UNIVERSITE DU QUEBEC A MONTREAL

INFLUENCE DE L'HEMINE SUR L’OSTEOCLASTOGENESE ET SUR LA PERSISTANCE ET LA
RESORPTION DES OSTEOCLASTES MATURES.

MEMOIRE
PRESENTE(E)
COMME EXIGENCE PARTIELLE

POUR LA MAITRISE EN BIOLOGIE

PAR

NICOLAS POUDEROUS

NOVEMBRE 2023



UNIVERSITE DU QUEBEC A MONTREAL
Service des bibliothéques

Avertissement

La diffusion de ce mémoire se fait dans le respect des droits de son auteur, qui a signé
le formulaire Autorisation de reproduire et de diffuser un travail de recherche de cycles
supérieurs (SDU-522 — Rév.04-2020). Cette autorisation stipule que «conformément a
larticle 11 du Reéglement no 8 des études de cycles supérieurs, ['auteur] concéde a
'Université du Québec a Montréal une licence non exclusive d'utilisation et de
publication de la totalité ou d’'une partie importante de [son] travail de recherche pour
des fins pédagogiques et non commerciales. Plus précisément, ['auteur] autorise
I'Université du Québec a Montréal a reproduire, diffuser, préter, distribuer ou vendre des
copies de [son] travail de recherche a des fins non commerciales sur quelque support
que ce soit, y compris I'Internet. Cette licence et cette autorisation n’entrainent pas une
renonciation de [la] part [de 'auteur] a [ses] droits moraux ni a [ses] droits de propriété
intellectuelle. Sauf entente contraire, [I'auteur] conserve la liberté de diffuser et de
commercialiser ou non ce travail dont [il] posséde un exemplaire.»



REMERCIEMENTS

Je tiens a remercier ma directrice de recherche Tatiana Scorza pour m’avoir offert I'opportunité de réaliser
mon mémoire au sein de son laboratoire ainsi que pour son soutien quotidien. La réalisation de cette
maitrise et les deux années passées au sein de son laboratoire m’ont permis d’évoluer tant bien sur le plan
professionnel, en acquérant plus de connaissances techniques et théoriques, que sur le plan personnel.
Car en recherche tout ne fonctionne pas du premier coup, j’ai été confronté a de nombreux contretemps,
éléments qui ne fonctionnaient pas comme prévu, mais j’ai continué a travailler, persévérer et j’ai utilisé
ces « échecs » comme chemin vers ma réussite. Cela est une belle legon analogue a la vie de tous les jours,
on aura toujours des obstacles, des imprévus, mais il ne faut pas s’arréter la, il faut persévérer, chaque
obstacle ou échec ne doit pas étre vu comme une finalité, mais plut6t comme un moyen de se surpasser

et d’évoluer.

Je tiens également a remercier mes colléegues de laboratoire pour leur présence et leur bonne humeur.
Phillipe Saint-Louis pour son soutien constant lors de ma premiére année de maitrise, ainsi que les bons
burgers partagés aprés une bonne journée de travail. Ainsi que ma collegue Arleth Pozo De Lugo pour ses

conseils.

Je veux aussi remercier la plateforme de microscopie et d’analyse cellulaire et particulierement Denis Flipo
ainsi que Grégoire Bonnamour pour I'ensemble de leurs conseils et le partage de leur expertise qui m’ont

été d’une grande aide lors de la programmation et réalisation de diverses manipulations.

Je compte aussi remercier I'ensemble des techniciens du pavillon des sciences biologiques, et notamment
Marie-Josée et Serge Paquet pour leur disponibilité et leur efficacité lors de la réalisation des

démonstrations en laboratoires.

Enfin, je tenais a remercier ma famille qui m’a toujours soutenu dans I'ensemble de mes projets et qui m’a

permis de me consacrer pleinement a la réalisation de ma maitrise.



TABLE DES MATIERES

REIMIER CIEMEN TS . ctitiiiiiiiie ettt ettt ettt ettt et et et e e e eaea e aa e ea e s e sa e s eanesssssaesnesaesnessssnernernernernennnnns i
LISTE DES FIGURES .. ettt ettt ettt ettt e ettt et et e s e s ea e st e s e aa e s eba e s sasaeanesnesnernesnsnnennns Vi
LISTE DES ABREVIATIONS, DES SIGLES ET DES ACRONYMES .. .uiiitiiiiiieee et eaes vii
LISTE DES SYMBOLES ET DES UNITES ..t eeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeseesseeseseenseesseesesseasessseseseesseessseseseens viii
RESUME ...ttt ettt ettt ettt et et et et e st et et es et e st et e et ese et et es e ee et es e et esteae et ens et et eneeaesseteeeenseeetaneseenes ix
A B ST RACT ottt ettt et e e ettt e e e e e ettt e e e eee et e e e eeeett et a . ——eettttab———atetttaab i taetrrtrr———_ X
LN IS0 1010 Lo 1T ] TR 1
CHAPITRE 1 ETAT DES CONNAISSANCES ... eeeeeeee et e ee et e e et eeee st eeee st eeee s eeseeeese st esesaeeeseeeeseeeseneeeeeenns 3
1.1 L remMOUEIAZE OSSBUX...cccieeeeeeeeeee e e e ettt a e e 3
A T o1 o Yol = 1Y (S N 4
1.2.1 Origine des 0St0CIaSteS......ccceiiiiiiiie 4
1.2.2 FOrmation deS OSEEOCIASTES .....uuiiiiiieiiiiiie et e et e ettt e e et e e e et e e reaeessabeesraaneeeneen 4
1.2.3 Mécanismes impliqués dans la résorption osseuse par les ostéoclastes.............ccccceiiil. 7
1.2.4 ROle de |a fission Chez 1€S OSTEOCIASTES .......iivvueiiiiiieeieiie e e 10
R B T 01 T ] o] = 1) (= N 10
1.3.1 Origine et rOle des 0stéoblastes ... 10
1.3.2 Formation et role des cellules du revetemeNnt 0SSEUX. ......ceevvuueiiiiiiiiiiiiiiee e ee e 11
1.3.3 Formation et role des 0STEOCYLES ....cccciiiiiiiiiiie 12
1.4 Autres mécanismes de régulation du remodelage 0SSEUX.........ccceeveiiiiiiiiiiiiii 13
1.5 Les conditions hEMOIYtIQUES. ..ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
1.5.1 Structure et catabolisme de N ME ... .covueeiiie e et e e 15
1.5.2 Le r6le de I'h@me OXYEBENASE ....cccceiiiiieiiieee e 16
1.5.3 Effets deIEteres de INeME [IDre .....ouue ettt e et e e s e e raa e 18
1.6 La dérégulation du remodelage 0SSEUX : ....ccoeeeeeeiiiiei e, 19
1.6.1 Lors du VieillisSemMeENnt CEITUIGINE .....ouueeiiiieieiiee e e e e et e e e et e e raa e 19
S I T = TR <Y V=R o <] ol TR 19
1.6.1.2 Relation entre la sénescence et I'enViroNNemMENT OSSEUX .....u.viivueeiiiirneeeeiiiieeeeeiieeeereieeeerinneees 20
1.6.2 Lors de conditions hEmMOIlYLiQUES .......ccoeiiiiiiiii 21
1.6.3 Hypothese et 0bjectifs. ... 23
CHAPITRE 2 MATERIEL ET IMETHODES ......oeiviieiieeeee ettt ettt ettt sttt eas e ene e e eneene s 24
2 R Vo Yo L= U= 10 Y 1 T= 1 R 24
2.2 Culture cellulaire, génération et traitement des ostéoclastes in vitro (lignée cellulaire).................. 24



2.3 Culture cellulaire, génération et traitement des macrophages et ostéoclastes in vitro (cellules

primaires, souris BALB/C FEMEIIE)......cciiiuiiiiiiiiiie ettt ettt e e et e e e re e e e stba e e e e s bbe e e e santaeeeenanees 24
2.3.1 Différenciation 0StEOCIAStIQUE. ... ..uitiiiiiiiiiiiiiiiieet it eeaeereeeereeeerreerrrarrrrnes 24
2.3.2  Production de MacrOPages. .....uuuuuiiiiiieieiiieeeeeeeeeereeeeeeeeeeereeereerereeeere—e———————————————————. 25

2.4 Stratégie d’identification des 0stéoclastes ... 26

2.5 Production de M-CSF par la lignée fibroblastique L929...........cciiiiiiii 27

2.6 Préparation de 'HE ..., 27

2.7 Marquage phosphatase acide tartrate-résistante (TRAP) .......ccccuviiieieeee e e e e 27

2.8 Marquage des cellules SENESCENLES........cciiiiiiii i, 28

2.9 Analyse des transcrits par RT-PCR .....ccoiiiiiiii 28

2.10 Migration cellulaire des RAW 264.7 ......ccooiiiiiiiiiee e, 28

2.11 Production de matrice minéralisée (Calcium-Phosphate) .........ccccuveeeeieiiiiiciiiiieee e 29

2.12 Marquage de la MatriCe ... 30

2.13 Quantification et analyse de la résorption sur matrice de phosphate de calcium............................. 30

2.14 Analyse des données de résorptions par EXCel ... 32

2.15 Analyse statistiqQUe........oooiiiiii i 33

CHAPITRE 3 RESULTATS. ....ovetiuitetieietetet ettt ettt et te s et et et ebese et et ess s ebessssebesessesesessesess et esessesesessesesensesesens 34

3.1 L’HE inhibe la différenciation des précurseurs myéloides en ostéoclastes in Vitro............cccccvvvvvvvenns 34

3.2 'HE a 23 uM inhibe significativement la capacité de résorption des nouveaux ostéoclastes. ............ 34

3.3 L'HE favorise la persistance des 0stEoclastes MatUres ..........uuvveiiiiiiiiiieririiiiieirieeeeeereereererrrrre—————. 38

3.4 Une source de M-CSF et de RANKL est nécessaire pour maintenir la résorption ostéoclastique du

JOUP B AU JOUK L2, L.iiiiiiiiiiiiie it e ettt e et e e et et s e e eab s e e et s e e eaba s e e eaba e e sasaaseaaesasseaasssseennsansseensansenesnnns 40
3.5 L'HE inhibe partiellement la résorption des o0stéoclastes Matures ...........eeeevevvevveeeiveeereeerereeeeeeeeee. 42
3.6 L'HE n’affecte pas la distribution des fosses de résorptions ............eeeeveeeverieieieeereerierieeerrrerrree———. 44
3.7 L'HE n’inhibe pas la résorption des 0stéoclastes MatUres ............euvevvevieeiiiiiiieeiiiieriereeeerereerrrree.. 46

3.8 L'HE et le RANKL induisent I'adoption de certains marqueurs suggérant la sénescence chez les cellules

RAW 264.7 ..ottt ettt ettt ettt et e s a e e bt e e bt esa bt e e eat e e e bt e e bt e e eatee e bt e e e be e e eateeebeeeeabeeesateeenareas 48
3.9 L'HE n’affecte pas la migration des cellules RAW 264.7 ........oueveeiiiiiiierieeieieeeieeeesessesssessrsssserresss. 49
DISCUSSION ...ttt ettt ettt ettt ettt et e bt e sttt e sub e e s bt e e e b teesabe e e aaeeesabeeesabeeeabeeaabeeesabeeenbeesabeeesabeeeanseeeneeas 52
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES ... . ettt ettt ettt e e e e e ettt e s e e e et eetsa e e e e e e eeeesaa e e eeeeeeennnan 61
ANNEXE A Séquences des amorces utilisées pour la PCR et taille attendue ........ccccoeeeiiiiiiiiiiiiiiceiieieeenn, 65
ANNEXE B Profil de migration des amplicons sur gel d'agarose (aprés qPCR)......ccceeeeeiiiiieiiecieiiciccieeeeenn, 66



ANNEXE C Génération d’ostéoclastes en présence de SL929 + RANKL a partir de macrophages
(o 11 =T =Y Vol =TSP 67

ANNEXE D Cinétique de formation des ostéoclastes matures en présence de RANKL + SL929 durant 12
Lo 10 TSRS 68

BIBLIOGRAPHIE ...ttt e ettt s e e e e st e e s e e e e e et eaba s 69



LISTE DES FIGURES

Figure 1.1 Eléments et facteurs clés impliqués dans la différenciation et la formation des OSCLs matures a
partir des cellules souches hématopoi&tiqUEs.........cccoviiiiiiiii 7

Figure 1.2 Morphologie (A) et mécanismes moléculaires (B) impliqués dans la résorption osseuse (Figure
modifiée tirée de : Peruzzi et al., 2011). ....ccoeeiiiiiiiiiee et e et e e e e e e e e araaraaaaa s 9

Figure 1.3 Mécanismes et enzymes impliquées dans le catabolisme de I'hémoglobine libérée dans le

PlaSMA SANGUIN. .. 15
Figure 1.4 Structures et formules moléculaires de I’'héme et de I’hémine (HE). .........cccccvvveeeeeeeinccnnnnen. 17
Figure 1.5 Mécanismes cataboliques de I'héme libre par la HO-1..........cccoeeiiiii, 18
Figure 2.1 Stratégie d’identification des ostéoclastes. ...........cooeeiiiiiii 26
Figure 2.2 Méthode de quantification des matrices marquées avec le rouge d’alizarine........................ 31
Figure 2.3 Méthode de quantification des matrices marquées avec la calcéine. ....................c. 32
Figure 3.1 L'HE inhibe la différenciation de précurseurs myéloides en ostéoclastes in vitro. .................. 36

Figure 3.2 A 23uM, I'HE inhibe significativement la capacité de résorption des nouveaux ostéoclastes. . 37
Figure 3.3 L'HE favorise la persistance des ostéoclastes matures...........cccceeeeeiiiiiiii, 39

Figure 3.4 Le M-CSF et le RANKL sont nécessaires pour maintenir la résorption ostéoclastique du jour 6 au

Figure 3.6 La distribution des tailles des fosses de résorption générées par les ostéoclastes matures n’est
pas affectée par 'HE. ... 45

Figure 3.7 L'HE n’inhibe pas la résorption des OSCLS Matures. ........cccceeeeeeeeiiieieee e, 47

Figure 3.8 L'HE et le RANKL induisent I'adoption de certains marqueurs de sénescence chez les cellules
ST Y USSR 50

Figure 3.9 L'HE n’affecte pas la migration des cellules RAW 264.7. ..o, 51

Vi



LISTE DES ABREVIATIONS, DES SIGLES ET DES ACRONYMES

ALP : Phosphatase alcaline

BMU : Unité multicellulaire osseuse

CD163 : Cluster de différenciation 163

CD91 : Cluster de différenciation 91

CSHs : Cellules souches mononucléées hématopoiétiques
CSMs : Cellules souches mésenchymateuses

CTK : Cathepsine K

Eef2 : Facteur d’élongation eucaryote 2

GR : Globule rouge

H,0, : Peroxyde d’hydrogeéne

HO : Héme oxygénase

IL: Interleukine

M-CSF : Facteur stimulant les colonies de macrophages
MMP : Métalloprotéinases

NaOH : Hydroxyde de sodium

OCN : Ostéocalcine

OPG : Ostéoprotégérine

OPN : Ostéopontine

OSBs : Ostéoblastes

OSCLs : Ostéoclastes

p21 : Inhibiteur des cyclines-kinases dépendantes 1

p53 : Protéine tumorale 53

PFA : Paraformaldéhyde

RANKL : Ligand activateur du récepteur nucléaire Nf-kB
ROS : Espéces réactives de I'oxygene

SA-R-galactosidase : Sénescence associée a la B-galactosidase
SASP : Phénotype sécrétoire associé a la sénescence
SL929 : Surnageant (exsudat) de culture de la lignée de fibroblastes L929

TRAP : Phosphatase acide tartrate résistante

Vi



LISTE DES SYMBOLES ET DES UNITES

pg/mL : picogrammes par millilitres
KUm : micrometre

UM : micromolaire

viii



RESUME

Le remodelage osseux implique deux types de cellules : les ostéoclastes d’origine myéloide, qui dégradent
la matrice osseuse, et les ostéoblastes, d’origine mésenchymateuse, qui la forment. En condition
homéostatique, un équilibre entre la destruction et la formation de I'os est maintenu, permettant la
préservation de la bonne santé de nos os. Cependant, durant des conditions comme lors d’hémolyses
aigués ou chroniques (drépanocytose, thalassémie, malaria), cet équilibre est perturbé, donnant lieu a une
perte et fragilisation des tissus osseux (ostéoporose). Ces perturbations sont constatées in vivo avec des
modeles murins ou I’'hémolyse est induite chimiquement (phenylhydrazine), de maniére infectieuse
(protozoaire Plasmodium), mais également apres l'injection d’hémine (équivalent a I’"héme oxydé ; HE,
protoporphyrine IX Fe**). 'hémolyse s’accompagne d’une hausse de I’'héme libre en circulation, corrélée
a une diminution de la formation osseuse par les ostéoblastes et au maintien de la résorption osseuse des
ostéoclastes. Cependant, comme dans ces conditions, une déficience de I'ostéoclastogénese est observée,
il est possible que I'HE puisse stimuler la résorption par I'intermédiaire des ostéoclastes déja formés.

