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What is New?  The Year in Review: 

 

Bone Basic Science Highlights  

 Limited selec;on of papers (that can be 
discussed in the ;me frame of 30 mins) 

 Published in 2015‐2016 

 Research papers covering diverse 
aspects of skeletal cell biology and 

physiology (…with a personal bias…) 

 Too much interes;ng material for         

30 mins!  

 Apologies to all authors whose 
wonderful work is not presented here! 
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FGF18‐mediated autophagy regulates bone growth in 

mice (Cinque et al., Nature, Dec 2015) 



•  Autophagy is the conserved process whereby 
aggregated proteins, intracellular pathogens, and 

damaged organelles are degraded and recycled 

•  Autophagic structures can also act as hubs for the 

spa;al organiza;on of recycling and synthe;c 

processes in secretory cells 
 

L.J. Hocking, C. Whitehouse, and M.H. Helfrich  

“Autophagy: A New Player in Skeletal Maintenance?” JBMR 2012 

Cinque et al., Nature 528:272‐275, Dec 2015 



Image: Center for Autophagy Research, Levine Laboratory, UT Southwestern Medical Center, Dallas 

LC3‐GFP(Tg): autophagic vesicles 

ATG7 cKO (Prx1‐Cre, Col2a1‐Cre) 

Autophagy 



Cinque et al., Nature 528:272‐275, Dec 2015 

 Col2 levels in car;lage 

 Intracellular pro‐

Col2 accumula;on 

Postnatal day 6 

Postnatal day 9 

LC3‐GFP(Tg): autophagic vesicles  ATG7 cKO (Prx1‐Cre, Col2a1‐Cre) 



Autophagy regulates postnatal bone growth in part by 

controlling the secre;on of type II collagen in chondrocytes 

autophagy maintains 

Col2 homeostasis by 

preven;ng pro‐Col2 

accumula;on in the ER 



+Tat-beclin-1: autophagy-inducing 
peptide 

 Rescue of collagen secretion defect 

Autophagy in chondrocytes is regulated by FGF‐18/FGFR4 signaling 

LC3‐GFP(Tg): 

autophagic 

vesicles 
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Interacting growth factor pathways control proliferation and 

differentiation of growth plate chondrocytes 

BMP family  FGF family 

  
  

PTHrP 

IHH 

PTC 

PTHR1 

Differentiation 

Proliferation 

Ihh‐PTHrP feedback loop 

Maes C., Sem Cell Dev Biol 2016 (in press) 

”Signaling Pathways Effecting Crosstalk Between Cartilage and Adjacent Tissues” 
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Autophagy 
Cartilage matrix production 

Maes C., Sem Cell Dev Biol 2016 (in press) 

”Signaling Pathways Effecting Crosstalk Between Cartilage and Adjacent Tissues” 

Differentiation 

Proliferation 

Interacting growth factor pathways control proliferation and 

differentiation of growth plate chondrocytes 

BMP family  FGF family Ihh‐PTHrP feedback loop 

C. Settembre: Meet-The-Expert Session 
(today 17:45) 
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Sp7/Osterix: 
 

Crucial 

osteoblastogenic TF 
 

… but…  
 

The osteogenic 

regulatory program 

determinants, 

target genes  

and mechanisms of 

ac;on are poorly 

understood 

Hojo et al., Dev Cell, May 2016 

Sp7‐Bio<n‐3xFLAG knock‐in mouse  

 Sp7 chroma;n immuno‐

precipita;on sequencing analysis 

(primary calvaria OBs P1 mice) 
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WNT/β‐catenin signaling in osteoblast lineage cells 

Collagen 1+  Osteocalcin+ Osterix+ Runx2+  Dmp1+ 

Bone 

Commided 

OB precursor 
Osteoblast  Mature OB  Osteocyte Osteoprogenitor 

Apoptosis 

Lining cells 

Pre‐adipocyte 

Osteo‐chondro‐ 

progenitor 

C/EBPs, PPARγ 

Sox 9,5,6 

Mesenchymal 

progenitor 

Sox9 

β‐catenin high 

β‐catenin low 

  Crucial role for β‐catenin in the cell fate 
decision of mesenchymal progenitors  

  Day et al., Dev Cell 2005; Hill et al., Dev Cell 

2005; Hu et al., Development 2005 

  Song et al., JBMR 2012; Chen & Long, JBMR 

2013 

  Role in osteoclastogenesis through OPG 
  Glass et al., Dev Cell 2005 

  Role in leukemic transforma;on 
  Kode et al, Nature 2014 

 

