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RESUMEN
Los osteocitos responden a las fuerzas mecdanicas controlando la
funcién de osteoblastos y osteoclastos. La estimulacion mecanica

disminuye la apoptosis de los osteocitos y promueve la formacién



6sea. Sin embargo, la falta de carga mecanica induce a los osteocitos
a favorecer la migracion y la diferenciacion osteoclastica, lo que en
definitiva resulta en una pérdida de masa 6sea. El cilio primario ha
sido descrito como un importante mecanorreceptor en las células
0seas. PTH1R, el receptor tipo 1 de la hormona paratiroidea (PTH)
modula los efectos de los osteoblastos, osteoclastos y osteocitos tras
su activacion por la PTH o la proteina relacionada con la PTH (PTHrP)
en células osteoblasticas. Recientemente se ha descrito que la
estimulacion mecanica en osteocitos inhibe el reclutamiento vy
diferenciacion de osteoclastos a través de un mecanismo dependiente
de PTH1R y del cilio primario. El estimulo mecanico en osteocitos
induce la traslocacién de PTH1R al cilio primario en osteocitos MLO-
Y4. En este trabajo planteamos estudiar si la PTHrP reproduce los
efectos observados con el estimulo mecanico en cuanto a la
relocalizacidon del receptor al cilio primario y si es también capaz de
inhibir la diferenciacién de osteoclastos a través de la regulacion de
las citoquinas CXCL5 e IL-6. Nuestros resultados muestran que el
estimulo con PTHrP (1-37) desencadena una movilizacién significativa
de PTH1R a lo largo del cilio primario en las células osteociticas MLO-
Y4. Ademas, se observa que la PTHrP inhibe la diferenciacién de
osteoclastos a través de las citoquinas CXCL5 e IL-6.
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INTRODUCCION

El cilio primario es un organulo apendicular, Unico e inmdévil, existente
en numerosos tipos celulares, entre los que se encuentran las células
0seas y donde ejerce funciones similares a una antena, recibiendo
sefales quimicas y mecanicas (1). A pesar de estar presente en casi
todas las células del ser humano, su presencia no es constante en

ellas, sino que se ensambla y se reabsorbe en un proceso



dependiente del ciclo celular: se forma durante la fase quiescente y
desaparece antes de entrar en mitosis (1,2).

La carga mecéanica es uno de los moduladores mas relevantes para la
formacién y el mantenimiento de la masa y la arquitectura ésea (3).
La presencia del cilio primario en los osteocitos es imprescindible para
el desempefio de la funcidbn mecanica (4-6). Ademas de su papel
como mecanorreceptor, el cilio primario acumula gran cantidad de
receptores, entre los que se encuentra el receptor tipo 1 de la
parathormona (PTH) y la proteina relacionada con la parathormona
(PTHrP), PTH1R (7-9).

PTH1IR se expresa en osteoblastos y osteocitos donde cumple
funciones clave para la regulacién del metabolismo éseo (10). La
PTHrP es una citoquina que se expresa en numerosos tejidos. En el
tejido 6seo ejerce funciones locales, principalmente a través del
receptor PTH1R, aunque se conocen otros efectos independientes de
este receptor (11-14). PTH1R, ademas de ser activado tras la unién a
sus agonistas, PTH y PTHrP, es sensible a los estimulos mecanicos. Se
ha descrito que la estimulacién mecanica puede activar directamente
a PTH1R en ausencia de ligando, indicando la importancia del
receptor de PTH como mecanosensor en osteocitos y osteoblastos
(15,16). En este sentido, nuestro grupo ha demostrado que PTH1R es
un componente fundamental en el proceso de transduccién de
sefales mecanicas en las células osteociticas MLO-Y4 (16,17). En
estas células, la activacion de PTH1R en ausencia de ligando ocurre
inmediatamente después de la estimulacién mecanica con flujo de
fluido, gracias a un aumento de la afluencia de calcio intracelular
(18). Ademas, el flujo de fluido induce un incremento de PTH1R en la
membrana plasmatica de las células MLO-Y4 (19).

Recientemente hemos demostrado que la estimulacién mecanica por
flujo de fluido en las células MLO-Y4, induce la traslocacién de PTH1R

al cilio primario (20). En estas condiciones, los osteocitos inhiben la



migracion y la diferenciacion de los precursores osteoclasticos, a
través de la alteracion de la secrecién de las citoquinas CXCL5 e IL-6
(21). A pesar de que la presencia del receptor PTH1R en el cilio
primario es también relevante para las acciones de la PTHrP (22), se
desconoce si la PTHrP (1-37) induce cambios en la traslocacién del
receptor al cilio primario de manera similar a los ejercidos por la
estimulacién mecanica.

En el presente trabajo nos planteamos estudiar los efectos de la
estimulaciéon con PTHrP (1-37) en la linea de osteocitos MLO-Y4 sobre
la movilidad del receptor PTH1R en la membrana plasmatica,
analizando la posible colocalizacién del receptor en el cilio primario,
asi como la implicacién de las citoquinas CXCL5 e IL-6, producidas por
osteocitos tras el estimulo con PTHrP, en la diferenciacién de los

precursores osteoclasticos.

