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- c y t o c h e m ic al o b s e r v ati o n . t h e
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C I T h e y w e r e d e h y d r at e d
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. i m m u n o l o c ali z ati o n o r G C P 3 6 4 i n o st e o cl a st s . A こ C o n Lr o l

o s t e o cJ a s t . J IT Lr n u n O r e a eLi viLy f o r G C P 3 糾 t a r r o w h e a d sJ is l o c al
-

i z e d i n th e p e ri p h e r y O f e a c h n u cl e u s くN I - B
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v a etl Ol es w e r e d et e e毛e d b et w e e n t h e G o lgま a p p a r at tlS a n d
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u 打I e d

b o r d e r s
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m o r e
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o r c o n t r ol o st e o cl a st s . T h e ult r a st r u ct u r e or r E R i n t h e

t r e at e d o st e o cl a st w a s u n a F e ct e d b y B F A
- a d m i nist r ati o n .

A L Ll higll C r m a ELr nin c a ti o n , it b e c a m e e vi d e n t th at t h e G olgi

cis t e r n a e w e r e n o t l o c ali z e d i n a n a rr a y . I n st e a d
,
cl u st e r s

of v esic ul a r a n d t u b ul a r st r u ct u r es c o uld b e s e e n くF ig . 4 Bl .

O s t e o cl a st s t r e at e d w it h W T e x hibit ed n o t e n d e n c y t o alt e r
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c ell Tl r O C C 亡I u r c s . U tld c r li g h t nli ct
-

o s c o p ic o b s e r v a ti o n ,
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L o c qltz q lt o n of P N A - r e q ctt o n
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r u m e d b o r d e r s o f c o nt r o l o st e o cl a s ts くF ig . 7 A l . A ft er t h e

a d mi mi tr ati o n o f B F A , h o w e v e r , P N A c y t o c h e m ist r y
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B F A -t r e a t e d o s t e o cl a st s h a d P N A -
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w h e r e a s 7 1 . 5 , o
J
o f c o n t r ol o st e o cla s t s p o s s e s s e d P N A -

p o siti v e r u 凪e d b o rd er s くFig . 9I U n d e r T E M o b s e r v ati o Tl ,

t h e ru 飢ed b o rd er m eT n b r an e r e a ct e d p o sitiy ely t o P N A i n

t h e c o Tltr O l o st e o cl a s t -Fig .
7 Cl . S i m il a r r e a ctio n s w e r e

s e e n i n t h e m e m b r a n es o f v a c u ol e s l o c a t e d n e ar t h e ru 租ed

b o rd e r . l n B F A -t r e a te d o st e o cl a st s , t h e n u m b e r o f P N A -

p o siti v e ru fn e d b o r d e r m e m b r a n e s a n d v a c u ol e s w a s

m a r k e dly r e d u c e d c o m p a r e d t o t h a t o f c o n t r ol o s t e o cl a s ts

tFi g . 7 D l - O n th e o t h e r h a n d , P N A ィ e a c ti vit y i n a r e as

a dj a c e nt t o t h e b o n e m a t ri x c o m pl e tely dis a p p e a r ed i n th e

W T -t r e a t e d o st e o cl a st s くFig . 8 A I . O nly 0 .8 % o f W T -

tr e at ed o st e o cl a st s p o s s es s e d P N A
-

p o siti v e r u 艮e d b o r
-

d e rs . U n d e r T E N o b s e r v ati o n
,
P N A - r e a c ti o n c o tll d b e

s e e n i n t h e m e m b r a n e s o f l a r g e v a c u o le s くF ig . 8 BJ .

l n a c o nt r o l , s e cti o n s i n c u b a t e d w it h o ut P N A dis
-

p l a y e d n o r e a c ti o n .

T V . D i s c u s si o n

T h e m o le c ul a r m e c h an is m o f ZI F A a cti vi t y h a s b e e n

s h o w n t o i n hibit t h e G T P I G D P e x ch a n g e o n t h e A D P
-

ri b o s y la ti o Tl f a ct o r くA R FI , o n e o f t h e s m all G T P
- bi n d i n g

p r o t eiTIS , a n d s u b s eq u e n tly bl o c k s th e bi n d i n g o f A R F t o

G o lg i m e m b r a n e s t9 , 1 91 . Jt h a s b e e n r e p o r t e d th a t t h e

o r di n a ry st r u c t u r e o f G o lgi a p p a r at u s c o ul d n o t b e id e n
-

ti丘ed a n y w h e r e , a n d t h e i m m u n o r e a c ti v ity f o r al b u mi n

w a s r e c o g niz a bl e i n t h e r E R , t h e n u cl e a r e n v el o p e , a n d

s m all v e sicle s s c a tt e r ed t o t h e c yt o pl a s m i n th e r a t h e p a t o -

c y t e s tr e a t e d wi th B F A E1 41 . F u rth er m o r e , L i p p i n c o tt -

