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RESUME

L’ostéoarthrose (OA) est une pathologie qui touche les articulations principalement
chez les personnes agées. Il devient capital de mieux cerner cette pathologie a cause des
colits économiques qu’elle engendre mais surtout a cause du vieillissement de la population.
Cette maladie se caractérise par une dégradation du cartilage articulaire, une sclérose
osseuse, une inflammation de la membrane synoviale ainsi que la présence d’ostéophytes.
L’étiologie de cette pathologie est restée nébuleuse car la recherche sur la maladie touchait
principalement le cartilage articulaire. Toutefois, le role clé de 1’os sous-chondral dans I’OA
est maintenant reconnu. L’obésité étant un facteur de risque de I’OA, nous avons émis
I’hypothéese que la leptine, une adipocytokine clé dans I’obésité, joue un réle important dans
I’OA. En effet, la leptine modifie le phénotype des ostéoblastes (Ob) normaux humain et
puisque les Ob OA humains ont un phénotype altéré, notre objectif était de déterminer le
role potentiel de la leptine dans ces cellules.

Pour ce faire, nous avons préparé des cultures primaires d’Ob issus de la plaque
sous-chondral du plateau tibial de patients OA et d’individus normaux (N). L’expression de
la leptine et de son récepteur actif (OB-Rb) ont été mesurées par RT-PCR en temps réel, et
leur production a été mesurée par ELISA et immunobuvardage (IB). La prolifération des
Ob OA a été déterminée par incorporation de BrdU. La phosphorylation de p42/44 MAPK
dans les Ob OA a été déterminée par IB. Le phénotype des Ob fut déterminé par la mesure
de I’activit¢ de la phosphatase alcaline (ALP) et la sécrétion d’ostéocalcine (OC), en
présence ou non de leptine. De plus, les effets des ARNs d’interférences (SiRNA) anti-
leptine et anti OB-Rb sur le phénotype des Ob OA furent déterminés via leur impact sur
I’activit¢ de I’ALP et sur la sécrétion d’OC. L’effet dose-réponse de la leptine sur les
expressions d’OB-Rb, du facteur de croissance TGF-1 ou encore sur sa propre expression
furent déterminées par RT-PCR en temps réel. Pour terminer, la signalisation de la leptine a
¢été étudiée en évaluant I’effet dose réponse de celle-ci sur la production des protéines JAK2

et STAT3 phosphorylées par IB.
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Les résultats obtenus ont montrés que les Ob OA expriment et produisent plus de
leptine que les Ob N. Au niveau phénotypique, ces Ob OA possédent une activité de I’ALP
ainsi qu'une sécrétion d’OC plus importante que celles observées chez les Ob N. L’ajout
d’anticorps inactivant I’interaction leptine et OB-Rb ou d’inhibiteurs chimiques comme
tyrphostin ou piceatannol diminuérent I’activité de I’ALP ainsi que la sécrétion d’OC dans
les Ob OA. Par contre, I’ajout de leptine exogene aux Ob OA augmenta I’activité¢ de I’ALP
sans pour autant faire varier la sécrétion d’OC. La leptine a des doses de 1ng/ml a 10mg/ml
stimula la prolifération des Ob OA ainsi que la phosphorylation de p42/44 MAPK. La
leptine exogene diminua 1’expression de TFG-1 tandis qu’elle stimula la phosphorylation
de JAK2 et STAT3 ou encore sa propre expression de manicre dose-dépendante. Cependant,
I’expression d’OB-Rb diminua de manicre dose-dépendante. Enfin, le traitement des Ob OA
avec des Si leptine ou Si OB-Rb diminua I’activité d’ALP, la sécrétion d’OC, I’expression

de la leptine, I’expression d’OB-RB ainsi que 1’expression du facteur TGF-f1.

L’ensemble de ces données démontre que la leptine endogéne des Ob OA est sous
contrdle des facteurs de croissance et qu’elle contribue & maintenir le phénotype anormal de
1’0s sous-chondral OA. De plus, ceci suggere que la leptine serait un acteur important dans

la régulation du remodelage osseux.

Mots clés :

Ostéoarthrose, arthrose, leptine, ostéoblaste, phosphatase alcaline, ostéocalcine, siRNA, os

sous-chondral, proliféreation cellulaire, signalisation.



SUMMARY

Osteoarthritis (OA) is a disease which mainly affects the joints in the elderly. It
becomes essential to better understand this disease because of the economic costs it brings,
but mainly because of population aging. This disease is characterized by a deterioration of
cartilage, bone sclerosis, inflammation of the synovial membrane and the presence of
osteophytes. The knowledge of its etiology has remained incomplete because research on
this disease focused mainly on the articular cartilage. However, the key role of subchondral
bone in OA is now recognized. Obesity is a risk factor for OA, then we hypothesized that
leptin, a key adipocytokine in obesity plays an important role in OA. Indeed, leptin alters
the phenotype of osteoblasts (Ob) and human Ob has altered phenotype in OA patients, our
objective was to determine the potential role of leptin in OA Ob.

To do this, we prepared primary cultures of Ob from the sub-chondral plate of the
tibial plateaus of OA patients and normal individuals (N). The expression of leptin and its
receptor active (OB-Rb) were measured by RT-PCR in real time, and their production was
measured by ELISA and western blot (WB). The proliferation of Ob OA was determined by
BrdU incorporation. The phosphorylation of p42/44 MAPK was evaluated by WB. The
phenotype of Ob was determined by measuring the activity of alkaline phosphatase (ALP)
and the secretion of osteocalcin (OC), in the presence or absence of leptin. Moreover, the
effects of small interference RNAs (siRNAs) anti-leptin and anti OB-Rb on the phenotype
of OA Ob were determined through their impact on the activity of the ALP and the secretion
of OC. The dose-response effect of leptin on its own expression or the expressions of OB-
Rb, the growth factor TGF-Bf1 were determined by RT-PCR in real time. Finally,
signalisation of leptin in OA Ob was studied by evaluating the dose-response effect of this
on the production of JAK2 and STATS3 protein phosphorylated by WB.

The results showed that the OA Ob express and produce more leptin than N.
Moreover, these Ob OA have an activity of the ALP and a secretion OC higher than those
observed in N Ob. The addition of antibodies inactivating interaction leptin and OB-Rb or

chemical inhibitors such as tyrphostin or piceatannol diminished the activity of the ALP and
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the secretion of OC in OA Ob against by the addition of exogenous leptin to Ob OA
increased the activity of the ALP without influencing the secretion of OC.

Leptin at doses of 1ng/ml to 10mg/mL stimulated the proliferation of OA Ob and the
phosphorylation of p42/44 MAPK. Exogenous leptin decreased the expression of TGF-1
while it stimulated the phosphorylation of JAK2 and STAT3 and expression of its own in
dose-dependent manner. However, the expression of OB-Rb decreased in dose-dependent.
Finally, the treatment of OA Ob with Si leptin or Si OB-Rb decreased activity of ALP, the
secretion of OC, the leptin expression, expression of OB-Rb and the expression of TGF-B1

factor.

All these data show that endogenous leptin Ob OA controls the growth factors and
contributes to maintaining the abnormal phenotype of the subchondral bone OA. Moreover,

this suggests that leptin is an important player in the regulation of bone remodelling

Tags:

Osteoarthritis, arthritis, leptin, osteoblasts, alkaline phosphatase, osteocalcin, siRNA, sub-

chondral bone, cell proliferation, leptin signalisation
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L'arthrite (du grec « arth » qui signifie articulation et « itis » qui signifie
inflammation) est une maladie qui englobe une centaine d'affections différentes, allant des
formes peu séveres, comme la tendinite et la bursite, aux formes systémiques invalidantes,
comme l'arthrite rhumatoide. Elle comprend aussi des syndromes douloureux comme la
fibromyalgie et certaines affections associées a l'arthrite, comme le lupus érythémateux
disséminé qui s'attaque a tout l'organisme. Il en existe également des formes rarement
associées a l'arthrite comme la goutte et on retrouve d’autres formes plus connues comme
'ostéoarthrose (OA). L'arthrite implique I'inflammation des articulations. Quant a I’OA, elle
fait souvent référence a une affection des personnes agées puisque son incidence augmente
fortement avec 'age. En effet, sa prévalence augmente avant 'dge de 50 ans chez les sujets
males tandis que chez les sujets femmes, elle augmente au-dela de cet age. En Amérique du
Nord, des millions de personnes souffrent de ces affections et quasiment 80% des personnes

de plus de 50 ans en sont atteintes sous une forme ou une autre (Société d’arthrite Canada).

Les parties du corps les plus souvent atteintes sont les mains et les articulations ayant
a supporter le poids corporel, tels que les genoux, les hanches et la colonne vertébrale. Le
corps humain compte 206 os reliés par plus de 100 articulations. Les articulations du corps
humain ont pour réle de permettre la mobilit¢ de ce dernier. Il existe plusieurs types
d'articulations qui sont classifiés selon leur fonction respectives: 1'énarthrose (hanches et
¢épaules), l'articulation en selle (qui joint le pouce a la main), l'articulation a charnicre
(doigts et genoux) ou l'articulation trochoide (poignets). Ces derniers sont maintenus en
place par les ligaments, tandis que les os constituants l'articulation sont recouverts a leurs
extrémités par le cartilage. Cette substance élastique et résistante joue le role d'amortisseur
contre les chocs et permet d’optimiser le glissement des extrémités osseuses 1'une sur l'autre.
Lors de I'ostéoarthrose, le role du cartilage en tant qu’amortisseur est amoindri par sa
dégradation ainsi donc les os peuvent frotter les uns contre les autres dans les cas les plus
severes. Par conséquent, ce mauvais fonctionnement du cartilage articulaire entraine
I’apparition de douleurs, la déformation et le dysfonctionnement articulaire jusqu’a la perte

de mobilité (Société d’arthrite du Canada).
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La cavité articulaire sépare les os de l'articulation afin de leur permettre de se
mouvoir. Cette cavité articulaire est retenue dans une cloison a la fois souple et
suffisamment solide pour empécher l'articulation de se disloquer. Dans la quasi-totalité des
formes d'arthrite, on remarque de I’inflammation, 1’épaississement de la membrane
synoviale ainsi qu’une sécrétion excessive de liquide synovial contenant des cellules
inflammatoires. Cette inflammation de la membrane synoviale et du liquide synovial serait a
I’origine de la détérioration du cartilage articulaire et de l'os dans D’arthrite rhumatoide

(Société d’arthrite du Canada).

1. L’ostéoarthrose

L’ostéoarthrose est une maladie qui affecte 1’articulation entiere. Celle-ci comprend
le cartilage articulaire, 1’os sous-chondral, les structures intraarticulaires, le liquide synovial,
la membrane synoviale, les tendons, les ligaments, les muscles et fascia ainsi que le tissu
nerveux. (Radin E.L. et al, 1991; Altman R.D. et al, 2004). La définition de cette pathologie
telle qu’on la connait de nos jours est née en 1910 grace a Archibard E. Garrod et Edward
Merins. Ces pionniers définissent 1’ostéoarthrose comme :« un ensemble de changements
morphologiques, biochimiques, moléculaires et biomécaniques au niveau des cellules et de
la matrice constituant [’articulation, menant ainsi a 1’affaiblissement, la fibrillation,
I’ulcération, la perte du cartilage, la sclérose et I’éburnation de 1’os sous-chondral,
I’apparition d’ostéophytes et de cyste de I’os sous-chondral ».Cette pathologie est donc
étroitement reliée a la surcharge mécanique autant qu’aux changements biochimiques subis
par I’articulation.

La surcharge pondérale résultant de I’obésité entraine un stress mécanique que subit
le cartilage articulaire ainsi que 1’0os sous-chondral. Il existe plusieurs types de stress
affectant ces tissus, parmi lesquels on retrouve le stress mécanique de compression, la
pression hydrostatique, le stress d’étirement et la torsion tissulaire. Ce stress biomécanique
est pergu par le cartilage sous forme de magnitude, de fréquence et en fonction du temps.
La surcharge pondérale semble inhiber la synthése de la matrice extracellulaire du cartilage
tout en activant les geénes pro-inflammatoires. Ainsi, cette surcharge a un effet dégénératif

sur le cartilage articulaire. Quant aux forces de torsion, elles semblent agir en tant que signal
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protecteur en diminuant I’expression des médiateurs cataboliques. Il faut noter que le
comportement du cartilage face aux contraintes biomécaniques dépend essentiellement de la

qualité de I’os sous-chondral (Gabay O. et al, 2008).

Or, le bon fonctionnement des ostéoblastes de cet os dépend de plusieurs molécules
dont la production est controlée mécaniquement. En effet, il semble que les ostéoblastes
possédent des senseurs mécaniques qui activent les signaux intracellulaires. Ainsi, les
tensions cycliques sont des activateurs d’une cascade de signalisation formée par Erk/c-
Fos/NF-kB. De plus, les forces d’étirement augmentent la production de plusieurs facteurs
de croissance (VEGF, TGF-B) ou encore de molécules comme la phosphatase alkaline
(ALP), I’ostéocalcine, ostéoprotégenin (OPG) et plusieurs métalloprotéinases (MMPs). Pour
terminer, les expériences mimant les forces de compression lors de locomotion, ont montré
que de grandes forces de compression entrainent une hausse de la sécrétion des
prostaglandines par les ostéoblastes (Gabay O. et al, 2008). Une légere douleur articulaire le
matin au lever ou douleurs et raideurs aprés avoir adopté une position assise ou couchée
pendant un long moment sont des signes de l’ostéoarthrose (Martin J.A. et al, 2004;

Buckwalter J.A. et al, 1997; Patwari P. et al, 2001; Martel-Pelletier J. et al, 1999) (Figure
1).

L’OA se classifie en deux groupes: primaire (type I) et secondaire (type II),
dépendamment si son apparition est attribuée a des facteurs biomécaniques et/ou
biologiques. Dans la catégorie primaire, la dégénérescence de 1’articulation est étroitement
reliée a 1’age des patients, toutefois ces malades ne présentent aucunes prédispositions
héréditaires apparentes. Dans ce premier cas de figure, c’est I’accumulation de pressions et
de mobilisations des articulations au cours des décades qui a mené de maniére progressive
et lente a un processus dégénératif de la matrice de collagéne servant de support au
cartilage. Par ailleurs, la destruction de la matrice extracellulaire du cartilage résulte de
l'action de plusieurs protéinases (Société d’arthrite du Canada).

Dans la deuxiéme catégorie de malades OA, la douleur résulte d’un traumatisme de

I’articulation dans certains cas suite a un ligament déchiré ou encore d’autres types de
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blessures accidentelles ou sportives. De plus, ces douleurs augmentent avec l'activité
physique et diminuent au repos de l'articulation douloureuse selon le type d’articulation
touchée (genoux et/ou hanche). La mobilité du sujet est pénible ou quasiment compromise.
L'atteinte des articulations de la colonne vertébrale, qui est trés commune, produit une
compression des nerfs et des vaisseaux sanguins, provoquant de la douleur mais également

une vascularisation insuffisante (Société d’athrite du Canada).

1.1. _La pathologie

L’OA est une maladie invalidante, trés douloureuse et qui limite la mobilité des
patients qui en sont atteints, tout en affectant leur systéme musclo-squelettique (Creamer P.
2000). Les analyses anatomiques, les applications histopathologiques ainsi que les
techniques émergentes d’imagerie médicales ont permis de définir ’OA comme une
maladie étroitement associée aux changements structuraux au niveau du cartilage. Or, il a
été clairement démontré que cette pathologie n’est pas exclusivement relié au cartilage
puisque d’autres composantes de 1’articulation sont touchées (Brandt et al, 2006). Parmi ces
composantes, on retrouve la membrane synoviale ainsi que I’os sous-chondral. Il y a 30 ans,
Radin et al, ont suggéré que les changements au niveau de I’os peuvent expliquer
I’apparition de I’OA. Cette hypothése est depuis supportée par de nombreuses études
démontrant plusieurs changements du métabolisme osseux en particulier celui de I’os sous-
chondral, mince plaque osseuse située juste en dessous du cartilage. Ainsi, ces données ont
suscité une interrogation quant au role de ces altérations de I’os sous-chondral, a savoir si

ces dernicres sont des précurseurs et/ou des conséquences de la dégradation cartilagineuse.

Durant sa phase progressive, cette maladie entraine un épaississement de 1’0s sous-
chondral, provoque une ¢burnation de ’os causant une exposition des nerfs et des
dommages aux vaisseaux sanguins situés a la frontiére entre le cartilage et 1’os sous-
chondral. L’augmentation de la densité osseuse expliquerait I’apparition d’cedéme dans la
moelle osseuse ainsi que de la douleur articulaire (Felson D.T. et al, 2001). Par ailleurs, cet
cedéme serait responsable de la compression des capillaires sanguins et de 13, la privation en

oxygene des tissus environnants (Bonnet C.S. et al, 2005). Cette maladie cause également
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une inflammation et/ou irritation des tissus mous périarticulaire et des nerfs provoquant
ainsi la douleur ressentie par les patients (Creamer P. 2000; Radin E.L. et al, 1991; Bonnet

C.S. et al, 2005).

Durant la phase précoce d’OA, la surface cartilagineuse reste quasi intacte quoiqu’on
puisse y remarquer quelques cedémes focalisés ou encore des fibrillations mineures. Par la
suite, on note une prolifération anormale des chondrocytes ainsi qu'une hypertrophie de ce
type cellulaire. Les premieres fibrillations surviennent au niveau de la zone superficielle
avant de progresser en tant que fissures au niveau de la zone médiale, ce qui donne
naissance a I’érosion du cartilage. L’0s sous-chondral est quant a lui dénudé et finalement
I’articulation est déformée (Pritzker K.P. et al, 2006). L’amincissement ainsi que 1’érosion
du cartilage articulaire affectent son réle principal d’absorber les chocs. En conséquence, la
sclérose de I’os sous-chondral pourrai survenir, ce qui est une réaction normale de I’os pour
compenser la diminution de la capacité a absorber des chocs induite par la disparition du
cartilage (Radin E.L. et al, 1991; Martel-Pelletier J. et al, 1999). Au fur et a mesure que
I’OA progresse, la surface du cartilage articulaire subit une fibrillation, générant ainsi des
débris au niveau de ’espace intra articulaire, qui a leur tour créent une inflammation et
d’importants changements biochimiques (Figure 1). Plus la fibrillation sera profonde, plus
grand sera le nombre de débris générés et plus nombreux les médiateurs de 1I’inflammation
produits dans la membrane synoviale tels que les prostaglandines, I’adénosine triphosphate
(ATP), les cytokines, la sérotonine, la substance P, la norépinephrine et une multitude
d’autres facteurs causant de la douleur (Kidd B.L. et al, 1996; Dhessi et al, 2002; Cohen et
al, 2004). Une dégradation du cartilage articulaire d’origine pathologique, telle que I’OA,
implique des métalloprotéinases (MMPs) ainsi que d’autres protéinases plus ou moins
spécifiques pour le clivage des fibres de collagéne ou encore les protéoglycanes.

La présence d’ostéophytes (excroissances osseuses), clairement identifiable sur une
radiographie, semble compenser la redistribution des forces biomécaniques afin d’instaurer
une meilleure protection du cartilage. In vitro, les niveaux de facteur de croissance TGF-f1
(transforming growth factor 1), du facteur insulinomimétique (Insulin growth factor: IGF-

1) et le facteur HGF (Hepatocyte growth factor) sont élevés dans 1’os sous-chondral OA
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comparé a ce méme type d’os normal (Massicotte F. et al, 2002; Massicotte F. et al, 2006;
Guevremont M. et al, 2003). D’autre part, des données ont montré que les hauts niveaux de
facteurs de croissance contribuent a I’apparition d’ostéophytes chez les sujets OA (Van

Beuningen H.M. et al, 1994).
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Figure 1 : Comparaison de I'anatomie des genoux sain et arthrosique. Cette figure
présente les altérations subie par I'articulation des malades OA. A) On peut noter une
dégradation du cartilage voire une disparition selon la sévérité de la maladie. Cette
disparition qui entraine I'exposition du tissu osseux. De plus, la présence
d’excroissances osseuses nommeés ostéophytes. B) Ce schéma montre I'apparition de la
fibrillation du cartilage en phase précose tandis que I'apparition de la sclérose de I'os
sous-chondral précede l'altération complete du cartilage ainsi que les ostéophytes
durant la phase tardive.
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1.2. L’épidémiologie

L’ostéoarthrose (OA) est une maladie dégénérative du systéme musclo-squelettique qui
affecte les articulations. En Amérique du nord, elle fait partie des maladies les plus cotiteuses,
en seconde position juste apres les maladies cardiovasculaires. L’arthrose est la plus prévalente
des maladies arthritiques. Environ 15% de la population souffre de I’OA et parmi ce nombre
65% sont des personnes agées de 60 ans et plus. On estime que le nombre de malades atteints
de maladies rhumatismales va atteindre 60 millions d’ici 2020 et que parmi ce nombre 21
millions seront atteints d’OA. La prévalence de I’OA dans toutes les articulations est en
corrélation avec I’age. Un tiers des personnes agées de 65 ans et plus souffre d’OA visible sur
radiographie. Avant 50 ans, les hommes sont plus a risque que les femmes. Les études chez les
femmes en phase post-ménopause, ont montré qu’un ou plusieurs facteurs hormonaux seraient
impliqués dans ’OA. En effet, il semble que les chondrocytes contiennent des récepteurs aux
cestrogenes, qui a leur tour controlent la synthése des facteurs de croissance. Or, lors de la
ménopause, il y a une chute d’cestrogeénes, ce qui serait a I’origine de la baisse de synthese des
facteurs de croissance que 1’on observe chez les femmes OA (Felson D.T. et al, 1998).
Toutefois, les femmes obéses maintiennent mieux et plus longtemps leur niveau d’cestrogeénes
mais sont plus affectées par I’OA. Ainsi, chez les sujets obeses, il semble qu’il existe d’autres

hormones, facteurs de croissance et/ou cytokines qui contribuent a la progression de la maladie.

1.3. Les facteurs de risque

L’initiation de 1’ostéoarthrose est un processus qui implique des facteurs locaux,
systémiques, génétiques et environnementaux. Nombreux sont les facteurs biomécaniques
qui peuvent fragiliser le cartilage de facon directe ou indirecte. L ensemble de ces facteurs
sont généralement associés a 1’age des patients, I’augmentation du poids corporel, a leur

activité professionnelle/physique ou encore a I’hérédité.
1.3.1. L. ’4ge
L’OA a été longtemps considéré comme une maladie inévitable qui est due au
processus de vieillissement. Une étude de Harrison et al a démontré que I’usage quotidien

de I’articulation préserve ce tissu plutot que d’altérer le cartilage articulaire tel qu’on le

constate lors d’un usage inadéquat. Toutefois, il a été¢ ensuite remarqué qu’avec 1’age les
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ligaments stabilisant ’articulation se relachent. Ainsi, ’articulation devient instable et
propice aux blessures. Par ailleurs, il y a une diminution des forces musculaires et des
réponses neurologiques périphériques, ce qui fragilise encore plus 1’articulation. L.’ensemble
de ces changements modifie la distribution des pressions subies par le cartilage. Plus le
cartilage est 4gé, plus les fonctions des chondrocytes, ses propriétés intrinséques ainsi que
son comportement en réponse a des cytokines et aux facteurs de croissance seront modifiés
(Sharma L. et al, 2007). Le développement d’ostéophytes au niveau du genou augmente de
20% pour chaque 5 ans d’age supplémentaire, mais ce pourcentage se stabilise au-dela de
80 ans (Felson D.T. et al, 1997). Pour finir, chez les femmes en phase pré ou ménopausale,
I’age est fortement reli¢ a I’arthrose des mains plutot que celle des genoux (Sowers M. et al,

1996).
1.3.2. L’obésité

Les ¢études de populations ont montré que les personnes ayant une surcharge
pondérale ont un plus grand risque de développer I’OA du genou que les personnes ayant
un poids moyen. En plus, chez ces personnes obeses, la progression de la maladie est plus
fréquente et plus dévastatrice que pour les sujets minces. Par ailleurs, les femmes obéses ont
un risque de 4 a 5 fois plus important de souffrir ’OA de genou comparativement aux
personnes ayant un poids moyens. En réduisant la masse pondérale, on estompe les
symptomes d’OA de genou. Aussi, une augmentation du poids corporel est étroitement
associée a I’OA du genou plutét qu’a I’OA de la hanche (Reijman M. et al, 2005).
Toutefois, le surpoids semble représenter un important facteur de risque d’OA surtout au
niveau des articulations portantes incluant la hanche. Etonnamment, ’obésité est associée a
I’OA des mains, ce qui sous-entend que ce facteur de risque peut agir de maniere

systémique aussi bien que locale dans I’OA (Carman W.J. et al, 1994).

Des expériences ont montré qu’une augmentation de pressions au niveau du cartilage
altére I’architecture de la matrice cartilagineuse, ce qui pourrait expliquer la hausse de
I’incidence de gonarthrose chez les sujets obéses. En effet, une étude chez les animaux a
montré qu’en changeant la pression supportée par le cartilage, il y a activation des

chondrocytes ainsi qu’une augmentation de protéinases et cytokines (Urban P. et al, 1994).
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Il est important de noter que la plupart des mécano-récepteurs des chondrocytes sont tres
sensibles aux changements de pression et surtout quand ces pressions sont maintenues sur
une longue période. L’étude provenant de la cohorte Framigham a confirmé que plus grand
est I’indice de masse corporel (IMC), ce qui est le cas chez les sujets obéses, plus grand sera
le risque de développer ’OA. De plus, ce grand risque de développer ’OA est directement
relié¢ aux changements de masse corporelle (Felson D.T. et al, 1997). L’obésité semble étre a
I’origine de I’OA des deux genoux (bilatéral) plutdt que celui d’un seul genou (unilatéral).
L’OA bilatéral est plus commun que 1I’OA unilatéral chez les personnes de 45 a 75 ans et
aussi, ’OA d’un genou augmente les chances d’apparition d’OA au genou opposé (Davis

M.A. et al, 1989; Felson D.T. et al, 1995 et Cooper C. et al, 1996).

