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Summary

Osteoclasts play a crucial role in inflammation-related bone diseases such as 
rheumatoid arthritis and periodontitis. During inflammation, immune cells 
present in the inflamed tissue secrete a variety of inflammatory cytokines 
which affect osteoclast formation and subsequent osteoclast-mediated bone 
resorption. Some prevalent cytokines are interleukin 1 (IL-1), interleukin 6 (IL-
6) and tumor necrosis factor α (TNF-α). Recently, various studies showed that 
osteoclasts at different locations are phenotypically different. These different 
osteoclasts could originate from different subsets of precursors. In this thesis, 
we focus on mouse bone marrow osteoclast precursors. Three subsets of bone 
marrow osteoclast precursors can be categorized according to the expression 
of CD31 and Ly-6C: early blasts, myeloid blasts and monocytes. The aim 
of this thesis was to unravel: (1) Whether the different osteoclast precursor 
subsets respond differently to the inflammatory cytokines IL-1β and TNF-α. 
(2) How an inflammatory mouse model affects the osteoclast precursor pool 
and (3) whether the morphology of osteoclasts differs at different skeletal 
sites in vivo. 

In Chapter 2, it was shown that IL-1β had different stimulatory effects on the 
three mouse bone marrow osteoclast precursor subsets. (i) IL-1β accelerated 
early blasts’ proliferation, but not that of myeloid blasts and monocytes. In 
line herewith, the expression of cyclin D1, a regulatory gene for proliferation, 
was increased exclusively in early blast cultures. (ii) Regarding cell fusion, 
it was found that IL-1β stimulated this process of all three subsets, being 
the most pronounced in myeloid blast cultures. In the presence of IL-1β, 
myeloid blasts responded the earliest by forming large osteoclasts, and the 
highest number of large osteoclasts were found in these cultures. mRNA 
expression indicated that expression of most of the osteoclast-related genes, 
such as TRAcP, cathepsin K, DC-STAMP, as well as the receptor of IL-1, 
IL-1RI, were significantly upregulated in myeloid blast cultures. Together 
these findings suggested that myeloid blasts were the precursors most 
susceptible to IL-1 in the process of osteoclast formation. (iii) Although IL-
1β also stimulated monocytes’ osteoclastogenesis as well as bone resorption, 
monocytes responded to IL-1β the latest and formed the lowest number of 
osteoclasts. However, monocyte-derived osteoclasts had the longest life span. 
Taken together, IL-1β has a stimulatory effect on all of the mouse bone marrow 
osteoclast precursor subsets, however the effect was different depending on 
the type of subset. 
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Whether the three osteoclast precursor subsets respond differently to another 
inflammatory cytokine, TNF-α, was studied in Chapter 3. Different from 
IL-1β, TNF-α only showed a stimulatory effect on early blasts and myeloid 
blasts, but inhibited monocytes’ osteoclastogenesis when cultured on plastic. 
However, when monocytes were seeded on bone, or were primed with M-CSF 
and RANKL followed by the addition of TNF-α, TNF-α stimulated monocytes’ 
osteoclastogenesis. qPCR and FACS analysis indicated that exposure to 
TNF-α led to decreased mRNA expression of RANK, NFATc1 and TRAcP, 
only in monocyte cultures, and the ratio of bound-RANK/unbound-RANK 
was changed in monocyte cultures. Therefore we proposed the following: (i) 
Under normal conditions, RANKL binds to RANK and induces the RANKL/
RANK signaling pathway for osteoclastogenesis; (ii) When TNF-α is added 
at the beginning together with M-CSF and RANKL on plastic, RANK 
signaling is not triggered, leading to an inhibited osteoclastogenesis; (iii) Such 
inhibitory effect can be prevented when monocytes were first cultured with 
M-CSF and RANKL before addition of TNF-α. After the RANKL/RANK 
signaling pathway is stimulated by binding of RANKL to RANK, TNF-α 
stimulates osteoclastogenesis by monocytes. 

In Chapter 4, the osteoclast precursor pool of IL-1RA knockout mice was 
shown to be affected differently at different skeletal sites. The IL-1RA knockout 
mouse, which has a sustained IL-1 signaling, was reported to spontaneously 
develop arthritis. This study compared the osteoclast precursor composition 
as well as the osteoclastogenesis of bone marrow cells from long bone, 
calvaria, vertebra and jaw. It was found that the percentage of myeloid blasts 
and monocytes was increased in long bone, and the percentage of monocytes 
was enhanced in jaw of IL-1RA knockout mice. The bone marrow cells of IL-
1RA knockout mice from each bone site showed a stimulated osteoclastogenic 
capacity and mineral-dissolution activity. Thus, different skeletal sites were 
affected differently with respect to osteoclastogenesis: deletion of IL-1RA 
stimulated the osteoclast precursor pool in long bone and jaw, which resulted 
in an enhanced osteoclast formation as well as bone resorption. In calvaria, 
the sustained IL-1 appeared to activate the precursors to a more IL-1 sensitive 
phenotype, resulting in strongly stimulated osteoclastogenesis and bone 
resorption. 