Pour mieux comprendre la nature de cet effet, nous avons généré des ostéoclastes matures a partir de
précurseurs myéloides provenant de la moelle osseuse de souris BALB/c, pour ensuite évaluer I'impact de
I’HE sur leur survie et leur capacité a dégrader une matrice minéralisée in vitro. Paralléelement, nous avons
étudié I'influence de I'HE sur I'ladoption du profil de cellule sénescente (adopté lors de I'ostéoclastogénése)
et la migration des cellules RAW 264.7, une lignée cellulaire de monocytes/macrophages. Ces éléments
sont considérés comme importants pour la fonction des ostéoclastes. Nos résultats confirment que I'HE
induit bien une déficience de I'ostéoclastogéneése et inhibe la dégradation de la matrice minéralisée chez
les ostéoclastes en voie de différenciation. Chez les ostéoclastes matures, sa présence favorise leur durée
de vie et n’a pas d’effet majeur sur leur activité de résorption osseuse. Parallelement, I'HE tend a
augmenter la sénescence chez les RAW 264.7, mais n'affecte pas significativement leur capacité a migrer.

Mots-clés : Ostéoporose, fosses de résorption, matrice minéralisée, RAW 264.7, migration.



ABSTRACT

Bone remodeling involves two types of cells: osteoclasts of myeloid origin, which degrade the bone matrix,
and osteoblasts, of mesenchymal origin, which form it. In a homeostatic condition, a balance between the
destruction and the formation of bone is maintained, allowing the maintenance of the good health of our
bones. However, during conditions such as acute or chronic hemolysis (sickle cell disease, thalassemia,
malaria), this balance is disturbed, resulting in loss and weakening of bone tissue (osteoporosis). These
disturbances are observed in vivo with mouse models where hemolysis is induced chemically
(phenylhydrazine), infectiously (protozoan Plasmodium), but also after the injection of hemin (equivalent
to oxidized heme; HE, protoporphyrin IX Fe3*). Hemolysis is accompanied by an increase in free heme in
circulation, correlated with a decrease in bone formation by osteoblasts and the maintenance of bone
resorption by osteoclasts. However, as in these conditions, a deficiency in osteoclastogenesis is observed,
it is possible that HE can stimulate resorption via already formed osteoclasts.

To further understand the reason for this outcome, we generated mature osteoclasts from myeloid
precursors from the bone marrow of BALB/c mice and assess the impact of HE on their survival and their
ability to degrade a mineralized matrix in vitro. In parallel, we studied the influence of HE on the adoption
of the senescence cell profile (adopted during osteoclastogenesis) and the migration of RAW 264.7 cells,
a monocyte/macrophage cell line. These elements are considered important for the function of osteoclasts.
Our results confirm the data observed in vivo, that HE induces a deficiency in osteoclastogenesis and does
not inhibit the degradation of the mineralized matrix in mature osteoclasts. In addition, its presence
promotes the persistence of mature osteoclasts, which are more numerous compared to the control
without HE. Furthermore, HE tends to increase senescence in RAW 264.7 but does not significantly affect
their ability to migrate.

Keywords : Osteoporosis, resorption pit, mineralized matrix, hemin, osteoclasts.



INTRODUCTION

La bonne santé des os est assurée au quotidien par I'intermédiaire de deux types cellulaires. On retrouve
les ostéoclastes (OSCLs), qui sont des cellules multinucléées d’origine myéloide, formées a partir des
cellules souches mononucléées hématopoiétiques (CSHs), et responsables de la dégradation de la matrice
osseuse. Ensuite il y a l'intervention des ostéoblastes (OSBs), qui sont issus des cellules souches
mésenchymateuses (CSMs) et responsables de la formation d’une matrice minéralisée de novo. Les OSBs
peuvent également se différencier et former les cellules du revétement osseux et les ostéocytes
(Florencio-Silva et al., 2015). L’ensemble de ces cellules constitue I'unité multicellulaire osseuse (BMU),
qui coordonne l'alternance entre les phases de résorption (dégradation) et de formation osseuse, aussi
définie comme le remodelage osseux. Lors de conditions homéostatiques, ce processus contribue a
maintenir nos os en bonne santé en assurant leur intégrité et leur adaptation a I’environnement comme
lors de la croissance ou lors de la réparation de fractures ou lésions (Peruzzi et al., 2011). Néanmoins, sous
certaines conditions, un déséquilibre du remodelage osseux peut avoir lieu et ainsi favoriser la formation
excessive des os par les OSBs, ou la résorption osseuse par les OSCLs. Un excés de masse osseuse est
nommeé ostéopétrose et une perte et fragilisation des tissus osseux nommée ostéoporose (Rachner et al.,
2011 ; Sobacchi et al., 2013). Actuellement, I'ostéoporose est une pathologie qui touche environ 200

millions de personnes a travers le monde (S6zen et al., 2017).

Dans ce contexte, plusieurs études ont constaté un débalancement du remodelage osseux en faveur de la
résorption lors d’hémolyses aigués ou chroniques (drépanocytose, thalassémie, malaria), ou on retrouve
une forte lyse des globules rouges (GRs) et une forte libération d’hémoglobine (Baldenzi et al., 2011 ;
Moreau et al., 2012 ; Smith-Guzman, 2015 et Taher et Saliba, 2017). Chez I'Homme, il a été suggéré que
I’hyperplasie de la moelle osseuse, causée par une érythropoiése exacerbée en raison de la perte
d’érythrocytes causée par I’'hémolyse, est un des acteurs responsables de I'ostéoporose chez les personnes
affectées (Gurevitch et Slavin, 2006 ; Steer et al., 2016). Néanmoins, chez les souris soumises a un stress
hémolytique, cette perte osseuse est également retrouvée, malgré le fait que la production de GRs en
réponse au stress hémolytique murin a lieu dans la rate. Ceci suggere que I'augmentation du volume de la
moelle osseuse n’est pas le seul élément pouvant altérer la masse osseuse. L’ostéoporose associée a la
thalassémie (pathologie hémolytique d’origine génétique) est aussi caractérisée par une augmentation de
la résorption osseuse par les OSCLs et une diminution de la formation osseuse par les OSBs (Voskaridou et

Terpos, 2004 ; Pirivakhuntorn et al., 2020).



Notre laboratoire a reporté une perte rapide de masse osseuse chez la souris a la suite d’une infection
aiglie par Plasmodium chabaudi adami (parasite responsable de la malaria) ou d’'une hémolyse aiglie
causée par I'administration de phénylhydrazine (Moreau et al., 2012). Dans ces modeéles d’hémolyse, une
hausse d’héme (protoporphyrine IX Fe?*) libre et une chute des marqueurs sériques de formation osseuse
(ostéocalcine, OCN et propeptide N terminal du collagene de type I, PINP) sont mesurés. L'inhibition de la
formation d’OSCLs a aussi été constatée, mais sans modifications majeures des marqueurs de résorptions
osseux (telopeptide N terminal du collagéne de type |, CTX). Ces résultats suggérent que la perte de masse
osseuse observée chez les souris soumises a une hémolyse aiglie semble étre conséquente a un
déséquilibre du remodelage osseux, qui favorise la résorption osseuse. De plus, cette perte de masse
osseuse a aussi été reproduite chez la souris, aprés I'injection d’hémine (HE, protoporphyrine IX Fe*, figure
1.1) (Scorza et al, article en préparation). Ces éléments laissent suggérer un effet de I'HE, accentuant la

dégradation de la matrice osseuse par les OSCLs matures.

Ainsi, I'objectif ultime de notre recherche était de comparer I'action de I’'HE chez les OSCLs en voie de
différenciation et chez les OSCLs déja préexistants (matures). Dans cette optique, nous avons généré des
OSCLs matures a partir de précurseurs myéloides provenant de la moelle osseuse de souris BALB/c, pour
ensuite les conditionner avec de I'HE, afin de suivre leur survie et leur capacité a dégrader une matrice
minéralisée in vitro (la surface totale, la moyenne ainsi que la distribution des événements de résorption
ont été considérées). Parallelement, nous avons évalué I'influence de I’'HE sur la migration cellulaire et sur
I'adoption du phénotype sénescent chez les cellules RAW 264.7 (lignée de monocytes/macrophages),
phénotype exprimé lors de la formation d’OSCLs matures fonctionnels, qui est caractérisé par une forte
activité métabolique, I'expression de la R-galactosidase, I'arrét du cycle cellulaire et la production de
protéases (cathépsine K et métalloprotéinases), protéines impliquées dans leur activité de résorption

(Chen et al., 2007 ; Gorissen et al., 2019 ; Lee et al., 2021).

Nos résultats confirment les faits observés in vivo : I'HE causse une baisse de I'ostéoclastogénese mais
n’inhibe pas la dégradation de la matrice minéralisée chez les OSCLs matures ; de plus, en sa présence, la
survie des OSCLs matures est favorisée. Enfin, nos résultats chez la lignée cellulaire RAW 264.7 démontrent

que la présence d’HE accentue la sénescence cellulaire mais n'affecte pas significativement la migration.



CHAPITRE 1
ETAT DES CONNAISSANCES

1.1 Le remodelage osseux

En conditions homéostatiques, le remodelage osseux est un processus qui assure l'intégrité et I'adaptation
des os a leur environnement comme lors de la croissance ou la réparation de fractures ou Iésions (Peruzzi

et al., 2011).

Ce processus se déroule en trois phases : 1) la dégradation de la matrice osseuse par les OSCLs, 2) I'arrét
de la résorption de I'os et I'arrivée sur la zone cible des OSBs (étape transitoire) et 3) la formation d’une
nouvelle matrice par les OSBs. En moyenne, la durée de vie d’un OSCL est de 12-15 jours et celle des OSBs
est de 100 jours (Rosenberg et al., 2012). Les ostéocytes et les cellules du revétement osseux sont d’autres
cellules impliquées qui produisent des molécules favorisant ou non la résorption et/ou la formation de
I'os. L'ensemble de ces cellules (OSCLs/OSBs/ostéocytes et cellules du revétement osseux) constituent la

BMU (Florencio-Silva et al., 2015).

Les os sont composés principalement d’'une couche minérale constituée d’hydroxyapatite
(Ca10(P0O4)6(0OH),) et d’'une couche organique, constituée majoritairement de collagéene de type | (90%), de
protéines non collagéniques (NCPs), de petits protéoglycanes riches en leucine (small leucine-rich
proteoglycanes, SLRP), de protéines acides g- carboxyglutamique (g-carboxyglutamic acid protein, GLA),
de petites protéines sécrétées riches en cystéine (small secreted cysteine-rich proteins, CCN), de lipides
(2%) et d’eau. Ces éléments vont permettre une élasticité tissulaire, la stabilisation du dépét initial de la
matrice minéralisée et la fixation de macromolécules. De plus, lors de la formation de la matrice
minéralisée par les OSBs, de nombreuses molécules et facteurs de croissance y sont intégrés, tels que le
facteur de croissance endothéliale vasculaire (vascular endothelial growth factor, VEGF), le facteur de
croissance des fibroblastes (fibroblast growth factor, FGF), le facteur de croissance de l'insuline (insulin
growth factor 1 ,|GF-1) et |le facteur de croissance transformant béta 1 TGF-R1 (transformant Béta 1 growth

factor, TGF-R1) (Boskey et al., 2013).

Les os constituent ainsi une grande réserve de minéraux (calcium, magnésium, phosphate) et de

macromolécules (VEGF, FGF, IGF, TGF-R) qui sont libérés lors de la résorption de la matrice osseuse, et



contribuent a de nombreux procédés a I"échelle cellulaire et moléculaire au sein de notre organisme.
Concrétement, le phosphate est utilisé lors de la synthése des nucléotides et pour les événements de
phosphorylation. Le calcium et le magnésium sont utilisés comme cofacteurs par de nombreuses enzymes
impliquées dans diverses voies de signalisation. Tandis que les facteurs de croissance stimulent la
réparation du tissu osseux (Van Niekerk et al., 2018) ou peuvent au contraire favoriser la résorption de
I’os, en agissant sur les principaux acteurs de ce processus, les OSCLs et les OSBs (Boyce et al., 2013). Ainsi
un os en bonne santé résulte d’un bon équilibre entre les phases de résorption et de formation osseuse,
se traduisant par une bonne microarchitecture, une densité optimale et une bonne répartition protéique
au sein de la matrice organique (Boskey et al., 2013). L'ensemble de ces parameétres peuvent varier avec
I’age, I'environnement ainsi que la présence de maladies génétiques ou pathologies telles que la

drépanocytose, la malaria et la thalassémie.

1.2 Les ostéoclastes

1.2.1 Origine des ostéoclastes

Les OSCLs sont originaires des cellules souches mononucléées hématopoiétiques (CSHs), hébergées dans
la moelle osseuse. Leur formation requiert 'engagement dans la voie myéloide, la différenciation, la
multinucléation et I'adoption d’'un phénotype d’OSCL mature (Peruzzi et al., 2011) (Figure 1.1). Les
premiéres étapes dans I'ostéoclastogénéese impliquent I’action de trois facteurs de transcriptions chez les
cellules souches : i) PU.1, ii) le facteur de transcription associé a la microphtalmie (Mitf) et iii) le facteur de
transcription inducteur IGHM 3 (Tfe3). Ces derniers induisent I’expression du gene c-fms, qui code pour le
récepteur du M-CSF (facteur stimulant la colonie des macrophages) (M-CSFr), et permettent la

différenciation des cellules souches en monocytes (précurseurs des macrophages).

1.2.2 Formation des ostéoclastes

Le M-CSF produit par les cellules mésenchymateuses ostéoprogénitrices et les OSBs se lie aux récepteurs
cellulaires et permet la survie et la prolifération des précurseurs myéloides (Florencio-Silva et al., 2015).
Ce facteur conduit aussi a I'expression de RANK (récepteur activateur du facteur nucléaire Nf-kB), un
récepteur membre de la grande famille des facteurs de nécrose tumorale (tumor necrosis factor, TNF). Par

la suite, le ligand de RANK (RANKL) secrété majoritairement par les ostéocytes et OSBs (Renama et al.,



2016), se lie a RANK et active de nombreuses voies de signalisation impliquant la voie NF-kB, la kinase N-
terminale c-Jun/protéine activatrice-1 (c-Jun N-terminal kinase, JNK/activator protein-1, AP1), c-myc, la
calcineurine/facteur nucléaire du lymphocyte T activé c1 (calineurine/nuclear factor of activated T cell c1,
NFATc1), le proto-oncogene SRC non-récepteur Tyrosine Kinase (SRC Proto-oncogene, non receptor
Tyrosine Kinase, Src), la protéine kinase 6 a activation mitogéne p38/ facteur de transcription associé ala
microphtalmie (p38 mitogen-actived protein kinase 6, MKK6/ transcription factor associated with
microphthalmia, MITF), Src et la voie des kinases régulées par signal extracellulaire (Extracellular signal-
regulated kinases, ERK). L’activation de ces voies est déclenchée par la transduction du signal initiée via
les facteurs d’activation des récepteurs du TNF (TNF receptor-activating activating factors, TRAFs), et
notamment TRAF6 qui se fixe au récepteur RANK et recrute les protéines kinases, car le récepteur RANK
ne possede pas d’activité kinase intrinseque. L'ensemble de ces événements permettent la formation et
la survie des OSCLs (Boyce et al., 2013), ainsi que I'expression des génes directement impliqués dans la
résorption osseuse comme la cathepsine K (CTK) ou la phosphatase acide tartrate résistant (TRAP5b), et
des genes impliqués dans I'adhésion et la motilité cellulaire comme ceux codants pour la VCAM-1 et la

ICAM-1 (Renama et al., 2016).

La formation des OSCLs matures requiert des événements de fusion cellulaire. De nombreuses études ont
rapporté que cette fusion a lieu entre des pré-OSCLs TRAP+ (cellules mononucléées TRAP+) provenant de
la moelle osseuse avec des OSCLs multinucléés (Soe et al., 2020). Les précurseurs des OSCLs sont présents
dans I'ensemble de la moelle osseuse. Soe et al., 2019 ont démontré qu’une partie d’entre eux sont TRAP+
et forment des groupes de 2 a 5 cellules a proximité des réseaux vascularisés entourés de collagenes au
sein de la moelle osseuse, ou le M-CSF et le RANKL sont présents en faible quantité. Cependant, aucun
évenement de fusion n’y a été observé, les OSCLs multinucléés sont uniquement retrouvés a la surface de
la matrice osseuse, cela confirme que la fusion et la formation d’un OSCL multinucléé se produisent sur
cette matrice.