1.3.3. L’activité professionnelle et physique

Le cartilage sain ainsi que la plupart des articulations, ont besoin de subir des forces
de compressions pour leur bon fonctionnement. Toutefois, dans le cas ou ces forces de
compressions sont extrémes en termes de fréquence et d’intensité, alors ’articulation ne
peut les supporter longtemps et ces contraintes contribuent énormément a 1’apparition de
I’OA. L’activité professionnelle en tant que facteur de risque de ’OA est mieux comprise
chez les hommes plutdt que chez les femmes a cause de la disponibilité d’un plus grand
nombre d’études faites chez I’homme. Selon I’é¢tude longitudinale de la cohorte de
Framigham, les hommes occupant un emploi exigeant une activité physique continue (ex :
s’agenouiller) encourent un plus grand risque de développer une gonarthrose que les
hommes sédentaires ou ceux ayant une activité dans un bureau sans implication physique
(Felson D.T. et al, 1991). En 1997, Maetzer et al ont aussi démontré que le travail des

fermiers augmentait I’incidence de ’OA de la hanche chez ces sujets.

Parmi les métiers manuels, ceux impliquant des taches de précision prédisposent a
I’OA des mains. En effet, on note un taux élevé d’OA sévére au niveau du pouce et de
I’index chez les dentistes en comparaisons aux enseignants (Solovieva S. et al, 2004). De
plus, il semble que les travailleurs dans des champs de coton souffrent d’OA de mains de
facon plus fréquente que leurs pairs ayant le méme age mais ne travaillant pas dans le

méme domaine (Lawrence J.S. 1961). Le rdle de I’activité physique dans 1’apparition de



27

I’OA a été prouvé par de nombreuses études sur la prévalence de cette pathologie chez
des anciens athlétes d’¢élite. Il a été montré que 26% de footballeurs professionnels ont une
grande prévalence pour I’OA du tibia tandis que 28% des athlétes pratiquant le décathlon
ont un grand risque de développer I’OA de la rotule (Kujala et al, 1995). Par ailleurs, il a
¢été prouvé qu’une association entre d’anciens blessures répétitives aux genoux, un indice
de masse corporelle (IMC) élevé a 1’age de 20 ans ainsi qu’une participation accrue aux
activités sportives en équipe, augmente la prévalence de I’OA du tibia chez ces sujets
(Felson D.T. et al, 1992). La pratique d’une activité sportive surtout en tant que
professionnel, multiplie les chances de blessures chez ces athlétes. Or, les blessures
articulaires augmentent la prévalence de ’OA. En effet, dans le cas d’une blessure directe,
ce sont des dommages au cartilage articulaire qui en sont la cause. Quant a une blessure
indirecte, la hausse de la prévalence a I’OA résulte du stress subit par le cartilage a cause
des dommages aux tissus environnant qui ont pour rdle d’atténuer les forces de

compression.

1.3.4. Les facteurs génétiques

Plusieurs données ont démontrés que des anomalies génétiques peuvent causer
I’apparition précoce de I’OA (Valdes et al, 2006). Les génes manifestent diverses modes
opératoires en fonction du site de localisation mais aussi dépendamment du sexe de
I’individu (Bukulmez et al, 2006). Les résultats provenant d’études épidémiologiques des
désordres génétiques rares et des études chez des jumeaux, démontrent que la prédisposition
héréditaire est un grand facteur de risque de I’OA. En effet, une étude chez les jumeaux a
montré que les facteurs génétiques ont une influence pouvant atteindre plus de 70% dans
I’arthrose touchant certaines articulations. Par ailleurs, les études de génes candidats ainsi
que des analyses génomiques ont révélés que des polymorphismes ou des mutations de
geénes qui codent pour la matrice extracellulaire du cartilage et ceux codant pour les
molécules signalétiques déterminent la susceptibilité a I’OA (Loughlin et al, 2005; Valdes et
al, 2007). Il existe un aspect génétique dans la relation entre I’OA et les facteurs de

croissance tel que TGF-B. En effet, un polymorphisme en position 29 de la séquence
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codante de ce facteur, serait responsable d’une augmentation de la prévalence d’ostéophytes
de la colonne vertébrale ainsi que la fréquence d’ossification du ligament longitudinal
postérieur de la colonne vertébrale (Yamada Y. et al, 2000; Kamiya M. et al, 2001). Il
semble également que le polymorphisme du géne du récepteur de la vitamine D soit
responsable de la différence de la densité de masse osseuse qui a été observé chez les
patients arthrosiques. Plusieurs polymorphismes ont été également démontrés, notamment
ceux des geénes codant pour la chaine al du collagéne de type I, de I’interleukin-6 (IL-6).
Enfin, des analyse de liaisons ont identifi¢ un défaut génétique de I’interleukin-1(IL-1) au
niveau du chromosome 2q13 qui serait étroitement associ¢ a la gonarthrose (Morrison N.A.
et al, 1994; Murray R.E. et al, 1997; Grant S.F. et al, 1996; Kobayashi S. et al, 1996;
Loughlin J. et al, 2002). Il existe d’autres nombreux geénes qui sont impliqués dans la

pathophysiologie de I’OA (Tableau I).

Tableau I : L’épidémiologie génétique de I’OA

GENE MUTE LA CHROMOSOME TISSU TOUCHE
Matrilin 3 (MATN3) 2p24.1 Cartilage, Genou
Interleukine 1 (IL-1) 2q11.2-q13 Genou
La protéine frizzled 3 secrétée (FRZB). 2g32.1 Cartilage
Le gene metalloproteinase (ADAM12). 10g26.2 Cartilage
L" asporin (ASPN) 9q22.31 Cartilage
Mutation de C282Y ou H63D du gene HFE 6p21.3 Mains
Growth differentiation factor (GDF5) 20g33.48 - g33.51 Cartilage
Procollgéne de type II (Col2A1) 12 q12-q13.2 Cartilage

Récepteur aux Estrogénes alpha (ER-a) Genou



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/getmap.cgi?l235200
http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgTracks?org=Human&position=chr20:33484559-33505982
http://en.wikipedia.org/wiki/Chromosome_12_(human)
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim/getmap.cgi?chromosome=12q12
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2. Le cartilage normal

Le cartilage articulaire est un tissu conjonctif qui recouvre les surfaces articulaires
qui ont pour réle de supporter le poids corporel. Le cartilage articulaire est blanc,
translucide et non innervé. C’est un tissu avasculaire qui se nourrit par diffusion : 50%
provient du liquide synovial dans lequel baigne ce tissu et les autres 50% de 1’os sous-
chondral situé¢ juste en dessous. Chez les étres humains, le cartilage est constitué de trois
zones ayant une composition spécifique. La zone superficielle comprend des chondrocytes
et les fibres de collagéne qui sont alignées tout au long de la surface. La zone médiale est
riche en protéoglycanes, chondrocytes sphériques et en fibres de collagéne orientées de
maniere isotropique. En ce qui concerne la zone profonde, elle contient des cellules
sphériques et les fibres de collagéne avec une orientation perpendiculaire (Kuettner K.E. et
al, 2005). Le tissu cartilagineux permet de supporter une charge pondérale qui peut atteindre
7 fois le poids corporel et ce grace a une multitude de macromolécules situées dans la
matrice extracellulaire, qui lui confére [’¢lasticité ainsi que la résistance nécessaire

(Heinegard D. et al, 1987).

2.1. La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire du cartilage (MEC) est essentiellement constituée d’un
réseau de fibres de collagéne, qui lui confére son caractere €lastique. La principale fibre de
collagéne est de type II mais on y retrouve d’autres variantes de fibres selon I’état de
différenciation des chondrocytes : soit les formes IX, XI, VI, X, XII et XIV (Burgeson et al,
1992; Poole, 2001). On note également la présence de protéoglycanes qui lui conferent sa
rigidité et ce grace a leur capacité d’absorber ainsi que d’extraire les molécules d’eau. I est
connu que 70% du tissu cartilagineux est constitué¢ d’eau tandis que 30% soit solide puisque
ses principaux composants sont le collagéne de type II ou encore un trés grand nombre de
protéoglycanes dont I’aggrécane (Mayne R. 1997; Sandy J.D. et al, 1997). Le rdle principal
du cartilage est de réduire la friction des os de ’articulation les uns par rapport aux autres,

tout en réduisant les chocs induits par la locomotion. Les chondrocytes, cellules qui
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occupent 1 a 2 % du volume cartilagineux, se nourrissent a partir du liquide synovial,

liquide dans lequel baigne ce tissu (Stockwell R.A. et al, 1979).

Les chondrocytes modulent la synthése, le remodelage ainsi que le turnover de la
MEC. Ces fibres de collagéne ainsi que ces protéoglycanes semblent jouer un role dans
’organisation de la MEC. En effet, les aggrécanes conférent la résistance aux compressions
grace a leur liaison covalente aux glycosaminoglycanes qui ont des propriétés hydrophiles et
¢lectronégatives. Ainsi, la MEC lie étroitement des molécules d’eau via ces chaines de
glycosaminoglycanes, ce qui lui confére sa capacité a endurer les forces de compressions.
Cette résistance dépend de sa capacité a pouvoir exclure I’eau durant la compression car,
une fois relaché, il est important que les protéoglycanes contiennent des charges nécessaires
afin de re-absorber par osmose ces molécules d’eau et d’autres petits solutés afin que le
cartilage retrouve sa conformation initiale. Par ailleurs, les chondrocytes possédent des
récepteurs répondant aux stimulations mécaniques et ces derniers font partie des
composants de la MEC (Milward-Sadler et Salter. 2004). Parmi ces récepteurs, on retrouve
des intégrines, qui sont des récepteurs de fibronectine (FN) et de fragments de collagéne de
type II. En activant ces récepteurs, il y a stimulation de la production des protéinases
dégradant la MEC, des cytokines pro-inflammatoires mais aussi des chimiokines (Pulai et

al, 2005).
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Schéma qui situe le cartilage dans l'articulation. A) Identification et déscription des
différentes couches de la matrice extracellulaire du cartilage articulaire ainsi que de
leurs composantes. B) Visualisation par microscopie de cartilage humain fixé sur une

lame.
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2.2. Le cartilage ostéoarthrosique

Lors de la phase précoce d’OA, on note une augmentation de la synthése des
molécules constituant la matrice cartilagineuse. Cependant avec le temps, il semble que la
dégradation de la MEC surpasse la déposition matricielle. L’OA résulte de 1’échec du
cartilage a synthétiser une matrice extracellulaire de bonne qualité en termes de résistance et
d’¢lasticité et ’apparition d’un déséquilibre entre le niveau des métalloprotéases (MMPs)
actives et celui de leurs inhibiteurs naturels, par exemple, TIMPI, 2 et 3 (Goldring M.B. et
al, 2000). La mauvaise qualité¢ de la matrice synthétisée résulte d’une dédifférenciation des
chondrocytes, ce qui entraine une baisse de production des fibres de collagéne I et III ainsi
qu’une synthese de protéoglycanes plus courts (Goldring M.B. et al, 2000).

Cette baisse de macromolécules composant la MEC tel que le collagene, favorise la
perte d’intégrité structurale du cartilage. Les travaux de Martel-Pelletier et al, ont montré
que l’altération des aggrécanes ainsi que du réseau de collagéne favorise une augmentation
des enzymes protéolytiques synthétisées par les chondrocytes. La famille des
métalloprotéinases (MMPs) semble jouer un rdle clé dans cette dégradation. Dans cette
famille, il y a les collagénases qui sont des enzymes responsables de la dégradation du
collagene ainsi que des aggrécanases qui eux favorisent le clivage des aggrécanes dans le
liquide synovial. Des études ont montré une augmentation des collagénases-1, 2 et 3 (MMP-
1,8 et 13) dans le cartilage de patients atteints d’OA. La MMP-13 joue un rdle important
dans la dégradation des couches intermédiaires et profondes du cartilage a cause de son haut
niveau d’activité protéasique vis-a-vis des fibres de collageéne de type II (Martel-Pelletier J.
et al, 1998; Otterness 1.G. et al, 2000; Reboul P. et al, 1996, Billinghurst R.C. et al, 2000;
Moldovan F. et al, 1997).

Par ailleurs, les chondrocytes semblent répondre aux perturbations biomécaniques en
régulant la synthése ou encore en augmentant la production locale ou périphérique des
cytokines pro-inflammatoires. Suite a une charge mécanique, il y a augmentation des forces
de compression, qui a leur tour diminuent la synthése des protéoglycanes, endommagent le
réseau des fibres de collagéne et enfin, diminuent la synthése des protéines de la matrice
cartilagineuse (Guilak et al, 2004). L’activation des chondrocytes OA par des cytokines, des

prostaglandines, des radicaux libres (NO, H,0,) ainsi que par les constituants de la MEC
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comme les fragments de fibronectine, compromet leur fonction cellulaire. De plus, la grande
majorit¢ de ces ¢éléments biochimiques proviennent de la membrane synoviale. Les
cytokines pro-inflammatoires sont produites par des chondrocytes et des synoviocytes,
avant de se lier au niveau de leur récepteur spécifique, entrainant ainsi I’activation de la
transcription des génes MMP. L’interleukine-1 béta (IL-1B) est la principale de ces
cytokines. Elle affecte la qualit¢ de la MEC puisqu’elle augmente la syntheése du collagéne
de type I et III tout en diminuant celle de type II et IX, via la production de 1’oxide d’azote
(NO). Le tumor necrosis factor o (TNF-a) est I’autre principale cytokine inflammatoire qui
collabore étroitement avec IL-1 afin de médier les effets de ce dernier. (Martel-Pelletier J. et

al, 1999 ; Goldring M.B. 1999).

Il est important de noter qu’en début de maladie, le cartilage effectue une tentative
de sauvetage des dommages causés a I’articulation, en faisant appel aux facteurs de
croissance impliqués dans la synthése de la matrice physiologique (Van der Kraan et al,
2003). En effet, il a ét¢ montré que les facteurs comme le facteur insulinomimétique-1
(insulin like growth factor-1: IGF-1) ainsi que le facteur transformant-1(transforming
growth factor B-1: TGF-B1), étaient augmentés dans les chondrocytes OA ainsi que dans les
synoviocytes. Or, ces facteurs ont des effets anaboliques sur la synthése de la MEC et ils
peuvent atténuer les effets des cytokines pro-inflammatoires. En résumé, ces facteurs ayant
une grande affinit¢ pour la MEC seront relachés puis capturés par le cartilage afin de
faciliter la réparation des fissures au niveau de la matrice cartilagineuse (Klippel J.H. et al,

2001).

Pour finir, on observe un phénomeéne d’angiogenese qui survient au niveau de la
jonction ostéochondrale. En effet, les vaisseaux sanguins envahissent la couche profonde du

tissu cartilagineux et ils sont associés a des senseurs nerveux (Bonnet C.S. et al, 2005).

3. Le tissu osseux

L’os est un tissu dur constitué essentiellement de minéraux, d’une matrice, de cellules
spécialisées ainsi que d’eau. Le type de minéraux qu’on y trouve est un cristal de phosphate
de calcium nommé hydroxyapatite (Cas(PO4);(OH)). Ces minéraux physiologiques ont une

petite taille, sont imparfaits, impurs et contiennent peu de groupes hydroxyles comparés aux
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autres minéraux. Leur petite taille leur permet entre autre une dissolution plus rapide,
facilitant ainsi le maintien de ’homéostasie des ions. Ce cristal d’hydroxyapatite est donc
une source d’ions de calcium et de phosphate, en plus d’assurer la rigidité ainsi que la force

de la matrice osseuse sur laquelle il forme un dépét.

L’os a des fonctions mécaniques bien connues. Il assure la rigidité, la forme, la
protection et le support pour le squelette du corps ainsi que de faciliter la locomotion.
Etonnamment, 1’0s est une structure hautement dynamique qui subit un remodelage
constant. Ce turnover osseux permet a ce tissu de se réparer par exemple en cas de fracture
ou encore de s’adapter aux forces subies par ce dernier. Durant I’enfance, le taux de
formation osseuse dépasse le taux de résorption, par contre chez les jeunes adultes la
formation de 1’os est en équilibre avec sa résorption de I’os. Chez les sujets agés, cet
équilibre sera en faveur de la perte osseuse. L’ensemble des propriétés mécaniques de 1’os
dépendent du taux de turnover de 1’os, de la matrice de collageéne, de la taille, de la
structure, de la géométrie ainsi que de la densité de ce tissu. Afin de maintenir la force

osseuse, le processus de turnover doit étre régulé de maniére spécifique.

Le squelette humain est constitué¢ des os longs tels que I’humérus, le fémur et le tibia
ainsi que des os plats tels que le crane, le scapula et I’intestin. Il existe deux types
histologiques d’os matures : 1’0s cortical ou 1’os trabéculaire. Ces deux types se retrouvent
dans 1’échafaudage des os longs ou encore a la surface des os plats. Les différents os du
corps prennent forme de différente manicre soit par la formation intramembraneuse ou
endochondrale. De plus, ils proviennent de plusieurs tissus embryonnaires tels que la créte

neurale, I’éctoderme ou encore le mésoderme (Aubin et Liu, 1996; Erlebacher et al, 1995).

3.1. L’os cortical ou compact

L’os cortical ou compact, qui compose 80 a 85 % du squelette, recouvre tous les os;
c’est le principal constituant de la diaphyse des os longs et I'enveloppe des os plats et courts.
Cet os se nomme ainsi car 95% de son volume est fait de matrice extracellulaire et que sa
teneur en minéraux est de 70% (Vernejoul, 1993). Ce genre de tissu osseux est plus dense

que I’os spongieux. Il contient des espaces médullaires de taille réduite et des travées plus
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¢paisses avec une disposition plus organisée. En effet, les lamelles de 1’os compact sont
organisées en quatre systémes lamellaires : lamelles circonférentielles externes et internes,
lamelles interstitielle et ostéons. De plus, il semble que 80 a 90% du volume de I’os

compact soit calcifié.

C’est une enveloppe résistante qui est principalement composée de juxtaposition
d’ostéons ou systemes de Havers fait de 4 a 20 lamelles osseuses cylindriques disposées
concentriquement autour du canal de Havers d’environ 50 pm de diamétre. Les ostéons sont
des structures de 200 a 300 pm de diametre alignés parallelement a la diaphyse. L’os
cortical contient également des capillaires sanguins et des filets nerveux amyéliniques
enrobés d’un peu de tissu conjonctif lache. Les canaux de Havers sont reliés entre eux, avec
la cavité médullaire et avec la surface de 1’os par des canaux transversaux ou obliques : les
canaux de Volkmann. Chaque canal est centré sur un vaisseau innervé qui communique a la
fois avec la vascularisation périostée et les vaisseaux de la moelle. Ainsi, cette disposition
confére & 1’os compact un maximum de résistance. Entre les ostéons se trouvent des
lamelles osseuses, vestiges d’anciens ostéons partiellement résorbés et constituant les
systémes interstitiels (Greene W.B. 2006). Pour finir, la perte osseuse associée au

vieillissement entraine une réduction de 35 % de la masse osseuse corticale (Figure 3).

3.2. L’os trabéculaire

L’os trabéculaire, dit aussi os spongieux, est formé de grands espaces ouverts entourés
de fines plaques d’os délimitant un labyrinthe d’espaces inter communicants occupés par de
la moélle osseuse et des vaisseaux. Ces grands espaces sont des espaces médullaires et les
plaques de I’os sont des travées, formées de plusieurs couches de lamelles et de cylindres
anastomosés. Chaque plaque a la forme globale d'un parallélépipede (Figure 3).
L'organisation en trois dimensions de ces plaques osseuses entre elles constitue
l'architecture trabéculaire qui confére la résistance mécanique propre a ce type d'os. L’os
trabéculaire occupe les épiphyses et les métaphyses des os longs et I'intérieur des os plats et
des os courts. Il faut noter que 15 a 25 % du volume de 1’0s spongieux est calcifié alors que
le reste est fait de tissu hématopoiétique et il constitue 20 % du squelette (Vernejoul, 1993).

Aussi, il présente une grande surface de contact et est sensible aux variations métaboliques.
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En effet, I'orientation des travées dépend des lignes de forces mécaniques auxquelles est
soumis 1'os trabéculaire, car les ostéoblastes (Ob) qui le constituent ont la capacité de
percevoir ces forces mécaniques. Les Ob de ce type d’os possédent une activité métabolique
8 fois plus importante que celle des Ob de 1’0os compact (Netter, 1987). De plus, il semble
qu’une plus grande surface de contact entre le tissu hématopoiétique de cet os et ses cellules
osseuses favorisent le remodelage osseux de ce tissu (Vernejoul, 1993). La perte osseuse
associée au vieillissement est d’environ 50 % de la masse osseuse trabéculaire, et elle varie
de 25 % a 35 %, respectivement, chez la femme et I’homme. Avec l'dge, les travées sont

plutdt constituées de cylindres (Greene W.B. 2006).
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Figure 3: La structure de I'oc compact vs la structure de l'os spongieux. A)
Anatomie du tissu osseux ainsi que I'identification des différents compartiments des os
spongieux et cortical. B) Visualisation de la jonction entre os spongieux et os cortical

par microscopie électronique a

balayage. Identification de certains compartiments de

ces deux tissus osseux. Comparaison de la forme des travées de I'os trabéculaire de
sujets humains jeunes et agés par la technique d’imagerie par synchroton avec

reconstitution tridimensionnelle.
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3.3. La matrice osseuse

La matrice osseuse se doit d’étre rigide et forte afin d’assurer sa fonction mécanique
en facilitant la locomotion ou encore en protégeant les organes internes. On y retrouve
essentiellement des fibres de collagéne de type I et leur arrangement dépend de la fonction
du tissu dans lequel elles se trouvent (Lees S. et al, 1994). Le dép6t de minéraux sur ces
fibres de collagéne renforce leur rigidité. Quant a la stabilité de ces fibres, elle dépend des
liaisons interfibrillaires formées de maniere post-traductionnelle au niveau de la matrice
osseuse. La structure en triple hélice de ces fibres de collagéne confeére la force et la
flexibilité a ce tissu conjonctif (Knott L. et al, 1998). Les protéines non collagéniques (ex:
ostéocalcine, phosphatase alcaline, sialoprotéine, ostéopontine, ostéonectine) représentent
5% de la matrice osseuse et elles ont pour role de maintenir I’homéostasie minérale, le
métabolisme osseux, la formation ainsi que le renouvellement du tissu osseux (Robey P.G.
et al, 1996; Sodek K.L. et al, 2000; Cowles E.A. et al, 1998). Les cellules constituant le
tissu osseux contrélent son métabolisme, sa formation ainsi que son turnover. On y retrouve

deux types cellulaires, soit les ostéoblastes et les ostéoclastes.

3.3.1. L’ostéoblaste

Les ostéoblastes (Ob) sont responsables de la production des constituants de la
matrice osseuse. Ce type cellulaire provient des cellules souches mésenchymateuses sous
I’influence de plusieurs facteurs de croissance tels que les FGFs (fibroblasts growth
factors), les BMPs (Bone morphogenetic proteins), les Hedgehogs, PTHrP (Parathyroid
hormone related peptide), les protéines Wnt (Wingless integration site) (Logan C.Y. 2004;
Day T.F. et al, 2005). Leur différenciation requiert les facteurs de transcription Ostérix et
Runx2 dont I’expression est BMP2/Wnt dépendante (Nakashima K. et al, 2002; Celil A.B.
et al, 2005; Ducy P. et al, 1997). C’est au cours de la phase d’ossification intra-
membraneuse que les cellules souches mésenchymateuses subissent une prolifération puis
une différenciation en pré-ostéoblaste avant de devenir des Ob matures. Des critéres
morphologiques, histochimiques ainsi que des analyses de prolifération cellulaire par

incorporation de *H-thymidine ou de BrdU ont permis d’identifier quatre étapes de
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maturation lors du développement des Ob dans 1’0os. On retrouve le pré-ostéoblaste,

I’ostéoblaste mature et 1’ostéocyte.

Au cours du développement du squelette, la différenciation des ostéoblastes ainsi
que le dépot de la matrice osseuse requicrent plusieurs facteurs présentant une action
endocrine, autocrine et/ou paracrines. Ces différents facteurs interviennent a différents
stades de la différenciation des ostéoblastes. En effet, on retrouve parmi ce nombre, le
facteur stimulant les Ob (OSF) connu aussi sous le nom de pleitrophin (PTN) qui semble
jouer un role important dans le renouvellement des cellules souches mésenchymateuses.
Ce facteur semble étre chimiotactique pour les cellules ostéoprogénitrices, mais également
important en tant que stimulateur de 1’activité des Ob matures (Yang X.B. et al, 2001; Tare

R.S. et al, 2002).

Le préostéoblaste (pré-Ob) est considéré comme un précurseur immédiat de
I’ostéoblaste d’une part a cause de sa localisation dans une couche ou deux précédant la
couche contenant les Ob formant le tissu osseux. Sur le plan structural, histologique et
quant a P’activité¢ de la phosphatase alcaline, ces pré-Ob ressemblent beaucoup aux Ob.
Toutefois, ce type cellulaire n’a pas encore acquis des caractéristiques de différenciation
des cellules matures et il a une capacité de division amoindrie. Il existe aussi un autre type
de cellules nommé ostéoprogéniteur qui se trouve dans une couche a proximité de la
couche des pré-Ob. Ce sont des cellules mésenchymateuses non différenciées qui résident
dans le tissu stromal (Aubin et al, 1993; Brudel et al, 1997). Environ 10 a 20% des
ostéoblastes (Ob) matures s’incorporent a la nouvelle matrice extracellulaire et ces cellules
qui ont atteint le plus haut niveau de maturité se nomment ostéocytes. Les ostéocytes ainsi
que la matrice organique produite par ceux-ci se trouvent dans des petites cavités
nommées ostéoplastes qui communiquent entre elles par de fins canaux, ce qui leurs donne

un aspect étoilé (Figure 4).