MATERIALES Y METODOS

Cultivo celular

Las células osteociticas de ratdn MLO-Y4 (generosamente donadas por
la Dra. Lynda Bonewald) se cultivaron en a-MEM suplementado con
2,5 % de suero fetal de ternera (SFT), 2,5 % de suero fetal bovino
(SFB), penicilina (100 unidades/ml) y estreptomicina (100 pg/ml) en
un incubador humidificado con un 5 % de CO; a 37 °C. Las células se
sembraron a una densidad de 25 000 células/cm? en placas de cultivo
convencionales o en portaobjetos de vidrio (FlexCell International
Corp., Hillsborough, NC, EE. UU.), revestidas con una matriz de
coldgeno tipo | (Sigma Aldrich, St. Luis, MO, EE. UU.). Las células se
mantuvieron en cultivo hasta que estuvieron casi totalmente
confluentes. Al dia siguiente, se reemplazé el medio de cultivo por
medio a-MEM sin rojo fenol con 1% de SFB y las células se
mantuvieron en esta condiciéon durante 24 horas. Posteriormente, las
células se estimularon con el péptido exégeno PTHrP (1-37) (Bachem,
Bubendorf, Suiza) a una concentracion de 100 nM durante 10



minutos. Las células que no fueron estimulas serdn los controles
estaticos (CE). Después, las células se incubaron durante 18 horas
con a-MEM sin rojo fenol, sin SFB y sin SFT. Transcurrido este tiempo
se llevd a cabo la recogida de medios condicionados (MC). Ademas, se
utilizé sangre obtenida del Centro de Transfusién de la Comunidad de
Madrid. Las células mononucleares de sangre periférica (CMSP) para
generar osteoclastos humanos in vitro se aislaron a partir de la capa
leucocitaria. Estas células se cultivaron en medio o-MEM
suplementado con un 10 % de SFT, 100 unidades/ml de penicilina y
100 pg/ml de estreptomicina, en atmdsfera himeda de 5 % de CO, y
a 37 °C. Los monocitos humanos se dejaron crecer hasta alcanzar una

confluencia del 90 %.

Inhibicion del cilio primario, PTH1R, Glil, AMP ciclico y
fosfolipasa C

La formacion del cilio primario y la actividad del PTH1R se inhibieron
tratando a las células durante 1 h con hidrato de cloral acuoso 1 mM
o con 100 nM de PTHrP (7-34), respectivamente. El factor de
transcripcion Gli se inhibié utilizando 10 uM de Gli-1-Antagonist 61
(GANT61; Santa Cruz Biotechnology) durante 1 h cuando fue
apropiado. EI AMPc y la fosfolipasa C se inhibieron durante 1 h con
100 pM del inhibidor del adenilato ciclasa SQ22536 o con 1 uM del
inhibidor de la fosfolipasa C U73122, respectivamente.

Transfeccion celular

Las células MLO-Y4 se transfectaron de manera transitoria con un
pldsmido portador de ADN complementario (ADNc) codificante para
PTH1R humano fusionado con el gen reportero proteina fluorescente
verde (GFP) (°"PTH1R) (generosamente donada por el Dr. Peter
Friedman) utilizando lipofectamina 3000 (Life Technologies) durante 4
h a 37 °C, segun las directrices del fabricante.



Inmunofluorescencia

Las células se fijaron utilizando paraformaldehido (PFA) al 4 % en PBS,
pH 7,4, durante 10 minutos y, posteriormente, se permeabilizaron con
Tritén X-100 al 0,5 % en PBS, a pH 7,4 durante 5 minutos. Para el
blogueo de las uniones inespecificas, las células se incubaron durante
1 hora con albumina de suero bovino (BSA) al 10 % suplementado con
un 5% de suero de cabra. A continuacién, se incubaron con el
anticuerpo monoclonal producido en ratén antitubulina a-acetilada
(Sigma Aldrich), diluido 1:1000 en BSA 1X (100 ml de BSA al 10 %
diluido en 900 ml de PBS), durante toda la noche, a 4 °C y en
agitacion. Al dia siguiente, se realizaron varios lavados con PBS 1X y
se afadid el anticuerpo secundario antiinmunoglobulina G (IgG) de
ratdn conjugado con Alexa fldor 546 (Invitrogen, Waltham, MA, EE.
UU.), diluido 1/1000 en BSA 1X, durante 1 hora a temperatura
ambiente. Posteriormente, se realizaron varios lavados con PBS 1X, vy
se llevé a cabo el montaje con el reactivo FluorSafe (Calbiochem, La
Jolla, CA, EE. UU.). Las muestras se analizaron con el microscopio
confocal Leica DMI8, evaluandose la colocalizacién entre el cilio
primario y el receptor PTH1R en las células que habia sido
transfectadas con el plasmido °*"PTHIR, teniéndose en cuenta si la
colocalizacién se habia producido solo en la base o a lo largo de todo
el cilio primario. También se analizé la longitud del cilio primario,

gracias al software Image).