  L‐O‐F / G‐O‐F   β‐catenin  in mice  

  Role in osteocytes 

  



“Osteocytes mediate the anabolic ac;ons of canonical Wnt/β‐catenin signaling in bone” 
Xiaolin Tu, Jesus Delgado‐Calle, Keith W. Condon, Marta Maycas, Huajia Zhang, Nadia Carlesso, 

Makoto M. Taketo, David B. Burr, Lilian I. Plotkin, and Teresita Bellido 

PNAS 2015 
DMP1(8kb)‐Cre; CA(β‐catenin) 

>

WNT 

osteoblasts 

Bone formation 

osteoclasts 

Bone resorption 

β-catenin 

Notch 

“Postnatal β‐catenin dele;on from Dmp1‐expressing osteocytes/osteoblasts reduces 

structural adapta;on to loading, but not periosteal load‐induced bone forma;on” 

Kyung Shin Kang, Jung Min Hong, Alexander G. Robling 

Bone 2016 
DMP1(10kb)‐CreERt2; β‐catenin(flox) 

icKO (tamoxifen @ week 17) 

Adult‐onset dele8on of βcat  reduced bone mass and density over a 

4‐wk period + Altered response to mechanical loading 



Credit: Kevin MacKenzie, Miep Helfrich, University of Aberdeen 

Osteocytes 
  The most abundant cell type 

in bone (>90% of bone cells) 

  A highly complex 

communica;on network of 

considerable magnitude 



“Quan;fying the osteocyte network in the human skeleton” 
Buenzli PR, Sims NA. Bone 75:144‐150, 2015  

•  Using data of recent papers, 

obtained with advanced 

imaging techniques 

synchrotron X‐ray, Nano‐CT 

•  Using published literature  

> Parfie 1983 – now 

•  Arythme;c calcula;ons and 

mathema;cal models  

Es;ma;ons of the magnitude  

of the osteocyte network in human bone: 

Osteocyte network in bone  Neuronal network in brain 

Total # cells in human body  ≈ 42 billion  ≈ 86 billion 

Total processes length  ≈ 175,000 km  ≈ 150,000 – 180,000 km 

Total # dendri8c projec8ons  ≈ 3.7 trillion (≈ 89 per Ot) 

# connec8ons (with other 

Ots and bone surface cells) 

≈ 23.4 trillion (on average 

12.7 termini per cell process) 

≈ 150 trillion neural cortex 

synapses 

e.g.: total # osteocytes (Ots) = total BV x 

es;mated average osteocyte density (# Ots/BV) 
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osteoprogenitors 

osteoblasts 

Muscle-Bone 

crosstalk 

osteocytes 

The muscle‐bone func;onal unit 

 

“Deletion of Mbtps1 (Pcsk8, S1p, Ski-1) Gene in 

Osteocytes Stimulates Soleus Muscle Regeneration 

and Increased Size and Contractile Force with Age”  

Gorski et al. J Biol Chem. 2016 Feb 26;291(9):4308-22. 

 

“Deletion of connexin43 in osteoblasts/osteocytes 

leads to impaired muscle formation in mice”  

Shen et al. J Bone Miner Res. 2015 Apr;30(4):596-605.  

 

“Intrinsic muscle clock is necessary for 

musculoskeletal health” 

Schroder et al. J Physiol. 2015 Dec 15;593(24):

5387-404. 

 

“Bone and muscle: Interactions beyond mechanical” 

Brotto and Bonewald. Bone. 2015 Nov;80:109-14. 