In Chapter 5, the morphology of osteoclasts as well as bone metabolism 
were studied and compared between adseverin knockout mice and wildtype 
mice in vivo. Adseverin is an actin-severing/capping protein which is shown 
to mediate osteoclast formation in vitro. This in vivo study, however, showed 
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that the density of bone was not affected in adseverin knockout mice. Yet, the 
size of the osteoclasts in the adseverin knockout mice was smaller, despite 
the fact that the number of osteoclasts, the structure of the ruffled border 
and sealing zone were comparable between knockout and wildtype mice. The 
ultrastructure of osteoclasts was also compared between alveolar bone and long 
bone, and between a bacteria ligature-induced inflammatory condition and 
non-inflammatory condition: no distinct differences were found. Regarding 
the structure of the osteoclast nuclei, we found in adseverin knockout mice 
that the nuclei were smaller and they contained a higher percentage of 
heterochromatin. The findings suggest that adseverin contributes to osteoclast 
structure in vivo. 

In this thesis, we provide some insight into the osteoclastogenic potential 
of distinct precursors and their response to some inflammatory cytokines. 
We conclude that different osteoclast precursors respond differently to 
inflammatory cytokines, and their responses are different at different 
skeletal sites. The data presented may help to explain the diversity in bone 
site-specific osteoclasts and bone degradation under both physiological and 
inflammatory conditions.
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Samenvatting

 
Osteoclasten spelen een   cruciale rol in ontstekingsgerelateerde botziekten zoals 
reumatoïde artritis en parodontitis. Tijdens ontsteking scheiden immuuncellen 
binnen het ontstoken weefsel een verscheidenheid aan ontstekingscytokinen 
uit die osteoclast-gemedieerde botresorptie beïnvloeden. Enkele prominente 
cytokinen zijn interleukine 1 (IL-1), interleukine 6 (IL-6) en tumornecrosis 
factor α (TNF-α). Onlangs hebben diverse studies aangetoond dat osteoclasten 
van verschillende botten fenotypisch verschillend zijn. Dit zou kunnen komen 
doordat deze osteoclasten afkomstig zijn van verschillende voorlopercellen. 
In dit proefschrift richten we ons op osteoclastvoorlopercellen die aanwezig 
zijn in het beenmerg. Drie subsets van beenmerg-osteoclastvoorlopercellen 
kunnen worden gecategoriseerd op basis van de membraan expressie van CD31 
en Ly-6C. De subsets zijn: vroege blasten, myeloïde blasten en monocyten. 
Het doel van dit proefschrift was om te ontrafelen: (1) Of de verschillende 
osteoclastvoorlopercellen verschillen in hun respons op inflammatoire 
cytokines zoals IL-1β en  TNF-α. (2) Hoe een ontstekingsmuismodel 
de osteoclastprecursorpool beïnvloedt en (3) hoe de morfologie is van 
osteoclasten van verschillende skeletdelen.

In hoofdstuk 2 werd aangetoond dat IL-1β verschillende stimulerende 
effecten had op de subsets van de muis beenmerg-osteoclastprecursors. (1) 
IL-1β versnelde de proliferatie van vroege blasten, maar niet van myeloïde 
blasten en monocyten. In overeenstemming hiermee bleek de expressie 
van cyclin D1, een regulerend gen voor proliferatie, in vroege blastkweken 
verhoogd te zijn. (2) Verder bleek dat IL-1β celfusie van alle drie de subsets 
stimuleerde, waarbij dat in de myeloïde blastkweken het meest uitgesproken 
was. In aanwezigheid van IL-1β reageerden myeloïde blasten het snelst door 
grote osteoclasten te vormen en ook het hoogste aantal grote osteoclasten 
werd gevonden in deze kweken. mRNA-expressie gaf aan dat de meeste van 
de osteoclast-gerelateerde genen, zoals TRAcP, cathepsine K, DC-STAMP, 
evenals de receptor van IL-1, IL-1RI, significant werden verhoogd in myeloïde 
blastkweken. Deze bevindingen laten zien dat myeloïde blasten de voorlopers 
zijn die het meest gevoelig zijn voor IL-1 in het proces van osteoclastvorming. 
(3) Hoewel IL-1β ook de osteoclastogenese van monocyten en botresorptie 
stimuleerde, reageerden monocyten het minst snel op IL-1β en vormden 
hierbij het laagste aantal osteoclasten. Echter, monocyt-afgeleide osteoclasten 
hadden de langste levensduur. Samengevat heeft IL-1β een stimulerend effect 
op alle muis beenmerg-osteoclastprecursor subsets, maar het effect verschilde 
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per type subset.