Generacion de osteoclastos para la evaluacion de Ila
osteoclastogénesis

Los monocitos humanos obtenidos del aislamiento de la capa
leucocitaria fueron utilizados para el ensayo de diferenciacién hacia
osteoclastos. Una vez que alcanzaron el 90 % de confluencia, se retird
el medio de cultivo, se lavd dos veces con PBS 1X y se llevd a cabo la
tripsinizacion (en 0,25 % v/v de tripsina y 1 mM de 4acido
etilendiaminotetraacético [EDTA]) durante 30 minutos, utilizando un



rascador celular. Para el ensayo de diferenciaciéon, se sembraron
20 000 células/pocillo en una placa de 96 pocillos con el medio de
cultivo a-MEM suplementado con un 10 % de SFT, 100 unidades/ml de
penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina, ademas de 20 ng/ml de M-
CSF y 20 ng/ml de RANKL (ProSpec, Ness-Ziona, Israel). Los controles
fueron cultivados con el mismo medio de cultivo, pero sin RANKL.
Pasados tres dias, el medio de cultivo se reemplazd por medio fresco
sin rojo fenol, conteniendo M-CSF y RANKL, segun correspondiera, y
anadiéndose ademas un 20 % de los distintos MC de las células MLO-
Y4. A los controles se le afadié un 20 % de medio a-MEM sin SFT.
Ademas, se afadieron anticuerpos neutralizantes; 2 pg/mL de anti-
CXCL5 y 1 pg/ml de anti-IL-6. Los monocitos humanos estuvieron en
contacto con los MC de las MLO-Y4 durante 3 dias. Pasado este
tiempo, se retiré el medio de cultivo y se lavé con PBS 1X para
eliminar las células no adherentes. Las células fueron fijadas con PFA
al 4 % durante 10 minutos, permeabilizadas con metanol al 100 %
durante 20 minutos, y teiidas con hematoxilina durante 5 minutos. La
diferenciacion de los monocitos humanos hacia osteoclastos se
determind por la morfologia de las células obtenidas, observandose la
formacién de células gigantes con tres o mas nucleos. Las imagenes
fueron realizadas gracias al microscopio Leica DMI1, evaludndose el
numero de células osteoclasticas con tres o0 mas nucleos mediante el

software Image).

Analisis estadistico

Los datos estan expresados como las medias = desviaciones estandar
(DE). El andlisis estadistico se realizé6 con GraphPad Prism (software
de GraphPad). Las diferencias entre condiciones se evaluaron
mediante analisis de varianza no paramétrico (Kruskal-Wallis) seguido
de la prueba de Mann-Whitney. La p < 0,05 se considero significativa.

RESULTADOS



Localizacion del receptor PTH1R en el cilio primario de
osteocitos estimulados con PTHrP (1-37)

En primer lugar, se quiso comprobar cémo afecta el tratamiento con
PTHrP a la movilidad del PTH1R hacia el cilio primario en células
osteociticas MLO-Y4. Mediante microscopia confocal se observé que
PTH1R colocalizaba con el cilio primario en las células MLO-Y4. En
condiciones estaticas, el 52 % de las células osteociticas ciliadas
mostraban cierta colocalizacién entre PTH1R y el cilio primario. De
estas, solo el 33 % de las células mostraban colocalizacién a lo largo
de todo el cilio primario, mientras que el 19 % mostraba
colocalizacién solo en la base del cilio. Sin embargo, tras la
estimulacion con PTHrP, observamos un aumento significativo en la
presencia de PTH1R a lo largo de todo el cilio primario (el 79 % de las
células osteociticas ciliadas manifestaron colocalizacion entre PTH1R
y el cilio primario; de este porcentaje, el 50 % de las células ciliadas
mostraron localizacion de PTH1R en toda la extensién del cilio,
mientras que el 29 % mostraron colocalizaciéon solo en la base del
cilio) (Fig. 1 A y B). El pretratamiento con HC anulé la formacion del
cilio primario, asi como la movilizacién de PTH1R hacia él, mientras
gue el tratamiento con el antagonista PTHrP (7-34) no afecté de
manera significativa a la movilizaciéon del PTH1R (Fig. 1 Ay B). En
condiciones estaticas e inhibicién con PTHrP (7-34), el 58 % de las
células osteociticas ciliadas mostraban cierta colocalizacién entre
PTH1R y el cilio primario. De esta, solo el 36 % de las células
mostraron colocalizacién a lo largo de todo el cilio primario, mientras
gue el 22 % presentaron colocalizaciéon solo en la base del cilio. Tras
el tratamiento con PTHrP, el 40 % de las células osteociticas ciliadas
manifestaron colocalizacion entre PTH1R y el cilio primario. De este
porcentaje el 23 % de las células ciliadas mostraron localizaciéon de
PTH1IR en toda la extension del cilio, mientras que el 17 %
presentaron colocalizacién solo en la base del cilio (Fig. 1 Ay B).



También se quiso comprobar si la longitud del cilio experimentaba
algun cambio cuando se estimulaba con PTHrP (1-37) en comparacion
con condiciones estaticas. En ambos casos el cilio primario
presentaba una longitud similar (Fig. 1C). Con el pretratamiento con
HC este efecto fue inhibido, pero no se vio afectado por el antagonista
de PTH1R, la PTHrP (7-34) (Fig. 1C).

Estos resultados muestran que el estimulo con PTHrP desencadena
una movilizaciéon significativa del receptor PTH1R al cilio primario en

células osteociticas MLO-Y4.