Un ostéocyte est une cellule cuboide qui agit en groupe (environ 100 a 400 cellules)
au niveau du site de formation de la surface osseuse. Ce type de cellules contient un
complexe de Golgi immense, ce qui refléte 'importance de son activité biosynthétique et

sécrétrice (Baron R. 2003). Aussi, ’Ob se caractérise par son habileté a synthétiser des
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molécules membranaires telles que la phosphatase alcaline ou encore des molécules
constituant la matrice osseuse telles que le collagéne de type I (Coll-1) qui constitue 90%
de cette matrice ainsi que des protéines non-collagéniques comme 1’ostéocalcine,
I’ostéopontine, la sialoprotéine osseuse (BSP), des protéoglycanes, des hormones, des
cytokines, ainsi que des facteurs de croissance (Aubin J. et al, 1993). Les Ob expriment
des récepteurs aux cestrogenes et a la vitamine D3 et plusieurs molécules d’adhésion telles
que les intégrines ainsi que les récepteurs des cytokines (Baron R. 2003). Pour finir il
semble que ces cellules activent la différenciation des ostéoclastes de maniere locale et
paracrine. En effet, I’ostéoclastogenése s’active par clivage du ligand RANKL (Ligand of
receptor activator of nuclear factor—kappa) ainsi que par stimulation du facteur M-CSF1

(Macrophage Colony Stimulating Factor-1) (Takahashi S.T. et al, 1999) (Figure 4).
3.3.2. L’ostéoclaste

L’ostéoclaste est la cellule responsable de la résorption osseuse. C’est une cellule
géante et multinuclée qui peut contenir entre 4 a 8 noyaux. On retrouve ce type cellulaire en
contact avec la surface osseuse calcifiée et il est possible de trouver plusieurs ostéoclastes
en un méme site de résorption. En 1982, une étude d’E.H. Burger a suggéré que les cellules
précurseur des ostéoclastes sont des cellules souches hématopoiétiques de la lignée des
monocytes/macrophages avec le CFU-GM (granulocyte and macrophages colony forming
cells) comme premier précurseur identifié. Les pré-ostéoblastes sont responsables de
I’initiation ainsi que de la régulation de la différenciation des ostéoclastes par des contacts
cellules-cellules ainsi qu’en secrétant des facteurs comme M-CSF-1 et RANKL (Takahashi
S.T. et al, 1999). Le précurseur d'ostéoclaste immature lie via son récepteur RANK le ligand
RANK-L sur l'ostéoblaste. L'ostéoclaste immature est ainsi transformé en ostéoclaste
mature. La maturation des ostéoclastes est terminée lorsque la zone d'ancrage et la bordure
plissée sont totalement formées. De plus, il existe d’autres facteurs intervenant dans la
différenciation des ostéoclastes tels que des facteurs de croissance, des cytokines ainsi que

des hormones (Couret I. 2004) (Figure 4).

Les ostéoclastes matures sont des cellules de 50 a 100 um contenant de nombreux

lysosomes ainsi qu’une grande quantité de phosphatase acide résistante au tartrate (Hallen
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JM. et al, 2006). Ces cellules se caractérisent par une bordure plissée formée par des
extensions de la membrane cytoplasmique. Cette membrane est responsable de la
destruction de I’0s. L’ostéoclaste contient une zone dite zone claire qui permet a ce type
cellulaire d’adhérer a la matrice osseuse contenant différentes protéines, via les intégrines
(Lakkakorpi P.T. et al, 1991). Ainsi, cette zone claire permet de délimiter le
microenvironnement nécessaire pour la résorption osseuse (Couret I. 2004). Lors de la
résorption, trois domaines membranaires des ostéoclastes sont identifiables, la zone
d’ancrage a la matrice extracellulaire (zone claire), la bordure en brosse qui est I’organe de
résorption et enfin la membrane basolatérale contenant un domaine secrétant les différentes

enzymes pour la dégradation de la matrice osseuse (Salo J. et al, 1996).
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des cellules osseuses, les ostéoblastes qui originent des cellules stromales et les

ostéoclastes des cellules hématopoiétiques. B) Schéma des différentes étapes de
différenciation des ostéoblastes. C) Représentation de I'ntervention moléculaire des
ostéoblastes dans la différenciation des ostéoclastes favorisant ainsi la résorption

osseuse.
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3.4. Leremodelage osseux

Le remodelage osseux est le processus durant lequel les os sont continuellement
renouvelés au cours de la vie via une coordination cyclique entre la résorption osseuse ainsi
que la formation osseuse (Figure 5). Il y a nécessité d’un tel processus afin que le tissu
osseux puisse permettre une formation adaptée lors de la croissance, conserver ses
propriétés mécaniques, favoriser une adaptation aux contraintes mécaniques, maintenir une
homéostasie du calcium ainsi que faciliter la réparation des fractures. Au cours du
remodelage osseux, Il y a d’abord une phase de résorption durant laquelle ’ancien os est
détruit par les ostéoclastes, suivi par une phase de formation osseuse durant laquelle un os
nouveau est formé par les ostéoblastes. Il faut noter que 10% des os du squelette humain
sont renouvelés chaque année. Le remodelage osseux a lieu dans une structure que 1’on
nomme unité multicellulaire de base (BMU) qui a une dimension de 1 a 2 mm de long et 0.2
a 0.4 mm de large. Dans 1’os cortical, les BMU progressent comme des tunnels en creusant
I’0s en front durant la phase de résorption puis en resynthétisant 1’os neuf en arriére durant

la phase de formation (Manolagas S.C. et al, 2000).

Lors de I’initiation du remodelage osseux, il y a une phase d’activation qui implique
I’apparition des précurseurs des ostéoclastes et elle précede la phase proprement dite de
résorption. Quant a la phase finale de résorption, elle est marquée par ’attachement des
ostéoclastes matures a la surface osseuse. Plusieurs études ont montré que les ostéoclastes
n’exprimaient pas les récepteurs d’agents pro-résorptifs tels que la parathormone (PTH) ou
encore la vitamine D. Aussi, d’autres chercheurs ont montré qu’en stimulant les ostéoblastes
par ces mémes agents pro-résorptifs, les Ob favorisaient la phase de résorption osseuse.
L’ensemble de ces études a donc suggéré que la phase de résorption nécessitait une
activation des ostéoclastes par les Ob. En effet, il semble que les Ob sécrétent le facteur
RANKL dont le promoteur sous la régulation transcriptionelle du facteur Runx2, puis la
liaison de ce facteur a son récepteur RANK mene a 1’activation des ostéoclastes. Il semble
¢galement que les Ob soient responsables de la différenciation ainsi que de la prolifération
des ostéoclastes en secrétant le facteur M-CSF-1 (Baron R. 2003; Mundy G.R. et al, 2003;
Couret I. 2004; Vadnianen H.K. et al, 2008 et Castoldi M. et al, 1997).
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La phase de résorption débute par I'adhésion des ostéoclastes a la surface osseuse au
niveau de la zone claire avec constitution d'une zone de scellement conduisant a la
polarisation de la cellule et constitution de la membrane en bordure en brosse. Une fois
activé, 1’ostéoclaste induit une dissolution de la phase minérale (cristaux d'hydroxyapatite)
par des ions H' secrétés par des pompes H'-ATPase situées au niveau de la bordure en
brosse (Fallon M.D. et al, 1984). Quant a la partie organique de la matrice extracellulaire,
elle sera dégradée par des métalloprotéinases, les cathepsines (cathepsine K) et les
phosphatases acides (Bossard M.J. 1996). La cathepsine K est secrétée par les ostéoclastes
au niveau de la lacune de résorption et elle permet de défaire les fibres de collagene de type
I (Troen B.R. et al, 2006). Les métalloprotéinases (MMPs) 9 et 13 sont produites par les
ostéoclastes. Une étude chez des animaux a montré qu’une déficience en MMPs 9 et 13
serait responsable d’un important ralentissement de la migration des ostéoclastes (Engzing
M.T. et al, 2000). En effet, ces MMPs controlent la durée de vie des podosomes qui
favorisent I’ancrage des ostéoclastes et ainsi inhibent leur migration (Goto T. et al, 2002).
La régulation de la phase de résorption osseuse passe par la production d’ostéoprogérine
(OPG) par les Ob via un mécanisme dépendant des récepteurs d’oestrogénes (ERa). Cette
production d’OPG refreine I’expression génique du ligand RANKL, empéchant ainsi la
liaison RANK/RANKL et par conséquent la différenciation ainsi que la prolifération des
ostéoclastes (Chen X.W. et al, 2002; Chen X.W. et al, 2003; Viereck V. et al, 2002;
Yamagishi T. et al, 2001). A la fin de chaque cycle de résorption, il y a diminution de la
résorption osseuse via la diminution du nombre d’ostéoclastes par apoptose. Les cestrogénes
sont responsables de I’apoptose ostéoclastique par induction de la production du facteur de

croissance transformant (TGF-B) (Hughes D.E. et al, 1996; Baron R. 2001).

Une fois que cette phase résorptive est finie, il y a remplacement des ostéoclastes par
des cellules de type macrophagique qui ont le role de lisser la lacune. Aprés cette phase de
conversion, il y a intervention des ostéoblastes pour synthétiser une nouvelle matrice
osseuse mais €galement d’en controler la minéralisation. Pour ce faire, il y a d’abord
recrutement des ostéoblastes au fond de la lacune appelée ligne cémentante. Ensuite, les Ob
comblent la lacune en apposant une nouvelle matrice constituée principalement de collagéne

de type I. Le collagene de type I est d’abord sécrété sous forme de précurseur, le
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procollagene, qui est un peptide possédant des extrémités C et N terminales clivées par
protéolyse dans le milieu extracellulaire. Les molécules de collagéne de type I forment des
triples hélices qui se lient entre elles par des ponts pyridinolines avant de s’assembler en
fibrilles. Ces fibrilles s’agencent ensuite en faisceaux. Les Ob synthétisent aussi d’autres
molécules non-collagéniques qui doivent venir s’imbriquer a la matrice collagénique
nouvellement formée. Parmi ces protéines non-collagénique, on retrouve ’ostéocalcine et
I’ostéopontine qui représentent 50% des protéines non collagéniques, des molécules
d’adhésion (cadhérines, intégrines), des protéoglycanes ainsi que des facteurs de croissance

(Couret 1. 2004).

Cette matrice non minéralisée ou ostéoide sera secondairement minéralisée ce qui
lui conférera sa solidité. La minéralisation se fait au niveau du front de minéralisation, c'est-
a-dire a la jonction entre tissu ostéoide et tissu minéralisé¢ qui est distant de la surface du
tissu osteoide de 5 a 30 um. Les Ob procédent a la minéralisation en régulant les
concentrations de calcium et de phosphate locales et il faut noter que le calcium et le
phosphate du milieu extracellulaire sont transférés dans les Ob par transport actif ou passif
(Marie R. 2001). Il existe d’autres régulateurs de la minéralisation osseuse tels que
I’ostéocalcine, I’ostéopontine, la sialoprotéine ainsi que 1’ostéonectine qui semblent
posséder des sites de liaison au calcium (Manolagas S.C. et al, 2000). La phosphatase
alcaline est I'enzyme synthétisée par les ostéoblastes qui favorise la minéralisation osseuse
en hydrolysant les esters phosphoriques qui sont des inhibiteurs de la minéralisation (Khosla
S. et al, 2003). Enfin les ostéoblastes synthétisent des facteurs de croissance (TGF-B1, IGF-
1) régulant leur propre métabolisme, des facteurs paracrines qui vont influencer le
métabolisme des cellules voisines (Interleukine-1, RANKL, M-CSF1 : facteurs stimulant la
formation ou l'activité des ostéoclastes). Certains de ces facteurs sont inclus dans la matrice
ostéoide et seront ultérieurement libérés quand l'os débutera sa phase de résorption

(Hartman C. et al, 2006; Gori F. et al, 2000) (Figure 5).
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Figure 5: Le remodelage osseux. A) L’homéostasie du squelette est maintenue par
les ostéoclastes qui résorbent la veille matrice osseuse suivi par la synthese et
maturation d’'une nouvelle matrice osseuse médiée par les ostéoblastes. B) Les
ostéoblastes secretent plusieurs facteurs dont M-CSF et RANKL qui influencent

'ostéoclastogénese. Cette intercommunication cellulaire illustre bien le couplage entre
la formation et la résorption osseuse.
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3.5. Larégulation du remodelage osseux

Le processus de remodelage osseux implique la collaboration d’une multitude de
facteurs qui orchestrent son bon déroulement. Parmi ces facteurs, on retrouve un marqueur
de la formation osseuse, soit la phosphatase alcaline ainsi qu’un marqueur du remodelage
osseux soit 1’ostéocalcine. Les cellules osseuses secrétent également la vitamine D qui a
son tour va réguler la parathormonone qui intervient lors de la différenciation des cellules

0OSSEUsSES.

3.5.1. La phosphatase alcaline

La phosphatase alcaline (ALP) spécifique a I’os est un produit des ostéoblastes qui
est essentiel pour la minéralisation osseuse. En effet, les humains déficients en ALP
souffrent de la maladie d’hypophosphatasie qui entraine une minéralisation anormale des os
et des dents (Whyte M.P. et al, 1994). L’ ALP circulant provient de plusieurs tissus incluant
les intestins, les reins, le placenta en cas de grossesse, le foie, 1’0s ainsi que plusieurs
tumeurs. Ainsi, la mesure de la phosphatase alcaline n’est pas un indice spécifique a la
formation osseuse car les deux principales sources d’ALP sont le foie et 1’0os bien qu’il
existe plusieurs techniques (gel €lectophorése, anticorps monoclonal, kit ELISA) pouvant
discriminer I’isoforme osseuse versus celle du foie. Le role précis de la phosphatase alkaline
dans la minéralisation osseuse n’est pas trés clair. Toutefois, cette enzyme augmenterait la
concentration locale du phosphate inorganique, elle détruirait les inhibiteurs de la formation
des cristaux d’hydroxyapatite ou encore elle lierait le calcium et/ou le calcium-ATPase
(Khosla S. et al, 2003). C’est une enzyme qui catalyse 1’hydrolyse de phosphates d’une
variété d’esters, c¢’est donc une phosphomonoestérase non- spécifique. La détection de son
activité se fait par spectrophotométrie en utilisant le p-nitrophényle phosphate (PNPP)

comme substrat et en mesurant la libération de p-nitrophénol (PNP) a 405nm.

Pour ce qui est du mécanisme cinétique de la phosphatase alcaline, la sérine 102
située dans le site actif agit en tant que nucléophile lors des réactions d’hydrolyse
/transphosphorylation des mono-esters phosphorylés. Lors de cette attaque nucléophile, la
sérine devient phosphorylée produisant ainsi un intermédiaire covalent phosphoséryl (E-P).

Cet intermédiaire est ensuite hydrolysé avec la formation d’un intermédiaire non-covalent
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(E-P1). Ainsi, I’expulsion du phosphate rend 1’enzyme libre et compétente pour un autre

cycle catalytique (Notes de cours BCM 2501).

3.5.2. L’ostéocalcine

L’ostéocalcine (OC) est dite (Gla)-protéine car elle contient 3 résidus acides
Gamma-carboxyglutamique. Elle constitue 25% des protéines non collagénique de la
matrice extracellulaire osseuse (Price P.A. et al, 1976). Cette protéine extracellulaire est
composée de 49 a 51 acides aminés avec un poids moléculaire variant entre 5200 a 5900
dépendamment des espéces (Price P.A. et al, 1976; Otawara Y. et al, 1981 et Hauschka P.V.
et al, 1983). L’OC est dépendante de la vitamine K et cette protéine régule le dépot calcique
en liant le calcium (Hauschka P.V. et al, 1978). En effet, cette protéine contient 3 résidus
d’acides aminés (17, 21 et 24) dits dépendant de la vitamine K que 1’on nomme acide
gamma carboxyglutamique (Gla). Ces résidus sont formés de maniére post-traductionelle
par un complexe enzymatique carboxylase dépendant de la vitamine K et de CO,. En
présence de calcium, les résidus Gla induisent un changement de conformation spécifique
de mani¢re a promouvoir la liaison de I’ostéocalcine aux cristaux hydroxyapatite, mais
¢galement son accumulation dans la matrice osseuse (Hauschka P.V. et al, 1982; Lian J.B.
et al, 1988). Les études de localisation immunocytochimique ont permis la détection de
I’0OC dans les os et les dents, plus spécifiquement dans les organelles d’ostéoblastes et
d’ondotoblastes (Camarda A.J. et al, 1987). La synthése de cette protéine est augmentée par
des hauts niveaux physiologiques de la vitamine D, mais cette hormone n’est pas le seul
régulateur du métabolisme de 1’ostéocalcine (Beresford J.N. et al, 1984; Price A. et al, 1980

et Verhaeghe J. et al, 1989).

La concentration sérique de 1’ostéocalcine refléte la portion nouvellement
synthétisée qui ne s’est pas encore reliée a la phase minérale osseuse mais qui est
directement relachée dans la circulation. Le surplus d’OC est rapidement ¢liminé du sang
suite a son ¢limination au niveau des reins, et de plus sa clearance est constante (Price P.A.
et al, 1981; Melick R.A. et al, 1988). Il faut mentionner qu’en plus de cette portion

circulante, on retrouve une portion d’OC relachée lors du processus de résorption osseuse,
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une fois que I’OC se dissocie de la matrice osseuse (Gundberg C.M. et al, 1986; Ivaska
K.K. et al, 2004). Dans la circulation, I’ostéocalcine est présente sous la forme intacte, en
fragments de la molécule intacte ou encore la forme sous-carboxylée. Il n’est pas clair si la
fragmentation de la molécule intacte survient dans le sang, ou durant le processus de
résorption ou encore dans ces deux cas. Toutefois, des études d’essais immunologiques
portant sur la mesure des différentes formes d’OC circulantes ont montré que les formes
majoritaires étaient la molécule intacte et un large fragment N-terminal contenant les résidus
1 a43. Ces études suggerent fortement que la fragmentation d’OC résulte essentiellement de
la résorption osseuse et que donc I’OC est un marqueur général du remodelage osseux et

non de la formation osseuse (Deftos L.J. et al, 1992; Khosla S. et al, 2003).

Chez I’étre humain, la mesure de la concentration sérique d’ostéocalcine est un
indice de remodelage osseux, du bon statut métabolique de la vitamine D ainsi que du bon
fonctionnement de 1’appareil rénal (Kruse K. et al, 1986, Khosla S. et al, 2003). Toutefois, il
est trés important de considérer les variations dues a 1’dge, le sexe ainsi que 1’heure de la
prise des échantillons sanguins lors de I’interprétation des mesures de la concentration
sérique de 1’ostéocalcine (Epstein S. et al, 1984; Gundberg C.M. et al, 1985). Des études in
vitro ont suggérés que 1’0OC avait le role de limiter le processus de minéralisation et des
¢tudes in vivo effectuées chez des souris dépourvues d’ostéocalcine ont montré une

augmentation de la masse osseuse (Zhou H. et al, 1994; Ducy P. et al, 1996).

3.5.3. La Vitamine D

Suite a I’exposition au soleil, les végétaux ainsi que les animaux sont capables de
synthétiser la vitamine D. Ainsi, la vitamine D, sera produite par les levures et les végétaux
tandis que les poissons et les mammiferes génerent de la vitamine D3 (Vit Dj3). Il est
important de mentionner que la différence structurale et chimique entre ces deux composés
n’affecte aucunement leur fonction ainsi que leur métabolisme. Cette vitamine D3 produite
suite a 1’exposition au soleil ou ingérée via I’alimentation doit étre métabolisée deux fois
avant de pouvoir agir en tant que régulateur de 1’homéostasie des ions minéraux (Deluca

H.F. 2004) (Figure 6).
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La vit D3 s’associe a sa protéine de liaison, la vitamin D binding protein (DBP)
avant d’étre transportée dans le foie au niveau du cytochrome p450 ou I’enzyme 25-
hydroxylase (CYP27A1 ou CYP2R1) ajoute un groupement hydroxyl sur le carbone 25 afin
de générer la 25-hydroxyvitamine D3 [25-(OH)Ds] (Haddad J.G. 1995; Cheng J.B. et al,
2003; Ohyama Y. et al, 2004). La 25-(OH) D3 est un métabolite inactif qui circule dans le
systeme sanguin lié¢ a la protéine DBP et pour atteindre sa bio-réactivité hormonale, ce
métabolite doit étre hydroxylé de maniére appropriée et a des sites spécifiques dans les
tubules rénaux. Ainsi, ’hydroxylation du 25-(OH) Ds; en position la par ’enzyme 25-
hydroxyvitamine D-la-hydroxylase (CYP27B1) permet sa conversion en la, 25-
dihydroxyvitamine D3 [1,25-(OH), D3] qui est la forme active de la vitamine D; appelée
également 1,25-dihydroxycholécalciférol et qui joue un role essentiel dans I’homéostasie

des minéraux comme le calcium (Deluca H.F. 2004; Ohyama Y. et al, 2004).

Afin d’exercer son action tissu-spécifique, la forme active de la vitamine Ds se lie a
son récepteur (VDR) ce qui entraine I’expression de certains génes responsables de médier
I’action physiologique de la 1,25-(OH), D3 (Haussler M.R.et al, 1998; Norman A.W. et al,
2006). Parmi les génes induits par cette molécule, on retrouve les geénes codant pour
I’hydroxyvitamine D-24-hydroxylase (CYP24A1), une enzyme ayant un effet catabolique
sur celle-ci. Ceci permet d’atténuer les effets biologiques de I’hormone 1,25-(OH),D; dans
les cellules cibles mais surtout de réguler ’homéostasie de la vitamine D3 (Makin G. et al,
1989; Omdahl J.L. et al, 2001). Afin de maintenir le calcium a des niveaux physiologiques
le 1,25-(OH), D3 li¢ au VDR induit I’expression du canal calcique épithélial TRPV6 dans le
petit intestin (Song Y. et al, 2003; Van Cromphaut S.J. et al, 2001). En parall¢le, la 1,25-
(OH); Dj induit la transcription de certains genes responsables de faciliter le mouvement du
calcium dans le cytoplasme des entérocytes via les calbindin D9K ainsi que de le transférer
a travers la membrane basolatérale via les pompes PMCA1b avant d’atteindre la circulation
sanguine (Christakos S. et al, 2003; Raval-Pandya M. et al, 1998; Wasserman R.H. et al,
1992).

La diminution des niveaux de phosphate circulants stimule la synthése de 1,25-
(OH); D3, qui a son tour augmente le taux d’absorption du phosphate ingéré par la dicte

(Portale A.A. et al, 1989). De plus, comme les chondrocytes ainsi que les ostéoblastes
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expriment le récepteur VDR alors cela suggere fortement que la 1,25-(OH),Ds joue un role
dans la formation osseuse endochondrale (Boivin G. et al, 1987; Johnson J.A. et al, 1996;
Narbaitz R. et al, 1983). L’¢étude d’Owel et al a évalué les effets de la 1,25-(OH),D; sur
I’expression génique dans les ostéoblastes en culture et surtout son role en tant qu’indicateur
de I’état de différenciation de ces cellules. Cette étude a démontré que la vitamine D3
module de facon positive et négative 1’expression génique de certains marqueurs
phénotypiques des Ob et ce dépendamment du stage de différenciation de ces cellules. En
effet, il semble que pour les pré-Ob, la 1,25-(OH), D3 inhibe 1’expression du collageéne de
type I ainsi que de la phosphatase alcaline tandis qu’a un stade plus tardif de la
différenciation, la vitamine D; stimule D’expression de ces deux geénes. Ces résultats
suggerent donc que les effets pléiotropiques de la vitamine D sur les ostéoblastes dépendent
du stade de croissance et de maturation de ce type cellulaire. Cette hypothése est supportée
par des expériences récentes qui ont utilisé des souris déficientes en récepteur de la vitamine
D3 (VDR). Au cours de ces expériences, des os provenant des ces souris déficientes en
VDR ont été transplantés dans les souris sauvages et il a été observé par radiographie que la
densité ainsi que la minéralisation osseuse des ces os déficients en VDR ¢était augmentées si
on les compare aux os de type sauvage (Tanaka H. et al, 2004). La 1,25-(OH), D3 est aussi
régulée par la parathormone, les niveaux de calcium, le pH environnant, les ions phosphores

et par elle-méme (St-Arnaud R. 2008).
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FIGURE 6: Le métabolisme de la vitamine D. Absorption des rayons du soleil par la
peau. Convertion de la pré-vitamine D en pro-vitamine D. Cette vitamine va étre
métabolisée 2 fois au niveau du foie et des reins par plusieurs enzymes de type
cytochrome. Une fois active, elle va intervenir dans I'homéostasie des mineraux tel que

le calcium dans différents tissus.
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3.5.4. L.a parathormone (PTH)

La PTH est une hormone constitué¢e de 84 acides aminés et qui est synthétisée par les
cellules principales de la glande parathyroide. Cette hormone est stockée sous sa forme
finale dans des granules sécrétoires des cellules des glandes parathyroides. Elle est
initialement produite sous forme de précurseur inactif qui est connu sous le nom de prépro-
PTH (115 acides aminés) qui donne naissance a la pro-PTH puis la PTH active par clivages
enzymatiques successifs de séquences d'acides aminés. En effet, la PTH circulante résulte
d'un mélange complexe constitu¢é de PTH intacte (1-84) [PTH-I], de fragments N-
terminaux (1-34) et de différents types de fragments C-terminaux (36-84,44—-84,49-84)
inactifs. La clairance rénale de tels fragments est variable; elle peut augmenter
considérablement en cas d'insuffisance rénale chronique, ou encore ceux-ci peuvent
interférer sur la mesure de la PTH. De plus, parmi les six premiers acides aminés de la
forme mature, les deux premiers résidus sont indispensables a ’activité biologique de la
PTH (Marie P. 2001). Apres, un dernier clivage se fait dans la circulation périphérique
permettant la libération de la PTH a proprement parler ainsi que d’un fragment
biologiquement inactif. La PTH joue un role clé dans la régulation du métabolisme
phospho-calcique, de concert avec le 1,25-dihydroxycholécalciférol (forme active de la

vitamine D). Elle entraine plusieurs effets au niveau de I'os, du duodénum et du rein.