Pour arriver a la surface del’os, les pré-OSCLs sont guidés par les vaisseaux sanguins entourés de collagene,
le collagéne étant rapporté comme favorisant la migration et la motilité des OSCLs (Soe et al., 2020).
Alternativement, des progéniteurs présents dans le sang (monocytes), sont attirés par la production de
sphingosine-1-phosphate (S1P) (Ishii et al., 2009). Généralement, la S1P est produite par les érythrocytes,
les cellules endothéliales et les macrophages (Thuy et al., 2014) ; dans la moelle osseuse, la S1P est

principalement générée par les érythrocytes (Meshcheryakova et al., 2017).



D’autres molécules sont impliquées dans le recrutement des pré-OSCLs, comme le facteur 1 dérivé des
cellules stromales (SDF-1), le VEGF, mais aussi le RANKL et le M-CSF (Al-Dujaili et al., 2011). Ainsi, arrivé a
proximité de la matrice osseuse, chez ’'Homme, 70% des événements de fusion vont avoir lieu entre un
OSCL multinucléé (immobile) et un OSCL mononucléé (mobile), contre 90% chez le chien et la souris (Soe
et al., 2020). Cette fusion est permise selon un principe d’hétérogénéité, ou les cellules qui fusionnent
doivent présenter des différences dans I'expression de diverses protéines, dont principalement : la
protéine transmembranaire spécifique aux cellules dendritiques (DC-STAMP), le CD47, le facteur
connexine 43 (Cx43) et la syncytine-1 (Hobolt-Pedersen et al., 2014). Ces protéines interviennent a
différents moments lors de la fusion, le CD47 et le DC-STAMP sont impliqués dans les évenements de
fusions précoces (entre pré-OSCL et cellule multinucléée), tandis que la syncytine-1, participe a la fusion
entre cellules multinucléées (Soe, 2020 ; Mgller et al., 2016). Les pré-OSCLs provenant de la moelle osseuse
vont fortement exprimer le CD47 et le DC-STAMP contrairement aux OSCLs multinucléés positionnés sur
la matrice osseuse, cette différence d’expression va permettre leur fusion (Soe, 2020). La fusion est un
processus essentiel permettant la production d’OSCLs multinucléés, assurant ainsi une résorption
optimale de la matrice osseuse, I'activité de résorption étant plus importante chez les OSCLs multinucléés

(Pipers et al., 1992).
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Figure 1.1 Eléments et facteurs clés impliqués dans la différenciation et la formation des OSCLs matures a
partir des cellules souches hématopoiétiques.

Dans un premier temps, I'expression des facteurs PU.1, Mitf et Tfe3 induisent I'expression du récepteur M-CSFr
; en présence de son ligand, le M-CSF, les cellules expriment le récepteur RANK, et deviennent des précurseurs
des OSCLs (cellules CD11b+, M-CSFr+, RANKL+ : Stubelius et al., 2016). La liaison de RANKL sur son récepteur
(RANK) induit de nombreuses voies de signalisations et active des facteurs de transcriptions clés dans
I’établissement de I'ostéoclastogénése, comme NK-kB, NFATc1, c-fos, Src, ERK, MKK6 et Mitf. Ces événements
signalétiques conduisent a I'expression de protéines caractéristiques des OSCLs tels que TRAP, CTK et les MMP
et permettent leur fonction physiologique de résorption osseuse. Figure modifiée tirée de : Boyce et al., 2013.

1.2.3 Mécanismes impliqués dans la résorption osseuse par les ostéoclastes

La stimulation des voies de signalisations par la liaison du M-CSF et du RANK sur leurs récepteurs respectifs
conduit a I’'expression de protéines clés, tels que Src et la protéine tyrosine kinase 2 (Protein tyrosine kinase
2, Pyk2), permettant de réguler le trafic vésiculaire, le remodelage du cytosquelette et le transport des
ions au sein des OSCLs (Bruzzaniti et Baron, 2006). Le remodelage du cytosquelette des OSCLs est un
processus requis pour leur polarisation. Ainsi, aprés leur fixation sur la matrice osseuse par le récepteur
d'intégrine vitronectine (alphaVR3) (Boyce et al., 2013), quatre régions essentielles a I'activité de

résorption des OSCLs sont distinguées :



1. La bordure froissée (Ruffled border, RB) qui constitue le pdle apical de la cellule, situé face a
I'os permettant la libération d’enzymes (TRAP, CTK, Metalloprotéinase-9) et I'acidification par
I'intermédiaire d’'une pompe H+-ATPase de la zone de résorption (zone Howship), correspondant

au lieu ol I'OSCL va dégrader la matrice osseuse.

2. La zone d'étanchéité (Sealing-zone, SZ), lieu permettant la fixation des OSCLs sur la matrice.

Cette région est étanche et délimite la zone de résorption (Zone Howship).

3. La région basolatérale, située aux extrémités de la cellule, contient des pompes Cl-/HCOs.,
permet I'entrée de chlorure dans la cellule et la libération d’ions chlorures dans la zone de

résorption.

4. La région de sécrétion, située a I'opposé de la bordure frisée. Ce domaine contribue a la
libération par transcytose de la matrice minéralisée et organique dégradée (Figure 1.2 (A)),
amenant a la libération dans le milieu extracellulaire de minéraux (Ca®*, POs., Mg?*) et facteurs de

croissance (TGF-R, VEGF, FGF et IGF) (Florencio-Silva et al., 2015 ; Van Niekerk et al., 2018).

De maniere générale, plusieurs étapes intra et extracellulaires interviennent dans la dissolution de la
matrice minéralisée et organique. Le processus débute par I'action de I'anhydrase carbonique de type 2
(CAN), qui génére de I'acide carbonique a partir de CO; et d’eau (CO; + H,0 = H,COs). Cet acide se dissocie
ensuite et génére des ions bicarbonates (HCOs.) et protons (H*), qui régulent le potentiel d’hydrogene (pH)
dans la zone de résorption. Les protons (H*) sont ensuite transportés par une pompe vacuolaire H*-ATPase
située sur la bordure froissée et acidifient ainsi la zone de résorption. Le pH, qui reflete la tendance acide
ou basique de la zone de résorption, est ensuite controlé par une pompe chlorure/H* anti-porteur 7 qui
transporte des H* en échange d’ions chlorure (pH<4). L’acidification permet ensuite la dissolution de la
matrice minéralisée (hydroxyapatite), ce qui donne accés a la matrice et facilite sa dégradation par
plusieurs enzymes sécrétées (CTK, TRAP et MMP-9) (Peruzzi et al., 2011). La dégradation de I’os fait donc
intervenir I'acidification et la libération d’enzymes au sein de la zone de résorption (zone Howship) (Figure

1.2, B).

De plus, les OSCLs dégradent la matrice osseuse, d’une part de maniére séquentielle, en se fixant sur la

matrice, formant une fosse de résorption et se détachant pour résorber une autre zone (résorption



perpendiculaire a I'os), ou encore en restant fixés sur la matrice et la dégradant de maniére continue
formant ainsi des « tranchées » (résorption parallele a l'os). Contrairement a la dégradation
perpendiculaire de la matrice par un OSCL (qui forme une ou plusieurs fosses de résorptions), la
dégradation verticale (tranchées) présente plusieurs avantages d’un point de vue de la résorption, d’'une
part, la vitesse de dégradation y est deux fois plus rapide soit 2,2um/heure contre 0,8um/heure et peut
se poursuivre sur plusieurs jours, au moins 69h contre 13h pour une fosse de résorption « classique » (Soe
et Delaissé., 2017). Le mode de dégradation en tranchées est plus important et impliqgue 50% des OSCLs

actifs, ce qui permet la dégradation d’une plus grande surface de I'os. Néanmoins, 80% de ces « tranchées

» commencent par la réalisation d’une fosse de résorption (Soe et Delaissé., 2017).
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Figure 1.2 Morphologie (A) et mécanismes moléculaires (B) impliqués dans la résorption osseuse (Figure
modifiée tirée de : Peruzzi et al., 2011).

Les domaines impliqués et leurs fonctions durant la résorption de la matrice osseuse par un OSCL mature
multinucléé sont ici identifiés : les noyaux sont représentés en rose, le réticulum endoplasmique rugueux en
noir, I'appareil de Golgi en vert, les mitochondries fournissant I’énergie nécessaire a la résorption (ATP) en bleu,
et les lysosomes contenant les enzymes protéolytiques en jaune. (B) Implications des différents domaines dans
la résorption de I'os et action de I'anhydrase carbonique de type 2 (CAll) et de la pompe d’échange Cl-/HCOs.
dans I'apport de protons (H*) de maniere ATP dépendante, permettant I’acidification de la zone de résorption
et la dégradation de la matrice minéralisée. Les lysosomes y libérent leurs enzymes protéolytiques (TRAP, MMP,
CTK), qui sont activées a pH acide, et dégradent la matrice non minéralisée. Enfin, les produits issus de la
dégradation de la matrice osseuse sont sécrétés dans I’environnement extracellulaire par le domaine de
sécrétion de la cellule. Une fois la matrice entierement dégradée par les OSCLs, les OSBs formeront une nouvelle
matrice osseuse.



1.2.4 Role de la fission chez les ostéoclastes

Mc Donald et al., 2021 ont confirmé in vivo qu’en plus de pouvoir fusionner, les OSCLs ont la capacité de
fissionner, autrement dit, les OSCLs multinucléés peuvent se séparer en plusieurs cellules sceurs, appelées
« ostéomorphes ». (Car chez la plupart des cellules, la division cellulaire implique la réalisation d’un cycle
cellulaire complet et permet de former deux cellules filles a partir d’'une cellule mere ; tandis que chez les
OSCLs, la division cellulaire est bloquée une fois différenciés). Les ostéomorphes sont ensuite capables de
re fusionner avec un autre OSCL, contribuant ainsi a I'augmentation du nombre de noyaux, mais aussi de
sa capacité de résorption. Car Boissy et al., 2002 ont montré que plus un OSCL possede de noyaux, plus sa
capacité de résorption est importante.

Mc Donald et al., 2021 ont également montré que ces ostéomorphes étaient plus mobiles, n’entraient pas
en apoptose et contribuaient a reformer des OSCLs, aussi décrits comme un phénomene de recyclage
(durant le temps d’observation de I'étude qui était de 136 heures). Autre point intéressant, I'inhibition de
la voie RANKL-RANK par I'administration d’OPG (le récepteur leurre de RANKL) réduit fortement ce
processus de recyclage, car les ostéomorphes ne peuvent plus fusionner avec d’autres cellules ;
néanmoins, I'accumulation d’ostéomorphes est constatée, ce qui suggere que la fission ne requiert pas
forcément I'activation par RANKL, mais en sa présence, les ostéomorphes sont plus mobiles. Enfin, Mc
Donald et al., 2021 ont aussi démontré que les ostéomorphes possedent quelques similarités avec les
OSCLs et macrophages, mais ont un transcriptome différent. Ainsi, cette récente découverte met en

lumiére un nouvel aspect concernant le fonctionnement et la régulation des OSCLs.

1.3 Les ostéoblastes

1.3.1 Origine et role des ostéoblastes

Les OSBs sont issus de la différenciation des cellules souches mésenchymateuses (CSMs). Ces cellules
représentent entre 4 et 6% de la population cellulaire localisée sur la matrice osseuse (Florencio-Silva et
al., 2015). Les CSMs conduisent a la formation de quatre types cellulaires distincts : les chondrocytes, les
myoblastes, les adipocytes et les OSBs. L'engagement dans la voie ostéoblastique nécessite I'expression
de divers facteurs de transcriptions (Rutkovskiy et al., 2016). Ainsi, la premiéere étape dans ce processus
est I'expression du facteur de transcription 9 SRY-Box (SRY-Box Transcription factor 9, SOX9) permettant
I’engagement des cellules ostéoprogénitrices dans la voie des chondrocytes (cellules du cartilage). Ensuite

il y a I'expression du facteur de transcription 2 de la famille RUNX (RUNX family transcription factor 2,
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RUNX2), qui permet I'initiation de I'ostéoblastogénese et la différenciation des CSMs en pré-OSBs (Komori,
2009). Par la suite, les cellules proliferent et expriment les genes codant pour la fibronectine, le collagéne,
le récepteur au TGF-R1, I'ostéopontine (Rutkovskiy et al., 2016), ainsi que la phosphatase alcaline
(Florencio-Silva et al., 2015). La progression a travers la lignée ostéoblastique se poursuit en présence de
plusieurs facteurs, dont le TGF-B1, la protéine morphogénétique osseuse (BMP), la vitamine D et des
glucocorticoides (Rutkovskiy et al., 2016). Les OSBs sont considérés matures du fait de leur polarisation
(adoption d’'une morphologie cubique), de 'augmentation de I'expression d'ostéorix (Osx) induite par la
voie de signalisation Wnt-Réta- caténine (WNT-R-catenin), son activation a lieu apreés fixation de protéines
Wnt, ce qui entraine I'accumulation intracellulaire de B-caténine, et ainsi, la translocation de cette
protéine dans le noyau et l'activation de facteurs de transcriptions induisant I'expression de genes
impliqués dans la prolifération et maturation des OSBs (Houschyar et al., 2019 ; Salhotra et al., 2020). Mais
aussi par leur interaction avec les protéines présentes sur la matrice osseuse, comme les intégrines,
ostéopontines, fibronectines, sialoprotéines et le collagéne (Florencio-Silva et al.,, 2015). Une fois
positionnées, ces cellules forment une nouvelle matrice osseuse sur la zone précédemment dégradée par
les OSCLs. La fabrication de cette matrice de novo se produit en deux étapes ; dans un premier temps, les
0OSBs génerent 'ostéoide, correspondant a la sécrétion des protéines de collagéne, principalement du
collagene de type |, des protéines non collagéniques (OCN, ostéonectine, sialoprotéine osseuse (BSP II) et
ostéopontine) et des protéoglycanes dont la décorine et le biglycane. Dans un second temps, les OSBs
liberent des vésicules nommeées « vésicules matricielles » ces dernieres vont accumuler les ions présents
dans I'espace extracellulaire, ce qui va conduire a leur rupture et a la libération des minéraux sur la matrice
organique (ostéoide). Ces derniers cristallisent (phénoméne de nucléation) et constituent une nouvelle
matrice minéralisée (Blank et Sims, 2019).

Sur I’ensemble des OSBs impliqués dans la formation osseuse, certains rentrent en apoptose (environ 50-
70% d’entre eux) lorsque la matrice est formée, ou encore se différencient en deux autres types cellulaires,
a savoir les cellules du revétement osseux (OSBs en quiescence) et les ostéocytes (OSBs incorporés au sein

méme de la matrice osseuse) (Katsimbri, 2017).

1.3.2 Formation et role des cellules du revétement osseux.

A la suite de I'entrée des OSBs dans un état de repos cellulaire (quiescence), les OSBs perdent leur
morphologie cubique et adoptent une morphologie longue, mince et plate pour ainsi occuper la surface

osseuse. Leur différence est aussi présente d’un point de vue phénotypique, car contrairement aux OSBs,
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les cellules du revétement osseux expriment la molécule d'adhésion intercellulaire 1 (ICAM1), mais
n’expriment plus I'OCN (Brown, 2013). Il a été démontré que la présence de ces cellules limite l'interaction
physique entre les OSCLs et les OSBs avec la matrice osseuse, protégeant ainsi la zone osseuse sous-
jacente. Cependant, ces cellules interviennent dans le remodelage osseux et méritent leur place dans la
BMU, car comme les OSBs, elles produisent du RANKL et de I'ostéoprotégine (OPG) (Florencio-Silva et al.,
2015). De plus, elles préparent la surface de I'os avant la résorption en éliminant les fibrilles de collagéene
non minéralisées grace a |'action de métalloprotéinases, mais aussi aprés le remodelage, en déposant une
couche de collagéne sur la surface osseuse (Brown, 2013). Everts et al., 2002, ont également souligné leur
participation au sein méme de la zone de résorption, ou ces derniéres permettraient I’élimination des
fibrilles de collagéne non dégradées par les OSCLs, permettant un nettoyage plus efficace avant la

formation de la nouvelle matrice.