Implicacion de las proteinas CXCL5 e IL6 en la diferenciacion
de los osteoclastos
La regulacion, a través del estimulo mecanico, de la secrecién de las
citoquinas CXCL5 e IL-6 en osteocitos MLO-Y4, ha demostrado tener
un papel en el reclutamiento y diferenciacién de los precursores
osteoclasticos (21). Esta regulacion asociada a la
mecanotransduccidén es mediada por el cilio primario y la activacién
del PTH1R (21). En base a estos antecedentes y a los resultados
obtenidos en cuanto a la traslocacion del PTH1R al cilio (Fig. 1)
guisimos comprobar si las citoquinas CXCL5 e IL-6 median también las
acciones desempefiadas por la PTHrP en la comunicacién entre
osteocitos y osteoclastos utilizando anticuerpos neutralizantes
especificos (Figs. 2 y 3). Los resultados mostraron que los medios
condicionados (MC) de osteocitos en condiciones estaticas provocaron
un aumento de la diferenciacion de osteoclastos; un efecto que fue
inhibido por el pretratamiento de los MC de los osteocitos con el
anticuerpo neutralizante CXCL5 o el anticuerpo neutralizante IL-6.
Ademas, el MC de osteocitos tratados con PTHrP (1-37) disminuyé la
diferenciacién hacia osteoclastos con o sin neutralizaciéon de CXCL5 o

IL-6 (Figs. 2 y 3). La neutralizacién de CXCL5 no caus6 ningln efecto



sobre la diferenciacion de osteoclastos cuando se inhibié el cilio
primario o PTH1R de los osteocitos con HC o PTHrP (7-34),
respectivamente (Fig. 2 A y B). Asi mismo, la neutralizacién de CXCL5
tampoco causd ningun efecto en la osteoclastogénesis cuando las
vias GLI, PKA y PKC fueron inhibidas con GANT61, SQ22536 y U73122,
respectivamente (Fig. 3 Ay B). Por el contrario, el anticuerpo anti-IL-6
no solo revirtié la osteoclastogénesis en condiciones estaticas, sino
también en presencia de HC o PTHrP (7-34) (Fig. 2 A y B). De igual
forma, la inhibicién de las vias GLI, PKA y PKC también revierte la
osteoclastogénesis (Fig. 3 Ay B).

Estos hallazgos indican que es necesaria la presencia tanto de un cilio
primario funcional como del receptor PTH1R en los osteocitos para
una correcta comunicacion con los osteoclastos, y sugieren que la
estimulacién con PTHrP en osteocitos inhibe la diferenciacién de los
osteoclastos a través de CXCL5, mientras que la activaciéon de PTH1R
y del cilio primario en osteocitos regulan a los osteoclastos a través
de IL-6.

DISCUSION

El cilio primario es un conocido mecanosensor presente en los
osteocitos entre otras células. Sin embargo, sus funciones en las
células déseas parecen no limitarse Unicamente a favorecer la
mecanotransduccidn. En este trabajo, nuestros resultados indican que
el cilio primario expone a lo largo de toda su extensién el receptor
tipo 1 de la PTH y la PTHrP, PTH1R, tras la estimulacién con el péptido
PTHrP (1-37). Ademds, observamos que las citoquinas CXCL5 e IL-6
parecen regular los efectos que ejerce la PTHrP en la comunicacién de
los osteocitos con los osteoclastos, concretamente afectando a la
diferenciacién de estos ultimos.

El PTH1R se expresa en osteoblastos y osteocitos, y es clave para la

formacién del tejido y el mantenimiento de la homeostasis 6sea (23).



La sefalizacién de PTHrP a través del PTH1R en osteocitos promueve
la inhibicién de la sintesis de esclerostina, lo que se traduce en un
aumento de la formacion ésea, pero también activa el remodelado
0seo, a través de la regulacién de RANKL (24). El PTH1R puede ser
activado por sus dos agonistas, la PTH secretada por las glandulas
paratiroides, o bien por la PTHrP, secretada por una gran variedad de
tejidos, como el hueso, donde actia de forma local (10). Varios
trabajos indican que este receptor puede actuar como
mecanorreceptor, siendo activado directamente por estimulos
mecanicos, en ausencia de sus agonistas (25). También se ha descrito
gue la carga mecdnica como el ejercicio fisico y los péptidos
PTH/PTHrP pueden potenciar sinérgicamente sus acciones entre si
(13,26). De hecho, la actividad fisica como correr o nadar induce la
secrecion transitoria de PTH (27), y la estimulacion mecanica
aumenta la produccién de PTHrP en los osteocitos, lo que podria
inducir la activaciéon de PTH1R (18,28).

El cilio primario también actia como mecanorreceptor en células
Oseas, recibiendo sefales mecanicas. El cilio primario presenta
numerosos receptores y canales capaces de activarse ante diferentes
estimulos. En este trabajo, nuestros resultados muestran que tras la
estimulaciéon con el péptido de la PTHrP (1-37) existe una migracion
del PTH1R hacia el cilio primario, aumentando la presencia del
receptor dispuesto a lo largo de toda la proyeccién ciliar (Fig. 1). Un
efecto muy similar al aqui descrito se observa al estimular estas
mismas células MLO-Y4 con un estimulo mecénico por flujo de fluido
(21). Ademas, otro estudio ha demostrado que el estimulo mecanico
promueve el transporte de PTH1R al cilio primario, aumentando la
sefalizacion de PTH en células del nudcleo pulposo del disco
intervertebral (9).