Dans le tissu osseux, la PTH favorise la résorption osseuse, ce qui entraine la libération
de calcium (Ca®") dans le sang. Les cellules cibles de la PTH dans I’o0s sont les ostéoblastes
ainsi que leurs précurseurs. Ainsi, la PTH se fixe sur un récepteur membranaire des
ostéoblastes et de leurs précurseurs et induit la libération de facteurs solubles comme
MCSF-1 qui a son tour va faciliter la transformation d’une cellule souche en pré-ostéoclaste.
Par la suite, le facteur RANKL permet la fusion des pré-ostéoclastes entre eux pour former
un ostéoclaste. De plus, il y a intervention de ’interleukine-6 (IL-6) afin de permettre la
maturation de cet ostéoclaste et de le rendre actif. L'activation des ostéoclastes entraine donc
une augmentation de la résorption osseuse, induisant une libération de calcium et de

phosphate. La concentration de PTH est régulée directement par la fraction ionisée de
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calcium (Ca”") plasmatique. Une diminution de cette derniére entraine une augmentation de
la sécrétion de la PTH, alors qu'une augmentation induit l'effet contraire. Une chute plus
rapide de la calcémie entraine une augmentation plus marquée de la PTH. Au niveau
moléculaire, la fraction ionisée du calcium plasmatique s’associe a un récepteur
membranaire au calcium, qui, via des protéines G va diminuer la concentration
intracellulaire d'adénosine monophosphate cyclique (AMPc) et va augmenter celle d'inositol
triphosphate (IP3), entrainant une inhibition de l'exocytose des granules, et donc de la
sécrétion de PTH. Le contraire a lieu lors d'une diminution de la fraction ionisée de calcium
plasmatique. Le 1,25-dihydroxycholécalciférol inhibe la sécrétion de PTH par effet de
rétroaction négatif. Par ailleurs, le magnésium diminue la réponse de 'organisme a la PTH.
Toutefois, il faut noter qu’une hypomagnésémie peut entrainer une hypercalcémie. Par
ailleurs, la PTH se lie au niveau des cellules cibles a un récepteur transmembranaire couplé
a une protéine G, entrainant une augmentation de I'AMPc. Celle-ci entraine une cascade au
niveau de protéines kinases, induisant l'activation par phosphorylation de protéines

nécessaires au transport du calcium et d'autres ions.

3.6. Les facteurs de croissance

Les facteurs de croissance jouent un role important dans la régulation du métabolisme
des cellules responsables de la formation ainsi que de la résorption osseuse. Parmi ces

facteurs, on retrouve le TGF-B1 ainsi que le facteur mimétique de I’'IGF-1.

3.6.1. Le TGF-1

Le TGF-B1 est une protéine faisant partie d’une famille de 35 membres incluant les
TGF-béta ainsi que les « bone morphogenetic proteins » (BMPs) (De caestecker M, 2004).
Cette famille de protéines joue un role important dans le développement ainsi que dans le
maintien de 1’homéostasie de plusieurs tissus incluant le tissu osseux. En effet, elles
régulent la prolifération cellulaire, la différenciation, I’apoptose, la migration ainsi que la
synthese et la dégradation de la matrice extracellulaire. Par ailleurs, ces facteurs controlent
la réponse cellulaire en cas de blessure ainsi que la fonction immunitaire (Javelaud D et al,

2004). Il existe trois isoformes de TGF-J3, respectivement appelés B1, 2 et B 3. Toutes ces
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isoformes ont un haut taux d’homologie variant entre 84-92%. L’expression de ces trois
isoformes est régulée principalement au niveau transcriptionnel et ce, grace a la différence
des séquences promotrices (Roberts A.B. et al, 1998; Jobling A.L. et al, 2004; Govinden R.
et al, 2003).

Le TGF- B est secrété sous forme d’un complexe inactif qui comprend un dimére de
TGF- B, son propeptide LAP (latency associated peptide) ainsi que la protéine LTBP (latent
TGF- B binding protein) (Lawrence D.A. et al, 2001; Todorovic V. et al, 2005). La liaison
du TGF- B a son récepteur requiert une activation de ce facteur. Une fois activée, cette
protéine va donc lier le récepteur de TGF- 3 de type II et ainsi former un complexe qui a
son tour va recruter le récepteur de TGF-[3 de type I qui sera ensuite activé par
phosphorylation des résidus sérine/thréonine. Il existe également un récepteur de TGF- 3 de
type III connu sous le nom de bétaglycan qui a le réle de permettre une haute affinité de

liaison de TGF- B 2 a son récepteur de type II (Javelaud D. et al, 2004).

Au dela de la phosphorylation des récepteurs de TGF- 3, les protéines de type R-
SMADs (mothers againsts decapentaplegic homolog 2, 3 : SMAD2 ou 3) sont présentées a
ce type de récepteur par SARA (SMAD-anchored for receptor activation) pour ensuite y
étre phosphorylées. Une fois, phosphorylées, les protéines R-SMADs forment un complexe
avec une co-SMAD (SMAD4) avant de transloquer dans le noyau pour agir de concert avec
ou en tant que facteurs de transcription (Javelaud D. et al, 2004; Roberts A.B. et al, 1999;
Verrecchia F. et al, 2002). Aussi, il y a inhibition de la signalisation de TGF- 3 en présence
des I-SMADs (SMAD 6 et 7) qui empéchent la phosphorylation des R-SMADS, ce qui

provoque une rétroaction négative sur 1’ensemble du systeme (Davidson E.N.B. et al, 2007).

Le TGF-B induit une cascade de signalisation impliquant I’activation des voies
ERK, Jun N-terminal kinase (JNK) et p38 mitogen-activated protein kinase (MAPK)
(Drynck R et al, 2003). Un cross-talk existe entre la voie de signalisation SMAD et les voies
induites par TGF-B (Verrecchia F. et al, 2002; Drynck R. et al, 2003). En effet, cette
interaction passe via la phosphorylation de SMAD par ERK et JNK, tout en contrdlant
I’expression de SMAD?7 ainsi qu’une interaction nucléaire entre le complexe SMAD et les

facteurs de transcription activés par la voie MAPK. Il faut noter que ’activation de la voie
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MAPK n’est pas spécifique a la signalisation de TGF-f et elle peut résulter de plusieurs
autres stimuli extérieurs. De plus, la collaboration SMAD/MAPK dépend aussi de
I’intervention de cytokines telles que I’interleukine-1 (IL-1) et le tumor necrosis factor

alpha (TNF-a) (Javelaud D. et al, 2005).

Le remodelage du cartilage articulaire normal implique une constante dégradation de
la matrice extracellulaire contr6lée par les chondrocytes, qui est compensée par une
synthése d’une nouvelle matrice cartilagineuse. Ainsi, pour le bon déroulement du
remodelage cartilagineux, les chondrocytes expriment des facteurs cataboliques ainsi que
des facteurs anaboliques tels que le facteur de croissance IGF-1(insulin-like growth factor)
ainsi que le facteur TGF-f qui stimule la production de la matrice extracellulaire (Pujol J.P.
et al, 1991; Redini F. et al, 1988; Redini F. et al, 1991; Tyler JA et al, 1989). Il semble que
lors de la phase précoce de 1’ostéoarthrose (OA), il y ait une augmentation de 1’anabolisme
des chondrocytes accompagnée d’une surexpression de TGF-f (Goldring S.R. et al, 2004;
Van der Kraan P.M. et al, 1997). Ainsi, cette observation démontre que I’OA ne se
caractérise pas uniquement par une accélération de la destruction du cartilage. Toutefois,
cette augmentation de I’anabolisme du cartilage reste temporaire, ce qui explique 1’absence
de compensation du catabolisme excessif du cartilage lors de la phase tardive d’OA. L’étude
de Blaney D. et al (2006) a démontré que I’inhibition de TGF- 3 entraine une plus grande
susceptibilité du cartilage aux blessures. Une diminution de ce facteur dans le cartilage
pourrait expliquer la réduction de synthése et de dépdt de la matrice extracellulaire
cartilagineuse ainsi que du déséquilibre en faveur du catabolisme lors du remodelage du
cartilage chez les sujets OA. Le TGF-f3 semble également contrecarrer 1’effet destructeur
induit par I’interleukine-1(IL-1) au niveau du cartilage et donc en absence de ce facteur, IL-
1 peut médier la destruction du tissu cartilagineux (Redini F. et al 1993; Chandrasekhar S. et

al, 1988).

Par ailleurs, une expérience de stimulation d’explants de cartilage normal par des
mimétiques de TGF-P a induit une augmentation de production de MMP-13 au niveau de la
zone profonde du cartilage de patients OA (Moldovan F. et al, 1997). Il semble également

que le niveau de TGF- et de son récepteur soit élevé dans les couches intermédiaires et
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profondes du cartilage OA (Moldovan F. et al, 2000). Cette distribution particuliére des
niveaux de TGF-B et de son récepteur suggere que le TGF-f provenant de I’os sous-

chondral puisse étre responsable de la surproduction de MMP-13 dans le cartilage OA.
3.6.2. L’IGF-1

En 1957, les facteurs IGF-1 et IGF-2 furent identifiés par Salmon et Daughaday et
furent désigné comme des facteurs de sulfatation a cause de leur capacité¢ de stimuler
I’incorporation de sulfate dans le cartilage de rat. C’est en 1976 que Rindelknecht et
Humbel ont isolé¢ deux substances dans le sérum ayant une structure semblable a la
proinsuline, qui furent nommé les facteurs mimétiques de 1’insuline (insuline like growth
factor -1 et -2 : IGF-1 et IGF-2). Parmi ces facteurs, IGF-1 est le médiateur de I’activité
anabolique et mitogene de I’hormone de croissance (Laron Z. et al, 1999). Les IGFs font
partis de la famille des peptides relatifs a 1’insuline (Blundell T.L. et al, 1980). Le facteur
IGF-1 est un petit peptide de 70 acides amines avec un poids moléculaire de 7649 daltons
(Rindelknecht E. et al, 1978). Tel que I’insuline, IGF-1 posséde une chaine A et B
interconnectées par des ponts disulfures tandis que la région C de ce peptide est faite de 12
acides amines. La similarité structurale entre ce facteur et I’insuline explique sa capacité a

lier le récepteur de I’insuline bien qu’avec une faible affinité.

Le géne d’IGF-1 se trouve sur le chromosome 12q23-33. Le géne humain contient 6
exons incluant 2 exons leaders et 2 promoteurs (Brissenden J.E. et al, 1984; Mullis P.E. et
al, 1991; Rotwein P. et al, 1991). Ces facteurs sont présents dans la circulation sanguine et
sont synthétisés dans multiples tissus incluant le tissu osseux ou ils agissent en tant que
régulateurs du métabolisme cellulaire. Les facteurs IGF-1 et IGF-2 ont des activités
biologiques similaires mais IGF-1 est plus efficace que son homologue. Dans le tissu
osseux, le niveau d’expression ainsi que la synthese locale des protéines spécifiques liant
I’IGF-1 (IGF binding proteins : IGFBPs) contrdlent la disponibilité de ce facteur pour lier
son récepteur spécifique (Martel-Pelletier J. et al, 1998). Parmi ces IGFBPs, trois semblent
important pour la modulation d’IGF-1 dans le tissu osseux, il y a donc IGFBP-3 et IGFBP-
4 qui exercent un effet inhibiteur tandis IGFBP-5 stimule la formation osseuse (Martel-

Pelletier J. et al, 1998)
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Les facteurs IGFs ont une forte activité mitogénique dans les ostéoblastes et ils
augmentent la fonction des Ob matures ainsi que la synthése de la matrice osseuse (Hock
J.M. et al, 1998). Ces facteurs préviennent I’apoptose des Ob et ainsi maintiennent une
grande proportion des cellules matures (Hill P.A. et al, 1997). Ils favorisent la transcription
du collageéne de type I mais diminuent celles des MMP-13, une protéase responsable de la
dégradation du collagéne (Canalis E. et al, 1995). En conséquence a la dégradation du
collagéne de type I, IGF-1 va augmenter la synthése de collagéne ainsi qu’inhiber sa
dégradation, ce qui démontre que ce facteur joue un role central dans le maintien de la
matrice ainsi que de la masse osseuse. Les expériences chez des souris déficientes en IGF-1
ont montrés une baisse de la formation osseuse. De plus, une surexpression de ce facteur
sous le contréle du promoteur de I’ostéocalcine a provoqué une augmentation de la
formation osseuse (Bikle D.D. et al, 2002; Zhao G. et al, 2000). En général, ce facteur a des
effets anaboliques et augmente le remodelage osseux chez I’étre humain (Grinspoon S. et al,
2002). Le facteur IGF-1 est régulé au niveau de sa synthése, de la disponibilité des
récepteurs ainsi que des IGFBPs. En effet, la syntheése de I’IGF-1 est sous le contrdle des
hormones et facteurs de croissance. La PTH ainsi que les prostaglandines E, sont
d’important inducteurs de la synthese d’IGF-1 dans les ostéoblastes en augmentant les
niveaux d’ARN messager de ce facteur ainsi donc que de I’AMP cyclique (AMPc) en tant
que second messager (Bichell D.P. et al, 1993; Canalis E. et al, 1985; Linkhart T.A. et al,
1989; McCarthy T.L. et al, 1991; Pash J.M. et al, 1995).

IGF-1 est un important régulateur de la formation osseuse mais également un
important acteur dans les changements observés dans les tissus osseux et cartilagineux de
patients OA (Lajeunesse D. et Reboul P. 2003; Hock J.M. et al, 1988). Il a été démontré
que les Ob de I’0s sous-chondral de patients atteints d’OA produisent plus d’IGF-1 et moins
d’IGFBPs que les Ob de patients normaux. Ainsi, chez les patiens OA, I’augmentation de la
forme libre d’IGF-1 augmenterait le remodelage osseux et possiblement la rigidité osseuse,
situation favorisant la dégradation de la matrice extracellulaire du cartilage. Toutes ces
données suggerent que ce facteur soit I’un des responsables de la sclérose osseuse observée
chez les patients OA (Hilal G. et al, 1998, Massicotte F. et al, 2000; Martel-Pelletier J. et al,
1998).
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4. Le tissu osseux arthrosique

Les sections précédentes ont résumé la composition ainsi que la biochimie du tissu
osseux normal ainsi que le processus de son remodelage. Le cartilage articulaire a été
longtemps désigné comme le tissu principalement ciblé par I’OA. Toutefois, il y a
maintenant une décennie que plusieurs études ont suggéré la participation clé et/ou
I’intervention de 1’os sous-chondral dans la progression de la maladie de I’OA (Burr D.B. et

al, 1997, Burr D.B. et al, 1998; Imhof H. et al, 1999).

4.1. L’os sous-chondral ostéoarthrosique

Chez les patients OA ainsi que dans les modéles animaux OA, le métabolisme des
Ob de I’os sous-chondral ainsi que sa structure sont modifiés. Un examen de I’os péri-
articulaire de genou de patients OA a confirmé que I’os sous-chondral est anormal dans les
articulations OA notamment avec une structure des trabécules altérée ainsi qu’une sclérose
de I’os sous-chondral (Hunter D.J et al, 2003; Hunter D.J. et al, 2003). Les études
scintigraphiques de 1’os sous-chondral ont permis de localiser les sites ou il y avait une
augmentation du turnover osseux (Dieppe P. et al, 1993). En effet, il a été montré que I’os
sous-chondral de patients OA avait un turnover augmenté de 20 fois si on le compare a celui
de I’os normal (Bailey A.J. et al, 2004). Les changements subis par I’os sous-chondral dans
I’OA ont aussi ét¢ montrés grace aux études utilisant la section du ligament antérieur croisé
(ACLT) chez le chien et le rat ou encore les études de meniscetomie (MNX) (Wohl G.R. et
al, 2001; Hayam T. et al, 2005; Boyd S.K. et al, 2000) (Figure 1).

Au fur et a mesure que I’OA progresse, 1’os sous-chondral devient sclérotique suite a
une augmentation de la formation osseuse au niveau de la région en périphérie avec le
cartilage articulaire, que ce soit du coté latéral et médial, ce qui peut mener a la formation
d’ostéophytes (Felson D.T. et al, 2005). La dégénérescence du cartilage articulaire observée
chez les malades OA est associée a un remodelage intensif de 1’0s sous-chondral qui meéne a
I’épaississement de ce dernier, propriété qui a longtemps suggéré un durcissement de cet
0os. Une plus grande rigidit¢é de 1’os sous-chondral OA en comparaison a 1’0s normal
diminuerait sa qualité en tant qu’absorbeur de choc en plus d’augmenter les tensions dans

I’os trabéculaire proche du plateau tibial (Radin E.L. et al, 1970, Radin E.L. et al, 1980; Mc
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Kinley T.O. et al, 2003; Brown A.N. et al, 2002). Cependant, des travaux plus récents ont
montré que ’os sous-chondral OA était en réalité moins rigide qu’on ne le pensait car il
¢tait hypominéralisé par rapport a 1’os normal (Bailey A. J. et al, 2002; Burr D.B. et al,
1998). Pour finir, il faut noter que 1’os sous-chondral est séparé du cartilage articulaire par

une mince couche calcifié, ce qui peut sous entendre une possible communication entre ces

deux tissus (Burr D.B. et al, 2003).

4.2. La biochimie de I’os sous-chondral

Le tissu osseux produit des cytokines pro-inflammatoires ainsi que plusieurs facteurs
de croissance qui sont impliqués dans le remodelage osseux et dans le catabolisme du
cartilage articulaire (Lajeunesse D. et Reboul P; 2003). Certains chercheurs ont démontrés
la présence de micro-fractures et canaux qui apparaissent au niveau de la région de
démarcation entre I’os sous-chondral et la région calcifiée du cartilage articulaire durant la
phase précoce de I’OA (Sokoloff L. et al, 1993; Clark J.M. 1990; Milz S. et al, 1994). Ces
observations indiquent une possible communication entre 1’os sous-chondral et le cartilage
permettant un trafic de cytokines et facteurs de croissance entre ces deux tissus (Sokoloff L.
et al, 1993; Mital M.A. et al, 1970). Ainsi, les produits métaboliques de I’os sous-chondral
peuvent participer au catabolisme du cartilage articulaire (Westacott C.L.et al, 1997;

Guévremont M. et al, 2003).

Dans le cas de la maladie d’OA, il est fort probable que les cytokines, IGF-1,
TGFB1 et les prostaglandines produits par I’os sous-chondral traversent la ligne de
démarcation entre cartilage et os pour aller stimuler la dégénérescence du cartilage. Cette
hypothése est supportée in vitro par Westacott et al, qui démontra que la présence d’un
facteur dans le milieu conditionné des ostéoblastes de patients OA entraine des dommages
au cartilage normal. En parallele, il a ét¢ montré que le facteur HGF (Hepatocyte growth
factor) serait produit par les Ob de I’os sous-chondral et non par les chondrocytes, avant de
pouvoir traverser la ligne de démarcation et se retrouver dans le cartilage (Guévrémont M.
et al, 2003; Grano M. et al, 1996; Skrtic S. et al, 2000; Blanquaert F. et al, 2000). En effet,
les Ob de I’0s sous-chondral de patients OA produisent plus de HGF que les Ob normaux et

ce facteur se trouve dans la couche profonde du cartilage articulaire OA ou il peut y induire
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la collagénase-3, enzyme responsable de la dégradation de ce tissu cartilagineux (Reboul P.

et al, 2001; Moldovan F. et al, 1997).

Plusieurs études ont montrés que les Ob de 1’os sous-chondral de patient OA
présentent un phénotype altéré et qu’ils sont beaucoup plus métaboliquement actifs si on les
compare aux Ob normaux (Bailey A.J. et al, 2002). De plus, la sclérose de 1’0s sous-
chondral OA qui en résulte, serait liée a une régulation anormale du systéme urokinase
plasmin (uPA/plasmin system), du ratio IGF/IGFBP, du niveau de TGF-B1, d’IL-6 ainsi que
de prostaglandine E;(PGE,) (Massicotte F. et al, 2002; Paredes Y. et al, 2002; Hilal G. et al,
1998). Les Ob OA ont montré une augmentation des niveaux d’ostéocalcine et de
phosphatase alcaline in vitro et in situ (Hilal G. et al, 1998, Hilal G. et al, 1999, Hilal G. et
al, 2001; Gevers G. et al, 1987). La détermination des niveaux d’ostéocalcine (marqueur de
la formation osseuse) dans le liquide synovial ainsi que d’ostéopontine (protéine de la
matrice osseuse) a montré que la synthése surpasse la dégradation osseuse (Sharif M. et al,
1995).

Il faut rappeler que la minéralisation osseuse nécessite des fibres de collagéne de
type I, or une étude a démontré que le taux de collageéne de type I était élevé dans 1’os
trabéculaire des tétes de fémur de patients OA, mais que ce collagéne avait des propriétés
différentes en comparaison au collagénes de personnes saines (Mansell J.P. et al, 1998). Le
collageéne est un hétérotrimere constitué¢ de chaines ol et o 2 avec un ratio de 2:4:1 dans
I’0s normal et ce ratio peut varier de 4:1 a 17:1 dans le tissu de patients OA (Bailey A.J. et
al, 2002). Une augmentation du niveau des chaines ol par rapport a a 2 entraine une
compaction des fibres de collagéne, une réduction des liaisons dans I’ensemble du réseau de
collagene et enfin une exagération d’hydroxylation des lysines des fibres de collagéne ce
qui peut étre a 1’origine d’une minéralisation anormale de I’os sous-chondral de patients
OA (Bailey A.J et al, 2002; Martel-Pelletier J. et al, 2003). De plus, les Ob OA ont une
diminution de I’expression des récepteurs de PTH, ce qui les rend partiellement résistant a
la PTH (Hilal G. et al, 1998, Hilal G. et al, 2001. Ces données peuvent ainsi expliquer
I’augmentation de la synthése de collagéne de type I puisque la PTH est responsable de
I’inhibition de la synthése de ce type de collagéne (Beresford J.N. et al, 1984; Dietrich J.W.

et al, 1976). C’est ainsi que ce déséquilibre entre les protéines collagéniques et non-
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collagéniques pourrait expliquer 1’augmentation du volume osseux mais sans un pareil
changement de la minéralisation osseuse Pour finir, I’activité de deux métalloprotéinases
(MMP-2 et-9) est élevée dans le tissu osseux des té€tes fémorales de patients OA, ce qui
serait responsable du dépot anormal des fibres de collagéne au niveau de la matrice osseuse

(Mansell J.P. et al, 1998; Martel-Pelletier J et al, 2003).

5. La leptine

La détection de la leptine dans le liquide synovial de patients OA a fortement suggéré
le réle de cette adipocytokine dans I’étiologie de ’OA notamment au niveau de 1’os sous-
chondral (Dummond H. et al, 2003). Ceci constitue le sujet abordé dans les prochaines
sections. La leptine est une hormone qui exerce plusieurs effets notamment en controlant la
satiété via une modulation de neurotransmetteurs au niveau de I’hypothalamus ou encore en
modulant le métabolisme des cellules du tissu osseux. Il faut noter que ses effets

pléiotropiques dépendent de son lieu d’action qui peut tre systémique ou locale.

5.1. Laleptine et sa signalisation

La leptine est une hormone ressemblant a une cytokine, qui est dérivée des adipocytes
et qui fit découverte en 1994 par Friedman et al. Cette hormone est une protéine non-
glycosylée de 16 kDa (167 acides aminés) encodée par le géne OB et qui est principalement
exprimée dans le tissu adipeux blanc (Zhang F. et al, 2005). La structure tridimentionelle de
la molécule de leptine est constituée de 4 hélices alpha antiparalléles connectées par deux
long liens ainsi qu’une boucle arrangée telle une hélice de tour gauche de fagon a ce que les
hélices forment deux rangées (Figure 7). De plus, il y a un pont disulfure entre deux
résidus cystéines (Cysgs and Cysis6) du coté C-terminal de la leptine et le début d’une
boucle importante pour le repliement de la structure et la liaison de la leptine a son
récepteur. Ainsi, une mutation de ces résidus rend cette protéine biologiquement inactive.
La séquence protéique de la leptine est conservée dans différentes especes et une grande
homologie de séquence a été identifiée entre les molécules humaines et celles de
chimpanzés (Fruhbeck G. et al, 1998; Madej T. et al, 1995 ; Zhang F. et al, 1997; Kline A.
et al, 1997, Prolo P. et al, 1998).



63

Le récepteur de la leptine fait partie de la famille des interleukine-6 (IL-6) récepteurs
puisqu’il contient un domaine de liaison extracellulaire, un domaine membranaire ainsi
qu’un domaine cytosolique (Tartaglia L.A. et al, 1995). L’épissage alternatif du géne codant
pour le récepteur a la leptine a donné naissance a cinq isoformes de ce type de récepteur
(Figure 7). Ces isoformes ont en commun un domaine extracellulaire de 800 acides aminés,
un domaine transmembranaire de 34 acides aminés ainsi qu’un domaine intracellulaire
variable. Le long isoforme du récepteur a la leptine (OB-Rb) est le seul capable de
transduction du signal car, seul son domaine intracellulaire d’environ 300 résidus posséde
les motifs requis afin d’interagir avec les protéines nécessaires et transmettre le signal
(Tartaglia L.A. et al, 1995). Quant au domaine extracellulaire d’OB-Rb, il a deux motifs
similaires aux récepteurs des cytokines ainsi que quatre domaines fibronectine de type III
(Tartaglia L.A, 1997). L’isoforme le plus court du récepteur a la leptine (OB-Ra) et OB-Rb
ont en commun le domaine transmembranaire et extracellulaire ainsi que les 29 premiers
résidus du domaine intracellulaire mais cet isoforme ne participe qu’a la clearance de la
leptine et/ou au transport de celle-ci a travers la barriére hémato-encéphalique (Zhang F. et
al, 2005). La leptine se retrouve dans la circulation sous forme libre ou encore liée. La
signalisation intracellulaire de la leptine est médiée via son association non covalente avec
une tyrosine kinase de la famille Janus Kinase (JAK), acteur principal de la voie de
signalisation JAK/STAT. Toutefois, il faut noter que le récepteur OB-Rb peut médier son
signal via plusieurs voies de signalisation tel que SHC/GRB2, IRS-2, PI-3 Kinase, MAPK,
la voie AMPK ainsi que I’activation ERK1/2 qui est dépendante de SHP-2 (Otero M. et al,
2006).