 

“Muscle and bone, two interconnected tissues” 

Tagliaferri et al. Ageing Res Rev. 2015 May;21:55-70.  

glu-OCN 

muscle icKO-Bmal1: Clock genes 

Dmp1-Cre 
Mbtps1 cKO: 

age-related 
muscle 

phenotype 

Muscle and Bone Sessions (Monday) 

Molecular Clocks 
Symposium (Tuesday) 
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Osteoblast differentiation and bone formation 

BMP signaling can negatively regulate bone formation 

SOST   

Trabecular bone  
# OBs  

“Dual function of Bmpr1a 

signaling in restricting 

preosteoblast proliferation and 
stimulating osteoblast activity in 

mouse”  

Lim et al. Development. 2016 

DMP1-Cre; BMPR1a(flox) 

PN Osx-Credox; BMPR1a(flox) 

PN Col1-CreERt; BMPR1a(flox) 

“Mechanical loading synergistically increases trabecular bone 
volume and improves mechanical properties in the mouse when BMP 

signaling is specifically ablated in osteoblasts”  

 Iura et al. PLoS One. Oct 2015.  

 

“Loss of BMP signaling through BMPR1A in osteoblasts leads to 
greater collagen cross-link maturation and material-level mechanical 

properties in mouse femoral trabecular compartments” 

 Zhang et al. Bone. Apr 2016. 
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Wei et al., Cell 161:1576‐1591, June 2015  



     Glucose uptake is necessary for osteoblast differen;a;on and 

     bone forma;on during development 

E18.5 

Glut1 

Glut1 cKO 
Glut1 Tg 



OCN‐Cre;Glut1(flox) 

cKO 

Col1‐Glut1 

Tg 

Trab bone  
# OBs  

OB activity  

Trab bone  
# OBs  

OB activity  

Glucose uptake is necessary for bone forma;on postnatally 



Wei et al., Cell 161:1576‐1591, June 2015  

Glut1‐deficiency inhibits osteoblast differen;a;on and bone 

forma;on by increasing AMPK 



Crosstalk between Runx2 and Glut1 coordinates osteoblast 

differen;a;on and bone forma;on 

feedforward 

loop 



Osteoblast cellular glucose and energy metabolism 

 Esen E, Long F. “Aerobic glycolysis in osteoblasts” 

Curr Osteoporos Rep. 12:433‐438. Dec 2014 

TCA cycle 

Glycolysis 

Pentose Phosphate Pathway 



Osteoblast differen;a;on and bone forma;on 

ATP 
anabolism 

genes 

Osteoblast energy metabolism 

Mineraliz. 

genes 

β‐catenin 

Wnt‐LRP5 signaling 

       Glycolysis 

       TCA entry 

Hypoxia 

HIF‐1α


Regan et al., PNAS 2014  

Stegen et al., Cell Metab 

2016 

PTH 

IGF‐1 
mTORC2 

Esen et al., 

JBMR 2015 

histone 

deacetyla;on 
Adipogenic 

differen;a;on 

Acetyl‐coA 

Karner  

et al., JBC 2016 

PPARγ 

Glutamino‐

lysis 

Aerobic  

glycolysis 

Esen et al.,  

Cell Metab 2013 

mTORC1 
Karner et al., 

J Clin Invest 2015 

FA β‐

oxida;on 

Frey et al., 

MCB 2015 

mTORC2 
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Role and regula;on of vasculariza;on 

processes in endochondral bones. 

Maes C., Calcif Tissue Int. 2013 

Bone vasculariza;on 



Morrison & Scadden (2014). The bone marrow niche for 
haematopoietic stem cells. Nature 505, 327–334 

  CAR cells 
(CXCL12high) 

  Nes;n+ cells 
  LepR+ cells 

  PDGFRα/β+ 
cells 

  Osx+ cells 

 HSC support in the 
perivascular niche   

 Mul;potent:               

adipo‐/osteogenic 

Perivascular mesenchymal progenitor popula;ons 

contain hematopoiesis‐suppor;ve cells in mice  



New work on the Bone Vascular System and Hematopoiesis 

 The specific loca;on of these 
perivascular HSC niches remains 

controversial 

Sinusoids 



Type H capillaries (CD31hi Emcnhi):  

•  Connect to arterioles 

•  Are surrounded by 

osteoprogenitors 

•  Release factors promo8ng 

osteogenesis  

Type L (CD31lo Emcnlo) vessels:  

•  Correspond to BM sinusoids 

•  Lack arteriolar connec8ons  

•  Lack osteoprogenitor 

associa8on 

< 2% of bone ECs 

Skeletal Vascular System  

Endothelial Notch activity promotes angiogenesis and 
osteogenesis in bone. Ramasamy SK, Kusumbe AP, 
Wang L, Adams RH. Nature. 2014; 507(7492):376-80. 