Los experimentos de neutralizacion apuntan a CXCL5 como una
citocina regulada por los osteocitos que, cuando es secretada,
controla la diferenciacién de los osteoclastos. CXCL5 es una



guimioquina implicada en el reclutamiento de leucocitos (29,30). Esta
quimioquina se une al receptor CXC1 y al receptor CXC2, ambos
expresados en los precursores de osteoclastos (31,32). Ademas, se ha
descrito que CXCL5 modula la expresion de CXC1l y puede tener un
papel funcional en el aumento de los niveles de expresién de RANKL
en las células estromales/preosteoblasticas de médula ésea humana
(33). Sundaram y cols. mostraron que CXCL5 podria tener un papel
funcional en el aumento de los niveles de expresién de RANKL
asociados a la enfermedad 6sea de Paget en humanos, la cual
presenta zonas muy localizadas de recambio 6éseo con una mayor
actividad de los osteoclastos (33).

Con respecto a IL-6, es bien conocido su papel como inductor de la
osteoclastogénesis mediada por osteocitos mediante la actividad de
JAK2 y RANKL (34). Un estudio ha demostrado que el aumento en la
secrecién de IL-6 por células osteociticas apoptdéticas promueve el
reclutamiento de precursores osteoclasticos. Esto es debido a que la
secrecién de IL-6 promueve la expresion endotelial de ICAM-1 vy la
adhesién de los precursores osteoclasticos (35). El estudio de
Kazuhiro demostré que la combinaciéon de TNF e IL-6 puede inducir la
reabsorcién ésea en células similares a los osteoclastos (36). De
hecho, IL-6 desempena un papel importante como regulador durante
la osteoclastogénesis, resorcién y regeneracién éseas (35). De forma
similar a este estudio, la formacién de osteoclastos se vio potenciada
tras la secrecién tanto de IL-6 como del receptor soluble de IL-6 (37).
En concordancia, nuestros resultados (Fig. 2 y 3) muestran que el
anticuerpo neutralizante de IL-6 disminuyd la diferenciacién celular
cuando se inhibié el cilio y el receptor PTH1R. De igual forma ocurre
cuando se inhibe las vias Hedgehog, adenilato ciclasa y fosfolipasa C.
Sin embargo, el anticuerpo neutralizante de CXCL5 no tuvo ningldn
efecto a este respecto.

Datos previos de nuestro grupo de investigacién muestran que el

silenciamiento de Pthlr se asocia a un aumento de la migracién de



monocitos y de la osteoclastogénesis, asi como a un aumento de la
secreciéon de IL-6 por parte de los osteocitos, a pesar de que las
células fueron estimuladas por FF. Dado que la neutralizacién de IL-6
en estas condiciones disminuye tanto la migracion como Ia
diferenciacién de osteoclastos, estos datos sugieren que la secrecion
de altos niveles de IL-6 puede superar la baja secrecion de CXCL5
dependiente de FF y mantener la migracién de monocitos y Ia
osteoclastogénesis (20). De igual forma, ocurriria cuando se produce
la estimulacién con PTHrP en el proceso de osteoclastogénesis (Fig.
2).

Ademas, demostramos que la inhibicién del cilio primario también se
asocid con un aumento de la funcién osteoclastica, incluso en
condiciones de estimulaciéon con PTHrP (1-37), y la neutralizacién de
la IL-6 revirtié este efecto. Colectivamente, estos datos sugieren que
la inhibicién del cilio primario podria inducir una elevada secrecién de
IL-6 que supere la baja secrecién de CXCL5, como ocurre cuando se
inhibe el receptor PTH1R (Fig. 4). Sin embargo, también es posible
gue el cilio primario en condiciones de estimulacién con PTHrP (1-37)
module otras citoquinas alternativas implicadas en la comunicacion
osteoclastica. Aun asi, la neutralizacion de IL-6 fue suficiente para
prevenir la diferenciacién de los precursores de osteoclastos.

Nuestros hallazgos apoyan que el cilio primario funcional y PTH1R son
necesarios en los osteocitos para regular el secretoma de estas
células y su comunicacién con los osteoclastos. Asi, los osteocitos
estimulados con PTHrP (1-37) inhiben la diferenciacion de
osteoclastos mediante la disminucién de la secrecion de CXCLS5,
mientras que la activacion de PTH1R y del cilio primario en los
osteocitos regulan a los osteoclastos a través de la modulacion de la
secrecion de IL-6.

BIBLIOGRAFIA
1. Malicki JJ, Johnson CA. The Cilium: Cellular Antenna and Central



Processing Unit. Trends Cell Biol 2017;27:126-40. DOI:
10.1016/j.tcb.2016.08.002

Ishikawa H, Marshall WEF. Ciliogenesis: Building the cell’s
antenna. Nat Rev Mol Cell Biol 2011;12(4):222-34. DOI:
10.1038/nrm3085

Robling AG, Turner CH. Mechanical Signaling for Bone Modeling
and Remodeling. Crit Rev Eukaryot Gene Expr 2009;19(4):319-
38. DOI: 10.1615/critreveukargeneexpr.v19.i4.50

Christensen ST, Morthorst SK, Mogensen |B, Pedersen LB.
Primary cilia and coordination of receptor tyrosine kinase (RTK)
and transforming growth factor B (TGF-B) signaling. Cold Spring
Harb Perspect Biol 2017;9(6):a028167. DOl:
10.1101/cshperspect.a028167

Hoey DA, Tormey S, Ramcharan S, O’Brien FJ, Jacobs CR. Primary
Cilia-Mediated Mechanotransduction in Human Mesenchymal
Stem  Cells. Stem Cells 2012;30(11):2561-70. DOI:
10.1002/stem.1235