1.3.3 Formation et réle des ostéocytes

Les ostéocytes sont formés lors de la production de la matrice osseuse, lors de ce processus I'ensemble
des OSBs vont produire simultanément cette matrice (organique puis minérale) et une partie d’entre eux
vont s’y retrouver incorporés et ainsi perdre prés de 70 % de leurs organites et de leur cytoplasme, leur
conférant une apparence en forme d'étoile, similaire a la morphologie des cellules dendritiques (Katsimbri,
2017). Ce changement morphologique est accompagné de la diminution d’expression de plusieurs facteurs
ostéoblastiques tels que I'OCN, le BSPII, le collagene de type | et la phosphatase alcaline (ALP), et de
l"augmentation de I’expression protéique de la matrice dentinaire 1 (DMP1) et de la sclérostine
(marqueurs des ostéocytes). De plus, lors de leur l'intégration dans la matrice et leur transformation en
ostéocytes, leurs prolongements membranaires (jusqu'a 50 par ostéocyte) vont parcourir I'ensemble de la
matrice osseuse par l'intermédiaire de microvillosités appelées « canalicules » et ainsi former un vaste
réseau de communication entre ostéocytes, OSBs et les cellules du revétement osseux, nommeé réseau «
lacunocanaliculaire ». Ce réseau permet I'échange d’'ions et de molécules de signalisations entre ces
cellules, mais aussi I'apport d’oxygene et de nutriments en raison de sa proximité du systéme vasculaire.
De plus, il participe dans la détection localisée des variations de pressions s’exercant sur les os, capacité
propre aux ostéocytes, qui convertissent un signal mécanique (pression) en un signal biochimique (effet
piézoélectrique) (Florencio-Silva et al., 2015). Les ostéocytes représentent prés de 90-95% des cellules
totales présentes dans les os, et jouent un réle trés important dans le processus du remodelage osseux

par le biais du réseau lacunocanaliculaire, mais aussi par la production de sclérostine, de la protéine 1 liée
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a Dickkopf et de RANKL (Salhotra et al., 2020), favorisant ou non la phase de résorption et minéralisation

osseuse (Renema et al., 2016).

1.4 Autres mécanismes de régulation du remodelage osseux

Le remodelage osseux implique I'ensemble des acteurs présents dans la BMU, a savoir, les OSCLs, et les
0OSBs formant par la suite les ostéocytes et les cellules du revétement osseux (Salhotra et al., 2020). Nous
avons vu que lors du remodelage osseux, les OSBs et les ostéocytes stimulent I'ostéoclastogéneése via la
sécrétion de M-CSF et de RANKL (Florencio-Silva et al.,, 2015). Cependant, d’autres molécules sont
produites et permettent la régulation de I'ostéoclastogénése. C’est le cas de I'ostéoprotégine (OPG),
protéine majoritairement produite par les OSBs et les lymphocytes B (Chen et al., 2017). Cette protéine
agit comme récepteur leurre, en se liant au RANKL présent dans I’environnement et empéche ainsi
I"activation de son récepteur RANK (Boyce et al., 2013). De la méme maniere, le récepteur 4 couplé aux
protéines G contenant des répétitions riches en leucine (leucine-rich repeat-containing G- protein-coupled
receptor 4, LGR4) présente sur la membrane des OSCLs exerce un effet similaire et conduit a I'inactivation
de la signalisation via RANK et ainsi du facteur de transcription clé NFATc1. De plus, I'expression de LGR4
est induite par I'activation de RANK, ce qui en fait une boucle de régulation négative (Luo et al., 2016).
Ainsi, ces deux éléments permettent de réguler et de limiter I’activation des OSCLs.

Parallelement, d’autres mécanismes prennent place pour limiter I'ostéoblastogénese ; c’est le cas de la
sécrétion de sclérostine et de la protéine 1 liée a Dickkopf par les ostéocytes (Moriishi et al., 2012),
antagonistes de la voie de signalisation Wnt-B caténine (WNT-RB catenin), une voie clé dans la
différenciation ostéoblastique (Salhotra et al., 2020). De plus, I'expression d’autres molécules et
récepteurs comme les sémaphorines et éphrines agissent en réduisant autant I'ostéoclastogénése que

I'ostéoblastogénese (Chen et al., 2017).

1.5 Les conditions hémolytiques.

En condition homéostatique, les GRs circulent constamment a travers la rate au niveau de la pulpe rouge
qui agit comme un filtre. Les GRs viables y passent en raison de leur flexibilité, mais ceux vieillissants
perdent leur flexibilité membranaire et ainsi leur capacité a traverser ce filtre, et finissent par étre
éliminées de la circulation par les macrophages de la pulpe rouge de la rate. L'hémolyse correspond a la

destruction ou a I’élimination précoce des GRs en circulation avant qu’ils n’atteignent leur espérance de
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vie normale (120 jours). On distingue deux types d’hémolyse, I’'hémolyse intravasculaire, correspondant a
la lyse des GRs et a la libération de leur contenu dans le plasma sanguin, et I’hémolyse extravasculaire, ou
les GRs ayant des altérations membranaires sont phagocytés par les macrophages du foie et de la rate,
évitant la libération directe de leur contenu dans le plasma (Dhaliwal et al., 2004). La lyse des GRs est
compensée par une érythropoiese accentuée dans la moelle osseuse chez I’humain, maintenant ainsi

I"'apport en oxygéne. L’hémolyse des GRs peut étre d’origine génétique ou causée par :

1) Des déficiences de la glucose-6-phosphate déshydrogénase (G6PD), conduisant a une baisse de la
résistance des GRs au stress oxydatif, car la G6PD stimule la production de glutathion, molécule aux
propriétés antioxydantes. Des anomalies membranaires (sphérocytose et elliptocytose héréditaires)
causées par des mutations dans les genes codant pour le cytosquelette et la membrane des GRs, induisant

une détérioration progressive de cette derniére (Spychalska, 2012).

2) Des hémoglobinopathies, qui regroupent la drépanocytose, mutation de la chaine béta de
I’'hémoglobine causant une déficience dans la flexibilité des GRs ou la thalassémie, causée par la synthése
des chaines alpha ou béta de I’'hémoglobine qui sont déficiente, amenant a leur précipitation et a des

altérations des membranes érythrocytaires (Dhaliwal et al., 2004).

3) hémolyse peut aussi étre induite lors de pathologies comme le cancer (leucémies, lymphomes), a la
suite d’infections bactériennes (Mycoplasma pneumoniae) ou virales (Epstein-Barr, virus de
I'immunodéficience humaine), lors de traitements médicamenteux lourds (pénicilline), et lors de
transfusions sanguines (incompatibilité entre GRs donneur et receveur) (Dhaliwal et al., 2004). Dans
I’ensemble de ces conditions, des réactions auto-immunitaires contre les GRs ont lieu, dans lesquelles des
anticorps (IgG et I1gM) et/ou molécules du complément ciblent les érythrocytes et conduisent a leur
phagocytose par les macrophages et dans certains cas, a leur lyse dans le plasma sanguin en raison de la
formation du complexe d’attaque membranaire induit par les molécules du complément (Dhaliwal et al.,

2004).

4) Enfin, la lyse des GRs peut étre induite de maniére chimique avec de la phénylhydrazine ou encore de
maniere infectieuse comme c’est le cas de la malaria (causée par le protozoaire Plasmodium) et de la
babésiose (Babesia sp) ; ces parasites infectent et effectuent leur cycle de réplication au sein des GRs et

produisent des toxines induisant leur lyse.
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1.5.1 Structure et catabolisme de I’héme

De maniere générale, les conditions hémolytiques sont associées a une lyse importante des GRs, et a la
libération concomitante d’hémoglobine dans le plasma sanguin. L’'hémoglobine se présente sous forme
de tétramere, ou deux chaines alpha et béta se font face (a2R2).

Chaque chaine est associée a un groupement prosthétique d’héme, ce dernier étant un atome de Fer (Fe?*)
entouré de quatre molécules de pyrroles constituant un anneau de protoporphyrine IX. Lors de sa
libération dans le plasma sanguin, ’hémoglobine se sépare spontanément en deux diméres HbFe?" (aR),
puis la présence de ROS (espéeces réactives de I'oxygéne) et d’espéces réactives d’azote conduit a son
oxydation en méthémoglobine (HbFe3* (aR)). En condition homéostatique, la méthémoglobine est prise
en charge par I'’enzyme antioxydante haptoglobine (Ferreira et al., 2008), produite majoritairement par
les hépatocytes (cellules du foie) (Shih et al., 2014). Par la suite, le complexe haptoglobine-
méthémoglobine est reconnu et internalisé par les monocytes et macrophages via le récepteur Hp (CD163)
(Ferreira et al., 2008). Une fois internalisé, le complexe est ensuite pris en charge par I’héme-oxygénase

(HO), une enzyme antioxydante (Ferreira et al., 2008) (Figure 1.3).

HbFe2+(aop2)

4

Héme libre ,' ‘
Heéme libre v Zg : T~

“%v' - § N ’

Héme-Oxygénase 1

Albumine

Figure 1.3 Mécanismes et enzymes impliquées dans le catabolisme de I'hémoglobine libérée dans le
plasma sanguin.
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(Légende figure 1.3) Lors de la lyse des GRs, I’hémoglobine sous forme de tétraméres HbFe?" (a2B2) est libérée
dans le plasma sanguin et forme spontanément un dimére HbFe*" (aB). Par la suite, sous I’action des ROS,
I’HbFe?" est oxydée en méthémoglobine (metHb, HbFe*"), de plus, un intermédiaire connu pour ses actions pro-
inflammatoires est généré I’HbFe*" (af). En conditions homéostatiques, la méthémoglobine est prise en charge
par ’haptoglobine (pas de libération d’héme), mais lors de I’hémolyse elle est saturée, ce qui conduit & une
persistance d’héme libre. L’héme est donc prise en charge de manicre extracellulaire par 1’hémopéxine et
I’albumine puis dégradée de manicre intracellulaire grace a 1’action de la HO-1. Figure modifiée et tirée de :
Ferreira et al., 2008.

1.5.2 Le r6le de I’'heme oxygénase

L'HO est une enzyme codée par le gene Hmox1, et existe sous trois isoformes (HO-1, HO-2 et HO-3)
(Ferreira et al., 2008). La HO-1 est une forme inductible, fortement exprimée lors de conditions
particulieres, telle que la présence de son substrat I’'heme (Figure 1.4), de chocs thermiques, de fer, de
métaux lourds, d’un stress oxydatif, de cytokines inflammatoires, lors d’hypoxie ou en présence de
lipopolysaccharides, molécule présente sur la surface des bactéries GRAM- (Wu et al., 2019). Une forme
constitutive, la HO-2, est majoritairement exprimée dans le cerveau, et contribue a sa protection contre
le stress oxydatif (Parfenova et Leffler, 2008). La HO-3 est une isoforme encore peu connu a ce jour, ayant
une faible capacité de dégradation de I’heme libre (Wu et al., 2019). Ainsi, aprés avoir été prise en charge
par I’haptoglobine et internalisée via le récepteur CD163, I’heme libre induit I'expression de la HO-1 et
devient son substrat. L'HO-1 clive I'anneau de protoporphyrine IX de I'héme, libérant ainsi le fer en son
centre, générant par la suite du monoxyde de carbone. La structure de protoporphyrine restante
constituera la biliverdine (Figure 1.5), qui sera ensuite convertie en bilirubine par l'intermédiaire de la

biliverdine réductase.
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Hémine

Formule moléculaire : Formule moléculaire :
C34H32FCN404 C34H32C1FCN404

Figure 1.4 Structures et formules moléculaires de I'héme et de I’lhémine (HE).

Les structures entre I’héme et I’hémine sont similaires, mais différent au sein de la molécule, composée de fer
pour I’héme et de fer et chlorure pour I’hémine.

Ainsi, le catabolisme de I’héme libre permet de générer des molécules aux propriétés antioxydantes
(biliverdine, bilirubine et CO), mais aussi du Fe?*, qui peut étre a I'origine de la production de ROS, c’est
pourquoi la ferritine posséde un réle important en stockant ce dernier et en I'oxydant, produisant du Fe3*
qui ne pourra plus servir pour la production de ROS. L’oxydation du fer est permise grace a la ferroxidase
de la sous-unité de la chaine H de la ferritine (Ferreira et al., 2008). Le fer stocké, est ensuite utilisé pour
d’autres processus physiologiques. Toutefois, lors d’'une hémolyse importante comme c’est le cas pour
certaines maladies (drépanocytose, malaria et thalassémie) I’'ensemble de ces mécanismes sont saturés,
ne permettant pas le catabolisme complet de I’'heme libre en circulation, et conduisant a une perturbation
de I'homéostasie cellulaire et a la dérégulation de plusieurs processus physiologiques tels que I'immunité
innée et adaptative, ainsi que le remodelage osseux.

L’haptoglobine est présente a une concentration comprise entre 450 et 1650 mg/L dans le plasma sanguin,
mais lors de conditions hémolytiques et plus particulierement lors d’hémolyses intravasculaires, cette
enzyme est saturée en raison de la présence accrue d’hémoglobine, car une grande majorité est
internalisée et dégradée via le récepteur CD163 des macrophages et monocytes, causant une baisse de sa
concentration dans le plasma sanguin (concentration < 450mg/L marqueur témoignant d’une hémolyse)
(Naryzny et al., 2021). Dans ces conditions, la méthémoglobine n’étant pas prise en charge, il n’y aura pas

d’internalisation du complexe haptoglobine-méthémoglobine et I’"héme va étre libérée dans I'espace
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extracellulaire. D’autres enzymes peuvent alors intervenir comme I'albumine ou I’hémopéxine en liant
I’'héme afin de limiter son action. Néanmoins, lors d'un stress hémolytique important, tous ces
mécanismes sont saturés, la dégradation de I’heme libre n’est alors plus suffisante pour protéger
I’'homéostasie cellulaire, et de nombreux effets néfastes peuvent alors étre provoqués (Ferreira et al., 2008

; Nielson et al., 2010).

Heme libre

#C°
1 OH' — (Cytotoxicité
-

NADPH %_Cyt P450

Biliverdine % /

* HO-1
/N
Biliverdine ﬁi’
Réductase y Pl ';
é [ o]
Bilirubine Monoxyde de Ferritine (Chaine H)

carbone

Cytoprotection

Figure 1.5 Mécanismes cataboliques de I’héme libre par la HO-1.

Cette enzyme génere trois éléments lors de la dégradation de I’héme libre : le monoxyde de carbone (CO),
du Fer (Fe) et de la biliverdine (BV). La biliverdine est prise en charge par une autre enzyme la biliverdine
réductase (BVR) formant une molécule aux propriétés antioxydantes, la bilirubine. Le fer est stocké dans
la ferritine (chaine H, FtH). Lors d’une hémolyse importante, la surcharge des mécanismes antioxydants
induit la production de ROS a partir de I’'héme libre et/ou du fer produit par la HO-1 via la réaction de
Fenton. Figure modifiée tirée de : Gozzelino et al., 2010.

1.5.3 Effets déléteéres de ’lheme libre

La méthémoglobine non prise en charge est oxydée et libere ses groupements prosthétiques (hemes) dans
le milieu extracellulaire, or I’'héme libre peut avoir de lourdes conséquences sur I'organisme, comme la
génération de ROS (peroxyde d’hydrogene H,0,, anion superoxyde O, et le radical hydroxyle HO®) par la

réaction de Fenton (Fe**(aq) + H,0, > Fe3*(aq) + OH-(aq) + HO®). La génération de ROS est responsable
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de nombreux effets néfastes au sein de notre organisme, tel que des dommages sur ’ADN et I’ARN,
I’altération de structures membranaires (diminution, intégrité et fluidité) ou encore I’oxydation d'acides
aminés, le clivage des liaisons peptidiques et |'agrégation de protéines, conduisant a une perte des
fonctions associées (Juan et al.,, 2021). De plus, par sa nature lipophile, 'héme diffuse a travers la
membrane et peut directement s’intercaler au sein de la bicouche phospholipidique, ce qui provoque
|'oxydation de la membrane cellulaire et accentue la perméabilité membranaire, favorisant ainsi la lyse et

la mort cellulaire (Chiabrando et al., 2014).

1.6 La dérégulation du remodelage osseux :

1.6.1 Lors du vieillissement cellulaire

1.6.1.1 La sénescence

Lors d’un stress oxydatif important, les ROS induisent la sénescence cellulaire (Pignollo et al., 2021), un
état caractérisé par un arrét du cycle cellulaire (provoqué par une hausse de I'expression des protéines
pl6, p21 et p53) et corrélé a une altération de I'expression génique, conduisant a I'adoption d’un
phénotype sécrétoire associé a la sénescence (SASP), qui correspond a la production de protéines pro-
inflammatoires (IL-6, I'IL-8, I'lL-1R, TNF-a ), chimioattractantes des monocytes (MCP), inflammatoires des
macrophages (MIP), chimiokines et molécules dégradant la matrice osseuse (métalloprotéinases, MMP).
En outre, la sénescence est également caractérisée par une augmentation de I'expression de la B-
galactosidase, qui est également connue sous le nom de SA-beta-gal (pour B-Galactosidase associée a la
sénescence), ainsi que par des changements morphologiques et une résistance aux stimuli apoptotiques
(Coppé et al.,2010; Salminen et al., 2011 ; Mijit et al., 2020 ; Elder et Emmerson, 2020 et Pingolo et
al.,2021). L'ensemble de ces caractéristiques constituent des marqueurs qui permettent d’identifier la
sénescence cellulaire.