Le récepteur OB-Rb signale principalement via la voie de signalisation JAK/STAT
qui comprend une famille de quatre protéines tyrosines kinases (JAK) et des facteurs de
transcriptions d’environ 85 a 90 kDa qui sont régulés par phosphorylation sur des résidus

sérine et tyrosine spécifiques (Fruhbech G, 2007).
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FIGURE 7: La structure de la leptine et de ses récepteurs. A) Structure de la leptine
en 3D, avec une réprésentation des 4 hélices alpha paralleles reliées par des boucles
ainsi qu’une représentation par cristallographie. B) Représentation structurale des six
isoformes de récepteurs de leptine résultants de I'épissage altérnatif. Identification des
différents motifs qui les constitue. Ob-Rb est le seul récepteur actif pouvant
transmettre le signal et la leptine y lie le motif CHR2.
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Parmi les quatre membres de la famille JAK, trois sont les plus répandus soit JAKI,
JAK 2 et TYK2 (Ihle I. N. 1995). OB-Rb ne posséde pas de domaine intrinséque tyrosine
kinase mais peut lier les kinases cytoplasmiques, principalement JAK2 (Ghiraldi N. et al,
1997). En effet, ce récepteur posséde deux domaines de liaison a JAK que I’on nomme Box
1 et 2 ainsi que plusieurs sites de liaison des protéines STAT. La liaison de la leptine a OB-
Rb dans un ratio steechiométrique (1 :1) méne a la formation d’un complexe tétramérique
récepteur-ligand. La formation de ce complexe engendre un changement de conformation
dans la structure du récepteur qui semble €tre critique pour 1’activation de la signalisation de
la leptine (Hegyi K. et al, 2004). La présence de la leptine est nécessaire pour
I’hétérodimérisation des récepteurs de la leptine (White D. et al, 1999; Devos R. et al,
1997). OB-Rb ne posséde pas d’activité enzymatique mais peut signaler suite a une
association non covalente de JAK2 au niveau de son site Box2 qui est proximal a la
membrane, ce qui entraine une phosphorylation des tyrosines (Tyr’®, Tyr'®”’, Tyr'"**) de
I’OB-Rb fonctionnel. Les sites phosphorylés deviennent alors des sites de liaison des

protéines STAT (ex: phosphorylation de Tyr'"®

active la STAT3), qui a leur tour sont
activées avant de transloquer au noyau afin d’y stimuler la transcription de certains genes

cibles (Fruhbeck G. 2006). (Voir Figure 8)

Cette voie de signalisation JAK/STAT est régulée via une rétroaction négative exercée
par les protéines SOCS (suppressors of cytokine signalling). La famille des protéines SOCS
possede un domaine SH2 qui est induit par plusieurs cytokines dont la leptine, et agissent en
tant qu’inhibiteurs de leur signalisation. La leptine induit I’expression de SOCS3 et des
études ont montré que le résidu Tyr985 de Ob-Rb représente un site de liaison de haute
affinit¢ pour SOCS3. L’expression endogéne de SOCS3 empéche la phosphorylation des
tyrosines d’OB-Rb, ce qui bloque la signalisation de ce dernier (Sahu A. et al, 2004;
Bjorbaeck C. et al, 2000). L autre inhibiteur de la signalisation de la leptine est le PTP1B
(protein tyrosine phosphatasase 1B) qui empéche la transmission du signal in Vivo et in

vitro en déphosphorylant JAK2 (Bjorbaeck C. et al, 2004; Sahu A. et al, 2004). (Figure 8).
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Figure 8: La signalisation de la leptine. A) La liaison de la leptine sur son récepteur
OB-Rb induit la phosphorylation de Jak situé au niveau du motif Box 1. Ensuite, il y a
transphosphorylation des résidus tyrosine qui meéne a l'activation ainsi que la
translocation des facteurs Stat 3. La translocation de Stat3 au noyau permet d’activer
plusieurs genes dont SOCS3 qui régule négativement la signalisation de la leptine. La
leptine induit également une cascade impliquant plusieurs voies dont ERK. B) Ce
schéma résume la régulation de la signalisation de la leptine, soit par rétroaction
négative médié par STAT-3 via SOCS-3 ou encore la dimérisation des récepteurs OB-Rb
médié par la liaison de PTP1B au niveau de JAK.
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Le rdle principale de la leptine est de controler la prise alimentaire ainsi que la dépense
energétique via son interaction avec différents neuropeptides tels que la Neuropeptide Y
(NPY) ou encore 1’agouti related peptide (AGRP). L’expression de ces deux neuropeptides
est inhibée en présence de leptine tandis que I’expression du pro-opiomélanocortine
(POMC) est stimulée lors d’une augmentation de la prise alimentaire (Wardlaw S.L. et al,
2001; Patel M.S. et al, 2007). Aussi, la leptine interagit avec un nouveau neuropeptide
hypothalamique nommé neuromedin U (NMU) qui est ¢galement impliqué dans la
régulation de I’appétit ainsi que dans ’activité locomotrice (Sato M. et al, 2007). En dehors
du métabolisme énergétique, la leptine a démontrée des effets pléiotropiques notamment
dans la régulation de ’hématopoiése, la pression sanguine, la fonction des lymphocytes T,
la reproduction ainsi que la régulation de la masse osseuse (Zhang F. et al, 2005; Sirotkin
A.V. et al, 2007). L’expression de la leptine est régulée par la prise alimentaire, les
hormones ainsi que des cytokines. En effet, la synthése de la leptine est stimulée en
présence de certains médiateurs inflammatoires tels que I'IL-1 et le TNF-a. De plus, la
leptine est régulée par les hormones sexuelles car son expression est inhibée en présence des
stéroides testiculaires tandis qu’elle est stimulée en présence des stéroides ovariennes. Les
niveaux de leptine corrélent positivement avec ceux de I’insuline et négativement avec les

glucocorticoides (Gomez R. et al, 2007).

5.2. La leptine systémique vs la leptine locale dans 1’os

La leptine module le métabolisme osseux de maniére systémique via la modulation
de certains neurotransmetteurs et/ou de molécules gérant le cycle cellulaire, ou encore de
manicre locale a partir du microenvironnement entourant le tissu osseux. En 2004, Hanada
et ses collégues ont identifié un peptide hypothalamique qui ferait un lien entre la prise
alimentaire et le métabolisme osseux. Cette neuropeptide Neuromedin U (NMU) est un
régulateur potentiel de la formation osseuse. En effet, il semble que les souris déficientes
(NMU-/-) démontrent une augmentation de 30% au niveau de la formation osseuse ainsi que
de la masse osseuse des os trabéculaire et compact si on les compare aux souris sauvages
(Sato S. et al, 2007). Il semble également que dans ces mémes souris déficientes, les
molécules gérant le cycle cellulaire (Perl/Per2) soient régulées a la baisse. Cela suggére

donc que le NMU régule les molécules responsables du cycle cellulaire via le systéme
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nerveux central par un mécanisme encore méconnue. Ainsi, ces études ont donc suggérées
que le NMU soit le médiateur systémique qui gouverne la régulation de la formation de la

masse osseuse dépendante de la leptine (Sato S. et al, 2007).

Dans les ostéoblastes, le signal nerveux par voie sympathique est régulé par les
molécules contrélant le cycle cellulaire (Per ou Cry) qui contribuent & la variation
quotidienne de la prolifération de la moelle osseuse. De plus, les souris déficientes en Per2
ont une augmentation de la masse osseuse qui est due a une formation osseuse augmentée
(Patel et Elefteriou. 2007; Fu et al, 2005). La leptine stimule également un autre
neuropeptide hypothalamique qui se nomme le transcrit régulé par la cocaine et les
amphétamines (CART) (Kristensen P. et al, 1998). Les souris déficientes en CART avaient
une baisse de la masse osseuse due a une augmentation de la résorption osseuse stimulée par
RANKL (Elefteriou F. et al, 2005). La leptine semble donc réguler la résorption osseuse de
deux maniéres, soit par le systéme nerveux sympathique et la voie RANKL ou encore en

inhibant la résorption via une surexpression de CART (Karsenty G. 2006).

Les souris déficientes en leptine (Ob/Ob) et déficientes en récepteur de la leptine
(db/db) sont obeses et peu fertiles (Ducy P. et al, 2000). Ces souris mutantes avaient une
hausse de la masse osseuse qui serait due a une augmentation de la formation osseuse. De
plus, une expérience d’injection intracerebroventriculaire de la leptine a entrainé une baisse
de la masse osseuse autant chez les souris déficientes en leptine que chez les souris
sauvages. Il apparait clair que la leptine agit en tant qu’inhibiteur de la formation osseuse
lorsqu’elle agit via le systéme nerveux central (SNC). Toutefois, ces effets de la leptine sur
1’0s ne sont pas uniformes sur tout le squelette dépendamment si celle-ci agit au niveau des
régions axiales ou appendiculaires (Hamrick M.W. 2004). Ainsi, dans les souris Ob/Ob, on
observe un raccourcissement du fémur, une diminution du volume des os trabéculaire et
cortical si on les compare a des souris sauvages (Hamrick M.W. 2005; Baldock et al, 2006).
L’ensemble de ces résultats suggere que la leptine agit différemment au niveau local dans
I’0s. Toutefois, cette observation reste mitigé comme 1’a montré une étude récente de
Martin A. et al (2008) qui traite de ce méme phénomeéne mais en administrant la leptine

dans des rats par infusion intracelebroventriculaire.
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Un lien entre le tissu adipeux ainsi que le tissu osseux peut se faire localement dans
le microenvironnement de 1’os. En effet, les cellules stromales peuvent se différencier en
ostéoblastes ou adipocytes et ce, en présence de certains facteurs de transcription tel que
Runx?2 dans le cas des Ob (Nuttall M.E. et al, 2000). La leptine inhibe la différenciation des
cellules stromales en adipocytes tout en stimulant leur différenciation en ostéoblastes
(Thomas T. et al, 2001). Les traitements avec de la leptine favorisent une augmentation du
ratio d’expression OPG/RANKL (Holloway W.R. et al, 2001). Ce résultat s’accorde avec
I’étude qui a démontré qu’une administration locale de la leptine réduit la perte de masse
osseuse résultant d’une ovariectomie et pour ce faire, cette hormone induit une
augmentation des ARN messagers d’OPG (Burguera B. et al, 2001). Localement, la leptine

a une action anabolique alors que de maniére systémique, elle a un effet antiostéogénique.

Pour terminer, I’effet bimodal de la leptine sur 1’os est dose dépendante. En effet,
I’administration d’une faible dose de leptine compense la baisse de leptine dans le sérum et
prévient une perte osseuse tant au niveau de I’os trabéculaire que 1’0os compact. Cependant,
I’administration d’une dose élevée de leptine va inhiber la croissance du fémur, réduire la
masse osseuse en inhibant la formation osseuse ainsi qu’en augmentant les niveaux d’IGF-1
(Cirmanova V. et al, 2008). L’action de la leptine a été préservée au cours de I’évolution
de manicre a synchroniser son effet bimodal durant les différentes périodes de croissance de
I’0s. En effet, la leptine contribue a I’accessibilit¢ des minéraux et favorise la fertilité¢ en
période d’abondance de nourritures. Cependant, elle restreint la croissance osseuse ainsi que

la reproduction en cas de stress nutritionnel (Hamrick M.W. 2004)

5.3. Laleptine dans ’OA

La leptine est en corrélation avec I’indice de masse corporel (IMC). L’IMC est aussi
un indice de grand risque de développer ’OA. Ainsi, cela sous-entend que la leptine puisse
jouer un rdle dans le développement de I’OA (Marks R. et al, 2002). Plusieurs études ont
montré que la leptine module I’homéostasie du cartilage articulaire. La leptine ainsi que son
récepteur OB-Rb ont ét¢ identifiés dans les chondrocytes humains et ils induisent un signal
intracellulaire via 1’activation de STATI1 et STATS mais non de STAT3 (Figenschau Y. et
al, 2001). L’expression de la leptine est régulée a la hausse dans plusieurs tissus articulaires

tels que le cartilage, les ostéophytes et 1’os sous-chondral or, ces tissus subissent des
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changements structuraux et biochimiques entrainés par I’OA en comparaison aux tissus
normaux (Dummond H. et al, 2003; Lajeunesse D. et al, 2005). Le patron d’expression ainsi
que le niveau de leptine sont le reflet du niveau de dégradation du cartilage articulaire et
celui des facteurs de croissances comme TGF-B1 et IGF-1. En effet, des expériences
d’injection de leptine intraarticulaire dans le genou de rat ont provoqué une augmentation de
I’expression de TGF-3 et IGF-1 (Pottie P. et al, 2006). De plus, dans les chondrocytes
humains mis en culture, la leptine stimule la prolifération cellulaire, la syntheése de la
matrice extracellulaire mais de maniére biphasique puisque a de trés hautes concentrations,
elle a un effet inhibiteur. Ainsi, un excés de leptine entrainerait des Iésions semblables a
celles observées dans I’OA (Van Beuningen H.M. et al, 2000). La leptine en collaboration
avec plusieurs cytokines pro inflammatoire va médier la destruction du cartilage articulaire.
En effet, la leptine en synergie avec IL-1 va augmenter la production d’oxyde nitrique (NO),
cette derniére va faciliter la destruction du cartilage en induisant 1’apoptose des
chondrocytes, en activant les métalloprotéinases (MMP-13) et enfin en inhibant la synthése
de protéoglycanes et de collagéne de type II (Otero M. et al, 2005; Iliopoulos D. et al,
2008). La leptine a été¢ détectée dans le liquide synovial (SF) de patients OA, et une
corrélation significative entre les niveaux de leptine du SF et I'IMC des patients a suggéré
fortement que cette hormone s’est retrouvée dans le SF suite a une diffusion a travers la

membrane synoviale (Dumond H. et al, 2003).

L’implication de la leptine au niveau des Ob de 1’0os sous-chondral de patients OA

reste encore mal comprise et constitue donc le sujet du présent travail.

6. Les approches thérapeutiques de ’OA

La recherche fondamentale et clinique sur la pathologie d’OA visent un but commun,
soit mieux comprendre 1’origine ainsi que la progression de cette pathologie afin d’en
concevoir le traitement le plus efficace. Le traitement idéal permettrait donc d’améliorer
et/ou de préserver la structure et I’ensemble des propriétés biochimiques de 1’articulation de
patients OA. Durant la derni¢re décennie, les données ont fortement suggéré qu’en plus du
cartilage articulaire 1’os sous-chondral serait une cible clé pour les futures approches

thérapeutiques de I’OA. Cette section résume les traitements les plus utilisés a I’heure
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actuelle. En se basant sur I’hypothése selon laquelle 1’os sous-chondral serait sclérotique en
phase précoce d’OA, des études dans des modeles de chiens ACL ont été réalisées. Elles ont
montré qu'un traitement a la calcitonine chez ce modele de chiens OA a diminué les
marqueurs de la résorption osseuse dans 1’urine, la sévérité des l€sions du cartilage ainsi que
la taille des ostéophytes (Manicourt D.H. et al, 1999). De plus, dans ce méme modele, il
semble que le traitement avec le biphosphonate etidronate, il y a atténuation des 1ésions du
cartilage ainsi que des ostéophytes (Howell D.S. et al, 1995). L’utilisation du biphosphonate
(NE-10055) a réduit le remodelage de 1’0os sous-chondral OA tout en améliorant la
biochimie du cartilage OA mais cependant ce traitement n’a aucun effet sur les altérations

du cartilage ni sur la formation d’ostéophytes (Myers S.L. et al, 1999).

L’utilisation d’alendronate chez le mod¢le de rats ACL a permis de réduire les 1ésions
du cartilage, la formation des ostéophytes en réduisant le niveau de MMP-13 ainsi que le
relachement de TGFB-1 active par I’os. Il attenue également la résorption de 1’os sous-
chondral en inhibant I’expression de MMP-9 (Hayami T. et al, 2004). De plus, 1’é¢tude de la
licofélone dans le modele de chiens ACL a empéché le développement des lésions du
cartilage et la résorption de 1’os sous-chondral via I’inhibition de la MMP-13 et de la
cathepsine K (Pelletier J.P. et al, 2004). L’utilisation des inhibiteurs de 1’activité des
cyclooxygénases (NSAID) tel que le carprofen a diminué le remodelage et la résorption de
I’0s sous-chondral (Pelletier J.P. et al, 2000). Il y a eu également [’utilisation de différents
antagonistes aux cytokines et facteurs de croissance tels que IL-1, IL-6, TNF-a et TGF-p3, et
ce afin de contrdler I’inflammation de I’articulation de patients OA. En effet, le mecanisme
d’action de ces antagonistes consistait a une atténuation de la dégradation du cartilage par
une diminution des métalloprotéinases et autres protéines régulant la MEC (Goldring M.B.

2001; Malemud C.J. 2004).

L’ensemble des traitements permet d’atténuer et/ou de modifier le caractere OA des
articulations, notamment le caractére sclérotique de 1’os sous-chondral. Toutefois, aucunes
de ces thérapies ne permet de prévenir ou bien d’éradiquer la pathologie de I’OA. 1l serait
donc évident que les futurs traitements ciblent ’ensemble du remodelage osseux, plus

particuliérement la sclérose de I’os sous-chondral.
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7. L’hypothése de recherche

L’ostéoarthrose (OA) est une maladie dégénérative, trés incapacitante et qui génere
d’importants colits économiques. Elle est caractérisée par une dégradation du cartilage
articulaire, une sclérose de I’0s sous-chondral, une inflammation de la membrane synoviale
et une formation d’ostéophytes. Le role clé de 1’os sous-chondral dans I’OA est maintenant
reconnu. De plus, I’obésité est un facteur de risque de I’OA et sachant que ’OA est
aggravée par les cytokines pro-inflammatoires tels que le TNF-a et IL-6, nous avons émis
I’hypothéese que la leptine, une adipocytokine clé dans I’obésité et pro-inflammatoire, joue
un role important dans I’OA. Cette protéine est exprimée dans les ostéoblastes (Ob) mais
trés peu dans les chrondrocytes. Puisque les Ob OA ont un phénotype altéré, notre objectif
ici fut de déterminer le role potentiel de la leptine dans les Ob OA. Pour ce faire, nous
avons préparé des cultures primaires d’Ob issus de la plaque sous-chondral du plateau tibial

de patients OA et d’individus normaux (N). Les buts de cette étude étaient de :

1) Déterminer 1’expression et la production de la leptine et de son récepteur (OB-Rb) dans

les ostéoblastes normaux et OA.
2) Déterminer I’effet de la leptine sur le phénotype des Ob OA.

3) Déterminer I’impact de I’inhibition de 1’effet de la leptine par les SIRNA (Si leptine et
Si OB-Rb) sur le phénotype des Ob OA.

4) Déterminer I’effet dose-réponse de la leptine sur la prolifération des Ob OA ainsi que la

voie de signalisation responsable.
5) Déterminer I’effet de la leptine sur sa propre expression et sur I’expression de TGF-f1.
6) Déterminer la signalétique de la leptine dans les Ob OA et N.

Cette approche a permis de mieux cerner le réle joué par la leptine dans le phénotype
anormal et dans le métabolisme anormal des ostéoblastes OA. Ainsi, ces données nous
aideront a mieux comprendre 1’origine de la sclérose osseuse observée dans 1’os sous-
chondral des patients OA. Cette sclérose serait responsable de la dégradation du cartilage

articulaire de ces mémes patients.
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Figure 9: L’hypothese de recherche. En se basant sur les études dans des modeéles
animaux, on suggere que de méme chez les sujets humains, la stimulation anormale du
métabolisme de l'os sous-chondral précede et contribue a la dégénerescence du
cartilage articulaire des patients OA. L'objectif de cette étude est donc de démontrer le
role clé de la leptine dans ce métabolisme anormal de I'os sous-chondral.
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ABSTRACT

Leptin is a peptide hormone with a role in bone metabolism and rheumatic diseases.
The subchondral bone tissue plays a prominent role in the pathophysiology of osteoarthritis
(OA), related to abnormal osteoblast (Ob) differentiation. Although leptin promotes the
differentiation of Ob under normal condition, a role for leptin in OA Ob has not been
demonstrated. Here we determined if endogenous leptin produced by OA Ob could be
responsible for the expression of the abnormal phenotypic biomarkers observed in OA Ob.
We prepared primary normal and OA Ob from subchondral bone of tibial plateaus removed
for knee surgery of OA patients or at autopsy. We determined the production of leptin and
of the long, biologically active, leptin receptors (OB-Rb) using RT-PCR, ELISA and
Western blot analysis. We determined the effect of leptin on cell proliferation by BrdU
incorporation and Western blot analysis of phospho 42/44 MAPK (p42/44 Erk1/2) levels.
We then determined the effect of the addition of exogenous leptin, leptin receptor
antagonists, inhibitors of leptin signaling or siRNA techniques on the phenotypic features of
OA Ob. Phenotypic features of Ob were determined by measuring alkaline phosphatase
activity (ALP), osteocalcin release (OC), collagen type 1 production (CICP) and of
Transforming growth factor-p1 (TGF-B1). Leptin expression was increased ~5-fold and
protein levels ~2-fold in OA Ob compared to normal. Leptin expression was stimulated by
1,25(0OH),;Ds and inhibited by TGF-f1 in OA Ob. Leptin dose-dependently stimulated cell
proliferation of OA Ob and this was due to an increase in p42/44 Erk1/2 levels. Inactivating
antibodies against leptin reduced ALP, OC, CICP and TGF-B1 levels in OA Ob. Tyrphostin
(AG490) and piceatannol (Pce), inhibitors of leptin signaling, reproduced this effect.

Inhibition of endogenous leptin levels using siRNA for leptin or inhibiting leptin signaling
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using siRNA for OB-Rb expression both reduced ALP and OC about 60%. Exogenous
leptin addition stimulated ALP, yet this failed to further increase OC or CICP. Moreover,
exogenous leptin addition stimulated its own expression dose-dependently while it had a
limited effect on OB-Rb expression. In conclucion, these results suggest that abnormal
production of leptin by OA Ob could be responsible, in part, for the elevated levels of ALP,
OC, collagen type 1 and TGF-B1 observed in these cells compared to normal. Leptin also
stimulated cell proliferation and Erk 1/2 signaling. Taken together, these data suggest leptin

could contribute to abnormal bone function in OA.
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INTRODUCTION

Osteoarthritis is characterized by progressive articular cartilage loss, appositional
new bone formation and sclerosis of the subchondral trabeculae and growth plate, formation
of osteophytes, and an imbalance between loss of cartilage, due to matrix degradation, and
an attempt to repair this matrix [21, 39]. Synovitis is often observed and is considered to be
secondary to the changes in hard tissues within the joint. Despite major progress in the last
few years, we still have a lot to learn about the etiology, pathogenesis and progression of
this disease [8]. The slowly progressive and multifactorial nature of the disease, its cyclical
course, where a period of active disease is followed by a period of remission, have limited
our comprehension of OA. Risks factors for this disease in human include age, gender,
genetic predisposition, mechanical stress and/or joint trauma, and obesity [8, 13].

A relationship exist between obesity/fat mass and bone mass, while the mechanisms
responsible for this are still not fully understood, and OA patients have a better preserved
bone mass [14, 44], independently of body weight [36], than healthy individuals. High
body mass index (BMI) and increased bone mineral density (BMD) suggest new bone
synthesis exceeds degradation in OA. In support of this hypothesis, osteocalcin (a marker
of bone formation) in synovial fluid and serum osteopontin (a bone specific matrix protein)
were significantly higher in patients with knee scan abnormalities [45]. Gevers and
Dequeker showed elevated serum osteocalcin levels in women with hand osteoarthritis, and
elevated osteocalcin in cortical bone explants [16]. This group also reported that IGF-I and
I, and TGF-P levels are higher in samples of iliac crest bone of patients with OA [9], hence

at a site distant from weight bearing joints, suggesting a generalized bone metabolic
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dysfunction. Our group showed that in vitro OA Ob produced higher IGF-1 and TGF-
levels compared to normal [23, 33].

Leptin, the product of the obese (0b) gene, is a 16-kDa secreted protein that is
produced by white adipocytes and placenta and functions as an afferent signal to influence
energy homeostasis through effects on energy intake and expenditure [4, 34, 56]. When
mutated leptin results in obesity in the ob/ob mouse [56]. It is now evident that leptin is
also expressed in osteoblasts [42]. Moreover, in addition to its effects on the central
nervous system (CNS), leptin acts through high affinity leptin receptors on cells in
peripheral tissues [15, 27, 47]. Leptin suppresses specific biochemical processes
contributing to lipid accumulation and adipocyte differentiation [46]. The long, signaling-
competent isoform of the leptin receptor (OB-Rb) shows high expression peaks in the
feeding centers of the hypothalamus [52], consistent with leptin being the afferent signal
informing the CNS of the body fat status. However, obese people often have elevated leptin
levels with limited effects of leptin administration. This is likely due to desensitization, via
the saturable transport of leptin across the blood-brain barrier and abnormalities at the level

of OB-Rb activation and/or signal transduction [12].

The primary role of leptin in metabolic homeostasis is to provide to the
hypothalamus the information on the amount of body fat, thereby modulating central
nervous system functions that regulate food intake and energy balance [10, 51]. Solely via
this neuroendocrine loop, leptin was believed to control bone mass. For exemple, in obese
children, an increase in height velocity is concomitant with acceleration of bone epiphyseal

maturation of the growth plate [54] and leptin levels are increased and correlate positively
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with fat mass [7]. Hence, leptin was believed to be the neuroendocrine link between fat and
bone mass [29, 41, 53]. In contrast, recent data indicate that locally produced leptin may be
more important than circulating leptin in regulation of bone metabolism [27, 41, 42]. Leptin
administration to natural leptin knockout mouse model (ob/ob) increases BMD as well as
limb length [50]. This positive effect on bone turnover may be linked to its effect on both
IL-6 and the osteoprotegerin (OPG)/RANKL system [17, 18]. Leptin enhances metabolic
markers in osteoblasts namely alkaline phosphatase activity, osteocalcin, Coll 1 al chains,
Insulin-like Growth factor-1 and Transforming Growth Factor-B1 (TGF-B1) levels by ~40%
[17], parameters which we previously showed to be all increased in OA Ob compared to
normal [23, 33]. Moreover, leptin was found by immunohistochemistry in OA cartilage and
in osteophytes, while few staining could be found in normal tissues [11], and leptin levels

correlated with cartilage destruction.

Hence, this study was aimed at : 1) identifying the source of leptin in OA bone tissue
by measuring leptin expression and release by normal and OA Ob; ii) determining if
exogenous leptin could alter cell proliferation of OA Ob; and iii) evaluating if local leptin

production is responsible for abnormal production of phenotypic markers in OA Ob.
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MATERIAL AND METHODS
Patients and clinical parameters

Tibial plateaus were dissected away from the remaining cartilage and trabecular
bone under sterile conditions from OA patients who had undergone total knee replacement
surgery as previously described [23, 24, 33]. A total of 64 patients (aged 71.5 £ 9.9 years)
classified has having OA according to the recognized clinical criteria of the American
College of Rheumatology were included in this study [1]. None of the patients had received
medication that would interfere with bone metabolism, including corticosteroids, for six
months before surgery. A total of 16 subchondral bone specimens of tibial plateaus from
normal individuals (aged 62.2 + 18.9 years) were collected at autopsy within 12 h of death.
These were used following the establishment that they had not been on any medication that
could interfere with bone metabolism or had any bone metabolic disease. Individuals
showing abnormal cartilage macroscopic changes and/or subchondral bone plate sclerosis
were not included in the normal group. All human material were acquired following a
signed agreement by patients undergoing knee surgery or their relatives for the specimens

collected at autopsy following the CHUM ethical committee guidelines.