S ch w a r E z e t oI . E 2 51 h a v e d e m o n st r a te d t h a t B F A s u b s e -

q u e nt ly i n d u c e d t h e f o r m a ti o n o f l o n g t u b u l o - v e sic u l a r
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Fig . 4 . T E N i m a 且e S O f G ol gi r e gl O n 5 i n o s t e o cl a st s . A ニ C o n tr ol o s t e o cl a s t . T h
e G o Lgi a p p a r at u s c o n sis ts o

f p a r a lL el a r r a y s o f s c v e T al cis l e r n a e

くG o li n th e p e ,i p h e r y o f th e n u cl e u s a n d r n a J l y V e si cl e s t a r r o w h e a d sl
h t h e Lr a n S-f a c e , B こ73 F A-tr e a t ed o sl e O Cl a s I , T h e G o l gj c is t e T n a e d o n o t

l o c al i z e i n a n a T T a y , i n s t e a d . th e cl u st e r s o r v e si c ul a r a n d t u b ul a r st r
u ct u r e s く+I a r c s e e n i n t h e p r e vl O u S G o l gi r e gi o n . C .

. W T - t r 亡a L C d o sL e o eL a sL .

T h e s t ru c t u r e o f G oI Bl a p p a r a t u s i s th e s a m e a s th a t O b s e
r v e d i n th e C o n t r o l . A v a c u o l e l V J is p o sili o n e d n e a r th e G o Lgi a p p a r at u s t G o l .

D ニ A C P a s e a cti vi ty i n c o n t r ol o s t e o cla s t . A C P a s e a c ti
vity i s d e t e c t e d

i n t r a m s - cis te r n a e u a r g e a r r o w h e a dl a n d p c rip h c r al v e si cl e s l s m all

a T r O W h e a dl . E こ A C P a s e a c ti vit y i n B F A
-

t r e a te d o st e o cl a st . A C P a s e a cFi yi l y i s stin o b s e r
v e d j n s o m e v c si c u l a り 1 a r g e a r r o w h e a dJ a n d

I U b u l a , , I , u ct u . e s くs m all a , . o w h e a d い n t h e p r e vi o u s G ol gl r e gi o n s - F こ A C P a s
e a ct i vity i n W T - Lr e al e d o sL e o c la s l . A C P a s e a cli vily is

d et e c t e d i n t a n s I Cis t e , n a e tl a , g e a ,, o w h e a dJ . p e ri p h e r al v e si cl e s くs m all a r r o
w h e a dJ a n d a v a c u o l e く

V J , O rigi n al r n a g ni R c a ti o n
二 1 3 5 00 0

-

b a J
.
- 0 .2 iL m . N ニ n u Cl e u s .
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F i g . 5 . L ig h t m i c r o s c o pi c i m a g e s s h o w l n g th e l o c aJi z a ti o m o f

A C P a s e a e Li v Lt y i n o s te o cl a s ts . A ご L ig h t m i e r o s c o p L e iT n a g e S O r

T h e c o n tr ol o sE e o cl a st . A C P a s e a e Li v lt y is d et e c t ed p r l m a rll v i n th e

r u m e d b o r d e T くa , r o y .
,

h e a d sl a dj a c e n t E o t h e b e ll e m at r l .Y t B O N El .

B T Li g h t m i c r o s c o pi c i m a g e s o f t h e tlF A- tr e a t e d o sl e o el a s l .
A C P a s e a e ti v iL y i s s lig h tl y d el e e t e d t h r o tJ g h o u l Lh e c yt o pl a s m . C 二

L ig ht m i ぐr O S e O p l C h a g e s o f th e W T- t r e a t e d o s l e O Cl a s l . A C P a s e-
p o siti v e g r a Jl ul a T SL m c t u r e s a r e l o c ali z ed t h r o u g h o u t th e c y- o pl a s m .