L’entrée en sénescence des cellules peut étre induite par le vieillissement cellulaire, car a chaque division
mitotique, les télomeéres qui protegent I’extrémité de I’ADN des chromosomes raccourcissent, ce qui induit
I’entrée en sénescence avec le temps, ou lors de stress comme des dommages a I’ADN, la présence de ROS
(stress oxydatif), ou lors de I'oncogenése (Farr et al., 2016 ; Pingolo et al., 2021). Néanmoins, I’entrée en
sénescence présente des aspects bénéfiques comme favoriser la cicatrisation des plaies et limiter

I'oncogenese (car arrét de la prolifération), mais aussi néfastes comme ['établissement d’un
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environnement inflammatoire pouvant perturber ’lhoméostasie cellulaire, et qui paradoxalement peut
conduire sur le long terme a une prolifération tumorale (Pingolo et al., 2021 ; Huang et al., 2022).

De plus, plusieurs stades de sénescence existent, comme la sénescence précoce, en développement et
tardive, et a chaque type, des marqueurs précis sont exprimés, par exemple I'expression de p21 est

précoce tandis que I’expression de la SA-R-galactosidase, tardive (Coppé et al., 2010 ; Pingolo et al., 2021).

Avec I'age, une augmentation de la sénescence cellulaire des cellules impliquées dans le remodelage
osseux comme les OSBs et les ostéocytes est constatée, avec une production accentuée des SASPs,
conditions associées a une perte de la masse osseuse, perte rétablie aprés I'élimination des cellules
sénescentes (Kim et al., 2019 ; Farr et al., 2017). Dans ce contexte, des études considérent la voie de
signalisation NF-kB, impliquée dans la formation des OSCLs en conditions homéostatiques, comme cruciale
pour l'induction des SASPs et la réponse inflammatoire lors de la sénescence cellulaire (Salminen et al.,
2011). Le stress oxydatif agit sur I'organisme de différentes maniéres et est responsable de nombreux
effets déléteres, d’ou I'importance d’autres mécanismes de protection pour limiter ces effets. Parmi ces
mécanismes, on retrouve notamment I’"hémopéxine, une protéine plasmatique qui lie I’'héme libre en
circulation et permet son internalisation par interaction avec le récepteur CD91, exprimé par les
hépatocytes, macrophages, fibroblastes, adipocytes, neurones et trophoblastes. En deuxieme, on retrouve
I'albumine, protéine présente a une concentration de 44g/L dans le plasma et rapportée comme
contribuant a la « séquestration » de I’héme libre en circulation (Pradhan et al., 2020 ; Ferreira et al.,

2008).

1.6.1.2 Relation entre la sénescence et I’environnement osseux

Il est désormais établi que la proportion de cellules sénescentes augmente avec I'age, ce qui conduit a un
environnement pro-inflammatoire a I'origine de la dérégulation de nombreux processus physiologiques
(Farretal., 2016 ; Pignollo et al., 2021). Concernant I’'environnement osseux, le vieillissement cellulaire est
associé a une perte de la masse osseuse plus importante en raison de la hausse de I'activité de résorption
des OSCLs, corrélé a la diminution de la formation de matrice de novo par les OSBs (Khosla et al., 2018 ;
Pignollo et al., 2021). Ainsi, la sénescence cellulaire semble plus affecter négativement les OSBs que les
OSCLs.

Chez les OSCLs, il a été montré que la stimulation du récepteur RANK par RANKL induit la production de

ROS (un des types de stress pouvant induire la sénescence), ce qui favorise |'ostéoclastogénese.
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Parallelement, la présence de I'antioxydant n-acétyl-I-Cystéine (NAC) inhibe leur formation (Lee et al.,

2005 ; Zhou et al., 2021).

Dans ce contexte, trois études indépendantes, Chen, W et al., 2007 ; Gorissen et al., 2019 et Lee et al.,
2021 ont clairement démontré que les OSCLs adoptaient un profil de cellule sénescente lors de leur
formation, en raison de la présence de nombreux marqueurs comme : l'arrét prolifératif, leur
morphologie, I'expression de la SA-B-galactosidase, I'expression de p21 et p16, la présence d’une forte
activité métabolique ainsi que la sécrétion de protéases (CTK), métalloprotéinases et cytokines
inflammatoires qui permettent de mener a bien leur activité de résorption. Chen et al., 2007 a également
démontré un lien entre I'intensité de résorption (expression CTK), la viabilité des OSCLs et leur niveau de
sénescence dans le cas d’une maladie génétique affectant les os (Pycnodysostose). Une forte expression
de la CTK (forte résorption) est corrélée a une hausse de la sénescence, mais a une diminution de la
viabilité cellulaire et inversement. De plus, cette équipe de recherche a utilisé une lignée cellulaire
précurseur des OSCLs, similaire aux RAW 264.7 (les MOCP-5, qui en présence de RANKL peuvent former
des OSCLs matures). Ou ils ont démontré que lorsque I'expression de la CTK était accentuée chez les
MOCP-5, une hausse de la sénescence était constatée et corrélée a une prolifération cellulaire diminuée.
Ces études in vivo et in vitro confirment I'implication de la sénescence dans la néoformation des OSCLs et

soulignent un potentiel effet régulateur de leur survie et de I'intensité de leur résorption.

1.6.2 Lors de conditions hémolytiques

Lors de conditions hémolytiques telles que celles liées a la thalassémie, la drépanocytose et la malaria,
I’'homéostasie osseuse est perturbée, entrainant une perte et une fragilisation des tissus osseux
(ostéoporose) (Baldenzi et al., 2011 ; Moreau et al., 2012 ; Smith-Guzman, 2015 ; Taher et Saliba, 2017).
Les individus souffrant de thalassémie, une maladie caractérisée par la production d'hémoglobine
défectueuse, font face a une surcharge de fer importante, causée par la lyse des GRs. Cela provoque des
dysfonctionnements cellulaires, I'apoptose, et la nécrose des organes cibles en raison de |I'accumulation
de ROS (Taher et Saliba, 2017 ; Juan et al., 2021). Dans ce contexte, I'équipe de recherche de Jiang et al.,
2022 a démontré que I'accumulation en fer conduit a une diminution des génes impliqués dans la fonction
et I'activité des OSBs, comme I’ALP, I’OPN, I'OCN et RUNX2 chez la lignée cellulaire MC3T3-E1 (précurseurs

0OSBs) ; cette diminution était corrélée a une réduction de la minéralisation in vitro.
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Par ailleurs, d'autres effets néfastes ont été observés durant ces conditions, tels que la diminution de la
viabilité cellulaire, la peroxydation des lipides, et la production excessive de ROS par la réaction de Fenton.
Cependant, l'utilisation d'inhibiteurs de la ferroptose (une forme de mort cellulaire nécrotique
dépendante du fer), tels que la déféroxamine et la ferrostatine-1, a permis d'améliorer ces parameétres.

Cette équipe a ensuite reproduit ces résultats in vivo chez des souris C57/BL6, montrant une diminution
des marqueurs sériques de formation osseuse tels que I'OCN, I'OPN et la PINP. Cette diminution était
associée a une réduction du volume osseux chez les souris C57/BL6, conduisant a une perte de masse

osseuse. L'ajout d'inhibiteurs de la ferroptose a également permis de restaurer ces parametres.

Parallelement, plusieurs études ont confirmé et indiqué que la présence de fer réduisait I'expression du
facteur de transcription RUNX2 et des génes associés (OCN, ALP), diminuant ainsi la production d’une
matrice minéralisée de novo. De plus, le fer sérique peut induire I'apoptose des OSBs en activant les
caspases 3 et 7 (Shi et al., 2021). La présence de fortes concentrations ferriques est délétére pour la
formation osseuse, néanmoins, cette derniere favoriserait la différenciation et I’activité des OSCLs (Jeney,
2017).

Cela s’explique d’une part par le fait que pour effectuer leur résorption, les OSCLs ont besoin d’'une grande
guantité d’énergie, obtenue majoritairement par un grand nombre de mitochondries. Or, la biogenese
mitochondriale nécessite du fer. De plus, la différenciation des OSCLs est associée a I'augmentation de
I"absorption de fer par I'intermédiaire de la hausse d’expression du récepteur de la transferrine. Le fer
permet également I'induction de ROS, nécessaires lors de I'ostéoclastogénése. Enfin, la nécessité de cette
molécule lors de I'ostéoclastogénese s’est avérée lorsque sa chélation par la lactoferrine (protéine liant le

fer) a inhibé la différenciation des OSCLs (Jeney, 2017 ; Ledesma-Colunga et al., 2021).

En résumé, ces études mettent en évidence que lors d'une hémolyse significative, I'équilibre du

remodelage osseux est perturbé, favorisant la résorption osseuse au détriment de la formation de la

matrice osseuse (Jeney, 2017 ; Shi et al., 2021 ; Jiang et al., 2022).
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1.6.3 Hypothese et objectifs

L'ostéoporose est une pathologie affectant une grande partie de la population mondiale, et
particulierement la population vieillissante. Néanmoins, il est désormais établi que les maladies
hémolytiques sont aussi associées a cette pathologie. Dans ce contexte, I'équipe de recherche de Moreau
et al.,2012 a pu constater une perte de masse osseuse chez des souris BALB/c ayant subis une hémolyse
chimique (phénylhydrazine) et infectieuse (Plasmodium chabaudi adami) en raison de la diminution de la
formation osseuse corrélé a la maintenance de la résorption osseuse. Cependant le fait que cette perte de
masse osseuse se produise alors que moins d’OSCLs soit formés est intrigant. Notre projet vise donc a
mieux comprendre ce phénoméne en vérifiant et en étudiant le comportement des OSCLs matures et

néoformés en présence d’HE in vitro.

Notre hypothése de recherche est que la présence d’HE pourrait favoriser la persistance et/ou I'activité
des OSCLs matures déja différenciés sur la matrice osseuse, ce qui pourrait compenser la déficience de

I’ostéoclastogénése observée in vivo.

Pour répondre a cette hypothése, nous avons défini 3 objectifs :

1. Confirmer I'effet inhibiteur de I'HE sur I'ostéoclastogénése et la capacité de résorption des OSCLs
néoformés.

2. Déterminer lI'impact de la présence ou I'absence de M-CSF et de RANKL sur la persistance des
OSCLs déja différenciés et sur leur activité de résorption. Tout en y évaluant l'effet du
conditionnement a I'HE.

3. Explorer|’effet de I’'HE sur I'induction d’un profil de cellule sénescente et sur la capacité migratoire

des RAW 264.7 (monocyte/macrophage (précurseurs OSCLs)).
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CHAPITRE 2
MATERIEL ET METHODES

2.1 Modeéle animal

Les souris BALB/c femelles de 6-8 semaines d’age ont été obtenues chez Charles River Laboratories
(Canada). Toutes les manipulations ont été approuvées par le Comité institutionnel de Protection des
Animaux (CIPA) et suivent les recommandations du Conseil Canadien de Protection des Animaux (CCPA)

(protocole 989).

2.2 Culture cellulaire, génération et traitement des ostéoclastes in vitro (lignée cellulaire)

La lignée cellulaire de monocyte/macrophage murine RAW 264.7 provient de I’American Type Culture
Collection (ATCC). Les cellules ont été cultivées dans du milieu Dulbecco’s modification Eagle’s medium
(DMEM 1X avec 4,5g/L Glucose, et avec L-Glutamine et pyruvate de sodium) (Wisent #319-005-CL),
supplémenté avec 10% de sérum de veau fétal (SVF) et 1% de Pencilline/Streptomycine. Pour le passage
des RAW 264.7 un grattoir cellulaire a été utilisé. Pour induire la différenciation des RAW 264.7 en OSCLs,
les cellules ont été re suspendues dans du milieu alpha-MEM (Sigma #M6074), supplémenté avec 10% de
SVF et 1% de Pénicilline/Streptomycine. Aprés adhérence ON (over night), les cellules ont été
conditionnées avec 50 ng/mL de RANKL (Peproteck). La stimulation des RAW 264.7 a été réalisée aprés
une nuit d’adhérence cellulaire selon les conditions testées : 5,75, 11,5 et 23 uM d’HE. La culture cellulaire

a été maintenue 6 jours, avec changement du milieu au jour 3.

2.3 Culture cellulaire, génération et traitement des macrophages et ostéoclastes in vitro (cellules
primaires, souris BALB/c femelle)

2.3.1 Différenciation ostéoclastique

Afin d’obtenir des OSCLs, la moelle osseuse des os longs (fémurs et tibias) des souris BALB/c a été extraite
par la technique de « ringcage », qui consiste a introduire du PBS a I'aide d’une seringue et d’une aiguille
de 23G au sein des os préalablement coupés aux extrémités. Apres récupération de la moelle osseuse, les
cellules ont été mises en culture 18 heures dans du milieu Alpha Modification of Eagle’s Medium (aMEM
1X, avec L-glutamine (Thermofischer #12571-063), supplémenté avec 10% de sérum de veau fétal (SVF),

1% de Pénicilline/Streptomycine et 10% d’exsudat de la lignée fibroblastique murine L929 (SL929) comme
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source de M-CSF. Les cellules non adhérentes ont été récupérées et mises en culture durant 6 jours dans
du aMEMc + 25% SL929 en présence de RANKL (50ng/mL), et de 50uM de R-mercaptoéthanol afin
d’obtenir des OSCLs multinucléés fonctionnels. Dans le cadre des manipulations, la génération des OSCLs

matures multinucléés a permis de tester deux paramétres :

1) LUeffet de I’HE sur la différenciation de précurseurs myéloides en OSCLs (ostéoclastogéneése), ou
les cellules ont été conditionnées ou non avec de I’'HE a des concentrations de 5,75, 11,5 ou 23
UM du jour 0 + 18h (adhérence cellulaire) au jour 6, avec un changement des milieux trois jours
plus tard.

2) Leffet de I’'HE sur les OSCLs matures déja formés, ou les cellules ont été conditionnées avec
différents milieux du jour 6 au jour 12, a savoir aMEMCc seul ou supplémenté avec 25% SL929,

50ng/mL RANKL, 25% SL929 et 50ng/mL RANKL, avec ou sans HE (11,5 et 23 uM).

Les macrophages générés (utilisés comme contréles) ont été stimulés avec 25% de SL929 du Jour 0 au jour
6, en présence ou non d’HE (5,75, 11,5 et 23 uM) ou du Jour 0 au Jour 12 en présence ou non d’HE (11,5

et 23 uM) avec un changement aux trois jours.

2.3.2 Production de macrophages

Un protocole de récupération des cellules non adhérentes de la moelle osseuse identique a été suivi,
hormis le fait que les cellules ont été mises en culture dans du DMEMCc supplémenté avec 15% de SL929
selon la méthode utilisée par Trouplin et al., 2013 durant 6 jours afin de générer des macrophages
différenciés (changement milieu jour 3). Ce protocole a été vérifié par notre laboratoire et permet

|’obtention d’une culture homogene de macrophages (100%) (données non présentées).

- Différenciation des macrophages en ostéoclastes.

Par la suite, du jour 6 au jour 12, les macrophages ont été conditionnés avec du aMEMc et 50uM de R-

mercaptoéthanol avec 50ng/mL RANKL ou avec 25% SL929 + 50 ng/mL RANKL.

25



2.4 Stratégie d’identification des ostéoclastes

Lors du processus de différenciation des cellules myéloides, toutes les cellules non adhérentes ne se
différencient pas en OSCLs, un marquage TRAP était nécessaire pour corroborer I'expression de cette
enzyme (cellule rosée/violacée (TRAP5b+)) et ainsi déterminer si les cellules TRAP5b+ possédaient au
moins 3 noyaux. Si ces deux parameétres étaient confirmés, la cellule était considérée comme un OSCL. A
I'inverse des cellules mono et binucléées TRAPSb+ présentées dans la figure 3.1, positives pour le

marquage TRAP, mais avec un nombre de noyaux inférieur a 3 qui ont été exclues (Figure 2.1).

Cellules TRAP5b +

2 9 noyaux > 20 noyaux > 65 noyaux

> 3 noyaux

Cellules :

ﬁ h% : F?;? Binucléées

y / Q Mononucléées

Figure 2.1 Stratégie d’identification des ostéoclastes.

Cette figure illustre la méthode utilisée pour discriminer les OSCLs. Sont présentées ici des cellules exprimant
la TRAP (I'expression de cette enzyme donne une coloration rosée/violette chez les cellules positives), mais
avec un nombre de noyaux variable (cellule mononucléée (1 noyau), binucléée (2 noyaux), ou OSCLs (=3
noyaux)). La littérature considére un OSCL selon deux critéres : sa positivité pour le marquage TRAP5b, et la
présence d’au moins 3 noyaux (Ghayor et al., 2011 ; He et al., 2018 ; Zhang et al., 2022).
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2.5 Production de M-CSF par la lignée fibroblastique L929

Afin d’obtenir du M-CSF, la lignée de fibroblastes L929 a été utilisée en raison de sa capacité a produire et
sécréter cette protéine (Chakraborty et al.,, 2017 ; Guo et al., 2019 ; Frech, 2021 ; Heap et al., 2021).
L'obtention du milieu conditionné par les cellules 1929 en confluence a été réalisée selon les
recommandations de Winston, (G.W et al., 2014). Brievement, les cellules L929 ont été cultivées jusqu’a
confluence dans une flask de culture T25, puis trypsinées et cultivées a une concentration de 1600 cellules
/ cm? dans une flask de culture T75. Aprés 7 jours de culture, le surnageant a été récupéré, filtré (22 um),
aliquoté et congelé a -20°C. Pour chaque manipulation, et changement de milieu, le milieu conditionné

par les cellules L929 en confluence a été utilisé frais.