Preparation of primary subchondral bone cell culture

Isolation of subchondral bone plate and the cell cultures were prepared as previously
described [22, 23]. At confluence, cells were passaged once at 25,000 cells/cm? and grown
for 5 days in HamFI12/DMEM media (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario, Canada)
containing 10% FBS before specific assays. These cells were incubated with the same

media containing 0.5 % FBS. After 24 hours of preconditioning, conditioning was
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performed for an additional 48 hours in HamF12/DMEM media containing 0.5% FBS and
the indicated treatments as per individual protocol. Cells were either treated with 1 pg/ml
recombinant human leptin (rhleptin, Calbiochem, San Diego, California), 10 pg/ml
recombinant human leptin R/Fc chimera (R&D Systems, Minneapolis, MN) that neutralizes
the activity of rhleptin, 100 pM Tyrphostin (AG490, Sigma-Aldrich), 75 pM piceatannol
(Pce, Sigma-Aldrich), or the vehicle. Supernatants were collected at the end of the
incubation and kept at -80°C prior to assays. Cells were either prepared for SDS-PAGE
separation or RT-PCR experiments. Cells prepared for SDS-PAGE separation were lysed
with RIPA buffer (50 mM Tris HCI pH 7.4, 1% NP-40, 0.5% Na-deoxicholate, 0.1% SDS,
150 mM NaCl with the following inhibitors: 10 pg/ml aprotinin, 10pg/ml leupeptin,
10pg/ml pepstatin, 10pug/ml O-phenatroline, 1mM Na-orthovanadate, ImM DTT), and kept
at -80°C prior to assays. Protein determination was performed by the bicinchoninic acid

method [48].

Phenotypic characterization of human subchondral Ob cell cultures

Phenotypic features of Ob were determined by evaluating 1,25(OH),D;-dependent
(50 nM) alkaline phosphatase activity and osteocalcin release, and by measuring the release
of the carboxy-terminal propeptide of collagen type 1 (CICP) in cells treated or not for their
last 48 hours of culture with recombinant human leptin R/Fc chimera to neutralize the
activity of leptin, 100 uM tyrphostin (AG490) or 75 uM piceatannol (Pce), selective
inhibitors respectively of the JAK2/STAT3 and JAK1/STAT3 pathways involved in leptin
signaling [26], or with siRNA directed against leptin or OB-Rb (see below). Alkaline

phosphatase activity was determined on cell aliquots by substrate hydrolysis using p-
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nitrophenylphosphate (PNPP), and osteocalcin release was determined in cell supernatants
using an EIA as previously described [23, 33]. CICP was determined using a selective
ELISA (Quidel corporation, Cederlane) in conditioned media from confluent OA Ob
incubated in HAMF12/DMEM media containing 0.5% bovine serum albumine (BSA).
CICP release was then reported as ng per cellular proteins. Transforming growth factor-p1
(TGF-B1) was measured in supernatants using a highly specific Quantikine ELISA assay
from R&D Systems (Minneapolis, MN). The sensitivity of the assay is 7pg/ml and is a very
specific assay that does not cross react with related cytokines/growth factors when tested at
saturating concentrations. Cellular proliferation was assessed using the BrdU cell
proliferation assay as described in the system’s manual from Calbiochem (San Diego,
California). Cells were plated at 10,000 cells/cm” in 96 well plates in Ham F12/DMEM
media containing 10% FBS. After overnight attachment, cells were serum-starved in Ham
F12/DMEM media containing 0.5% BSA for 24 hours prior to stimulation with or without

increasing doses of recombinant human leptin for another 24 hours of incubation.

RT-PCR assays

For RT-PCR assays, total cellular RNA from normal and OA Ob was extracted with
the TRIzol™ reagent (Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada) according the
manufacturer’s specifications and treated with the RNA-free'™ Dnase Treatment and
Removal kit (Ambion, Austin, TX) to ensure complete removal of chromosomal DNA. The
RNA was quantitated using the RiboGreen RNA quantification kit (Molecular Probes,
Eugene, OR). The RT reactions were primed with random hexamers with 1 pg of total

RNA in a 100 pl final reaction volume followed by PCR amplification as previously
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described [24] using 20 pmol of each specific PCR primers (see below). The amplification
of all mRNA species was performed separately from GAPDH mRNA amplification to avoid
substrate depletion. After amplification, DNA was analyzed on an agarose gel and
visualized by ultraviolet detection.

Real-time quantification of leptin and GAPDH mRNA was performed in the
GeneAmp 5700 Sequence Detection System (Applied Biosystems, Foster City, CA) with
the 2X Quantitect SYBR Green PCR Master Mix (Qiagen) used according to the
manufacturer’s specifications. Primers used were: 5’-GGCTTTGGCCCTATCTTTTC-3’
(sense) and 5 -GGATAAGGTCAGGATGGGGT-3> (antisense) for Lepl; 5’-
CCTCATCAAGACAATTGTCACC-3’ (sense) and 5’-CAGCATGTCCTGCAGAGACC-
3’ (antisense) for Lep2; 5’-GCCAGAGACAACCCTTTGTTAAA-3’ (sense) and 5’-
TGGAGAACTCTGATGTCCGTGAA-3’ (antisense) for OB-Rb; 5-
CAGAACATCATCCCTGCCTCT-3’ (sense) and 5’-GCTTGACAAAGTGGTCGTTGAG-
3’ (antisense) for GAPDH. Amplicons were 197, 376, 417 and 319 bp respectively. In
brief, 100 ng of the cDNA obtained from the RT reactions were amplified in a total volume
of 50 pl consisting of 1X Master mix, uracil-N-glycosylase (UNG, 0.5 Unit, Epicentre
Technologies, Madison, WI) and the gene-specific primers which were added at a final
concentration of 200 nM. The tubes were first incubated for 2 minutes at 50°C (UNG
reaction), then at 95°C for 15 minutes (UNG inactivation and polymerase activation)
followed by 40 cycles consisting each of denaturation (94°C for 15 seconds), annealing
(60°C for 30 seconds), extension (72°C for 30 seconds) and data acquisition (77°C for 15
seconds) steps. The data were collected and processed with the GeneAmp 5700 SDS

software and given as threshold cycle (Ct), corresponding to the PCR cycle at which an
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increase in reporter fluorescence above baseline signal can first be detected. When
comparing normal and OA basal expression levels, the Ct were converted to number of
molecules and the values for each sample calculated as the ratio of the number of molecules

of the target gene/number of molecules of GAPDH.

Inhibition of leptin and OB-Rb expression using siRNA

We used a siRNA technique to transiently inhibit leptin or OB-Rb expression in OA
Ob. SiRNA were obtained at Dharmacon (Lafayette, CO) and we followed the
manufacturer’s indication for their preparation. Briefly, OA Ob were split at 100,000
cells/ml. Leptin or OB-Rb siRNA (a set of 4 different siRNA per gene) or scramble RNA
(basal condition) was added to OA Ob at a final concentration of 100 ng/ml with 6 ul Hi-
perfect (Quiagen, Missisauga, ON) per 100 pl total volume in BGJb media without serum
for 1 hour on day 0 and day 3. Cells were then fed BGJb media with 10% FBS containing
50 nM 1,25(0OH),Ds until day 7, with media changes every two days. Cells were harvested
in either ALPase buffer to perform ALP and protein determination or in TRIzol to prepare
for RT-PCR to detect changes in leptin and OB-RbD levels. Supernatants were kept for the

determination of osteocalcin.

Western immunoblotting

The cell extracts were loaded on polyacrylamide gels and separated by sodium
dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) under reducing condition
[31]. Loading of the protein was adjusted according to the cellular protein concentration of

each specimen. The proteins were then electrophoretically transfered onto PVDF
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membranes (Boehringer Mannheim, Penzberg, Germany), and immunoblotting was
performed as described in the ECL Plus Western blotting detection system’s manual
(Amersham pharmacia biotech, UK, England). Rabbit anti-leptin receptor at a dilution of
1:1,000 (Cedarlane, Hornby, Ontario, Canada), rabbit anti-human actin at a dilution of
1:10,000 (Sigma-Aldrich), rabbit anti-phosphorylated p42/44 (Thr202/Tyr204) at a dilution
of 1:5,000 (Cell Signaling Technology, Beverly, MA) as primary antibodies, and goat anti-
rabbit IgG as secondary antibodies at a dilution of 1:20,000 (Upstate Biotechnology, Lake
Placid, NY) were used for the assays. Densitometry analysis of western blot films was
performed on a Macintosh Mac OS 9.1 computer using the public domain NIH Image
program developed at the U.S. National Institutes of Health with the Scion Image 1.63
program [40].

Evaluation of leptin production

Leptin was evaluated in Ob-conditioned media. Confluent Ob were cultured for 48 h

in HAMF12/DMEM media containing 0.5% FBS. At the end of the incubation, their
conditioned-media were concentrated 5 fold using Amicon Ultra-4 filters (Ultracil-10k,
Millipore Corporation, Bedford, MA) with a cutoff of 10 kDa. Samples were centrifuged at
1000g for 15 minutes at 4°C. The concentrated conditioned media were then tested for
leptin using a selective high sensitivity ELISA (R&D Systems). The sensitivity of the assay
was 7.8 pg/ml and the intra-assay precision is 3.2 + 0.2%.

Statistical analysis

All quantitative data are expressed as mean + SEM. The data were analyzed by

Student’s t test and p values < 0.05 were considered statistically significant.
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RESULTS
Expression and production of leptin in osteoblasts

We first questioned if human OA osteoblasts (Ob) expressed leptin compared to
normal Ob using real-time RT-PCR with two different set of primers, one described by
Dumond et al [11] for rat samples and adapted to the human sequence, and the other by
Gordeladze et al [42] for primary human osteoblasts. Using both set of primers we detected
leptin expression in OA Ob (Figure 1A). We next evaluated if OA Ob produced variable
levels compared to normal Ob. Using real-time RT-PCR we observed that OA Ob produced
about ~5-fold more leptin mRNA that normal Ob using one set of primers (Figure 1B).
Since we previously showed that TGF-B1 and HGF levels are elevated in OA Ob, we next
questioned if these growth factors could modulate the expression of leptin. As shown in
Figure 2A, HGF had little effect on leptin expression whereas TGF-B1 reduced it.
Conversely, the addition of 1,25(OH),Ds greatly enhanced leptin expression, a situation not
modified by HGF. Moreover, leptin dose-dependently stimulated its own expression in OA
Ob (Figure 2B, p<0.007 ANOVA). As Ob expressed leptin, we next evaluated the capacity
of Ob to synthesize leptin. As shown in Figure 3, OA Ob released about ~2-fold more leptin

than normal Ob under basal condition.
Expression and production of leptin receptors in osteoblasts

In order to determine if OA Ob could respond to leptin, we next evaluated the
presence of the long, signaling competent, form of the leptin receptor (OB-Rb). As shown
in Figure 4A using real-time RT-PCR, OA Ob expressed slightly less OB-Rb than normal

Ob although this did not reach significance. Exogenous leptin addition did not significantly
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stimulated OB-Rb expression in OA Ob (Figure 4B). Hence, this effect of leptin on Ob-Rb
expression was different than for leptin expression. In contrast, OB-Rb mRNA levels were
increased by both TGF-f1 and HGF in OA Ob (data not illustrated), and this increased

expression was reflected at the protein level by Western blot analysis (Figure 4C).
Role of leptin in abnormal phenotypic features of ostearthritic osteoblasts

Since OA Ob showed reduced leptin receptor levels, we tested if these cells could
respond to leptin and we first determined the effect of leptin on cell proliferation. Figure
5A shows that leptin (1ng/ml to 10pg/ml) dose-dependently stimulated cell proliferation and
this effect plateaued at 100 ng/ml leptin. We next evaluated if the effect of leptin on cell
proliferation affected the phospho Erk 1/2 MAPK pathway. Indeed, in response to
exogenous leptin, p42/44 MAPK levels rose (Figure 5B, top panel). This effect was again
dose-dependent and also plateaued around 100 ng/ml (Figure 5B, lower panel). Since leptin
influences the synthesis of phenotypic markers and inflammatory mediators in a number of
cells and because OA Ob responded to exogenous leptin, we then questioned if the
endogenous elevated leptin production observed in OA Ob could be responsible for the
abnormal phenotypic markers of these cells. Hence, we measured alkaline phosphatase
activity, osteocalcin release and the production of CICP under basal condition and in the
presence leptin or of a recombinant human leptin R/Fc chimera that neutralizes the activity
of leptin. First, the inhibition of leptin signaling reduced all parameters to values similar to
normal Ob (Figure 6A, 6B and 6C). Moreover, we observed an inhibition of alkaline
phosphatase activity and CICP production in response to 100 uM AG490 or 75 pM Pce,

tyrphostin and piceatannol, selective inhibitors respectively of the JAK2/STAT3 and
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JAK1/STAT3 pathways involved in leptin signaling [26] (Figure 6A and 6C) whereas the
effect of these inhibitors on osteocalcin secretion could not be tested since they interfered
with the EIA method. These inhibitors did not promote any significant cell death as
assessed by total protein content and cell count by trypan blue exclusion (not illustrated).
We then questioned if exogenous leptin could promote these activities. The addition of
exogenous leptin to OA Ob enhanced vitamin Ds-dependent alkaline phosphatase activity
(Figure 6A) but it failed to further stimulate osteocalcin release (Figure 6B) or collagen type
1 production (Figure 6C) above their already elevated values in OA Ob. Using siRNA
techniques, we next evaluated if inhibiting leptin or OB-Rb would abrogate the response of
OA Ob to endogenous leptin production. Indeed, as shown in Figure 6D, siRNA against
leptin reduced alkaline phosphatase activity about 60%. A similar observation could be
made for osteocalcin (Figure 6E). Likewise, inhibiting OB-Rb expression using siRNA
techniques also reduced ALP and OC about 60% in OA Ob (Figure 6D and 6E). Figure 6F
shows that specific siRNA inhibition reduced leptin and OB-Rb expression 60 and 55%

respectively in these cells.

As another key features of OA Ob that distinguishes them from normal Ob is their
enhanced production of TGF-B1 [33], and because leptin has been shown to stimulate TGF-
B1 synthesis in other cells, we evaluated if high levels of TGF-B1 in OA Ob could be due to
a response to endogenous leptin via a paracrine/autocrine stimulation. As shown in Figure
7, TGF-B1 levels in OA Ob were elevated compared to normal Ob and the presence of
AG490 or Pce reduced by ~50 and ~60% the endogenous levels of TGF-B1 in OA Ob,

reducing them to near normal values.
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DISCUSSION

In recent years, a key role of leptin in OA has been proposed [11], primarily based
on the observation that human articular cartilage from OA patients showed elevated leptin
levels using immunohistochemistry [11]. However, whether human chondrocytes produced
leptin was not fully examined in this study, yet the authors had shown that cartilage from
tibial plateaus of young rats expressed leptin. Leptin is known to be present in chondrocytes
of the growth plate in young animals [29] yet this information is lacking in adult cartilage.
In the present study, subchondral osteoblasts showed high levels of expression for leptin.
This could suggest that the presence of leptin in articular cartilage could be due, at least in
part, to its local production in subchondral bone tissue. Indeed, since OA Ob expressed
more leptin mRNA and produced more leptin, this could explain the higher protein levels
found in OA cartilage compared to normal tissue [11] if leptin can seep to the articular
cartilage via either the enhanced micro-circulation present in the subchondral bone plate and

the deep layer of the articular cartilage or via microcracks [25, 49].

Our study also provided contrasting data on the regulation of leptin expression by
OA Ob. We first tried to demonstrate a possible link between elevated TGF-f1 and HGF
levels produced by OA Ob [20, 33] and the expression of leptin by these cells. As
previously showed for a number of tissues [55], TGF-B1 reduced significantly the
expression of leptin mRNA by OA Ob. In contrast, HGF was without any significant effect
on leptin expression. Second, 1,25(OH),Dj3 stimulated several fold leptin expression by OA
Ob. This is in sharp contrast to available data with adipocytes [35] that show a powerful

inhibition of leptin expression in response to 1,25(OH),D;. Hence, adipocytes and Ob
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behave differently and this could be a crucial step in OA Ob. Indeed, OA Ob show
enhanced responses to 1,25(OH),D; stimulation [23, 24], and this could possibly contribute

to the enhanced expression of leptin.

Inasmuch as leptin expression is enhanced and its endogenous production is elevated
in OA Ob, this could be explaining the slight reduction in OB-Rb expression in these cells
compared to normal. This reduction in OB-Rb expression was also paralleled by a slight
but not significant decrease of leptin receptors at the protein level as detected by Western
blot analysis (Figure 4C). OB-Rb production was stimulated by TGF-B1 and HGF in OA
Ob, and this would indicate that the receptors could still be regulated normally in these
cells. Nonetheless, this reduction in OB-Rb does not lead to a reduction of the response of
OA Ob to leptin as was demonstrated here. Indeed, OA Ob responded to exogenous
addition of leptin with an increase in cell proliferation, p42/44 MAPK levels, and in alkaline
phosphatase activity as was previously reported for primary human osteoblasts [17]. In
contrast, leptin could not increase osteocalcin secretion nor CICP or TGF-B1 levels in OA
Ob. This could either be indicating that alkaline phosphatase is more sensitive to leptin
stimulation than the other markers or else that osteocalcin, CICP and TGF-B1 production are
less sensitive leptin in these cells. Conversely, blocking OB-Rb signaling with inactivating
antibodies reduced the production of alkaline phosphatase, osteocalcin, and CICP in OA
Ob. This is a key observation since OA Ob show abnormal phenotypic features, namely
elevated alkaline phosphatase activity, osteocalcin release, collagen type 1, IGF-1 and TGF-
B1 production [23, 24, 28, 33], all features that can be increased in response to leptin [17].

Last, tyrphostin and piceatannol, selective inhibitors respectively of the JAK2/STAT3 and
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JAK1/STAT3 pathways involved in leptin signaling [26], reduced the activity of alkaline
phosphatase, and the production of collagen type 1 and TGF-B1 by OA Ob. Thus, these
data suggest that the abnormal features of OA Ob could be related to their endogenous
elevated production of leptin, and indeed, we showed a reduction in alkaline phosphatase
activity and osteocalcin release by silencing leptin with siRNA. Likewise, silencing OB-Rb
with siRNA in OA Ob also reduced both activities, again pointing toward a key role of

endogenous leptin to regulate these abnormal activities in OA Ob.

Inasmuch as leptin contributes to stimulate the production of IGF-1 and TGF-B1 by
human osteoblasts [17], our data would also indicate that leptin is a key signal in OA
pathophysiology. Indeed, both growth factors have been implicated in the initiation and/or
progression of OA and we previously showed that both growth factors were elevated in in
vitro subchondral osteoblasts isolated from OA patients [32, 33]. Moreover, leptin can alter
the signaling of IGF-1 in a number of cell systems [6, 30, 38] and we previously reported
that IGF-1 signaling is abnormal in OA Ob [31]. Last, leptin and OB-Rb levels are
increased in OA chondrocytes [43], however we could not detect basal leptin expression in
OA chondrocytes (not illustrated). In contrast, we previously showed that HGF is not
produced by chondrocytes but is produced in higher abundance by OA Ob [20] whereas
HGF can increase OB-Rb levels in chondrocytes (not illustrated). The presence of elevated
levels of leptin [11] and HGF [20] in OA cartilage, possibly derived from osteoblasts of the

subchondral bone plate, could therefore promote the response to leptin in OA chondrocytes.

The failure of leptin to stimulate all markers of osteoblasts whereas inhibiting leptin

signaling modified all parameters could be explained by the OA Ob desensibilization due to
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a long term exposure with endogenous leptin. However, an abnormal response to leptin in
OA Ob is likely and ressembles what we previously observed for the response to IGF-1.
First, an increase in phospho-PTP1B/Syp may be crucial for leptin signaling as PTP1B/Syp
controls STAT3 phosphorylation and its interaction with target genes, a key signaling
pathway for leptin [2]. Since increased hypothalamic PTP1B levels can contribute to leptin
resistance [37], our previous demonstration that PTP1B/Syp levels and phosphorylation are
increased in OA Ob [31] suggests that OA Ob could actually be resistant to some, yet not
all, leptin signaling since leptin did increase Erk1/2 phosphorylation in OA Ob (our present
data) yet failed to alter phospho p38 levels (not illustrated). Second, leptin promotes
tyrosine phosphorylation of SHC proteins and the association of SHC with Grb2 in human
embryonic cells HEK 293 [19], whereas we previously showed that Grb2 interaction with
IRS-1 and SHC is abnormal in OA Ob [31]. Third, leptin can modulate its effects on human
Ob via an inhibition of apoptosis [17], and we observed a reduction in Bax-o to Bcl2
expression in OA Ob compared to normal Ob [31] an indication of reduced apoptosis.
Indeed, leptin increases the proliferation of human osteoblast-like SaOS-2 cells via Erk1/2
[3], and we also showed that OA Ob have an enhanced proliferation rate and increased
phospho Erk 1/2 levels in response to leptin. Last, we showed that leptin stimulates alkaline
phosphatase activity in OA Ob yet failed to stimulate any further osteocalcin release,
collagen production or TGF-B1 levels above their already elevated levels compared to
normal Ob, whereas inhibiting leptin signaling clearly showed an inhibition of all these
parameters. Previous studies have shown that long term exposures to leptin are needed to
modify the expression of collagen type 1, TGF-B1 and osteocalcin [17] whereas the

inhibition of collagen synthesis with the JAK inhibitor AG490 (tyrphostin) is rapid [5]
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similar to what we observed here. Taken together, these data would suggest that a number
of, yet not all, signaling pathways are altered in OA Ob in response to leptin. Conversely,
partners of leptin signaling may be abnormal in OA Ob and this may stem from the possible
abnormal cross-talk between the IGF-1 signaling, already abnormal in OA Ob [31], and

leptin signaling pathways in these cells. These hypotheses remain to be explored.

In conclusion, the present study indicated that leptin is not produced nor expressed
by human OA chondrocytes nor synoviocytes while OA Ob expressed and released more
leptin than normal. This elevated production of leptin is responsible, at least in part, for the
abnormally elevated levels of biomarkers of OA Ob compared to normal, and to elevated
production of TGF-Bl1. Together, these data indicate the key role of leptin in OA

pathophysiology and suggest that leptin found in articular cartilage is derived from Ob.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Expression of leptin mRNA in OA osteoblasts and chondrocytes by real-time
RT-PCR. Confluent osteoblasts (Ob) or chondrocytes were lysed in TRIzol and RNA
extracted as described in Material and Methods. RNA (1pg) was reversed transcribed
followed by PCR amplification of 100 ng cDNA using specific primers for leptin and
GAPDH. The data were processed with the GeneAmp 5700 SDS software and given as
threshold cycle (Ct), corresponding to the PCR cycle at which an increase in reporter
fluorescence above baseline signal can first be detected. The Ct was converted to number of
molecules and the values for each sample calculated as the ratio of the number of molecules
of the target gene/number of molecules of GAPDH. A) Quantification of leptin mRNA
using Lepl and Lep2 primers. Results are given as the mean value of markers relative to
GAPDH = SEM of n=4 OA preparations. B) Quantification of leptin mRNA levels in
normal and OA Ob using Lepl primers. Results are the mean = SEM of n=5 normal and

n=15 OA individual Ob preparations.

Figure 2: Modulation of the expression of leptin mRNA in OA osteoblasts by real-time
RT-PCR. Confluent OA osteoblasts (Ob) were treated for 24 hours with either hepatocyte
growth factor (HGF, 10ng/ml), transforming growth factor-p1 (TGF-B1, 10ng/ml),
1,25(OH),Ds (50nM), 1,25(0OH);D; + HGF or the vehicle (A) or with increasing
concentrations of exogenous leptin in OA Ob (B) Cells were then lysed in TRIzol and

RNA extracted as described in Material and Methods. RNA (1pg) was reversed transcribed



101

followed by PCR amplification of 100ng cDNA as described in Figure 1 using Lepl and

GAPDH primers. Results are the mean = SEM of n=6 individual OA Ob preparations.

Figure 3: Release of leptin by normal and OA osteoblasts. Conditioned-media of
confluent normal and OA Ob incubated in HAM’s F12/ DMEM media containing 0.5%
FBS for their last 48 hours of culture were recuperated and stored at -80°C. Aliquots were
taken to measure leptin using a very sensitive ELISA. Results are the mean + SEM of n=5

normal and n=6 OA individual Ob preparations.