O r lgi n al m a g n 柑 e ati o n
ニ 1 5O O

.
b a r - 2O IL m , B O N E こb o n e m at r n .

p r o c e s s e s e xt e n di n g fr o m t h e G olgi a p p a r a t u s t o r E R in a
m i c r o t u b ul e - d e p e n d e rl t m a n n e r . O u r T E M o b s e r v ati o n s

r e v e al e d th e p r e s e n c e o f v esic ula r a n d t u b ul a r St ru ct u r e s i n

t h e G olgi r e g i o n o f o s t e o cl a st s l r e at e d wi th B F A , w h i c h

m a y b e c o n sis te n l wi t h t h e t u b ul a r p r o c e s s e s r e p o rt e d b y

Li p p i n c o t t
- S c h w a rt z e t ol . E2 51 .

A C P a s e a cti v it y o f n o r m al o s t e o cl a st s l o c ali z e d i n th e

G oJgi cist e r n a e , G olgi v e sicle s , v a c u o le s . r uin e d b o rd e r s

a n d r e s o r p ti o ll J a c u Jl a e g a v e ris e t o t h e id e a t h at A C P a s e

i s s e c r e t ed i n t o t h e r e s o r p ti o n l a c u ll a e , a n d s et s a b o u t

d e g r a di n g t h e b o n e m a trix p r o t ej n s E281 . As r e g a rd s t h e

t a rg e ti n g o f t h e l y s o s o m al e n z ym e s t o th e r u ffl ed b o rd e r .

b ot h c a ti o n -i n d e p e n d e nt m a m o s e - 6 1 p h o s p h a t e r e c e p t o r

くC J - M 6 P R I , w hic h r e c o g ni z e s ly s o s o m aJ e n z ym e s , a n d

s e v e r al ly s o s o m al e n z ym e s a r e c o -l o c aliz e d i n t h e G olgi
a p p a r a t u s a n d s m all t r a n s p o rt v e si cl e s . T h e J o c aliz a tj o n

o f C J - M 6 P R o n T u 凪e d b o rd e r m e m b r a n e s , a n d t h e

p r es e n c e o f l y s o s o m al c n z y m e s u n d e r t h e r u in ed b o r d e r

p r o v id e s f u rt h e r s u p p o rt f o r t h e id e a t h at G ol g トd e ri v e d

ly s o s o m e s a r e t r a n s p o rte d t o t h e r u 田e d b o r d e r , a n d s u b -

s e q u e n tly s e c r et ed i nt o t h e r e s o r p ti o n l a c u n a e E 37 . T h is

st u d y s h o w e d t h e r e d u c ed f o r m ati o n o f t h e r tl 用e d b o r d e r s

p o siti v e f o r A C P a s e . T h e s e r e s ults l e a d t o th e p o st ul ati o n

t h at t h e di s r u p ti o n o f G olg i st r u ct u r es b y B F A i n h ibit s t h e

t r a n s p o rt o f A C P a s e fr o m G oI gi a p p a r a t u s t o ly s o s o m e s
a n d r u 伽 d b o r d e r s a n d r e d u c e s s e c r eti o n o f ly s o s o m al e n -

zy m e s i n t o r e s o r p ti o n l a c u n a e - It h a s b e e n r e p o rt e d t h at

B F A e x e rt e d n o i n hibit o ry e q e ct o n t h e e n d o c y t o tic p at h
-

w a y i n c ult u r e d r at h e p a t o ey t e s t3 1J , a Lld B F A a p pe a r s t o
i n h ibit t h e v e sicle -t r a n s p o rt fr o m G olgi a p p a r at u s t o t h e

n JFn e d b o rd e r i n t h e o st e o cl a s ls . T h e r ef o r e . it s e e m s lik e -

l y t h a t t h e i n hibiti o TI O f v e si c ul a r tr a n s p o rt f r o m G o lg i a p -

p a r at u s r e s ult s i n th e p o o r d e v el o p m e nt o f ru fZl ed b o r d e r s

a n d r e d u c e d n u m b e r o f v e sicl es a dj a c e n t t o th e r u 血e d
b o r d e r s .

R u 81 e d b o r d er s o f o s E e o cl a st s a r e r e g a rd e d a s a s p e -

cifi c s t r u c t u r e i n v ol v e d i n t h e r e s o r p li o n o f b o n e m at ri x

t431 1 C alcit o ni n くC T l is w ell - k n o w n t o r ed u c e t h e s t ru ctllr e
o f r u m e d b o rd e r s o f o st e o cl a s ts , c o n s e q u e ntly r e d u ci n g
a cti vi ty o r b o n e r es o r p ti o n E2 2J . 1 n t h e e x p e ri m e n t o f

r a di o a ut o g r a p h y u si n g
l ヱ5
l - elc a t o ni n . d e v el o p e d sil v e r

g r ai n s o f
I ユ5
トelc a t o ni n w e r e l o c at e d o n pl a s m a m e m -

b r a n e s o r o s t e o cl a st s a n d w e r e s u b s e q u e n tly i n t e m aliヱed .

