoformes des six génes
lors de la réduction de I'expression des facteurs de I'épissage alternatif ciblés permettrait de trouver
un facteur d’épissage alternatif commun en amont de TBC1D25, LGALS8, USP4, CASC4, RHOT1 et
PIDD1 causant les événements de I'épissage alternatif contribuant au phénotype de I'ostéoclaste
pagétique. (Brosseau et al., 2014b; Du et al., 2021) Il reste donc beaucoup de travail pour mieux
comprendre la contribution de I’altération de I'épissage alternatif sur le phénotype de I'ostéoclaste
pagétique. Un facteur commun d’épissage de plusieurs genes ostéoclastiques pourrait devenir une
cible thérapeutique dans les pathologies avec hyperrésorption osseuse pour cibler plusieurs
facettes dérégulées de I'ostéoclaste comme dans la maladie de Paget.

Méme avec ces informations, la maladie de Paget est définitivement multifactorielle et la
contribution de I'épissage alternatif ne peut étre déterminée indépendamment des multiples

facteurs qui influencent la différenciation, la survie et I'activité de I'ostéoclaste pagétique. Tout de
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méme, I'ostéoclaste pagétique est un modele intéressant pour découvrir de nouvelles protéines
impliguées dans la biologie de I'ostéoclaste et ultimement élaborer de nouveaux traitements pour
les maladies osseuses causées par |’hyperactivité des ostéoclastes. Nos études ont permis de
confirmer I'importance de protéines nouvellement associées a la biologie de 'ostéoclaste grace a
une étude antérieure de I'ostéoclaste pagétique. Nos études ne permettent toutefois pas de
proposer 'une de ses protéines comme cible thérapeutique pour le moment puisqu’il manque
plusieurs informations sur leur role respectif. Il sera nécessaire d’établir leur mécanisme d’action
respectif avant de déterminer si ce sont des candidats potentiels pour I'élaboration de traitement.
Toutefois, dans I'éventualité ou I'une d’entre elles est une cible potentielle, plusieurs possibilités
sont disponibles ou a I’étude pour moduler leur expression ou leur activité a des fins de traitement.

(Brosseau et al., 2014a; Prieto-Dominguez et al., 2019; Vladoiu et al., 2014)
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CONCLUSION

En conclusion, nos travaux soulignent I'implication de I'épissage alternatif dans la régulation
des fonctions de I'ostéoclaste par la mise en évidence du role de deux génes et leurs protéines
correspondantes dans la régulation de I'ostéoclaste humain.

Premierement, nos résultats montrent le réle de TBC1D25, la premiére rabGAP impliquée dans
la biologie de 'ostéoclaste. Nos résultats suggerent un réle pour TBC1D25 dans la régulation de la
multinucléation de la cellule qui affecte indirectement son activité. De plus, la distribution de la
rabGAP dans l'ostéoclaste actif suggére qu’elle est directement impliquée dans la résorption
osseuse et pourrait réguler I'activité de rabs a la zone de scellement et a la membrane plissée.
Cependant, les fonctions précises de TBC1D25 dans la régulation de la formation de ces deux
structures restent a définir par I'identification de ses partenaires d’interaction et de ses substrats
dans I'ostéoclaste humains. L’étude de I'interaction entre TBC1D25 et quelques-uns des partenaires
d’interaction identifiés permettra de mieux comprendre l'importance de TBC1D25 dans la
régulation du transport vésiculaire de I'ostéoclaste humain.

Deuxiémement, nos résultats montrent un role direct de la galectine-8 dans la régulation de
I’ostéoclaste humain. La galectine-8 semble avoir de multiples fonctions affectant indirectement la
résorption osseuse. Par I'activation de signalisations, elle favoriserait la survie de I'ostéoclaste en
plus de réguler leur multinucléation. Par I'entremise de I'activité de son isoforme courte, la
galectine-8 régule directement la résorption osseuse. L'isoforme courte est impliquée dans le
transport apical de vésicules sécrétrices par son interaction avec CLCN7 et LAMP1. Toutefois, le
mécanisme exact impliquant I'isoforme courte dans le transport apical reste a déterminer, tout
comme pour les autres réles de la galectine-8. Les multiples partenaires d’interaction identifiés dans
notre étude donnent cependant plusieurs perspectives de recherche pour définir les mécanismes
impliqués dans les rbles variés de la galectine-8.