Malone AMD, Anderson CT, Tummala P, Kwon RY, Johnston T,
Stearns T, et al. Primary cilia mediate mechanosensing in bone
cells by a calcium-independent mechanism. Proc Natl Acad Sci U
S A 2007;104(33):13325-30. DOI: 10.1073/pnas.0700636104
Schou KB, Pedersen LB, Christensen ST. Ins and outs of GPCR
signaling in primary cilia. EMBO Rep 2015;16(9):1099-113. DOI:
10.15252/embr.201540530

Rais Y, Reich A, Simsa-Maziel S, Moshe M, Idelevich A, Kfir T, et
al. The growth plate’s response to load is partially mediated by
mechano-sensing via the chondrocytic primary cilium. Cell Mol
Life Sci 2015;72(3):597-615. DOI: 10.1007/s00018-014-1690-4
Zheng L, Cao Y, Ni S, Qi H, Ling Z, Xu X, et al. Ciliary parathyroid
hormone signaling activates transforming growth factor-B to
maintain intervertebral disc homeostasis during aging. Bone Res
2018;6(1):21. DOI: 10.1038/s41413-018-0022-y



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Ardura JA, Portal-Nunez S, Alonso V, Bravo B, Gortazar AR.
Handling Parathormone Receptor Type 1 in Skeletal Diseases:
Realities and Expectations of Abaloparatide. Trends Endocrinol
Metab 2019;30(10):756-66. DOI: 10.1016/j.tem.2019.07.014
Gardinier JD, Daly-Seiler C, Rostami N, Kundal S, Zhang C. Loss
of the PTH/PTHrP receptor along the osteoblast lineage limits the
anabolic response to exercise. Genetos DC, editor. PLoS One
2019;14(1):e0211076. DOI: 10.1371/journal.pone.0211076

De Gortazar AR, Alonso V, Alvarez-Arroyo MV, Esbrit P. Transient
exposure to PTHrP (107-139) exerts anabolic effects through
vascular endothelial growth factor receptor 2 in human
osteoblastic cells in vitro. Calcif Tissue Int 2006;79(5):360-9.
DOI: 10.1007/s00223-006-0099-y

Maycas M, McAndrews KA, Sato AY, Pellegrini GG, Brown DM,
Allen MR, et al. PTHrP-Derived Peptides Restore Bone Mass and
Strength in Diabetic Mice: Additive Effect of Mechanical Loading.
J Bone Miner Res 2017;32(3):486-97. DOI: 10.1002/jbmr.3007
Ardura JA, Portal-NUnez S, Alonso V, Bravo B, Gortazar AR.
Handling Parathormone Receptor Type 1 in Skeletal Diseases:
Realities and Expectations of Abaloparatide. Trends Endocrinol
Metab 2019;30(10):756-66. DOI: 10.1016/j.tem.2019.07.014
Zhang YL, Frangos JA CM. Mechanical stimulus alters
conformation of type 1 parathyroid hormone receptor in bone
cells. Am ] Physiol Cell Physiol 2009;296(6):C1391-9. DOI:
10.1152/ajpcell.00549.2008

Maycas M, Ardura JA, De Castro LF, Bravo B, Gortazar AR, Esbrit
P. Role of the Parathyroid Hormone Type 1 Receptor (PTH1R) as
a Mechanosensor in Osteocyte Survival. | Bone Miner Res
2015;30(7):1231-44. DOI: 10.1002/jbmr.2439

Maycas M, Esbrit P, Gortdzar ARAR. Molecular mechanisms in
bone mechanotransduction. Histol Histopathol 2017;32(8):751-
60. DOI: 10.14670/HH-11-858



18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

Maycas M, Ardura JA, De Castro LF, Bravo B, Gortazar AR, Esbrit
P. Role of the Parathyroid Hormone Type 1 Receptor (PTH1R) as
a Mechanosensor in Osteocyte Survival. | Bone Miner Res.
2015;30(7):1231-44. DOI: 10.1002/jbmr.2439

Maycas M, Fernandez de Castro L, Bravo B, Garcia de Durango
C, Forriol F, R. Gortazar A, et al. El receptor 2 de VEGF (VEGFR2)
y el receptor 1 de la PTH (PTH1R) actuan como mediadores de la
respuesta anti-apoptética al estimulo mecanico en las células
osteociticas MLO-Y4. Rev Osteoporos y Metab Miner
2015;7(4):91-7. DOI: 10.4321/51889-836X2015000400003
Tirado-Cabrera |, Martin-Guerrero E, Heredero-Jimenez S, Ardura
JA, Gortazar AR. PTH1R translocation to primary cilia in
mechanically-stimulated ostecytes prevents osteoclast
formation via regulation of CXCL5 and IL-6 secretion. ] Cell
Physiol 2022;237(10):3927-43. DOI: 10.1002/jcp.30849
Tirado-Cabrera |, Martin-Guerrero E, Heredero-Jimenez S, Ardura
JA, Gortdzar AR. PTH1R translocation to primary cilia in
mechanically-stimulated ostecytes prevents osteoclast
formation via regulation of CXCL5 and IL-6 secretion. ] Cell
Physiol 2022;237(10):3927-43. DOI: 10.1002/jcp.30849
Martin-Guerrero E, Tirado-Cabrera 1, Buendia |, Alonso V,
Gortazar AR, Ardura JA. Primary cilia mediate parathyroid
hormone receptor type 1 osteogenic actions in osteocytes and
osteoblasts via Gli activation. J Cell Physiol 2020;235(10):7356-
69. DOI: 10.1002/jcp.29636