2.6  Préparation de I'HE

Avant de procéder au conditionnement des cellules, I'HE a été préparée de maniére fraiche avant chaque
expérience et chaque changement de milieu. Brievement, I’'HE sous forme de poudre (#H9039, Sigma,
stockée a 4°C) a été resolubilisée dans du NaOH 0.2M stérile a une concentration de 1mg/mL. Par la suite,
le pH a été ajusté a 7.4 par ajout de HCL 1M stérile. Les concentrations utilisées pour I'ensemble des
manipulations : 5,75, 11,5 et 23 uM sont représentatives des concentrations retrouvées lors d’une
hémolyse infectieuse (malaria) = 25 uM ; chimique (phenylhydrazine) = 19 uM, (Moreau et al., 2012) et

génétique (drépanocytose) = 27 UM (Gouveia et al., 2017).

2.7 Marquage phosphatase acide tartrate-résistante (TRAP)

Afin d’évaluer si les OSCLs exprimaient la phosphatase acide tartrate-résistante, un marquage TRAP a été
réalisé selon les instructions du fabricant (Cosmo Bio Co #AK04F). En résumé, le surnageant cellulaire a été
enlevé, les cellules ont ensuite été lavées avec du PBS 1X, puis fixées durant 15 minutes avec de la
paraformaldéhyde 4%. Apres 3 lavages avec de I'eau distillée (dH,0), la solution de marquage a été
ajoutée. La réaction a eu lieu entre 10 et 20 minutes a 37°C, puis arrétée avec un lavage a l'eau distillée.
Les cellules positives pour ce marquage affichent une teinte rosée/rouge a l'inverse des cellules négatives

restées incolores.
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2.8 Marquage des cellules sénescentes

L'entrée en sénescence des RAW 264.7 a été caractérisée par la présence de cellules positives a la 13-
Galactosidase nommeé SA-R-Gal (B galactosidase associée a la sénescence). De plus, un inducteur connu de
la sénescence, le peroxyde d’hydrogene (H,0,) a été utilisé afin d’avoir un contrdle positif et une condition
ou la sénescence a été induite (Gary, R.K et Kindell, S.M (2005)). Pour quantifier I'expression de la SA-R-
Gal, le surnageant de culture a été enlevé et les cellules ont été rincées avec du tampon phosphate salin
(PBS) puis, fixées avec du paraformaldéhyde a 4% durant 15 minutes a RT. Les cellules ont été lavées deux
fois avec du PBS 1X (+ MgCL, 1mM, pH5) et incubées avec cette méme solution ON a 37°C. Par la suite, la
solution de marquage X-Gal a été ajoutée (Pour 10ml : 9,3mL PBS 1X/MgCl, 1ImM + 0,5mL KC 20X (0.82g
K3Fe(CN)e + 1.05g K4Fe(CN)g . 3H,0 + 25mL PBS 1X) + 0,25mL X-Gal 40X (40mg/mL solubilisé dans du N,N-
diméthylformamide) et incubée a 37°C entre 3 et 10 heures a 37°C (environ 6-8 h pour les RAW264.7).
Lorsqu’environ 20% des cellules du contrdle positif étaient positives pour le marquage, la solution de
marquage X-Galactosidase a été enlevée et les cellules ont été lavées trois fois avec de I’eau distillée

(dH,0). Les plaques ont été stockées dans le noir a 4°C.

2.9 Analyse des transcrits par RT-PCR

Pour quantifier I'expression de génes par gPCR, I’ARN total des cellules a été récupéré dans du TRIZOL
(ThermoFischer) selon les instructions du fabricant et dosé au Nanodrop (ThermoFischer) afin de vérifier
sa concentration et sa pureté. Par la suite, I’ARN a été converti en ADNc a l'aide du kit commercial high
capacity cDNA (Applied biosystems) selon les instructions du fabricant, ayant comme programme 10
minutes a 25°C, 120 minutes a 37°C, 5 minutes a 85°C et stocké a 4°C. Finalement, la qPCR a été effectuée
dans I'appareil ABI 7300 (Applied Biosystems) avec le Supermix SsoAdvanced SYBR green (BioRad). Le
programme utilisé consiste en 30 secondes de dénaturation a 95°C suivie de 40 cycles de 15 secondes de
dénaturation a 95°C et 60 secondes d’hybridation et extension a 60°C avec lecture de plaque. Une analyse
de la courbe de fusion (melt-curve) a été effectuée a la fin des cycles. Les amorces ont été utilisées a une

concentration de 150nM final (Voir Annexe A).

2.10 Migration cellulaire des RAW 264.7

Pour étudier I'effet de I’HE sur la migration cellulaire, la lignée murine de macrophages/monocytes, RAW

264.7 a été utilisée. Brievement, 4,4 x 10 cellules/cm? ont été cultivées dans du milieu Dulbecco’s
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modification Eagle’s medium (DMEM 1X avec 4,5g/L Glucose, et avec L-Glutamine et pyruvate de sodium)
(Wisent #319-005-CL), supplémenté avec 10% de sérum de veau fétal (SVF) et 1% de
Pénicilline/Streptomycine. Aprés deux jours de culture et une confluence de 95%, un sillon a été réalisé
avec un cone de P200 stérile afin de perturber la monocouche cellulaire. Apres 2 lavages, les cellules ont
été remises en culture durant 24 heures. La migration cellulaire dans la zone grattée a été photographiée
toutes les 15 minutes et ce durant 24 heures a I'aide d’'un microscope confocal (Chen et al., 2018 ; Sun,

Lian et Meng (2019)). Les données ont ensuite été analysées grace au logiciel NIS ELEMENTS.

2.11 Production de matrice minéralisée (Calcium-Phosphate)

Afin de quantifier I'activité de résorption des OSCLs, une matrice minéralisée a été créée en suivant le
protocole de Maria et al. 2013. Brievement, une solution de Body fluid (SBF) a été préparée en mélangeant
50% de tampon Tris (50 mM Tris base, pH 7.4 ajusté avec 1M HCI), 25% d’une solution stock de calcium
(25 mM CaCl,.H,0, 1.37M NaCl, 15 mM MgCl,,6H,0 dans Tris buffer, pH 7.4), et 25% de solution stock de
phosphate (11.1 mM Na;HPO4.H,0, 42 mM NaHCOs dans du Tris buffer, pH 7.4).

Par la suite, une solution de phosphate de calcium a été préparée en ajoutant 41 mL HCI (1M) a 800 mL
d’eau MilliQ (Soit 2,56 mL d’HCL (1M) pour 50 mL d’eau MilliQ). Ensuite, 2.25 mM Na;HPO4.H,;0, 4 mM
CaCl;.2H,0, 0.14M NaCl, et 50 mM Tris y ont été dissous. Ces solutions ont été ramenées a pH de 7,4 et
filtrées a travers un filtre de 0,22 um. Des plaques de 96 puits ont été utilisées, et 200uL de SBF ont été
ajoutés dans chaque puits et incubés 3 jours a RT. La solution SBF a été aspirée et la solution CPS a été
ajoutée (200puL/puits) pendant 1 jour a RT, aspirée et 200uL d’ETOH a été ajouté pour stériliser la plaque.
Apres évaporation sous hotte, les puits ont été nettoyés 2 fois avec de I'eau milliQ stérile. La plaque a été
ensuite séchée a 37°C durant une nuit. Avant I'ajout des cellules, 100uL de FBS ont été ajoutés 30 minutes
a37°C.

Les stocks déshydratés de Tris-Base ; Calcium (CaCl;.H,0), Magnésium (MgCl,,6H,0), et de Chlorure de
Sodium (NaCl) proviennent du fournisseur MilliporeSigma®. Les stocks déshydratés de Sodium phosphate

dibasique (Na;HPO4.H,0) et de bicarbonate de sodium (NaHCOs) proviennent de Anachemia®.
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2.12 Marquage de la matrice

Dans le but de quantifier la dégradation de la matrice de calcium phosphate par les OSCLs, deux marqueurs

distincts ont été utilisés.

Marquage colorimétrique avec le rouge d’alizarine (C14H;NaO-S ; Cat : A5533, Sigma). Avant "application
de ce marquage, les cellules ont été enlevées avec une solution de chlorure de sodium (1 M) dans 0,2% de
Triton-X-100 (Maria et al., 2013). Puis, les puits ont été rincés avec de I'eau distillée (dH,0) et la solution
de rouge d’alizarine a été ajoutée (1mg/mL dans dH,0) pendant 3-5 min. Ensuite, le colorant a été enlevé
etlamatrice a été observée au microscope. Les fosses de résorptions sont blanches et la matrice composée
de calcium, rouge.

Marquage fluorescent avec de la calcéine (C30H,6N,0;3 ; Cat : C0875, Sigma). Ce marqueur a été appliqué
directement sur la matrice avant la mise en culture des cellules a une concentration de 5 uM (dH>0) durant
5 minutes. Aprés 3 lavages au dH,0, les cellules ont été mises en culture selon le milieu et le
conditionnement approprié. Le but était de pré marquer la matrice afin d’observer sa dégradation dans le
temps en raison de la perte de fluorescence. Les fosses de résorptions sont noires et la matrice composée

de calcium, verte.

2.13 Quantification et analyse de la résorption sur matrice de phosphate de calcium

Afin de quantifier I'activité de résorption des OSCLs, chaque puits a été photographié en entier par un
microscope confocal, en utilisant le programme (« Large Image » ou « ND acquisition ») (Objectif 4X).
Ensuite, chaque image a été traitée et analysée avec le logiciel NIS ELEMENTS. Brievement, I'image a été
rognée sous la forme d’un carré sans les bordures du puits afin d’éviter tout faux positif et d’affiner la
détection des événements de résorptions. Par la suite, un seuil de détection a été défini (Binary>Define
Treshold) afin que le logiciel repére toutes les fosses de résorptions (seuil de couleur défini sur blanc dans
le cadre des matrices marquées avec le rouge d’alizarine (colorimétrique), contre un seuil de couleur noire
pour les matrices marquées avec la calcéine (fluorescent)). Apres la définition optimale du seuil, les
événements inférieurs & 8um ont été enlevés pour éviter toute détection incorrecte. A cette étape,
I’ensemble des fosses de résorptions sont détectées par le logiciel, il est donc nécessaire de convertir ces
données en ROI (« Region of Interest », Région d’intérét) (ROI>Move Binary to ROI) afin de les regrouper

dans le fichier résultats du logiciel (événement par événement avec sa surface en um?) et de les exporter
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sur le logiciel Excel afin de les analyser. Les figures 2.2 et 2.3 servent d’exemples visuels de la procédure

utilisée, pour une matrice marquée au rouge d’alizarine, ou a la calcéine respectivement.

Q)

Define Thresheld

Couleur RGB (Blanc / rose, rouge
( / ge) Traitements données sur Excel

Figure 2.2 Méthode de quantification des matrices marquées avec le rouge d’alizarine

Apres avoir été scannée au microscope confocal (4X) grace a I'outil « Large Image » (A), I'image a été rognée au
centre afin d’enlever les bordures du puits et de préserver une zone homogene pour I'étape de quantification
(B). Par la suite, un seuil de référence RVB (Rouge Vert Bleu) a été défini sur la couleur des fosses de résorption
blanches, une fois réglé le logiciel sélectionne en rouge I'ensemble des fosses de résorptions détectées (C et
C’). A cette étape toutes les fosses de résorptions avec une surface inférieure 3 8um? ont été exclues afin
d’éviter tout faux positif qui pourrait altérer la qualité de la quantification (C’). Aprés vérification de I'absence
de faux positifs et de zones saturées, la définition du seuil est validée et les données (binaires) sont converties
en données d’intérét (région d’intérét, ROI) (D), puis exportées vers Excel pour finir de les traiter (détermination
de la surface de résorption totale, de la surface moyenne des fosses de résorptions et de leur distribution) (E).
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Fluorescence (Noir/vert)

Traitements données sur Excel

Figure 2.3 Méthode de quantification des matrices marquées avec la calcéine.

Aprés avoir été scannée au microscope confocal a fluorescence (4X) grace a I'outil « Large Image » (A), I'image
a été rognée au centre afin d’enlever les bordures du puits et de préserver une zone homogéne pour |'étape
de quantification (B). Par la suite, un seuil de référence monochrome a été défini sur la couleur des fosses de
résorption noires, une fois réglé le logiciel sélectionne en rouge I'’ensemble des fosses de résorptions détectées
(Cet C'). A cette étape toutes les fosses de résorptions avec une surface inférieure 3 8um? ont été exclues afin
d’éviter tout faux positif qui pourrait altérer la qualité de la quantification (C’). Aprés vérification de I'absence
de faux positifs et de zones saturées, la définition du seuil est validée et les données (binaires) sont converties
en données d’intérét (région d’intérét, ROI) (D), puis exportées vers Excel pour finir de les traiter (détermination
de la surface de résorption totale, de la surface moyenne des fosses de résorptions et de leur distribution (E).

2.14 Analyse des données de résorptions par Excel

Une fois les données de résorptions extraites et recueillies sur Excel pour chaque puit, plusieurs analyses
ont été réalisées. Dans un premier temps, pour I'ensemble des puits/conditions, la surface moyenne de
résorption, la surface totale dégradée et le nombre total de fosses de résorptions ont été déterminés. La
détermination de ces différents parametres est importante car cela permet d’établir un profil de
résorption. Cela donne une indication sur le comportement des OSCLs en fonction des différents
conditionnements, comme leur capacité a rester plus ou moins longtemps fixés sur la matrice, ce qui se
traduirait par moins d’événements de résorption totale, mais une moyenne plus importante et
inversement.

Ainsi, la capacité des OSCLs a produire des fosses de résorption de différentes surfaces a été évaluée pour

des surfaces comprises entre 10 et 50 um? (10-50), comprises entre 50 et 100 pm? (50-100) et supérieurs

32



a 500 pm? (>500). Les formules Excel suivantes ont été utilisées, respectivement:
« =SI(ET( K3>=10;K 3<= 50);K3;) », « =SI(ET( K3>=50;K3 <=1 00);K3;) » et « =SI( K3> 500;K3;) », avec K étant
la plage de données ROI extraites de I'analyse faite via le logiciel NIS ELEMENTS (Chaque puits peut

contenir entre plusieurs centaines voire plus milliers d’évenements).

2.15 Analyse statistique

Les données ont été présentées sous forme de moyenne = SEM d'au moins trois répétitions biologiques.
La signification statistique a été déterminée a l'aide d’un test Kruskal-Wallis et/ou d’un test non
paramétrique Mann-Whitney. Tous les tests statistiques utilisés ont été indiqués dans les légendes des
figures et ont été effectués a I'aide du logiciel Graphpad Prism version 5 (Graphpad Software), avec un

seuil de confiance de 95%.
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CHAPITRE 3
RESULTATS

3.1 U'HE inhibe la différenciation des précurseurs myéloides en ostéoclastes in vitro.

Nous avons d’abord confirmé les effets inhibiteurs de I’'HE sur I'ostéoclastogénése in vitro. Dans cette
optique, les cellules non adhérentes de la moelle osseuse (contenant les progéniteurs et précurseurs des
OSCLs) ont été conditionnées avec du SL929 et du RANKL pendant 6 jours sans traitement ou en présence
de différentes concentrations d’HE (5,75, 11,5 et 23 uM). La figure 3.1 (A) montre les cellules marquées
pour la TRAP au jour 6 pour les différentes conditions et est représentative de la quantification illustrée
en (B). En présence de SL929+RANKL, environ 40 OSCLs ont été générés et ce nombre a diminué a la suite
de I'augmentation de la concentration d’HE. Ces données ont confirmé une inhibition significative de
I'ostéoclastogéneése par I’'HE pour les concentrations de 11,5 (**P<0,01) et 23 uM (***P<0,001) (analyse

statistique réalisée avec le test Kruskal-Wallis).

3.2 L'HE a 23 uM inhibe significativement la capacité de résorption des nouveaux ostéoclastes.

Dans le but d’évaluer I'effet de I'HE sur la résorption des OSCLs néoformés (J0-J6), les cellules non
adhérentes ont suivi le méme schéma de différenciation et de traitement expérimental décrit en 3.1, mais
ont été cultivées sur une matrice. Tel gqu’attendu, il n'y a pas eu d’événements de résorption (matrice
rosée/rouge) pour la condition avec des macrophages (contréle négatif), a I'opposé de la condition SL929

+ RANKL, ol un certain nombre de fosses de résorptions ont été percues (marques blanches) (Fig. 3.2, A).