Coupling of angiogenesis and osteogenesis by a specific 
vessel subtype in bone. Kusumbe AP, Ramasamy SK, 

Adams RH. Nature. 2014;507(7492):323-8.  
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Angiogenic‐osteogenic coupling: the endothelial perspec;ve. 

Maes C, Clemens TL. Bonekey Rep. 2014 Oct 15;3:578. 



Type H capillaries (CD31hi Emcnhi):  

•  Connect to arterioles 

•  Are surrounded by PDGFRβ+ 

perivascular cells (PVCs) 

•  Release factors promo8ng 

osteogenesis and hematopoiesis  

•  Iden;fy a vascular niche for HSCs   

Decreased during ageing 

HSC niche expansion by endothelial Notch signaling 

Increased by ac;va;on of 

endothelial Notch signaling 

Anjali Kusumbe et al., Nature. 2016 Apr 21;532(7599):380‐4 



Skeletal Vascular System and Hematopoiesis  

Nature. 2015 Oct 1;526(7571):126‐30  

α‐catulin‐GFP knockin mouse 

(marks 0.02% of BM hematopoie;c cells, incl. 

most HSCs (α‐catulin‐GFP+;c‐kit+)) 



Itkin et al., Nature. 2016 Apr 21;532(7599):323‐8 
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Increased insights in the interac;ons between bone cells and their 

microenvironment 

stromal cells 

      perivascular 
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LepR in MSCs acts as a sensor  

of systemic energy homeostasis 

LepR+ bipotent  
progenitors osteoblasts 

cell fate 

marrow 

adipocytes 

Yue et al., Cell Stem Cell, 

June 2016 

HFD 

Lep;n 



HFD alters the BM niche (increased MAT)  

and alters HSC differen;a;on 

Nestin+ bipotent  
progenitors osteoblasts 

cell fate 

marrow 

adipocytes 

HFD 

Gut microbiota 

Luo et al., Cell Metabl, 

Nov 2015 



J Clin Invest. 2016 Apr 25. pii: 86062  

Microbiome and Bone Symposium (Monday) 



osteoblasts  osteoclasts 

Bone metastasis 

Interac;ons of bone cells and the BM microenvironment with tumor cells  

determine the preference tumor cells to metastasize to and grow in bone 

tumor cells 

macro‐metastasis 

       tumor cells 

 micro‐metastasis   

stromal cells 

      perivascular 
mesenchymal 

progenitors 

endothelial 
cells 

blood 
vessels 

SDF-1 

PTHrP 

RANKL 

Bone destruction 



VEGF  
PLGF 

VEGF-R 

osteoclastogenic 
factors 

matrix-associated growth 
factors 

bone resorption 

release of growth factors from the bone 
matrix 

Excessive bone resorp;on: increased release of growth factors from 

the matrix  s;mula;on of tumor growth 

tumor cells 

 

Tumor growth 

TGF-β


TGF-β




Waning et al., Nat Med. 2015 Nov;21(11):1262‐71 

Bone‐released 

TGF‐β upregulates 

NADPH oxidase 4 

(Nox4) in muscle 
 elevated oxidiza;on 

of skeletal muscle 

proteins, including 

the Ca2+ release 

channel RyR1 

 Ca2+ leakage  

 reduced intracellular 

signaling 

 impaired muscle 

contrac;on 

Osteoly;c bone 

metastasis in mice (from 

different cancers: breast, 

lung, prostate, mul;ple 

myeloma) 

are commonly associated 

with impaired muscle 

func;on 

sarcoplasmic re8culum 



Tumor‐derived factors can prime the bone environment for subsequent 

coloniza<on of tumor cells, but also local stromal changes in the bone can 

ini<ate the pre‐metasta<c niche and drive tumor cell seeding and growth  

The pre‐metasta;c niche in bone 

chemo-
resistant 

Micrometastasis 
poor 
prognosis 



Luo et al., Cell Rep. 

2016 Jan 5;14(1):82‐92  

 bone destruction 

Senescent  
osteoblasts 

               tumor cell 
colonization in bone 

and metastatic  
growth 

IL-6 



Interac;ons between dissemina;ng tumor cells and osteogenic cells 

Wang et al., Cancer Cell. 27(2):193-210, 2015. 