Delgado-Calle J, Tu X, Pacheco-Costa R, McAndrews K, Edwards
R, Pellegrini GG, et al. Control of Bone Anabolism in Response to
Mechanical Loading and PTH by Distinct Mechanisms
Downstream of the PTH Receptor. ] Bone Miner Res
2017;32(3):522-35. DOI: 10.1002/jbmr.3011

Tu X, Delgado-Calle J, Condon KW, Maycas M, Zhang H, Carlesso
N, et al. Osteocytes mediate the anabolic actions of canonical



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Wnt/B-catenin signaling in bone. Proc Natl Acad Sci U S A
2015;112(5):478-86. DOI: 10.1073/pnas.1409857112

Zhang YL, Frangos JA, Chachisvilis M. Mechanical stimulus alters
conformation of type 1 parathyroid hormone receptor in bone
cells. Am | Physiol Cell Physiol 2009;296(6):1391-9. DOI:
10.1152/ajpcell.00549.2008

Sugiyama T, Saxon LK, Zaman G, Moustafa A, Sunters A, Price
JS, et al. Mechanical loading enhances the anabolic effects of
intermittent parathyroid hormone (1-34) on trabecular and
cortical bone in mice. Bone 2008;43(2):238-48. DOI:
10.1016/j.bone.2008.04.012

Gardinier JD, Al-Omaishi S, Morris MD, Kohn DH. PTH signaling
mediates perilacunar remodeling during exercise. Matrix Biol
2016;52-54:162-75. DOI: 10.1016/j.matbio.2016.02.010

Chen X, Macica CM, Ng KW, Broadus AE. Stretch-induced PTH-
related protein gene expression in osteoblasts. | Bone Miner Res
2005;20(8):1454-61. DOI: 10.1359/jbmr.2005.20.8.1454
Nouailles G, Dorhoi A, Koch M, Zerrahn J, Weiner |, Faé K, et al.
CXCL5-secreting pulmonary epithelial cells drive destructive
neutrophilic inflammation in tuberculosis. ] Clin Invest
2014;124(3):1268-82. DOI: 10.1172/)CI72030

Yoshida K, Korchynskyi O, Tak PP, Isozaki T, Ruth JH, Campbell
PL, et al. Citrullination of Epithelial Neutrophil-Activating Peptide
78/CXCL5 Results in Conversion from a Non-Monocyte-Recruiting
Chemokine to a Monocyte-Recruiting Chemokine. Arthritis
Rheumatol 2014;66(10):2716-27. DOI: 10.1002/art.38750

Grassi F, Piacentini A, Cristino S, Toneguzzi S, Cavallo C, Facchini
A, et al. Human osteoclasts express different CXC chemokines
depending on cell culture substrate: Molecular and
immunocytochemical evidence of high levels of CXCL10 and
CXCL12. Histochem Cell Biol 2003;120(5):391-400. DOI:
10.1007/s00418-003-0587-3



32.

33.

34.

35.

36.

37.

Li A, King J, Moro A, Sugi MD, Dawson DW, Kaplan J, et al.
Overexpression of CXCL5 is associated with poor survival in
patients with pancreatic cancer. Am ] Pathol 2011;178(3):1340-
9. DOI: 10.1016/j.ajpath.2010.11.058

Sundaram K, Rao DS, Ries WL, Reddy S V. CXCL5 stimulation of
RANK ligand expression in Paget’s disease of bone. Lab Investig
2013;93(4):472-9. DOI: 10.1038/labinvest.2013.5

Wu Q, Zhou X, Huang D, Ji Y, Kang F. IL-6 enhances osteocyte-
mediated osteoclastogenesis by promoting JAK2 and RANKL
activity in vitro. Cell Physiol Biochem 2017;41(4):1360-9. DOI:
10.1159/000465455

Cheung WY, Simmons CA, You L. Osteocyte apoptosis regulates
osteoclast precursor adhesion via osteocytic IL-6 secretion and
endothelial ICAM-1 expression. Bone 2012;50(1):104-10. DOI:
10.1016/j.bone.2011.09.052

Yokota K, Sato K, Miyazaki T, Kitaura H, Kayama H, Miyoshi F, et
al. Combination of tumor necrosis factor a and interleukin-6
induces mouse osteoclast-like cells with bone resorption activity
both in vitro and in vivo. Arthritis Rheumatol 2014;66(1):121-9.
DOI: 10.1002/art.38218

Palmqvist P, Persson E, Conaway HH, Lerner UH. IL-6, leukemia
inhibitory factor, and oncostatin M stimulate bone resorption and
regulate the expression of receptor activator of NF-kappa B
ligand, osteoprotegerin, and receptor activator of NF-kappa B in
mouse calvariae. ] Immunol 2002;169(6):3353-62. DOI:
10.4049/jimmunol.169.6.3353









PTHrP CE + HC PTHrP + HC CE+7-34 PTHrP + 7-34

CE

Basal Total Basal Total Basal Total Basal Total Basal Total Basal Total

SEpPE}O3JSUERI) SBIN[2I/UOIDEZI|EDO]|OD

1]

uod yA-O7TN seIni2D %

CE+7-34 PTHrP +7-34

PTHrP CE + HC PTHrP + HC

CE

3-

1 1
o~ e

{wr) pA-OIN sEIN|22 UD
ouewud o119 |ap pnubuo]