T h e y a c c u m ul a te d e s p e ci ally i n t h e G olgj a p p ar a t u s .
c o n s e q u e n tl y m a ki n g t h e G ol gi a p p a r a t u s S m all er a n d i ト

r eg ula rly - s h a p e d w it h sli gh tly - dis p e r s e d ci st e r n a e . 1 t al s o

i n d u c e d t h e f o r m a ti o n o f m a n y s m al l v esicl es h G olgi

r eg i o n s 12 1J . F u rt h e r m o r e . it h as b e e n r e p o rt e d t h a t b o t h

t hj a m i n e p y r o p h o s p h at a s e t3 71 a n d A C P a s e a c ti v iti es r3 61
i n th e G olg i a p p a r a t u s o f C T -t r e a t e d o s t e o cl a st s w e r e l o w -

e r t h a n th a t i n c o n t r ol o st e o cl a st s . T h u s , it is li k ely t h a t

th e f u n c tj o n aJ s u p p r e ssi o n o f o st e o cl a5 t S t r e a te d wi th C T
,

c o i n cid e n t w it h t h e dis a p pe a r a n c e o f t h e ru 凪ed b o rd e r s , is

cl o s el y a s s o ci a t e d w it h th e d is o r g a n i z a ti o n o f G ol gi a p -

p a r a t u s . T h u s , c y 1 01 o g i e al alt e r a ti o n s o f o st e o cl a st s t r e a t -

e d w l th C T w e r e si m il a r t o t h o s e o f t h e o st e o cl as t s t r e at e d

w ith B F A . H o w e v e r , G olg i eis t e r n a e o f B F A - t r e a t ed o s -
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Fi g . 6 . T E M i m a g e s s
h o w i n g th e l o c

d i z a ti o n o f A C P a s e a c ti vity i n o st e o cl a s I S . A
こ T E M i m a g e s o F t h e c o n tr o

l o s lc o cl a s l - T h e l o c a li z a Lio R O f

r e a cti o 叩 O d u c ts o f A C P a s e i s o b s
e r v ed i n th e v e si cl e s . y a c u o l e s くVl a n d T u n e d b o rd e r t R B I ,

B こ T E M i m a g e s o f t h e B F A
-t r e a t e d o s L e O Cl a s L

R e a c ti o n p r o d u d s O f e n 叩 e
a r e O b s e r v e d i n th e y e si cl e s t s m al l a T r O W h e a dl a n d L u b u

L a r sL r u d u r e s tl a r g e a r r o w h e a d 1 . N
o t e n O r u fn cd b o r d e r

i n thi s o st e o cl a st . C ニ T E M i m a g e s o f th e W T
-t r e a t e d o s t e o cl a s L . T h e e n z y m e r e a d

i o n p r o d u c ts a r e s
e e n h m a n y v c sic L e s a n d

v a c u o le s くV I ,

o rl gl n aJ m a g n 並 c a
ti o n - x 2 0 0 0 0 . b a r

- 0 . 5 lL m . B O N E S b o n e m aL Ti x .

t e o cla s t s w e r e v esi c ul a te d m o r e s e v e r ely t h a n t h o
s e o f C T - m e m b r a n e s . I n t h e B F A - t r e a te d o s le O Cl a st s - P N A -

p o si
-

t r e at ed o st e o cl a s ts . T o el u ci d a t e t h e r el ati o n s hip
b e t w e e n li v e r u m e d b o r d e rs w e r e s eld o m o b s e r v ed . T h u s

,
th e

G olgi a p p a r a t u s a n d r -
d b o r d er s o f o s te o cl as t s , w e di ss o ci a ti o n o f G olg i a p p a r a t u s a n d t h e si m ul t a n e o u s

o b s e r y e d t h e P N A - r e a cti o n t h at r e c o g niz ed r u m ed b o r d e r
d is a p p e a r a n c e O f t h e r u

i n e d b o r d e r s u p p o rt s th e p o st u
-
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F J g 1 7 . P N A - r c a cli vily L o c ali z a ti o n i n B F A
-t r e a t ed o s t e o cl a BLs , A ニ L i gh t m i c r o s c o p I C i m a g e s o f t h e c o n t r ol o st e o cl a s t , 1 n t e n s e F