Figure 4: Production of leptin receptors (OB-Rb) mRNA in normal and OA
osteoblasts. A) Confluent Ob were lysed in TRIzol and RNA extracted as described in
Material and Methods. RNA was reversed transcribed followed by PCR amplification of
100 ng cDNA as described in Figure 1 using OB-Rb and GAPDH primers. Results are the
mean + SEM of n=7 normal and n=19 OA Ob preparations, p<0.004 vs normal and OA. B)
OA Ob were incubated for 24 hours with increasing concentrations of exogenous leptin.
Cells were then lyzed and used for PCR amplification of OB-Rb as in A. Results are the
mean £ SEM of n=6 OA Ob preparations. C) Confluent Ob were treated for 48 hours with
or without 1,25(OH),D; (50 nM), leptin (100ng/ml), TGF-B1 (10ng/ml) or HGF (10 ng/ml).
The cells were then lysed in RIPA buffer prior to separation using SDS-PAGE and Western

blotting using specific antibodies to OB-Rb.
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Figure 5: Cellular proliferation of OA osteoblasts in response to leptin. OA osteoblasts
were plated at 10,000 cells/cm® and allowed to attach overnigth in HAM’s F12/ DMEM
media containing 10% FBS. Cells were then treated with the same media with 0.5% BSA
for 24 hours prior to receiving increasing doses of leptin (10 ng/ml, 100 ng/ml, 1 mg/ml or
10 mg/ml) or the vehicle in the same media for another incubation of 24 hours. Cell
proliferation was assessed by the incorporation of BrdU. A) Proliferation of OA Ob in
response to leptin; B) Top panel: representative p42/44 Western blot; bottom panel:
determination of phospho 42 and phospho 44 levels. Values are the mean + SEM of at least

4 separate experiments; *p<0.05, **p<0.01

Figure 6: Modulation of alkaline phosphatase, osteocalcin and collagen type 1 in OA
Ob by inactivating leptin signaling. In a first set of experiments, confluent OA Ob were
treated for their last two days of culture with either media alone containing 0.5% FBS with
or without 1,25(OH),D3; (50nM) as per indicated for the individual markers. Cells were
treated with either exogenous leptin, antibodies against leptin, tyrphostin (AG490, 100uM)
or Piceatannol (Pce, 75uM) for 30 minutes prior to the addition of 1,25(OH),D; except for
CICP that was performed in the absence of 1,25(OH),Ds. At the end of the 48 h incubation,
the supernatant was kept for osteocalcin and for collagen production, and cells were lyzed in
ALPase buffer prior to measuring alkaline phosphatase activity by substrate hydrolysis. A)
Results of alkaline phosphatase activity; B) Results of osteocalcin release; C) Results of
CICP production. The results are the mean + SEM of n=9 OA Ob preparations. In a second

set of experiments, OA Ob were treated with siRNA for either leptin or OB-Rb as described
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in Material and Methods. Cells were then used to determine alkaline phosphatase activity
and osteocalcin release. D) Results of alkaline phosphatase activity in response to leptin or
OB-Rb siRNA treatments. E) Results of osteocalcin release in response to leptin or OB-Rb
siRNA treatments. F) Top panel, leptin expression in response to siRNA; bottom panel,
OB-Rb expression in response to siRNA. Results of D to F are the mean + SEM of n=6 OA

Ob preparations.

Figure 7: Modulation of TGF-B1 production in OA Ob by blocking leptin signaling.
Confluent OA Ob were incubated in Ham’s F12/DMEM media without serum and
containing 1% ITS. Cells were treated with or without exogenous leptin, tyrphostin
(AG490, 100uM) or Piceatannol (Pce, 75uM) for their last 48 hours of culture. Normal Ob
were incubated in the same media as OA Ob and treated with the vehicle only for their last
48 hours of culture. TGF-B1 was determined in the supernatant using a selective ELISA in
normal Ob under basal condition and in OA Ob following the different treatments. Results

are the mean + SEM of n=5 normal and n=6 OA Ob preparations.
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Figure 2
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Figure 4
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Figure 5A
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Figure 5B
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Figure 6A
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Figure 6B
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Figure 6C
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Figure 6D
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Figure 6F
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C. Les resultats supplementaires
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Figure S1
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Figure S1: L'effet d'une dose réponse leptine sur l'expression du facteur
TGF- B1 dans des cellules Ob OA.

Les cellules Ob OA confluentes ayant été stimulés avec une dose-réponse de leptine
ont été prélevées dans du Trizol et leur ARN a été prélevés selon la méthode décrite dans le
manuscrit. 1lpg d’ARN a été «reverse transcrits » en ADNc puis 100ng d’ADNc a été
amplifi¢ par PCR en temps réel en utilisant des amorces spécifiques de GAPDH et TGF-1.
Les données ont été collectées par le logiciel GeneAmp 5700 SDS sous la forme de cycle
d’amplification (Ct), ce qui correspond au cycle d’amplification avec une augmentation
significative en comparaison au niveau basal. Les Ct ont ét¢ converties en nombre de
molécules et la valeur de chaque échantillon est un ratio du nombre de molécules du géne

cible / nombre de molécules du géne GAPDH.
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Figure S2
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Figure S2: L'effet d'une dose réponse leptine sur la production des
protéines Jak 2 dans des cellules Ob OA.

Les cellules Ob OA confluentes ayant été stimulés avec une dose-réponse de leptine
ont été prélevées dans du tampon Ripa et la quantité¢ de protéine totale a été dosée par la
méthode BCA. A) La détection des protéines Jak 2 et Jak2 phosphorylé a été réalisé par
immunobuvardage sur un gel de 10% de polyacrylamide. B) La quantification des

phosphorylations de Jak2 a été réalisé par un logiciel du NIH.

Figure S3: L'effet d'une dose réponse leptine sur la production des
protéines Stat3 dans des cellules Ob OA.

Les cellules Ob OA confluentes ayant été stimulés avec une dose-réponse de leptine
ont été prélevées dans du tampon Ripa et la quantité¢ de protéine totale a été dosée par la
méthode BCA. A) La détection des protéines Stat3, Stat3 phosphorylés a été réalisé par
immunobuvardage sur un gel de 10% de polyacrylamide. B) La quantification des

phosphorylations de Stat 3 a été réalisé par un logiciel du NIH.
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L’ostéoarthrose semble prendre une proportion importante au sein de notre société
actuelle, tout d’abord en termes de pourcentage de personnes agées (65%) qui en souffrent
mais également des colits économiques et en soins de santé (environ 22 milliards) qu’elle
engendre. En effet, avec le vieillissement des « baby-boomers » ainsi qu’une augmentation
du pourcentage d’obésité en Amérique du nord, un des facteurs de risque d’OA, il semble
évident qu’il faut préter une attention particuliere a cette pathologie afin de mieux la
controler voire 1’éradiquer (Société d’arthrite du Canada). De nombreux travaux de
recherches sur 1’étiologie ont permis de mieux définir les parties de 1’articulation (cartilage,
membrane synoviale, liquide synovial, ostéophytes et os-sous-chondral) qui sont les cibles
de ’OA, toutefois le role respectif de chacune de ces composantes dans la maladie reste

encore nébuleuse, en particulier la participation de 1’os sous-chondral.

L’origine de ’OA a été longtemps et exclusivement attribuée a la dégradation du
cartilage articulaire car les Iésions et autres changements métaboliques au niveau du tissu
cartilagineux étaient plus facilement perceptibles. Toutefois, les études réalisées dans la
dernieére décade sur le tissu humain ont permis de mieux comprendre 1’étiologie de cette
pathologie notamment 1I’important réle joué par I’os sous-chondral quant a I’apparition et/ou
a la progression de ’OA (Radin et al, Burr et al, Lajeunesse et al). D’autres études ont
prouvé que les 1ésions du tissu osseux précédent la dégénérescence du cartilage articulaire
dans des modeles animaux souffrant d’OA spontanée (Quasnichka H.L. et al, 2006;
Billingham M.E.J. et al, 1996). Parmi ces Iésions, on peut noter un épaississement de 1’os
sous-chondral qui sous-entend une altération du métabolisme des Ob qui le compose. De
plus, il semble que ces mémes Iésions du tissu osseux contribuent fortement a I’initiation

et/ou ’aggravation de la dégradation du cartilage.

En effet, la présence de canaux et microfractures au niveau de la zone de
démarcation entre la zone calcifiée du cartilage articulaire et 1’0os sous-chondral a été
montrée par plusieurs. Ce phénomene résulte de : 1) La sclérose de 1’0s, 2) La modification
des propriétés mécaniques induisant une perturbation de la répartition des forces a
I’interface os-cartilage, 3) La formation de micro fractures a la jonction des deux tissus.
Ainsi, la zone calcifié peut permettre un échange d’innombrables facteurs produits par les

Ob de I’os sous-chondral qui peuvent se rendre aux couches profondes et moyennes du tissu
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cartilagineux (Sokoloff L. et al, 1993; Clark J.M, 1990; Milz S. et al, 1994). Par conséquent,
la surproduction de certains facteurs de croissance comme le TGF-B1 responsable de la
formation d’excroissances osseuses dites ostéophytes ainsi que de I’'IGF-1 par les Ob de
1I’0s sous-chondral atteint d’OA voyageraient donc via la zone de démarcation. Ensuite, elle
affecterait le métabolisme des chondrocytes en induisant [’expression des
métalloprotéinases qui a leur tour dégraderaient la MEC cartilagineuse (Burr et al,
Lajeunesse et al, Lajeunesse et Reboul, Martel-pelletier J. et al, Reboul P. et al,). On peut
donc supposer que les débris résultants de la dégradation du cartilage articulaire se
retrouvent dans le liquide synovial. Suite au mouvement de [D’articulation ces débris
s’entrechoquent avec la membrane, entrainant la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires
par les synoviocytes. Cette inflammation de la membrane synoviale, la formation
d’ostéophytes et la sclérose de 1’os sous-chondral occasionnent de la douleur et un
gonflement au niveau de 1’articulation des patients OA (Dieppe et al, 1999), ce qui réduit la

mobilité de ces malades jusqu’a les handicaper complétement.

Comme il a été mentionné, 1’obésité est un facteur de risque important pour I’OA et
cette pathologie est aussi inflammatoire. Parmi les cytokines pro-inflammatoires, on
retrouve une adipocytokine nommée leptine. Notre intérét envers cette cytokine vient du fait
que sa concentration varie en fonction de ’IMC, or 1’augmentation de I’'IMC constitue un
grand risque de développer ’OA (Marks R et al, 2002). De plus, la leptine est produite par
les adipocytes et ce type cellulaire est issu de la méme cellule mésenchymateuse que les Ob
(Nuttall MLE. et al, 2000), ce qui sous-entend que les Ob puissent étre capable d’exprimer et

produire la leptine.

Des travaux antérieurs dans notre laboratoire ont démontré que les Ob de patients
OA avaient un phénotype altéré, entre autre une augmentation de I’activit¢ de la
phosphatase alcaline (ALP) (qui est indicateur de la formation osseuse) ainsi qu’une
augmentation de la sécrétion de 1’ostéocalcine (OC) (marqueur du remodelage osseux)
(Lajeunesse D. et al, 1991; Lajeunesse D. et al, 1996). Ainsi, la variation de ces parametres
phénotypiques serait une des explications de la sclérose de 1’os sous-chondral que I’on

observe chez les sujets OA. Ces modifications ne sont par contre pas suffisantes pour
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expliquer le comportement anormal des Ob OA. Or, des études dans les modéles animaux
sur la leptine montrent que I’'impact de cette hormone sur le métabolisme osseux est
différent selon que les variations de sa sécrétion soient perceptibles localement ou au
contraire au niveau systémique. L’augmentation de la concentration locale (articulaire) de
leptine est beaucoup plus efficace et stimulerait de fagon importante le métabolisme des Ob
des os longs (Hamrick M.W et al, 2005). Enfin, la leptine exogéne démontre un effet sur la
production de phosphatase alcaline, la sécrétion d’ostéocalcine et le collagéne de type 1 sur

les ostéoblastes normaux en culture in vitro (Gordeladze J.O et al, 2002)

L’ensemble de ces données a donné naissance a I’hypothése suivante qui suggere
que la leptine produite localement puisse jouer un role dans le phénotype anormal des Ob
de patients OA et ainsi donc puisse €tre un acteur important dans le mauvais fonctionnement
du remodelage de 1’os sous-chondral de patients OA. Par ailleurs, Pottie et al ont démontré
que la production de leptine dans des modéles animaux OA stimule la synthése des facteurs
de croissance comme TGF-B1, or ce facteur est surexprimé dans les Ob OA. Ainsi, cela
suggere que la leptine peut agir aussi sur la sécrétion des facteurs de croissance et donc
favoriser la dégradation du cartilage OA de maniére indirecte via le « cross-link » entre le
cartilage et 1’os sous-chondral, une autre hypothése qui doit étre vérifiée au cours de cette

étude.
Le phénotype des ostéoblastes sous-chondraux humains

La détermination du phénotype des Ob sous-chondraux constitue la premicre étape a
réalisée lors de cette étude afin de s’assurer que les cellules avec lesquelles on travaille sont
bel et bien des ostéoblastes. La détermination du phénotype refléte la fonctionnalité ainsi

que I’état de différenciation des Ob OA utilisées.

Dans la présente étude, les résultats obtenus ont montré qu’en moyenne 1’activité de
I’ALP ainsi que la sécrétion d’OC des Ob OA étaient augmentés de 2 fois par rapport a ces
mémes parametres dans les Ob normaux. Ces données démontrent que lors de la culture
primaire, nos cellules Ob OA confluentes étaient majoritairement des ostéocytes et que donc
la différenciation des Ob de I’os sous-chondral OA (figures 6A et 6B) était plus rapide en

comparaison a celle des Ob N.
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Des travaux antérieurs au sein de notre laboratoire ont permis d’observer cette méme
différence significative entre le phénotype des Ob normaux et celui des Ob OA in vitro
(Hilal G. et al, 1998; Massicotte F. et al, 2002). Ces travaux ont montré¢ de méme que le
niveau d’activit¢ d’ALP ainsi que la sécrétion d’OC des Ob OA étaient augmentés en
comparaison a ceux des Ob normaux. Aussi, les niveaux de ces mémes parametres
phénotypiques in vivo dans le tissu osseux suivent un comportement semblable (Lajeunesse

D. et al, 2004).

L’activité de I’ALP est déterminante pour le phénotype des Ob pour plusieurs
raisons. En effet, cette enzyme est produite par les Ob et en plus c’est un bon indicateur de
I’état de différenciation de ces cellules. Le niveau d’activité de I’ALP refléte le niveau de
formation osseuse (Khosla S. et al, 2003). La mesure de la sécrétion d’OC constitue
également un bon témoin du phénotype des Ob, car cette protéine représente 25% des
protéines non-collagéniques de la matrice osseuse (Price P.A. et al, 1976) et donc son
niveau de sécrétion par les Ob nous renseigne sur le remodelage osseux en général. Il faut
rappeler que la synthése d’OC dépend entre autres des niveaux physiologiques de la
vitamine D3 et que cette méme vitamine semble inhiber I’activité de I’ALP dans les pré-Ob
tandis qu’elle stimule cette activité¢ dans les Ob matures (Owel et al). Ainsi, pour mieux
cerner le phénotype des Ob OA, il faut déterminer I’activité de I’ALP ainsi que la sécrétion
de I’OC des Ob en condition stimulante avec le 1,25(OH),D3 (Lajeunesse D. et al, 1991;
Lajeunesse D. et al, 1996).

L’expression et la production de la leptine par les Ob OA sous-chondraux

De nombreuses études avec des modeles animaux tels que les souris déficientes en
leptine (ob/ob) ont démontré qu’une adipocytokine nommée leptine agissait différemment
sur le tissu osseux selon qu’elle soit circulante ou produite localement (Walton M. et al,
1977; Young M.F. et al, 2005; Price J.S. et al, 2002). Ainsi, suite a la confirmation que nos
cellules avait un phénotype ostéoblastique exagéré en comparaison des ostéoblastes
normaux, on s’est demandé si nos Ob OA synthétisent et/ou secrétent de la leptine de

maniére anormale.
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Pour ce faire, deux amorces de leptine (Lepl et Lep 2) ont été congues et ensuite
utilisées pour mesurer le taux d’expression de la leptine endogene des Ob OA par rapport au
taux d’expression du geéne rapporteur GAPDH en utilisant la technique de RT-PCR en
temps réel. Les résultats obtenus ont confirmé que les Ob OA synthétisent de la leptine et
que I’amorce Lep2 avait une meilleure efficacité. Avec ces amorces, nous avons détecté une
augmentation de 1’expression de la leptine endogeéne des Ob OA de 3 fois par rapport a celle
des Ob N. De méme, au niveau protéique, la production de leptine était deux fois plus

importante chez les Ob OA vs les Ob N (détection par kit ELISA).

La leptine est une cytokine principalement produite par le tissu adipeux blanc
(Friedman et al, 1994, Zhang et al, 1994). Son niveau est en corrélation avec ’indice de
masse corporelle (IMC), or Iaugmentation de I'IMC observée chez les sujets obéses
constitue un grand facteur de risque pour développer ’OA (Marks R et al, 2002). Nous
savons ¢galement que les cellules stromales peuvent se différencier en ostéoblastes ou en
adipocytes et ce, en présence de certains facteurs de transcription tel que Runx2 dans le cas
des Ob (Nuttall M.E. et al, 2000). Or, la leptine inhibe la différenciation des cellules
stromales en adipocytes tout en favorisant leur différenciation en ostéoblastes (Thomas T. et
al, 2001). En plus de partager un ancétre commun avec les adipocytes, des études ont
montré que les Ob sont capables de synthétiser et de sécréter la leptine toutefois en moindre
quantité par rapport aux adipocytes (Reseland J.E. et al, 2001; Thomas T. et al, 2002;
Reseland J.E et al, 2002; Lajeunesse D. et al, 1996).

Par ailleurs, chez les souris STR/ort qui développent I’OA de maniére spontanée, les
niveaux de leptine sont ¢levés (Walton M. et al, 1977; Young M.F. et al, 2005; Price J.S. et
al, 2002), ce qui suggere fortement que la leptine module la fonctionnalité des Ob dans des
modeles animaux OA et que cette hormone constitue le lien entre 1’obésité et la maladie
d’OA (Pottie P. et al, 2004). A la lumiére des résultats obtenus, nous pouvons donc

supposer que la leptine soit impliquée dans le phénotype anormal des Ob OA.

Pour mieux cerner le rdle de cette leptine produite et synthétisée dans les Ob OA de
1’0s sous-chondral, il a fallu d’abord comprendre la régulation de la synthése de la leptine en

présence de différents facteurs clés dans la maladie d’OA.
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Nos résultats montrent que 10ng/ml de HGF ont un effet peu significatif sur la
synthése de la leptine dans les Ob OA car suite a cette stimulation, la synthése de leptine
observée est quasi équivalente a celle au niveau basale. Par contre, 1’ajout de 50nM de
vitamine D3 a quadruplé la synthése de leptine en comparaison au niveau basal. La
combinaison entre la vitamine Ds et le facteur HGF a affecté la synthése de la leptine de
maniére similaire aux résultats obtenus en présence unique de la vitamine Ds. Ceci confirme
donc que le HGF n’a pas d’effet significatif sur la synthése de la leptine. Le facteur TGF-f1
inhibe de moiti¢ 1’expression de la leptine endogeéne des Ob OA. Quant a I’effet de la
leptine exogéne sur sa propre synthese, cette derniére semble exercer une rétroaction
positive de maniere dose-dépendante. Un effet maximal de 11 fois le niveau de base est

observé avec une stimulation de 10 pg/ml de leptine exogeéne dans les Ob OA.

Nos résultats suggerent que la synthése augmentée de la leptine dans les Ob OA ne
dépend pas des facteurs TGF-B1 et HGF puisque cette synthese est inhibée par le TGF-1 et
n’est pas affectée par HGF. De plus, puisque TGF-B1 est augmentée dans nos Ob OA, ceci
peut aussi vouloir dire que nos Ob OA échappent en partie au contréle de TGF-1. Par
ailleurs, chez les modéles animaux, les chondrocytes OA secrétent beaucoup plus de leptine
que les chondrocytes normaux (Pottie et al, 2004). De plus, il a été¢ montré que les facteurs
HGF et TGF-B1 provenant de 1’os sous-chondral se rendent au cartilage et méne ainsi a la
dégradation de ce tissu (Westacott et al, Blanquaert F. et al, 2000; Skrtic S. et al, 2000).
Parall¢lement, nous avons montré que ces facteurs stimulent la production du récepteur OB-
Rb (Figure 4C). Toutefois, la dose-réponse leptine diminue 1’expression de ce récepteur
(Figure 4A et 4B). En accord avec toutes ces données, ces résultats montrent que ces
facteurs de croissance ne stimulent pas la synthése de la leptine mais qu’ils favorisent la
production du récepteur OB-Rb. Ainsi, HGF et TGF-f entraineraient une signalisation
anormale de la leptine dans les Ob de 1’os sous-chondral OA. De plus, I’effet stimulant de la
vitamine Ds sur la synthése la leptine soutient que cette protéine puisse jouer un role clé
dans le phénotype des Ob. Et il a été mentionné ci-haut que la détermination du phénotype

des Ob OA doit se faire en condition stimulante avec la D3.
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Le facteur HGF est uniquement produite par les Ob et non pas les chondrocytes. Ce
facteur est surexprimé dans les Ob OA avant de se rendre dans le cartilage pour y induire la
synthése de MMP-13 qui va enclencher la dégradation de ce tissu cartilagineux
(Guévrémont M. et al, 2003; Reboul P. et al, 2001). Toutefois, notre étude montre qu’il a un
effet mineur sur la leptine. Quant au facteur TGF-1, il est surexprimé dans les Ob OA ou il
serait impliqué dans le turnover et la synthése de la matrice osseuse, ainsi que pour stimuler
I’activité des collagénases (Dequeker J. et al, 1996). Cependant, nos résultats montrent que
ce dernier inhibe la synthése de la leptine. Pour terminer, I’effet de la vitamine D3 sur la
synthese de la leptine est renforcé par la rétroaction de la leptine sur sa propre expression.
De plus, les niveaux physiologiques de la D3 semblent primordiaux pour les caractéristiques

phénotypiques des Ob tel que mentionné dans la section précedente.

Toutes ces données nous ont mené donc a déterminer I’impact réel de la leptine sur

le phénotype des Ob OA de 1I’os sous-chondral.
L’effet de la leptine sur I’activité de la phospatase alcaline (ALP)

Les sections précedentes ont montrés que : 1) L’ALP est un important déterminant
du phénotype des Ob OA en condition stimulante avec le 1,25(0OH),D;. 2) Son niveau
d’activité est plus €élevé dans les Ob OA en comparaison a son niveau d’activité dans les Ob
N. Parall¢element, nos données montrent que le 1,25(0OH),Ds quadruple la synthése de la
leptine dans les Ob OA de I’0os sous-chondral. Ces prémices suggérent donc que la leptine

puisse étre impliquée dans le phénotype anormal des Ob OA.

Dans un premier temps, nous avons confirmé le phénotype anormal des Ob OA
utilisés en montrant que ces derniers avaient un niveau d’activité¢ d’ALP augmenté de 2 fois
en comparaison a celui des Ob N. Par la suite, nous avons déterminé 1’effet de la leptine
exogene sur I’ALP dans les Ob OA et les résultats démontrent que I’activité de I’ALP passe
d’environ 1100 pmol/mg a environ 1750 pmol/mg de protéines avec une signifiance de
p<0.005. Ensuite, nous avons vérifié le role de la leptine endogéne sur ’activité de I’ALP en
utilisant trois inhibiteurs chimiques : 1) un anticorps empéchant la liaison entre la leptine et
son OB-Rb par compétition (anti-RL), 2) AG490 qui est un inhibiteur de la phosphorylation
de Stat 3, membre important de la cascade de signalisation (JAK/STAT) et 3) le Piceatannol
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(Pce), inhibiteur de la phosphorylation de JAK2 arrétant la transduction du signal.
L’utilisation de ces trois types d’inhibiteurs dans les Ob OA a diminué le niveau d’activité

de ’ALP a un seuil trés proche de celui des Ob N.

L’ensemble de ces résultats prouvent que la leptine endogéne des Ob OA module
I’activité de la phosphatase alcaline a la hausse puisqu’en utilisant des inhibiteurs de la
signalisation de cette leptine endogeéne, on raméne ce niveau d’activité presque au méme
seuil que celui des Ob N. De plus, la leptine endogéne module a la hausse l’activité
phosphatase alcaline mais sans pour autant atteindre le seuil maximal puisque ’ajout de

leptine exogene a aussi réussi a augmenter davantage 1’activité enzymatique de I’ALP.

Afin de vérifier si I’effet exercé par la leptine sur 1’activité de I’ ALP était attribuable
principalement a cette adipocytokine, nous avons eu recours a la technique des ARNs
d’interférence (SiRNA) permettant de bloquer la signalisation de la leptine. Nous avons
donc utilis¢ SilLep qui bloquait I’expression de la leptine ainsi que SiOB-Rb contre
I’expression des récepteurs OB-Rb. Dans un premier temps, nous avons vérifié 1’efficacité
d’inhibition des ces SiRNA par RT-PCR en temps réel, et nous avons donc montré que
SiLep a diminué de 70% 1’expression de la leptine avec une signifiance de p<0.05 et que
SiOB-Rb diminuait aussi de 70% 1’expression du OB-Rb avec une signifiance de p<0.05
dans des Ob OA (Figure 6F). Dans les mémes conditions, 1’ajout de SiLep a baissé de plus
de la moiti¢ 1’activité d’ALP des Ob OA avec une signifiance de p<0.0005 et I’ajout de
SiOB-Rb a fait chuté cette méme activité d’un peu moins de la moitié avec une signifiance
de p<0.015, démontrant encore une fois que la leptine endogéne et sa signalisation

contribuait a maintenir €levée 1’activité de la phosphatase alcaline dans les Ob OA.

En conclusion, nous pouvons retenir que I’augmentation du niveau d’activité¢ de
I’ALP dans les Ob OA de I’os sous-chondral est bel et bien attribuable a la leptine
endogéne. Sachant que la synthése de la leptine est stimulée en présence du 1,25(OH),D; et
que cette condition stimulante est nécessaire pour déterminer 1’activité d’ALP, on peut donc
suggérer que l’effet stimulant de la leptine endogeéne sur Dactivit¢ de I’ALP est
indépendante de I’effet de la vitamine D3 sur cette méme activité enzymatique. D’autant

plus qu’il a été montré que les Ob OA répondent normalement lorsqu’ils sont stimulés avec
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le 1,25(OH),Ds (Hilal G. et al, 1999; Hilal G. et al, 2001). Par ailleurs, nous avons démontré
que Deffet stimulant de la leptine n’est pas a son maximum puisque la leptine exogéne
exerce un effet plus marqué. Cela suggeére donc que la leptine collaborerait avec d’autres
protéines et/ou facteurs de croissances afin de hausser davantage 1’activité de I’ALP dans
les Ob OA. Sachant que ’ALP produit localement par les Ob est un indicateur de la
formation osseuse alors cela suggere que 1’augmentation de I’ALP par la leptine dans les
Ob OA stimule fortement la différentiation des Ob OA. De plus, rapellons aussi que cette
enzyme permet d’augmenter la concentration locale du phosphate inorganique, tout en
détruisant les inhibiteurs de la formation des cristaux d’hydroxyapatite (Khosla S. et al,
2003). Nos résultats s’accordent donc avec ceux de Thomas et al (2002) qui a montré que la
leptine stimule la différenciation des Ob. On peut supposer donc que ce nombre grandissant
d’Ob matures favorise la formation osseuse et entraine la sclérose de 1’os sous-chondral des

sujets OA.
L’effet de la leptine sur la sécrétion d’ostéocalcine (OC)

Les expériences précédentes ont montré que les Ob OA secrétent plus d’ostéocalcine
que les Ob N et que la détermination de ce paramétre doit étre mesuré en condition
stimulante avec du 1,25(OH),Ds. Il a été aussi montré que cette vitamine stimule la synthese
de la leptine. Ces données nous suggerent que la leptine peut moduler la sécrétion d’OC
anormale des Ob OA. Pour ce faire, nous avons d’abord montré que les Ob OA secrétent 2
fois plus d’ostéocalcine que les Ob N avec une signifiance de p<0.005. Ensuite, nous avons
évalué I’impact de la leptine exogene sur cette sécrétion dans les Ob OA, et nous avons noté
que la sécrétion d’OC des Ob OA ne variait pas de maniére significative en présence de

leptine exogene.