Of de drie osteoclastprecursor-subsets ook op een ander inflammatoire 
cytokine reageren, te weten TNF-α, is onderzocht in hoofdstuk 3. Afwijkend 
van IL-1β stimuleerde TNF-α alleen vroege blasten en myeloïde blasten; de 
osteoclastogenese van monocyten werd sterk geremd wanneer deze op plastic 
werden gekweekt. Echter, wanneer monocyten op bot werden gekweekt 
of vooraf werden gestimuleerd met M-CSF en RANKL gevolgd door de 
toevoeging van TNF-α, bleek TNF-α de osteoclastogenese te stimuleren. 
qPCR en FACS analyses gaven aan dat blootstelling aan TNF-α leidde tot een 
verminderde (mRNA)-expressie van RANK, NFATc1 en TRAcP. Dit werd 
uitsluitend waargenomen in monocytkweken. Tevens bleek  bij deze cellen 
de verhouding van gebonden-RANK/ongebonden RANK te veranderen. Op 
basis van deze bevindingen hebben we het volgende geponeerd: (i) onder 
normale omstandigheden bindt RANKL aan RANK en induceert de RANKL/
RANK signaleringsroute voor osteoclastogenese; (ii) Wanneer TNF-α aan 
het begin van de kweek samen met M-CSF en RANKL wordt toegevoegd 
aan cellen die op plastic gekweekt zijn, wordt RANK-signalering niet 
geactiveerd, wat leidt tot een geremde osteoclastogenese; (iii) Een dergelijk 
remmend effect kan voorkomen worden wanneer monocyten eerst gekweekt 
worden met M-CSF en RANKL dus vóór toevoeging van TNF-α. Nadat de 
RANKL/RANK route is gestimuleerd door binding van RANKL aan RANK, 
stimuleert TNF-α de osteoclastogenese van monocyten.

In hoofdstuk 4 bleek de osteoclastprecursorpool van IL-1RA knock-
outmuizen verschillend beïnvloed te worden in verschillende skeletdelen. 
De IL-1RA knock-out muis, waarbij sprake is van een continu IL-1 signaal, 
wordt beschreven als model voor spontane artritis. In deze studie vergeleken 
we de osteoclast voorlopercelsamenstelling en de osteoclastogenese van 
beenmergcellen van  pijpbeen, schedeldak, wervel en kaak. Gevonden werd dat 
het percentage myeloïde blasten en monocyten in het pijpbeen was verhoogd 
en het percentage monocyten in de kaak van de IL-1RA knock-out muizen 
was vermeerderd. De beenmergcellen, uit de verschillende skeletdelen, van 
IL-1RA knock-outmuizen vertoonden een verhoogde osteoclastogenese 
en mineraal-oplos capaciteit. Dus verschillende skeletdelen werden 
verschillend beïnvloed met betrekking tot osteoclastogenese: deletie van 
IL-1RA stimuleerde de osteoclastprecursors van pijpbeen en kaak tot meer 
osteoclastvorming en botresorptie. In het schedeldak bleek de doorlopende 
IL-1 signalering de gevoeligheid van de voorlopercellen voor IL-1 verhoogd 
te hebben. Ook dit resulteerde in een sterk verhoogde osteoclastogenese en 
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botresorptie.

In hoofdstuk 5 werd de morfologie van osteoclasten en botmetabolisme 
bestudeerd in muizen waarbij het microfilament geassocieerde eiwit adseverine 
niet tot expressie kwam. Er werd aangetoond dat het botmetabolisme niet 
werd beïnvloed in adseverine knock-out muizen. Echter, de grootte van de 
osteoclasten in de adseverine knock-outmuizen was afgenomen, ondanks 
het feit dat het aantal osteoclasten, de structuur van de borstelzoom en 
aanhechtingszone vergelijkbaar waren tussen knock-out en wildtype 
muizen. Ook op ultrastructureel niveau werd geen verschil gevonden 
tussen de osteoclasten van het alveolaire bot en pijpbeen. Een ontsteking 
geïnduceerd rondom de kiezen had eveneens geen effect op de morfologie 
van de osteoclasten. Wel vonden we dat de osteoclastkernen in adseverine 
knockout muizen kleiner waren en ze bevatten meer heterochromatine. Deze 
bevindingen suggereren dat adseverine een rol speelt bij de structuur van de 
osteoclast.

In dit proefschrift geven we inzicht in de osteoclastvormende potentie van 
verschillende voorlopercellen en hun respons op enkele cytokinen. We 
concluderen dat verschillende osteoclastvoorloper subsets,  anders reageren 
op ontstekingsfactoren, maar ook dat er variatie is tussen de verschillende 
skeletonderdelen. Deze gegevens kunnen helpen om verschillen in bot-
specifieke osteoclastogenese en botafbraak onder zowel fysiologische als 
ontstekingsomstandigheden te verklaren.
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