I
N A r e a c ti o n

i s d e t ec t ed D n t h e r uffl e d b o r d e r s t a ,r o w h e a d sl o f o s L e o cT a s Es a dj a c e ,Lt t O t h e b o n e - m a Lri x くB O N 臥 8 こ L ig h t mi c r o s c o pi e i m a g e s o f th e
B F A -T r c a L c d o s 伽 el 8 5 t . A m lJd r c a cti o r L t O P N A くa r r o w h e a のi s o b s e r v ed i n o s E e o cl a st s a dj 8 C e Jl t l o th e b o rL e m a tr l X I D O N り . C ニ T E M i m a g e s

o t
l

l h e e o J3 tr O I o sl e o e h 5t , I n t e n s e P N A r e a cti vi ty is d e te c t ed o rL lh e r uin ed b o r d e r m e m b r a h e くR B I a n d v a c u o l e s fV
r

J a dj a c e n t t o th e b o n e m a trix

くB O N 13l A D こ T F M i m a g e s O f th e B F A -tr e a t e d o st e o cl 且5 t L T h e n u 7T tb e r o f P N A -

p o siti v e r u fn ed b o r d e r r n e m b r a n e s くR BJ 皿d v a ctJ O l e s t vンi s

r e d LI e ed バ O m P a r e d w ith E h t s e e n i n c o n t r o l o s l e O el a 5 t S . A . D こ O ri 如 al m a g nifi c a ti o n ニ y 1 0 0 0 , b a r - 1 0 fL m . C
.
D ご O 一睡n a L m a p ifL 亡a -

ti o n - 1. 1 4 0 0 0 . b a r
二 I FI m . B O N tミニb o n e m 8 t r 虹

1 ati o n t h at G olgi a p p a r at u s pl a y s a n i m p o r t a nt r ol e h

v e si cle a n d m e m b r a n e t a r g c ti n g t o t h e r uin e d b o rd e r . 1t

h a s b e e n re p o rt e d t h at 8 F A bl o c k ed c o n stit uti v e s e c r eti o n

o f gty c o s a m i n o gly c a n c h ai n s . t h at h a d b e e n s y n t h esi z ed

a n d s ulr at e d i n t h e t r a n s I G oIB i cist e rn a e o f B H K - 2 1 c ells .

a n d irlhi bit e d g r aJl ul e f o r m ati o n o f s e c r et o g r a n i n ll f r o m

t h e T G N i n P C 1 2 c ells , s u g g e sti n g th at t王F A i nl Iibit e d

t r a n s p o rt n o t o nly fr o m t h e r E R t o t h e G oL gi a p p a r 且t u S ,
b u t als o f r o m t h e dist al G olgi c o tn p a rt m e n t s , i n cl u di n g

T O N . t o w a r d s ttl e e e u - S u rf a c e vi a b o t h th e c o n s tit u ti v e

a n d t h e r e g ul at ed p at h w a y s r3 01 . Zl h a s als o b e モn
d e s c rib e d t h a t B F A bl o c k s t h e f o r m ati o n o f c o n stit llti v e

s e er ct o r y v e sicle s a n d i m m a t u r e s e c r e t o ry g r aJl u le s fr o m

t h e T G N i n P C 1 2 c e u s t4 2l . Si mi l a r t o t h e irthibiti o n
o f v esicl e - t a Tg eti n s t o t h e e elトs u rf a c e s s e e n i n o t h e r c e u s .

o u r st u d y i n di c at es t h a t B F A c a u s ed a dis T tJ P t1 0 n O f v e si c u
-

l 8 r t r aJIS P O rt f r o m G ol gi a p p a r at u s t o w a rd t h e r u 凪ed

b o r d e rs o f o st e o cla s t s .

O n t h e o t h e r h a n d . it h a s b e e n r e p o rt e d th at o st e o I

cl a st s e x p r e s s hig h l e v els o f p p 6 0
e- Fr C E2 0 , 461 , t a r g et ed

dis r u p ti o n o f c I S r C i n mi c e i n d u c e o s t e o p et r o sis r44l a n d
t h e s e o s t e o cl a st s l a c k r uf R e d b o r d e rs E5l . P I3 - kiJl aS e is

o n e o f t h e e n z y T n eS th at m a y b e a cti v at ed b y t h e c
- s r c

t y r o si n e ki n a s e EI O , l u . 1t h a s b e e n s h o w rL t h a t W T , a

s p e ciB c i n hibit o r o f P I S - ki n as e , c a u s es t h e di s a p p e a T a n e e

o f ru fヨe d b o r d e rs o f o s t e o cl as ts E3 4 , 3 51 aJld s u b s e q u e n tly
i nl 1ibit s b o n e r es o r p li o n E1 8 , 351 . l n o u r s t u d y , W T - tr e a t -
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