A C Inhibicién Cilio + PTHrP Inhibicién PTH1R + PTHrP

CONTROL

~Inhibicién Cilio + PTHrP !nhibicin T1
CE PTHrP Inhibicién Cilio + PTHrP Inhibicion PTH1R + PTHrP

AC ANTI-IL6

200

150

100 T n T

0 1 1 1 1
& &

I
v« R K L R KL P K
FE T EE T ES

% NuUmero de células osteoclasticas

x A’ A’
TR o & & & &
& 23 A 23 A 2
MR AR ¢
Control Ac anti-CXCL5 Ac anti-IL6

Figura 2. El estimulo con PTHrP (1-37) inhibe la diferenciacién de los
osteoclastos mediante un mecanismo dependiente de CXCL5 e IL-6.
Las células osteociticas MLO-Y4 se privaron de suero durante 24 h vy,
posteriormente se trataron con hidrato de cloral 1 mM o con 100 nM
de PTHrP (7-34) durante 1 h. Luego, las células se estimularon con
100 nM de PTHrP (1-37) durante 10 minutos. El MC se recogié al cabo



de 18 h y se afadié 2 ug/mL de anticuerpo neutralizante anti-mCXCL5
0 1 ug/mL de anti-mIL-6. Para evaluar la diferenciaciéon de las células
monociticas a osteoclastos, los monocitos humanos se trataron con
20 ng/ml de M-CSF y 20 ng/ml de RANKL mas los correspondientes MC
de las células MLO-Y4 al 20 % con el anticuerpo neutralizante
correspondiente. A continuacidon, se fijaron las células, se
permeabilizaron y se tiAderon con hematoxilina. Se muestran
imagenes representativas de cada condicién (A). Se representa el
porcentaje de células con tres o mas nulcleos evaluado con el
software Image) (B). Los resultados representan la media £ DE de 2
experimentos por triplicado de cada condicion experimental.
*n < 0,05 vs. CE o vs. correspondiente inhibicion del cilio o PTH1R;
**p < 0,01 vs. CE (MC: medio condicionado; M-CSF: factor estimulante
de colonias de macréfagos; RANKL: ligando del receptor activador del
factor nuclear kappa-B; CXCL5: quimioquina 5 con motivo C-X-C; IL-6:
interleuquina-6; Ac: anticuerpo; CE: control estatico; PTHrP: proteina
relacionada con la PTH; HC: hidrato de cloral; 7-34: PTHrP (7-34); DE:
desviacién estandar).
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Figura 3. El estimulo con PTHrP (1-37) inhibe la diferenciacién de los
osteoclastos mediante un mecanismo dependiente de CXCL5 e IL-6.
Las células osteociticas MLO-Y4 se privaron de suero durante 24 h vy,
posteriormente se trataron con 10 puM de GANT61, 100 uM del
inhibidor del adenilato ciclasa SQ22536 o con 1 uM del inhibidor de la
fosfolipasa C U73122 durante 1 h. Luego, las células se estimularon
con 100 nM de PTHrP (1-37) durante 10 minutos. El MC se recogi6 al
cabo de 18 h y se anadid 2 ug/mL de anticuerpo neutralizante anti-
MCXCL5 o 1 pg/mL de anti-mlIL-6. Para evaluar la diferenciacion de las
células monociticas a osteoclastos, los monocitos humanos se
trataron con 20 ng/ml de M-CSF y 20 ng/ml de RANKL mas los
correspondientes MC de las células MLO-Y4 al 20 % con el anticuerpo
neutralizante correspondiente. A continuacién, se fijaron las células,
se permeabilizaron y se tiferon con hematoxilina. Se muestran
imagenes representativas de cada condiciéon (A). Se representa el
porcentaje de células con tres o mas nucleos evaluado con el
software Image) (B). Los resultados representan la media £ DE de 2
experimentos por triplicado de cada condicién experimental.
*n < 0,05 vs. CE o vs. correspondiente inhibicion de GLI, PKA o PKC;
**p < 0,01 vs. CE (MC: medio condicionado; M-CSF: factor estimulante
de colonias de macréfagos; RANKL: ligando del receptor activador del
factor nuclear kappa-B; CXCL5: quimioquina 5 con motivo C-X-C; IL-6:
interleuquina-6; Ac: anticuerpo; CE: control estatico; PTHrP: proteina
relacionada con la PTH; GANT61: GLI1l-antagonista 61; GLI: factor de
transcripcion de glioma 1; PKA: proteina quinasa A; PKC: proteina
guinasa C; DE: desviacidn estandar).
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Figura 4. Mecanismo propuesto para la regulacién de la diferenciacién
de osteoclastos por el cilio primario y PTH1R en osteocitos. La
presencia tanto de un cilio primario funcional como de PTH1R en los
osteocitos es necesaria para una correcta comunicacién con los
osteoclastos. La estimulacion con PTHrP (1-37) inhibe Ia
diferenciacién de los osteoclastos a través de CXCL5, mientras que la
activacion de PTH1R regula a los osteoclastos a través de IL-6 (CE:
control estatico; FF: flujo de fluido; CXCL5: ligando de quimioquinas
con motivo C-X-C 5; IL-6, interleuquina-6; PTH1R: receptor de tipo | de
la hormona paratiroidea).