Bien que leur role exact reste a déterminer, nos études ont identifié deux nouvelles protéines
impliquées dans la biologie de I'ostéoclaste humain qui donne de nouvelles perspectives sur la

régulation de I'ostéoclaste humain.
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Gene Protéine Score Fonctions en bref

RAB2A RAB2A 1.00 GTPase; Transport vésiculaire

GABARAP GABA (A) receptor associated protein 1.00 Autophagie; Réorganisation du cytosquelette
GABARAPL2 GATE-16 1.00 Autophagie; Transport intra-Golgi

IST1 IST1 homolog 1.00 Cytokinése

MAP2K4* MAP kinase kinase 4 1.00 Activation de p38 et JNK

ARFIPZ Arfaptin-2 1.00 Autophagie; Régulation de NFKB; Effecteur de ARL1
HCCs Cytochrome c-type heme lyase 1.00 Production du cytochrome ¢ mature
TOMM?70A Mitochondrial import receptor subunit TOM70 1.00 Import de protéines dans la mitochondrie
YWHAB 14-3-3 protein B/a 1.00 Protéine adaptatrice

ACAD9 Complex | assembly factor ACAD9, mitochondrial 1.00 Phosphorylation oxydative

DCAKD Dephospho-CoA kinase domain-containing protein 1.00 -

HMOX2 Heme oxygenase 1.00 Catabolisme de I'héeme

AASDHPPT 4'-phosphopantetheinyl transferase 1.00 Impliquée dans la biosynthése de la lysine
DAK Triokinase/FMN cyclase 0.99 Phosphorylation de dihydroxyacétone

PPID Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase D 0.98 Translocation de protéines

TMEMS558 Ptins-4,5-P2 4-Ptase | 0.98 Transport des lysosomes; Assemblage de V-ATPASE
ARFGAPT Arf GAP3 0.98 GAP de ARF1

ABCB7 ATP-Binding Cassette Transporter 7, mitochondrial 0.98 Transport de 'héme

DHRS7 Dehydrogenase/reductase SDR family member 7 0.98 Métabolise plusieurs composés

NDUFAF4 NADH dehydrogenase 1 a subcomplex assembly factor 4 0.96 Phasphorylation oxydative

NAA10 N-alpha-acetyltransferase 10 0.96 Modification post-traductionnelle N-acétylation
ILVBL 2-hydrocyacyl-CoA lyase 2 0.96 Dégradation de la phytosphingosine

RDH14 Retinol dehydrogenase 14 0.95 Activation de la NADP-rétinol déshydrogénase
TBRG4 FAST kinase domain-containing protein 4 0.95 Régulation de I'ARN mitochondriale

SEC618B Protein transport protein SEC61 subunit beta 0.95 Translocation de protéines

HARS Histidine-tRNA ligase, cytoplasmic 0.85 Incorporation de ['histidine dans les protéines
BZW2 elF5-mimic protein 1 0.95 Régulation de l'initiation de |a traduction

buT 2-hydrocyacyl-CoA lyase 2 0.93 Inhibition du récepteur PARR

ARL6PIPS Retinol dehydrogenase 14 0.92 Régulation négative SLC1A1

NDUFAF3 NADH dehydrogenase 1 a subcomplex assembly factor 3 0.91 Phosphorylation oxydative

JAGNT Protein jagunal homolog 1 0.91 Transport véssiculaire; Traffic de protéines
ACBD3 Phospatidylinositol 4-kinase beta 0.91 Traffic du Golgi a la membrane

PPOX Protoporphyrinagen oxidase 0.91 Biosynthése de 'heme

RAP1GDS1 Rap1 GGTPase-GDP dissociation stimulator 1 0.91 GEF et GDI de RHO GTPase

GPX1* Gluthione peroxidase 1 0.91 Dégradation du peroxyde d'hydrogéne

RTN3 Reticulon-3 0.91 Production d'amyloide B

ALGS Dolichyl-phosphate beta-glucosyltransferase 0.91 Glycosylation

DOLPP1 Dolichyldiphosphatase 1 0.91 Glycosylation

En gras les partenaires connus de TBC1D25; *fonction connue dans I'ostéoclaste; Fonctions selon
les bases de données UniProt et GeneCards