Heterotypic adherens 

junctions: 

 

Tumor cell  

E-cadherin 

 

Osteogenic cell  

N-cadherin 



Cradle of Evil: Osteogenic Niche 

for Early Bone Metastasis 

Zheng and Kang. Cancer Cell 2015 

IL-6 

“The hypoxic cancer secretome 

induces pre‐metasta;c bone 

lesions through lysyl oxidase” 

Cox et al., Nature. 2015 Jun 

4;522(7554):106‐10.  

 

“ITGBL1 Is a Runx2 Transcrip;onal 

Target and Promotes Breast Cancer 

Bone Metastasis by Ac;va;ng the 

TGFβ Signaling Pathway” 

Li et al., Cancer Res. 2015 Aug 

15;75(16):3302‐13.  

CABS Sessions  

at this mee<ng 



Towards applica;ons: 

In Search of the Skeletal Stem Cell Development 
Bone growth 

Bone formation & Homeostasis 

Fracture Repair 
& Tissue 

Engineering 

MSC 

Mesenchymal 
Progenitor 

Multipotent 

Stromal cell 

SSC 

Pre-osteoblasts 

Collagen 1, ALP, 
Osteopontin, 
Osteocalcin 

Runx2, Osx 

MSC 

Osteoblasts 

Mesenchymal 
Stem cell 

Myoblast 

Pre-adipocyte 

Osteo-chondro- 
progenitor 

Chondrocytes 

Myocytes 

Adipocytes 

C/EBPs, PPARγ 

MyoD, Myf5,  
myogenin 

Sox 9,5,6 

Runx2 

Runx2,  
Osx,  

β-catenin 
  



Fracture repair: Bone Tissue Engineering 



In search of the Skeletal Stem Cell 

Primi;ve mesenchymal 

progenitor cells that surround 

the blood vessels of bone are 

considered as skeletal stem cells  

Marked as CD146+ in humans, 

Nes;n+ or LepR+ in mice  

(Sacche] et al, 2007; Mendez‐Ferrer et al, 

2010; Ding et al, 2012; Mizoguchi et al 2014; 

Zhou et al, 2014) 

Contribute to osteo‐adipo lineages 

in adult mice 



In search of the Skeletal Stem Cell 

 Grem1+ cells are dis;nct 

from Nes‐GFP+ cells 

 50% of Grem+ are CD105+ 

 Single clones gave rise to 
osteoblasts, chondrocytes 

and myofibroblasts in vitro 

Worthley et al., Cell 160:269‐284, 2015 



Endogenous Grem1+ cells lineage trace bone, car;lage 

and stroma in vivo 



Gremlin1 marks a stem cell with osteo-chondro-reticular 
potential (OCR cell) 

•  Not peri-sinusoidal 

•  No adipogenic 

potential 

•  Plays a role in 

development, 

adulthood, and repair 

A complementary, non‐perivascular, skeletal stem cell 



CD45‐ Ter119‐ Tie2‐ αv+ Thy‐ 6C3‐ CD105‐ CD200+ cells: 

give rise to bone, car;lage, BM stroma (no adipo/hemato/muscle) 

and to all the other subpopula;ons in vitro and in vivo 

= mSSCs 



Chan et al., Cell 160:285‐298, 2015 

Hierarchy chart of differen;a;on along different lineages 



 mSSCs are enriched in fracture 

calluses and demonstrate 

enhanced osteogenic capacity 

Transla;onal impact of the Skeletal Stem Cell:  

Fracture healing 

  “Iden;fica;on and characteriza;on of an 
injury‐induced skeletal progenitor” 
Marecic O, Tevlin R, McArdle A, Seo EY, 

Wearda T, Duldulao C, Walmsley GG, Nguyen 

A, Weissman IL, Chan CK, Longaker MT. 

PNAS 112:9920‐5. Aug 2015 
  

  “Skeletal Stem Cell Niche Aberrancies 

Underlie Impaired Fracture Healing in a 

Mouse Model of Type 2 Diabetes” 
Tevlin R, Young Seo E, Marecic O, Wearda T, 

Mc Ardle A, Januszyk M, Gula8 G, Maan Z, Hu 

MS, Walmsley GG, Gurtner GC, Chan CK, 

Weissman IL, Longaker MT. 