En présence d’HE, a 5,75, 11,5 et 23 uM, la surface de résorption totale mesurée a diminué de maniere
dose-dépendante, I'inhibition étant plus significative avec I'HE a 23 uM (**P<0,01), soit une chute de 80%
(500 000 & 100 000 pm?) (Fig. 3.2, B). Concernant la surface moyenne de résorption, elle a été peu affectée
par I’'HE par rapport au controle, mais a été significativement diminuée pour la condition HE 23uM en

comparaison avec les deux autres conditions d’HE testées (Fig. 3.3, C).
Par la suite, nous avons étudié la tendance des OSCLs a creuser des fosses de résorptions de différentes

surfaces. L'ensemble des événements ont été classés selon 3 catégories : surfaces comprises entre 10 et

50, entre 50 et 500 ou supérieures a 500 um?. Pour la condition contréle (SL929 + RANKL), 20% des
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événements de résorption représentaient soit une surface comprise entre 10 et 50 pm?, ou soit une
surface supérieure a 500 pm? (ces deux intervalles de surface représentent donc 40% des événements), et
la majorité des fosses de résorptions (60%) se situaient entre 50 et 500 pm?. Ce profil de distribution est

resté similaire pour toutes les conditions avec I'HE (Fig. 3.2, D)
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Figure 3.1 L'HE inhibe la différenciation de précurseurs myéloides en ostéoclastes in vitro.

Les cellules non adhérentes de la moelle osseuse (souris BALB/c) ont été mises en culture avec du SL929 et
RANKL durant 6 jours afin de générer des OSCLs matures ou des macrophages (conditionnement avec SL929
uniquement, contréle négatif), et stimulées sans ou avec HE a des concentrations de 5.75, 11.5 et 23 uM. Au
jour 6, les cellules ont été fixées a la PFA et marquées pour I'acide phosphatase tartrate résistante (TRAP5b).
Les cellules marquées pour I'ensemble des conditions sont présentées en (A) (objectif 10X) (cellule positive :
rose/violette, négative : blanche), et la quantification associée des OSCLs matures (cellule multinucléée avec au
moins 3 noyaux et positive pour le marquage TRAP5b) présentée en (B). Les résultats proviennent de 3
expériences distinctes réalisées en triplicata. Les analyses statistiques ont été effectués a I'aide d’un test
statistique Kruskal-Wallis, avec *P<0,05, **P<0,01 et ***P<0,001 (n=3).
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Figure 3.2 A 23uM, I’HE inhibe significativement la capacité de résorption des nouveaux ostéoclastes.

Les cellules non adhérentes de la moelle osseuse (souris BALB/c) ont été mises en culture durant 6 jours sur
une matrice de calcium phosphate en présence de SL929 et de RANKL, et conditionnées avec ou sans HE a une
concentration de 5,75, 11,5 ou 23 uM. Le milieu a été changé aux 3 jours. Au jour 6, les cellules ont été enlevées
et la matrice a été marquée au rouge d’alizarine afin de détecter la présence des fosses de résorptions. Blanc :
fosse de résorption (matrice dégradée), Orange rouge : matrice non dégradée). Les images présentées en (A)
correspondent aux matrices marquées pour la condition contréle sans OSCLs (Contréle (-)), et pour les
conditions SL929 + RANKL sans et avec 5.75, 11.5 et 23 uM d’HE. La quantification de la surface totale dégradée
(en pm?) dans la zone quantifiée par le logiciel NIS est présentée en (B), la surface moyenne des fosses de
résorptions (en um?) en (C) et le pourcentage de distribution des différentes fosses de résorption selon 3
différentes surfaces (10 et 50, entre 50 et 500 et plus de 500 um?) en (D). Les résultats proviennent de 3
expériences distinctes réalisées en triplicata. Les analyses statistiques ont été effectuées a l'aide d’'un test
statistique Kruskal-Wallis, avec *P<0,05 et **P<0,01 (n=3).
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3.3 L'HE favorise la persistance des ostéoclastes matures

La survie et la régulation des OSCLs matures n’ont pas été documentées dans la littérature. La plupart des
études produisant des OSCLs in vitro utilisent des protocoles de différenciation de 6-7 jours, a la suite
desquels, les cellules sont stimulées ou caractérisées ponctuellement. Afin d’évaluer les besoins en RANKL
et en M-CSF pour la survie des OSCLs déja préétablis, nous avons en premier suivi I’évolution de la culture
des OSCLs (générés en condition optimale durant 6 jours en présence de M-CSF et RANKL) du jour 6 au

jour 12 avec la présence de M-CSF et RANKL, ou avec un seul ou aucun de ces stimulants.

Nous avons observé que la persistance des OSCLs matures du jour 6 au jour 12 était significativement
diminuée pour le conditionnement avec SL929 (##P<0,01) ou RANKL seul (###P<0,01) et (***P<0,001).
Une tendance a la baisse a aussi été observée pour le conditionnement avec SL929 + RANKL (p=0,0578).

Tandis qu’en absence de stimulants (atMEMc), le nombre d’OSCLs est resté maintenu (Fig. 3.3, B).

Apres avoir évalué les effets des différents conditionnements sur la persistance des OSCLs du jour 6 au
jour 12, nous avons voulu observer si la présence d’'HE a 11,5 ou 23 uM pouvait I'impactée. Ainsi, nous
avons précédemment observé que lors du conditionnement avec SL929 + RANKL, le nombre d’OSCLs
matures avait tendance a diminuer, toutefois, nous avons remarqué que la présence d’HE a 11,5
(##P<0,01) ou 23 uM ((###P<0,001) et (***P<0,001) augmentait significativement leur nombre par rapport
au contréle en favorisant leur persistance. L'effet contraire a été observé pour le conditionnement avec
RANKL, ou la présence d’HE a conduit a une perte des OSCLs matures a 11,5 (#P<0,5) et 23 uM (##P<0,01)
et (*P<0,05). La présence d’HE pour les autres milieux de conditionnement n’a pas significativement

affecté la persistance des OSCLs matures (Fig. 3.3, C).

Ainsi, I'analyse de la figure 3.3 nous permet de constater que la présence d’HE favorise la persistance des

OSCLs pour la condition SL929 + RANKL, mais est néfaste pour la condition RANKL seul.
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Figure 3.3 L'HE favorise la persistance des ostéoclastes matures.

Les cellules non adhérentes de la moelle osseuse (souris BALB/c) ont été mises en culture et conditionnées avec
du SL929 et RANKL durant 6 jours afin de générer des OSCLs matures ou des macrophages (SL929 uniquement,
controle négatif). Puis, a partir du jour 6 jusqu’au jour 12, les cellules ont été conditionnées avec du aMEMc
seul ou supplémenté avec du SL929, RANKL ou SL929 + RANKL et stimulées ou non avec de I'HE (11.5 ou 23
uM). Le milieu/conditionnement a été changé aux 3 jours. Au jour 12, les cellules ont été fixées a la PFA et
marquées pour l'acide phosphatase tartrate résistante (TRAP5b). Les cellules marquées pour les différentes
conditions sont présentées en (A) (cellule positive : rose/violette, négative : blanche), et la quantification
associée des OSCLs matures (cellule multinucléée avec au moins 3 noyaux et positif pour le marquage TRAP)
selon leur conditionnement : aMEMc, SL929, RANKL ou SL929 + RANKL avec ou sans HE (11,5 ou 23 uM)
présentées en (B) et (C) respectivement. Les résultats proviennent de 3 expériences distinctes réalisées en
triplicata. Les analyses statistiques ont été effectuées a I'aide d’un test Kruskal-Wallis avec Dunn’s Multiple
comparaison. (*P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001). Ainsi qu’un test non paramétrique Mann-Whitney. (P=0,0578
et #P<0,05, ##P<0,01, ###P<0,001) (n=3).
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3.4 Une source de M-CSF et de RANKL est nécessaire pour maintenir la résorption ostéoclastique du jour

6 au jour 12.

Dans le but d’étudier la capacité des OSCLs préétablis a dégrader une matrice minéralisée en présence de
différents milieux de conditionnement, comme ceux testés pour la survie (aMEMc, SL929, RANKL, SL929
+ RANKL), les cellules ont été cultivées sur une matrice minéralisée durant une période totale de 12 jours.
Comme attendu, les macrophages n’ont pas dégradé la matrice minéralisé (J12 : Contrdle). Pour toutes les
autres conditions, des événements de résorptions ont été mesurés et étaient particulierement prononcés
pour la condition SL929 + RANKL (J12) (Fig. 3.4, A). Les photos présentées sont représentatives de la
quantification réalisée en (B), ou est analysée la surface totale de résorption pour I'ensemble des

conditions au jour 12, comparée au jour 6 (5L929 + RANKL : OSCLs matures générés).

Concernant la résorption totale, elle est restée comparable pour les conditions aMEMc, SL929, RANKL, en
se situant aux alentours des 800 000 um?. De plus, elle n’a pas été statistiquement différente du contréle
au jour 6, ou la surface totale dégradée par les OSCLs était de 500 000 um?. Ces résultats suggérent que
les OSCLs matures n’ont pas dégradé davantage la matrice minéralisée du jour 6 au jour 12 en présence
de ces conditionnements (Fig. 3.4, B). Néanmoins, une hausse significative de la surface totale dégradée a
été mesurée au jour 12 pour la condition SL929 + RANKL (**P<0,01). Cette hausse représentait 3 fois plus
de résorption par rapport au jour 6 (passage de 500 000 a 1 500 000 um?). Ainsi, cette figure montre que
la présence simultanée de M-CSF et de RANKL (SL929 + RANKL) est nécessaire pour la résorption des OSCLs

matures (Fig. 3.4, B).
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Figure 3.4 Le M-CSF et le RANKL sont nécessaires pour maintenir la résorption ostéoclastique du jour 6 au
jour 12.

Les cellules non adhérentes de la moelle osseuse (souris BALB/c) ont été mises en culture sur une matrice de
calcium phosphate et conditionnées avec du SL929 et RANKL, ou SL929 uniquement durant 6 jours afin de
générer des OSCLs matures ou des macrophages (contrble négatif) respectivement. Puis, a partir du jour 6
jusqu’au jour 12, les cellules ont été conditionnées avec du MEMc seul, ou supplémenté avec du SL929, RANKL
ou SL929 + RANKL (que SL929 pour les macrophages). Le milieu/conditionnement a été changé aux 3 jours. Au
jour 12, les cellules ont été enlevées et la matrice marquée au rouge d’alizarine afin de détecter la présence de
fosses de résorptions (Blanc : fosse de résorption (matrice dégradée), Orange/rouge : matrice non dégradée).
Les matrices marquées sont présentées en (A) pour la condition Jour 6 : SL929+RANKL et pour les conditions du
jour 12 : macrophages (controle négatif, pas de résorption), aMEMc, seul ou supplémenté avec SL929, RANKL
et SL929 + RANKL. La quantification de la surface totale dégradée (en pm?) réalisée par le logiciel NIS est
présentée en (B). Les résultats proviennent de 3 expériences distinctes réalisées en triplicata. Les analyses
statistiques ont été effectuées a I’aide d’un test Kruskal-Wallis, avec *P<0,05 et **P<0,01 (n=3).
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3.5 L'HE inhibe partiellement la résorption des ostéoclastes matures

Apreés avoir analysé les effets des différents types de conditionnement sur I'activité de dégradation des
OSCLs matures entre le jour 6 et le jour 12, nous avons cherché a savoir si la présence d'HE avait une
influence sur cette activité. Pour ce faire, nous avons suivi le méme schéma expérimental qui a été effectué

pour la figure 3.4, mais en présence ou absence d’HE a 11,5 et 23 uM.

Nous avons observé que pour le conditionnement avec SL929 + RANKL, la présence d’HE a des
concentrations de 11,5 (#P<0,05) et 23 UM (##P<0,01) était associée a une hausse significative de la
surface totale dégradée. Néanmoins, la réalisation d’un autre test, le test Kruskal-Wallis montre tout de
méme que la résorption en présence de 23 uM est plus faible que celle du contréle (différence de 1 000

000 um?) (avec *P<0,05) (Fig. 3.5, A).

En ce qui concerne la surface moyenne de résorption, cette derniere a été augmentée pour le contréle
(SL929 + RANKL) entre le jour 6 (600 um?) et le jour 12 (1250 pm?) (##P<0,01). Cette hausse a aussi été
observée en comparant le jour 6 avec le jour 12 en présence de 11,5 (###P<0,001) et 23 uM d’HE
(H###P<0,001). Cependant, nous avons constaté que la moyenne de résorption au jour 12 était plus faible
lors du conditionnent avec les deux concentrations d’HE par rapport au contréle ($P<0,05, test non

paramétrique Mann-Whitney) (Fig. 3.5, C).

Pour ce qui est des autres conditionnements, nous avons observé qu’ils ne permettaient pas aux OSCLs de
dégrader la matrice, ainsi nous avons logiquement constaté que la présence d’HE n’avait aucune incidence
sur la surface totale dégradée ainsi que sur la surface moyenne de résorption entre le jour 6 et le jour 12

(Fig. 3.5, B, D).
Ces résultats montrent que la présence d’'HE n"empéche pas I'augmentation de la résorption totale et de

la surface moyenne de résorption entre le jour 6 et le jour 12, méme si I'augmentation de ces parametres

n’est pas aussi importante que la condition contréle SL929 + RANKL.
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Figure 3.5 L'HE inhibe partiellement la résorption des ostéoclastes matures.

Les cellules non adhérentes de la moelle osseuse (souris BALB/c) ont été mises en culture sur une matrice de
calcium phosphate et conditionnées avec du SL929 et RANKL, ou SL929 uniquement durant 6 jours afin de
générer des OSCLs matures ou des macrophages (contréle négatif) respectivement. Puis, a partir du jour 6
jusgu’au jour 12, les cellules ont été conditionnées avec du aMEMc seul, ou supplémenté avec du SL929, RANKL
ou SL929 + RANKL (que SL929 pour les macrophages) et stimulées ou non avec de I’'HE (11.5 ou 23 pM). Le
milieu/conditionnement a été changé aux 3 jours. Au jour 12, les cellules ont été enlevées et la matrice marquée
au rouge d’alizarine afin de détecter la présence des fosses de résorptions. La quantification de la surface totale
de résorption et de la surface moyenne de résorption (um?), en absence ou en présence d’HE (11,5 ou 23uM)
sont présentées en (A) et (C) respectivement pour la condition : SL929 + RANKL et en (B) et (D) pour les
conditions : aMEMc, SL929 et RANKL. Les résultats proviennent de 3 expériences distinctes réalisées en
triplicata. Deux analyses statistiques ont été effectuées : le Kruskal-Wallis ((A) comparaison entre les conditions
du jour 12). *P<0,05, et un test non paramétrique Mann-Whitney (comparaison par condition jour 12 vs jour 6
(A et C) #P<0,05, ##P<0,01, ##P<0,001 ; comparaison entre les conditions du jour 12 (C). $P<0,05 (n=3).
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3.6 L’HE n’affecte pas la distribution des fosses de résorptions

Apreés avoir évaluer I'effet de I'HE sur la surface totale dégradée ainsi que la moyenne de résorption, nous
avons voulu étudier son effet sur la tendance des OSCLs matures a effectuer des fosses de résorptions de
différentes catégories au jour 12 (pour des surfaces comprises entre 10 et 50, entre 50 et 500 et

supérieures a 500 pm?), en présence ou en absence d’HE (11,5 et 23 uM) (Fig. 3.6)

Nous avons constaté que pour le conditionnement avec SL929 + RANKL, 40% des événements de
résorption représentaient soit une surface comprise entre 10 et 50 um? (20%) ou soit une surface
supérieure a 500 um? (20%). Et que la majorité des fosses de résorptions (60%) se situaient entre 50 et

500 um?. De plus, la présence d’HE a 11,5 et 23 pM HE n’affectait pas ces paramétres (Fig. 3.6, A).

De la méme maniere, les autres conditionnements présentaient le méme profil de distribution et Ia

présence ou |'absence d’HE n’avait pas eu d’influence sur ces parametres (Fig. 3.6, B).
Ainsi, les résultats des figures 3.4 a 3.6 portants sur I'étude de la résorption des OSCLs matures ont montré

gue seul le conditionnement avec SL929 + RANKL permet la maintenance de la résorption en absence ou

en présence d’'HE a 11,5 et 23 uM du jour 6 au jour 12.
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Figure 3.6 La distribution des tailles des fosses de résorption générées par les ostéoclastes matures n’est
pas affectée par I'HE.