Par la suite, nous avons voulu déterminer 1I’impact de la leptine produite de maniére
endogene par les Ob OA sur leur sécrétion d’ostéocalcine. Pour ce faire, nous avons inhibé
la signalétique de la leptine en présence d’un anticorps qui empéche la liaison de la leptine a
son récepteur OB-Rb par compétition (anti-RL). Nous n’avons pas eu recours aux
inhibiteurs chimiques Tyrphostin et Piceatanol car leur coloration biaisait la détermination

de la sécrétion d’OC. Les résultats présentés a la Figure 6B ont montré que 1’inhibition de la
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signalisation de la leptine a diminué¢ de 50% le niveau d’OC des Ob OA soit presque au
méme seuil que le niveau d’OC des Ob N avec une signifiance de p<0.025. Ceci démontre
que la leptine endogeéne des Ob OA contribue a augmenter leur sécrétion d’ostéocalcine et
ce jusqu’a son niveau maximal puisque I’ajout de la leptine exogéne n’a pas fait varier les
niveaux d’OC de manicre significative. Cette protéine non collagénique est indicatrice du
remodelage osseux et est impliquée dans la minéralisation osseuse (Deftos L.J. et al, 1992;
Khosla .S et al, 2003). Ces résultats nous ménent a penser que la leptine produite localement
au niveau de 1’os sous-chondral OA débalance le remodelage osseux en faveur de la
formation osseuse et donc contribue a la sclérose de 1’0os sous-chondral observée chez les
sujets OA. Ceci suggere aussi qu’en augmentant les niveaux d’OC, la leptine soit
indirectement responsable de I’hypominéralisation de 1’os sous-chondral OA. En effet, I’OC
est capable de fixer des ions calicium, or cette fixation induit une baisse du calcium
disponible pour la minéralisation des Ob, donc elle serait plutdt pro-résorbtive. D’autres
¢tudes suggerent aussi que la fixation des ions calcium par OC provoque la formation d’un
microenvironnement saturé en calcium, qui serait propice a la formation d’hydroxyapatite

donc a la formation osseuse (Liu Y et al, 2007).

Afin de vérifier cette hypotheése nous avons eu recours aux SiLep et SiOB-Rb afin
d’inhiber I’expression de la leptine et de son récepteur OB-Rb. Nous avons déterminé que
SiLep a diminué de 65% la sécrétion d’OC et que SiOB-Rb a également réduit de 60% cette
sécrétion dans les Ob OA avec une signifiance de p<0.05. Ces résultats démontrent donc
que la leptine endogéne des Ob OA joue un role clé¢ dans la modulation de leur sécrétion
d’OC et par conséquent dans le remodelage osseux de 1’os sous-chondral des patients OA.
Or, I’intensification du remodelage osseux des Ob OA par la leptine augmenterait la rigidité
de I’os sous-chondral, ce qui affecterait sa capacité a absorber les chocs (Burr D.B. et al,

1997; Radin E.L. et al, 1986; Radin E.L. et al, 1997).

Ceci prouve également qu’en augmentant la sécrétion d’ostéocalcine des Ob OA, la
leptine contribue au déséquilibre entre protéines non-collagénique et le collagéne de type I.
Ainsi, ce déséquilibre provoquerait une augmentation du volume osseux sans pour autant
modifier en conséquence la densité minérale osseuse (BMD) (Bailey A.J et al, 2002). De

plus, des études chez des modéles animaux OA ont montré une augmentation du volume
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osseux et du BMD plus remarquables que les 1ésions affectant le cartilage articulaire
(Carlson C.S. et al, 1994; Carlson C.S. et al, 1996; Dedrick D.K. et al, 1993; Yang C. et al,
1993; Vener M.J. et al, 1992; Oecttmeier R. et al, 1992; Brandt K.D. et al, 1991). De maniére
surprenante, cette augmentation apparente du BMD chez ces animaux reflétait seulement
I’augmentation matérielle de la densité et non de la densité minérale, ce qui serait causé par
une augmentation de la matrice collagénique qui est sous-minéralisée (Mansell J.P. et al,
1997, Mansell J.P. et al, 1998; Bailey A.J et al, 2002). Pour finir, il faut noter que
I’ensemble de ces altérations de I’os sous-chondral telle que sa rigidité qui entraine une
augmentation de son volume et de son BMD apparent, sont des effets qui ont été observés
chez les sujets obeses. Or, ces derniers ont des niveaux de leptine a la hausse (Ferguson

V.L. et al, 2003).

L’¢tude courante a permis de confirmer une augmentation de la matrice collagénique
dans I’os sous-chondral. En effet, la mesure du pro-peptide de I’extrémité C-terminal du
collagene de type I (CICP) a été mesurée dans des Ob OA et N en présence ou non de la
leptine et en présence d’inhibiteurs chimiques de la signalétique de la leptine soit anti-RL,
AG-490 et Pce. Les résultats obtenus ont montré que le niveau de CICP relaché par les Ob
OA ¢tait le double de celui des Ob N avec une signifiance de p<0.005. De plus, la synthése
du CICP dans les Ob OA est stimulée a son maximum par la leptine endogeéne puisque
I’ajout de la leptine exogéne n’a eu aucun effet. Lorsqu’on inhibe la signalisation de la
leptine par de 1’anti-RL, AG-490 ou Pce, le niveau détecté¢ de CICP diminue jusqu’a un
seuil quasi-équivalent a celui des Ob N. Ces données prouvent donc que la leptine endogene

des Ob OA stimule le relargage du CICP.

Ceci s’accorde avec ’observation d’une augmentation du collagéne de type 1 de I’os
trabéculaire dans les tétes de fémur chez les sujets OA (Mansell J.P. et al, 1998), et celle de
la stimulation par la leptine de la synthése de la chaine al du collagéne de type 1 in vitro
dans les Obs (Mansell J.P. et al, 1997; Gordeladze J.O. et al, 2002). Toutefois, 1’inégalité¢ du
ratio des chalnes al et a2 constituantes des fibres de collagéne de type 1 ainsi que la
formation des homotrimeéres affectent la qualité ainsi que la fonctionnalité de ces fibres de

collagéne dans les Ob OA. Or, la synthése de ces fibres de collagéne est stimulée en
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présence de leptine (Bailey A.J. et al, 2002). D’autres données ont montré que
I’augmentation du collagéne de type 1 dans la matrice osseuse in Vivo pourrait altérer la
différenciation des cellules mésenchymateuse en ostéoblastes. Par ailleurs, cette
augmentation de la syntheése de collagéne de type 1 dans les Ob OA favoriserait la
maturation des Ob a partir des cellules stromales tandis que la maturation des adipocytes et

des chondrocytes serait diminué¢ (Murphy J.M. et al, 2002).
L’effet de la leptine sur la proliferation cellulaire des Ob OA

Les résultats précédents ont montré que la leptine endogéne contribue donc au
remodelage anormal de 1’os sous-chondral OA en augmentant la sécrétion d’OC et que la
leptine affecte également la différentiation des Ob OA en augmentant le niveau d’activité de
I’ALP. Par ailleurs, I’étude de Takahashi et al (2007) a montré que la leptine peut induire la
prolifération des cellules stromales multipotentes de souris via la voie de signalisation MAP
kinases (MAPK). Ces données laissent sous-entendre que cette adipocytokine peut
¢galement moduler la prolifération des Ob OA via la voie de signalisation MAPK ce qui
menerait a la sclérose de 1’0os sous-chondral OA, hypothése qui sera discutée dans la

présente section.

L’effet d’une dose-réponse de leptine sur la prolifération des Ob OA a été déterminé
par incorporation de BrdU. Les résultats ont montré que la prolifération des Ob OA était
augmentée de maniere significative a des doses de 0.1, 1 et 10 pg/ml de leptine exogene.
Aussi, ces mémes doses induisaient la phosphorylation des protéines p44 et p42, protéines
importantes de la voie de signalisation de la famille MAP kinases (Erk1/2). La stimulation
de la prolifération des Ob OA confirme les données qui ont montré que la leptine inhibe
I’apoptose des Ob OA et que les protéines reflétant 1’apoptose cellulaire telles que Bax-o. et
Bcl-2 sont modulées de maniere différentes dans ces mémes cellules (Fu L. et al, 2005,
Massicotte F. et al, 2006). Ces résultats s’accordent également aux données antérieures
démontrées par notre laboratoire, selon lesquelles la leptine induit la prolifération des
cellules SaOS-2 via la voie Erk1/2. De plus, une autre étude réalisée dans notre laboratoire
a montré que le taux de prolifération des Ob OA dépasse de maniere significative celui des

Ob N, et que le blocage de la voie erk1/2 inhibait la prolifération des ostéoblastes OA en
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condition basale (Massicotte F. et al, 2006). Par ailleurs, la phosphorylation des protéines
p44 et p42 corréle avec une stimulation de la prolifération des Ob OA. Quant a cette
stmulation de la prolifération, elle est sous controle de [D’activation du facteur de
transcription Runx2 qui a son tour promouvoit la différenciation des Ob OA (Xiao G. et al,

2002).

En favorisant la prolifération des Ob OA, la leptine pourrait augmenter la formation
de I’os sous-chondral et donc sa sclérose. Sachant que le niveau de leptine est augmenté
chez les sujets obéses et que ces doses varient entre 30ng/ml et 100 ng/ml (Considine R.V.
et al, 1996), notre courbe dose-réponse a la leptine sur la prolifération cellulaire des Ob OA
in vitro comprend des concentrations physiologiques. Ainsi, cela confirme que ces hauts
niveaux de leptine constituent un grand risque de développer ou de faire progresser ’OA
chez les sujets obéses. De plus, ces données prouvent que la leptine produite localement au
niveau de 1’os sous-chondral favorise la formation du tissu osseux, ce qui est contraire a
I’effet de la leptine systémique sur le métabolisme osseux. En effet, les études dans des
modeles animaux ont montré que les hauts niveaux de leptine systémique inhibent la
formation du tissu osseux (Cirmanova V. et al, 2008). Pour terminer, il faut noter que des
expériences complémentaires sont nécessaires afin de corroborer la relation de causalité
entre la stimulation de la prolifération des Ob OA par la leptine ainsi que la phosphorylation
des protéines p42/p44. Cela pourrait étre fait en utilisant des inhibiteurs chimiques de la

voie Erk 1/2 tels que PD98029.
L’effet de la leptine sur I’expression de TGF-f1

Dans la section précédente, il a été montré que la leptine stimule la sclérose de I’os
sous-chondral OA via une augmentation de la prolifération et de la différenciation des Ob
OA. Le facteur TGF-B1 stimule également la formation osseuse, la formation d’ostéophytes
dans des modéles animaux OA (Van Beuningen H.M. et al, 2000; Bakker A.C. et al, 2001),
et la différenciation des Ob en stimulant le facteur de transcription Runx2 (Alliston T. et al,
2001). De plus, Dumond H. et al ont montré que les injections intraaticulaires de leptine
stimulent I’expression de TGF-1 dans cartilage de rat. Ainsi, dans cette section nous allons

¢évaluer la relation entre la leptine et le facteur TGF-B1 dans I’os sous-chondral OA.
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Dans un premier temps, nous avons montré que les Ob OA produisent 3 fois plus de
TGF-B1 que les Ob N avec une signifiance de p<0.05, ce qui confirme les résultats obtenus
auparavant dans notre laboratoire (Massicotte F. et al, 2002). Par la suite, notre étude a
montré que la leptine exogene avait peu d’effet ou diminuait faiblement le niveau de TGF-
B1 relaché par les Ob OA tandis que I’inhibition de la signalétique de la leptine endogeéne en
présence d’inhibiteurs chimique (AG-490 et Pce) baissait la sécrétion de TGF-B1 des Ob
OA a un seuil presque équivalent a celui des Ob N avec une signifiance de p<0.025 et

p<0.005.

Une étude antérieure a montré que les effets du TGF-B1 dans le cartilage de rat sont
médiés par la leptine qui y stimule 1’expression de ce facteur de croissance (Dumond H. et
al, 2003), ce résultat a ét¢ infirmé mais cette fois-ci dans I’os sous-chondral par la présente
¢tude qui montre que la leptine a diminué ou pas d’effet sur I’expression du TGF-1 de
maniéres dose-dépendante (Figure S1). On remarque une augmentation suivie d’un plateau
a 10 ng/ml de leptine avant de diminuer en cas de stimulation avec 0.1, 1 et 10 pg/ml de
leptine exogene. Ce profil permet d’expliquer la baisse de la production de TGF-B1 que 1’on
observe lors de la stimulation avec 1pug/ml de leptine exogene des Ob OA (voir figure 7), et
prouve aussi que la leptine endogéne stimule de maniére transitoire la sécrétion du TGF-f1
les Ob OA a son niveau maximal. En conclusion, la leptine exerce une stimulation
biphasique et dose-dépendante sur 1’expression et la production du facteur de croissance

TGF-1.

En induisant I’expression du TGF-B1, la leptine contribue indirectement a la
formation d’ostéophytes en plus du rdle plus direct de TGF-f sur [’ossification
endochondral (Kume K. et al, 2002). Par ailleurs, la leptine semble encore une fois
participer de manicre directe et indirecte au « cross-talk» qui se fait au niveau de la zone de
démarcation entre 1’0os sous-chondral OA et la zone calcifiée du cartilage articulaire. En
effet, la leptine augmente les niveaux de TGF-B1 des Ob OA et donc ce facteur de
croissance peut se rendre dans les zones intermédiaires et profondes du tissu cartilagineux

via les microfractures pour y induire la dégradation de ce tissu par 1’induction des MMPs
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(Moldovan F. et al, 1997; Burr et al, Lajeunesse et al, Lajeunesse et Reboul, Martel-pelletier
J. et al).

Ceci suggere fortement que les hauts niveaux de leptine des Ob OA pourraient
atteindre les chondrocytes via les microfractures pour aller y stimuler sa propre expression,
comme il a été¢ démontré que les chondrocytes de la plaque de croissance de jeunes animaux
expriment la leptine et méme si a ce jour aucune étude n’a encore fait une telle
démonstration dans le cartilage humain (Maor G. et al, 1997). Une fois le tissu cartilagineux
atteint, la leptine provenant des Ob OA collaborerait avec la leptine produite par des
chondrocytes afin de stimuler I’expression de TGF-1 au niveau du cartilage articulaire tel

que démontré dans des rats (Dumond H. et al, 2003).

La signalisation de la leptine dans les Ob OA sous-chondraux

Dans les sections précedentes, nous avons montré une augmentation de la synthése
de la leptine dans les Ob OA, et que cette adipokine joue un réle important dans le
phénotype anormal des Ob de ’os sous-chondral OA en stimulant D’activit¢ de la
phosphatase alkaline ainsi que la sécrétion d’ostéocalcine de ces cellules. La leptine semble
¢galement médier la sclérose de I’os sous-chondral OA en induisant la prolifération des Ob
OA de manicre dose-dépendante. Cette hormone module également 1’expression de certains
facteurs de croissance clés du métabolisme osseux tel que le TGF-B1. L’ensemble de ces
données suggerent que la signalisation de la leptine dans 1’0s sous-chondral des patients OA
pourrait étre anormalement ¢élevée en réponse aux niveaux ¢élevés de leptine présents, sujet

qui sera discuté dans cette section.

La leptine transmet son signal via la voie de signalisation JAK/Stat qui méne a
I’activation de plusieurs geénes essentiels (Zhang et al, 1995). Durant cette étude, nous
avons évalué les effets de la leptine sur la phosphorylation des protéines clés dans la voie
de signalisation JAK/Stat. La phosphorylation de JAK 2 et Stat 3 furent évaluées par
immunobuvardage de type western. Les résultats obtenus ont montré une activation de JAK
2 et de Stat 3 par la leptine de maniére dose-dépendante (figure S2 et S3) dans les Ob OA.

La phosphorylation de ces deux protéines était plus importante a des doses de 1pg/ml et
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10pg/ml de leptine exogéne ajoutées. Toutefois, dans le cas de Jak2, nos résultats restent a

confirmer car n=2.

Sachant que la synthese de la leptine est augmentée dans les Ob OA tel qu’il a été
montré précedemment, nous pouvons suggérer que la phosphorylation des protéines JAK 2
et Stat3 est stimulée dans 1’0s sous-chondral OA. La leptine signale principalement via la
voie de signalisation JAK/Stat, donc plus il y a de leptine et plus le signal transmis sera
augmenté, ce qui est reflété par D’activation de JAk2 suivi par D’activation de Stat3 par
phorphorylation. La protéine Stat 3 va ensuite étre transloquée au noyau pour aller y induire
plusieurs geénes. L’étude récente de Tomohiro H. et al (2008) a montré que 1’inhibition de
Stat 3 dans les souris entraine une diminution de 1’expression des facteurs RANKL dans les
ostéoblastes et donc I’inhibition de 1’ostéoclastogenese qui est gp-130 dépendante. Les
données de cette étude suggerent donc qu’en activant les protéines Stat3 de maniere dose-
dépendante, la leptine s’implique indirectement dans la résorption osseuse en induisant

I’expression de RANKL.
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Cette prémice est pertinente mais dépendamment si nos malades OA se trouvaient
dans la phase précoce ou tardive de la maladie. En effet, il faut rappeller que des études
réalisées dans des modeles de chiens ont identifi¢ deux phases de la maladie OA soit la
phase précoce qui est un peu plus résorptive, tandis que la phase tardive est sclérotique
(Pastoureau P.C et al, 1999, Pelletier J.P. et al, 2004). Cette distinction reste déterminante
dans le cas présent car les Ob OA en phase sclérotique ont une matrice hypominéralisée et
donc malgré que la dose-réponse de la leptine y induise I’expression de RANKL via la
phosphorylation de Stat 3, la résorption osseuse y serait moindre (Tomohiro H, 2008).
Bailey et al ont montré que la matrice des Ob OA était hypominéralisée car elle est
composée d’homotrimeres de fibres de collageéne. Aussi, la maturité ainsi que la qualité de
cette matrice osseuse sont déterminantes au moment de 1’ancrage des ostéoclastes sur celle-
ci durant la résorption osseuse (Lakkakorpi P.T. et al, 1991, Couret 1. 2004). Dans notre
étude, la détermination du phénotype a confirmé que nos cellules étaient essentiellement des
ostéoblastes. Ainsi, on peut conclure que malgré la stimulation de I’expression de RANKL

via la phosphorylation de Stat 3, la leptine favoriserait la sclérose osseuse.

Ces résultats suggerent donc que la synthése augmentée de la leptine dans les Ob OA
entraine un déséquibre du couplage entre formation et résorption osseux dans Ob OA. Ce
déséquilibre est en faveur de la formation osseuse donc de la sclérose de 1’os sous-chondral
OA. Dans les sections précedentes, ceci a été infirmé par la stimulation de la prolifération
des Ob OA en corrélation avec la phosphorylation des protéines p42/p44 MAPK de manicre

dose-dépendante par les hauts niveaux de leptine dans les Ob OA.



E. Conclusion et perspectives
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Le vieillissement d’une grande partie de la population implique une recrudescense
de plusieurs maladies chroniques et handicapantes comme 1’ostéoarthrose. L’ impact de ce
phénoméne sanitaire sur le plan économique et sociétal devient inquiétant et grandissant.
Ainsi, une meilleure compréhension de I’OA constitue une urgence dans 1’ultime but de
générer des thérapies plus efficaces ou encore de 1’éradiquer.

La présente étude a soutenu le role important joué¢ par 1’os sous-chondral dans
I’apparition et/ou la progression de I’OA. De plus, elle est la premicre étude a confirmer
que la leptine fait le pont entre ’OA et ’obésité par culture primaire des Ob OA humains.

En effet, on a démontré que les changements phénotypiques des Ob OA sont
entrainés par une hausse d’expression de la leptine. Ainsi, la leptine stimule Ia
différenciation en augmentant I’activité de la phosphatase alkaline et a une rétroaction sur sa
propre expression. Cette hormone entraine ¢galement un débalancement du remodelage
osseux des Ob OA en stimulant la sécrétion d’ostéocalcine. De plus, ce désequilibre est
accentu¢ par une stimulation de la prolifération des Ob OA en corrélaton avec I’activation
de la voie p42/p44 MAPK et un effet biphasique sur I’expression du facteur de croissance
TGF-B1 qui est dose-dépendante. Pour terminer, nous avons montré que ces différents effets
de la leptine dans les Ob OA sont diis a une signalisation augmentée de la leptine de fagon
dose-dépendante.

Les résultats de cette étude suggerent que les Ob OA synthétisent plus de leptine que
les Ob N, cette hormone va ensuiter affecter les parametres phénotypiques de ces cellules
ainsi que la sécrétion de facteurs de croissance. Tout ceci en favorisant la sclérose osseuse
et en participant au « cross-talk » entre ce tissu et le cartilage articulaire. Ainsi, le cartilage
articulaire serait soumis a une exposition importante de leptine provenant de deux sources
principales : 1) la membrane synovial et 2) I’os sous-chondral OA. Ces hauts niveaux de
leptine participeraient ainsi a la degenerescence du cartilage articulaire des patients OA et

ce phénomene serait acceleré chez les sujets obeses.
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Figure 10: Le modele proposé. Les résultats présentés, suggerent que la leptine
module les parametres phénotypiques des ostéoblastes de l'os sous-chondral de
patients OA en augmentant I'activité de la phosphatase alkaline ainsi que la sécrétion
d’ostéocalcine. Les hauts niveaux de leptine stimulent la prolifération des Ob et ce
résultat correle avec I'activation des protéines p44 et p42. La présence de leptine au
niveau du cartilage articulaire des sujets OA alors que les chondrocytes n’en expriment
pas, serait expliqué par le transfert de cette molécules en provenance des Ob de I'os
sous-chondral OA au tissu cartilagineux via les microcraques. Une fois, au niveau du
cartilage, la leptine va moduler plusieurs facteurs tout en contribuant a la dégradation
de ce tissu.
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Les perpectives futures

Une étude récente de Choi S.C. (2008) a montré que les facteurs de croissance FGF-
2 et -4 modulent la prolifération des cellules mésenchymateuses de la moelle osseuse en
activant la voie de signalisation p44/p42 MAPK. On pourrait donc étudier une possible
relation entre la leptine et ces facteurs FGF-2 et FGF-4 et ce dans le but de soutenir 1’effet
de causalité¢ entre les hauts niveaux de leptine et I’induction de la prolifération des
ostéoblastes OA. Parall¢lement, il serait nécessaire de faire des expériences d’inhibition de
la voie p44/p42 par un inhibiteur chimique tel que PD98089 pour vérifier si les grandes
concentrations de leptine conservent leurs effets prolifératifs dans ces conditions. Quant a la
signalisation de la leptine dans les Ob OA, nous pourrions inhiber la liaison de Stat 3 sur
I’ADN en utilisant ’inhibiteur PIAS3 tel que suggéré dans I’étude d’Hinaka T. et al (2008),
afin de visualiser I’effet de cette inhibition sur 1’expression des genes comme ALP, OC,
TGF-B1 et IGF-1. Sachant que le facteur de transcription Stat3 participe a la résorption
osseuse en activant I’expression de RANKL et donc c-Fos (Choi S.C. 2008), on pourrait
vérifier par des expériences de co-culture entre ostéoblastes et ostéoclastes 1’effet de la
leptine produite par les blastes sur la fonction des ostéoclastes. De plus, par ce méme type
d’expérience, on pourrait vérifier si la leptine des Ob ne participe pas directement ou

indirectement a 1’ostéoclastogénese via par exemple, la stimulation de RANKL ou OSCAR.

Cette ¢tude a de nouveau confirmé le rdle important de la leptine produite
localement au niveau de ’os sous-chondral dans la pathophysiologie de I’OA. Il reste
encore quelques questions quant a la fonction de cette adipokyne et & premicre vue, on
pourrait suggérer des inhibiteurs de la leptine comme traitement potentiel de 1’OA.
Cependant, les études dans des souris OB/OB ont montré une plus grande sévérité de
I’obésité dans ces souris et de plus, la leptine systémique n’a pas les mémes effets que la
leptine produite localement au niveau de 1’articulation. Ainsi, pour qu’un tel traitement soit
efficace, il faudrait élaborer une stratégie pour pouvoir controler ces effets problématiques.
Toutefois, des traitements ne ciblant pas la leptine directement mais plutét les protéines clés
de sa voie de signalisation telle que STAT3 serait un meilleur choix s’il n’entraine pas

d’effet secondaire sur 1’ostéoclastogenese.
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Annexe 1: Modulation de I'activité de la phosphatase alkaline dans les ostéoblastes
normaux. Les Ob normaux ont été traités pendant 48h avec du mileu contenant 0.5% FBS
avec 1,25(OH),Ds (50nM). Les cellules ont ensuite été traités avec la leptine exogene, des
anticorps anti-leptine (anti RL), tyrphostin (AG490, 100uM) pendant 30 minutes précédé
par un ajout de 1,25(0OH),Ds. A la fin des 48h, les cellules ont été lysées dans le tampon

ALPase afin de mesurer l'activité de la phosphatase alkaline.
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Annexe 2: Comparaison du niveau d’expression de la leptine dans les ostéoblastes,
chondrocytes et synoviocytes. Les cellules confluentes (Ob, chondocytes ou synoviocytes)
de patients OA ont été prélevées dans le tampon trizol et ’ARN a été isolée, purifié et
quantifié. Il y a eu ensuite une réaction de transcription inverse et une réaction de PCR
semi-quantitatif a été réalisée en utilisant des amorces Lepl et GAPDH. A) Représentation
de la migration des produits PCR sur gel d’agarose B) Quantification des bandes résultantes

de la migration.
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