Plast Reconstr Surg. 136(4 Suppl):73. Oct 2015 

Stem Cells Workshop 

(Monday) 



Use of new technologies 

Li et al., Cell Reports. pii: S2211‐1247(16)30470‐3. May 2016 



Use of new technologies 

Spielmann et al., Genome Res. 26:183‐191, Feb 2016 

Symposium 2 

(today 14:30) 



LGR4 is a receptor for RANKL and nega8vely regulates osteoclast differen8a8on and bone resorp8on. 

Luo J, Yang Z, Ma Y, Yue Z, Lin H, Qu G, Huang J, Dai W, Li C, Zheng C, Xu L, Chen H, Wang J, Li D, Siwko S, 

Penninger JM, Ning G, Xiao J, Liu M. Nat Med. 2016 May;22(5):539‐46. 

Iden8fica8on of a Prg4‐expressing ar8cular car8lage progenitor cell popula8on in mice. 

Kozhemyakina E, Zhang M, Ionescu A, Ayturk UM, Ono N, Kobayashi A, Kronenberg H, Warman ML, Lassar AB. 

Arthri;s Rheumatol. 2015 

Proteomic signatures of extracellular vesicles secreted by nonmineralizing and mineralizing human osteoblasts 

and s8mula8on of tumor cell growth. 

Morhayim J, van de Peppel J, Demmers JA, Kocer G, Nigg AL, van Driel M, Chiba H, van Leeuwen JP. FASEB J. 2015 

Jan;29(1):274‐85.

Anabolic and An8resorp8ve Modula8on of Bone Homeostasis by the Epigene8c Modulator Sulforaphane, a 

Naturally Occurring Isothiocyanate. 

Thaler R, Maurizi A, Roschger P, Sturmlechner I, Khani F, Spitzer S, Rumpler M, Zwerina J, Karlic H, Dudakovic A, 

Klaushofer K, Te8 A, Rucci N, Varga F, van Wijnen AJ. J Biol Chem. 2016 Mar 25;291(13):6754‐71. 

Effec8ve Small Interfering RNA Therapy to Treat CLCN7‐dependent Autosomal Dominant Osteopetrosis Type 2. 

Capulli M, Maurizi A, Ventura L, Rucci N, Te8 A. Mol Ther Nucleic Acids. 2015 Sep 1;4:e248. 

Missense Muta8ons in LRP5 Associated with High Bone Mass Protect the Mouse Skeleton from Disuse‐ and 

Ovariectomy‐Induced Osteopenia. 

Niziolek PJ, Bullock W, Warman ML, Robling AG. PLoS One. 2015 Nov 10;10(11):e0140775.  

FGF signaling in the osteoprogenitor lineage non‐autonomously regulates postnatal chondrocyte prolifera8on 

and skeletal growth. 

Karuppaiah K, Yu K, Lim J, Chen J, Smith C, Long F, Ornitz DM. Development. 2016 Apr 6. pii: dev.131722 

High Bone Mass‐Causing Mutant LRP5 Receptors Are Resistant to Endogenous Inhibitors In Vivo. 

Niziolek PJ, MacDonald BT, Kedlaya R, Zhang M, Bellido T, He X, Warman ML, Robling AG. 

J Bone Miner Res. 2015 Oct;30(10):1822‐30.  

Diet‐induced obesity promotes a myeloma‐like condi8on in vivo. 

Lwin ST, Olechnowicz SW, Fowler JA, Edwards CM. Leukemia. 2015 Feb;29(2):507‐10. 

Lifelong challenge of calcium homeostasis in male mice lacking TRPV5 leads to changes in bone and calcium 

metabolism. 

van der Eerden BC, Koek WN, Roschger P, Zillikens MC, Waarsing JH, van der Kemp A, Schreuders‐Koedam M, 

Fratzl‐Zelman N, Leenen PJ, Hoenderop JG, Klaushofer K, Bindels RJ, van Leeuwen JP. Oncotarget. 2016 Apr 18. 





Basic Bone  

Research: A Year 

in review 
2016 ECTS meeting 

Rome 

Christa Maes 

 