Les cellules non adhérentes de la moelle osseuse (souris BALB/c) ont été mises en culture sur une matrice de
calcium phosphate et conditionnées avec du SL929 et RANKL, ou SL929 uniquement durant 6 jours afin de
générer des OSCLs matures ou des macrophages (contrble négatif) respectivement. Puis, a partir du jour 6
jusqu’au jour 12, les cellules ont été conditionnées avec du aMEMc seul, ou supplémenté avec du SL929, RANKL
ou SL929 + RANKL (que SL929 pour les macrophages) et stimulées ou non avec de I'hémine (HE) (11,5 ou 23 uM).
Le milieu/conditionnement a été changé aux 3 jours. Au jour 12, les cellules ont été enlevées et la matrice
marquée au rouge d’alizarine afin de détecter la présence des fosses de résorptions. La quantification de la
distribution de la surface des fosses de résorptions selon 3 catégories en absence ou en présence d’HE (11.5 et
23uM) est représentée en (A) pour la condition SL929 + RANKL et en (B) pour la condition aMEMc seule, ou
supplémentée de SL929 ou de RANKL. Les résultats proviennent de 3 expériences distinctes réalisées en
triplicata (n=3).
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3.7 L’HE n’inhibe pas la résorption des ostéoclastes matures

Dans la cadre de cette étude, nous avons mis au point une nouvelle approche de quantification qui repose
sur |"utilisation d’'un marqueur calcique fluorescent, la calcéine. Cette substance permet de déterminer
I"activité de dégradation de la matrice minéralisée en temps réel sans perturber l'intégrité des OSCLs. En
effet, la méthode de Maria et al., 2013, nécessite de décoller et de lyser les cellules pour accéder a la
matrice ; ainsi, les manipulations au jour 6 et 12 correspondaient donc a deux manipulations distinctes.
Ainsi, en utilisant la calcéine, I'activité de résorption déterminée au jour 6 et au jour 12 est réalisée par les
mémes cellules sur le méme puits, ce qui réduit la variabilité.

De la méme maniére, nous avons évalué I'effet des différents milieux conditionnements avec ou sans HE
sur la surface de totale ainsi que sur la moyenne de résorption (Fig. 3.7). La méme démarche
expérimentale a été utilisée pour générer les OSCLs matures et les conditionner avec du aMEMc seul, ou

supplémenté avec du SL929, RANKL ou SL929 + RANKL en présence ou absence de 11,5 et 23 uM HE.

En ce qui concerne la surface totale de résorption (um?), nous avons observé que le conditionnement des
OSCLs matures du Jour 6 jusqu’au jour 12 avec du aMEMc, SL929 ou RANKL seul, ne permet pas la
dégradation de la matrice par les OSCLs, qui reste a une surface comparable a 'activité de résorption du
jour 6 (1x10° um?). Tandis que pour la condition SL929 + RANKL, le jour 6 se situait également aux environ
de 1x10° um?, mais au jour 12 la résorption totale était environ 5 fois plus importante, avec ou sans HE
(11,5 et 23 uM). La présence d’HE n’affectait pas les OSCLs matures qui ont continué la dégradation la
matrice minéralisée (Fig. 3.7, A).

Dans le cadre de la surface moyenne de résorption (um?), nous avons remarqué que pour 'ensemble des
conditions (SL929 + RANKL compris) au jour 6 et au jour 12, la moyenne de résorption se situait aux

alentours de 800 um? et n’était pas affectée par la présence d’HE.

De maniere générale, les résultats représentés dans cette figure confirment la tendance des OSCLs a
préserver leur activité de résorption pour la condition SL929 + RANKL et ce méme en présence d’'HE a 11,5
et 23 uM ; néanmoins, cette figure est représentative d’une seule expérience indépendante réalisée en

triplicata, donc des effets significatifs ne peuvent pas étre soulignés (Fig. 3.7, B).
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Figure 3.7 L'HE n’inhibe pas la résorption des OSCLs matures.

Les cellules non adhérentes de la moelle osseuse (souris BALB/c) ont été mises en culture sur une matrice de
calcium phosphate pré-marquée avec de la calcéine (marqueur calcique fluorescent) et conditionnées avec du
SL929 et RANKL, ou SL929 uniquement durant 6 jours afin de générer des OSCLs matures ou des macrophages
(controéle négatif) respectivement. Puis, a partir du jour 6 jusqu’au jour 12, les cellules ont été conditionnées
avec du aMEMc seul, ou supplémenté avec du SL929, RANKL ou SL929 + RANKL (que SL929 pour les
macrophages) et stimulées ou non avec de I'HE (11,5 ou 23 uM). Le milieu/conditionnement a été changé aux
3 jours. Au jour 6 et au jour 12, les matrices marquées ont été prise en photo par microcopie a fluorescence
(pas nécessaire d’enlever les cellules avec cette méthode). La quantification de la surface totale de résorption
(um?) en absence ou en présence d’HE (11.5 ou 23uM) est présentée en (A) et la surface moyenne de résorption
(um?) présentée en (B) pour I'ensemble des conditions pour le jour 6 et le jour 12 : aMEMc, SL929, RANKL ou
SL929 + RANKL. Les résultats de cette cinétique proviennent d’une seule expérience réalisée en triplicata (n=1).
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3.8 L'HE et le RANKL induisent I’'adoption de certains marqueurs suggérant la sénescence chez les cellules

RAW 264.7

Il a été démontré que les OSCLs adoptaient un profil de cellule sénescente lors de 'ostéoclastogénese, en
raison de I'arrét de la division cellulaire, d’une activité métabolique importante, de la sécrétion de SASPs
(métalloprotéinases (MMP-9) et de I'expression de la SA-R-galactosidase et d’autres marqueurs de
sénescence (p21, p53). Ce concept a été souligné par trois articles dans la littérature, mais pas chez la
lignée de monocyte/macrophage RAW 264.7 (Chen et al., 2007 ; Gorissen et al., 2019 ; Lee et al., 2021).
C’est pourquoi nous avons voulu confirmer cela et étudier I'effet que I'HE pourrait avoir sur ces
parametres. La lignée RAW 264.7 est utilisée pour générer des OSCLs matures (Tong et al., 2020 ; Lampiasi
et al., 2021 ; Watahiki et al., 2021), néanmoins, malgré I'utilisation de plusieurs protocoles, nous avons
uniquement obtenu des cellules multinucléées TRAP négatives. Ainsi ces cellules étant TRAP (-), le terme

d’OSCL ne sera pas utilisé pour cette partie.

Les cellules RAW 264.7 ont été mises en culture durant 6 jours et stimulées ou non avec HE, RANKL, HE et
RANKL, ou du peroxyde d’hydrogéne (H.0,). Comme attendu, nous avons constaté que peu de cellules
étaient positives pour la SA-B-galactosidase dans la condition de controle, contrairement aux autres

conditions (Fig. 3.8, A). Ces images sont représentatives de la quantification présentée en (B).

Nous avons constaté qu’en absence de stimulation (CT), une partie des cellules (4%) montrent un
phénotype de cellule sénescente. Cependant, la stimulation a I’'HE ou RANKL a augmenté significativement
le nombre de cellules positives au marquage, respectivement, 10 et 7% (# P<0,05). Cette augmentation
était accentuée en présence de RANKL + HE (22%), et comparable a la SA-R-gal induite par le contréle
positif H,0, (connu pour induire un stress oxydatif et d’initier la sénescence). Cela démontre que la
présence de RANKL ainsi que son action synergique avec I'HE favorisent I'expression de la SA-B-gal chez

les cellules RAW 264.7 (Fig. 3.8, B).

Par la suite, nous avons voulu vérifier si I'augmentation d’expression de la SA-R-galactosidase était
corrélée a la surexpression d’autres marqueurs de sénescence par qPCR (p21, p53, IL-6 et IL-1R), tout en
respectant les mémes conditions de culture et de stimulation (Fig. 3.8, C). Dans le cas de I'HE, nous n’avons
pas constaté de variation pour les génes p21 et p53, mais une légere diminution d’expression pour les

génes IL-6 et IL-R.
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Pour la condition RANKL, p21 ne semblait pas étre affectée, mais p53, IL-6 et IL-18 (3x) étaient plus
exprimées. En présence de RANKL + HE, p21 était peu affecté, toutefois nous avons remarqué une légere
hausse d’expression de p53 (1,5x), suivie de I'lL-18 (1,8x) et de I'IL-6 (2,5x). Enfin, pour le contrdle positif
H,0,, ou la sénescence cellulaire avait été induite, nous avons remarqué une légeére hausse de p21 (1,25x)
et p53 (environ 1,9x). Mais une trés forte expression de I'lL-18 qui était environ 7 fois plus exprimée que

le controle sans stimulation.

Ces résultats montrent que I’expression des différents marqueurs de sénescences ne sont pas augmentés
en présence d’HE et tendent a étre diminués, seule I’action de RANKL ou de RANKL + HE a démontré une
augmentation d’expression de I'IL-6 et de I'IL-1R. Néanmoins, les résultats de cette figure doivent étre

considérés comme des tendances, car aucun test statistique n’a été réalisé.

3.9 L'HE n’affecte pas la migration des cellules RAW 264.7

Afin d’étudier I'effet de I’'HE sur la migration cellulaire, nous avons utilisé la lignée cellulaire RAW 264.7,
les cellules ont été mises en culture jusqu’a confluence, puis une égratignure de la monocouche cellulaire
a été réalisée afin d’observer leur capacité a recouvrir cet espace nouvellement vacant en absence

(DMEMCc) ou en présence d’'HE a 5,75, 11,5 et 23 uM.

Pour chaque graphique, le profil migratoire des RAW 264.7 avec DMEMc seuls a été comparé au profil
migratoire lors de la stimulation avec 5,75, 11,5 et 23 uM d’HE. Ainsi, nous avons constaté que la
stimulation a I'HE pour les différentes concentrations n’affectait pas la migration des RAW 264.7.
Cependant, nous avons observé que la migration cellulaire des RAW 264.7 a 11,5 et 23 uM tendait a étre

plus fortement impactée qu’a 5,75 uM (Fig. 3.9).
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Figure 3.8 L'HE et le RANKL induisent I'adoption de certains marqueurs de sénescence chez les cellules
RAW 264.7.

Les cellules ont été stimulées avec de I'HE (23 uM), du RANKL (50 ng/ml), du RANKL + HE ou sont restées sans
stimulation (CT). Le peroxyde d’hydrogene (H20;) (150 mM durant 2h) a été utilisé comme contréle positif. Six
jours apres la stimulation, les cellules ont soit : 1) été marquées pour la SA-B-gal (sénescence associée a la R-
galactosidase) et prises en photos au microscope confocal (A). Le pourcentage de cellules positives pour la SA-
R-gal (cellules bleues) a été quantifié et présenté en (B). 2) Ou subies une extraction d’ARN dans du Trizol et
une rétrotranscription en ADNc. Une gPCR a ensuite été réalisée pour évaluer I'expression relative des
marqueurs de sénescence (Eef2 : géne de référence, p21, p53, IL-6 et IL-1R (séquences amorces, voir annexe
A)) (C). Les résultats présentés en (A) et (B) proviennent de deux expériences distinctes ; ol pour chaque
condition, par expérience, 5 régions différentes ont été quantifiées, ou 300 cellules ont été comptées. Les
analyses statistiques ont été effectuées a Il'aide d'un test non paramétrique Mann-Whitney. # P<0,05, ##
P<0,01. (Comparaison des conditions par rapport au contréle sans stimulation (CT ou Ctrl) (n=2). Les résultats
présentés en (C) proviennent d’'une seule expérience distincte, les courbes de fusions et le profil sur gel
d’agarose ont été vérifiés (gel agarose avec différentes amorces, voir annexe B) (n=1). Les amplicons obtenus
sont spécifiques.
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Figure 3.9 L'HE n’affecte pas la migration des cellules RAW 264.7.
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Les cellules ont été cultivées jusqu’a leur confluence, et une égratignure au centre de la monocouche a été
réalisée. Ensuite, les cellules ont été conditionnées avec du DMEMCc en absence ou en présence de 5.75, 11.5
ou 23 uM d’HE pendant 24 heures (A) (les barres blanches illustrent I'espace non recouvert par les cellules
apres 24 heures pour les différentes conditions). Les données ont été analysées et sont présentées en (B) ou la
vitesse de migration des cellules (exprimée en pm?/heure) au sein de I'espace disponible a été mesuré en
fonction du temps (heures). Les résultats relatent d’au moins 5 expériences indépendantes (n=5). Les tests
statistiques n’ont démontré aucune différence significative entre les différents traitements.

51



DISCUSSION

L’étude préliminaire réalisée par Moreau et al., 2012, ainsi que les données de notre laboratoire indiquent
que I’héme libre et I’'HE inhibent la différenciation des OSCLs ex vivo et in vitro. Trois conditions
caractérisées par des niveaux importants d’HE en circulation (malaria aigué, hémolyse par
phenylhydrazine, et injection d’HE chez la souris) sont aussi caractérisées par un déséquilibre du
remodelage qui se résume en une formation déficiente des os sans impact majeur sur la résorption. En
tenant en considération ces observations, I’objectif majeur de ce projet était de documenter I'effet de I’'HE
sur la survie des OSCLs déja préformés, et d’évaluer son impact sur I'activité de résorption des OSCLs en
différenciation ou déja différenciés in vitro. En paralléle, nous avons étudié |'effet de I’HE sur I’'adoption

d’un profil de cellule sénescente et sur la migration cellulaire des RAW 264.7.

En ce qui concerne l'influence de I'HE sur I'ostéoclastogénése, nous avons validé son action inhibitrice sur
ce processus (Figure 3.1). Ces résultats sont en accord avec des études déja réalisées, ol Zwerina et al.,
2005 et Bak et al., 2017 ont reporté que I'HE inhibe la formation des OSCLs. De plus, Zwerina et al.,2005
ont démontré que cette inhibition n’était pas due a un effet cytotoxique de I’HE vis-a-vis des précurseurs
des OSCLs, mais plutét a une inhibition de leur fusion. Ces auteurs ont justifié que l'inhibition de
I'ostéoclastogénése était conséquente a I'augmentation d’expression de I’'HO-1, a la suite de la présence
de son substrat I’héme/HE, ou a cause du stress oxydatif (Wu et al., 2019). L'expression de cette enzyme
inhibe le facteur de transcription NF-xB, ce qui conduit a une baisse d’expression du facteur de
transcription NFATc1 (facteur majeur dans la formation des OSCLs), ainsi que des genes ostéoclastiques
associés (OC-STAMP, DC-STAMP, CTK, TRAP) (Figure 3.3) (Bak et al., 2017). A ce sujet, Sakai et al., 2012,
ont reporté une diminution notable de I'expression de I’'HO-1, 24-72 heures apres stimulation avec le M-
CSF et le RANKL, cette diminution étant suivie de la libération d’une protéine liant la chromatine et
régulant la transcription, la boite collective haute mobilité 1 (HMGB1, High Mobility Group Box),
intervenant dans la différenciation des précurseurs en OSCLs. Ces résultats sont en accord avec le fait que
|'utilisation d’ARNs interférents, dirigés contre I’'HO-1, conduit a une hausse de la formation d’OSCLs. En

conclusion, I’expression de la HO-1 serait contreproductive pour le développement des OSCLs.
Dans ce contexte, la diminution de la capacité des OSCLs néoformés a dégrader la matrice minéralisée en

présence d’HE suit également ce raisonnement, car si moins d’OSCLs sont formés, moins de résorption a

lieu, d’ou une diminution de la surface totale et de la surface moyenne de résorption pour la concentration
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a 23 uM ; néanmoins, le profil de distribution des fosses de résorption selon différentes surfaces n’a pas
été impacté. Dans le cadre de ces manipulations, nous avons distingué trois « groupes », la majorité (60
%) permet la réalisation de fosses de résorption comprises entre 50 et 500 pm?, et une minorité (20%)
permet la réalisation de fosses de résorptions inférieures a 50 ou supérieures a 500 pum?. En considérant
I’existence des ostéomorphes, il est possible que I’évolution de ces « groupes » soit dynamique dans le
temps, les plus gros OSCLs peuvent étre pergcus comme des réservoirs de futurs ostéomorphes qui, lorsque
relachés vont étre recyclés et former des nouveaux OSCLs ou compléter des OSCLs matures existants. Ces

éléments contribuent donc au recyclage et a I’évolution des OSCLs matures au cours du temps.

Par la suite nous avons étudié I'incidence des différents conditionnements (a¢MEMc, SL929, RANKL ou
SL929 + RANKL) sur la persistance et la capacité de dégradation des OSCLs matures, un sujet peu étudié.
Cela est intéressant, car dans un contexte in vivo, nous avons vu que lors de conditions hémolytiques et
en présence d’HE, la formation des OSBs est diminuée (Baldenzi et al., 2011 ; Moreau et al., 2012 ; Smith-
Guzman, 2015 et Taher et Saliba, 2017), or ces derniéres sont une partie des cellules produisant le M-CSF
et le RANKL. Si la population des OSBs est réduite, on peut s’attendre a une baisse de la production et de
la disponibilité de ces deux stimulants. C'est pourquoi nous avons voulu évaluer si I'absence ou la présence
d’un seul, ou des deux stimulants permettait aux OSCLs de survivre et de pouvoir dégrader la surface
osseuse. Cela a été réalisé tout en adressant les effets potentiels de I'HE sur ces deux parametres, étant
donné que I'HE induit I'expression de I’'HO-1, une enzyme antioxydante et connue pour ses effets anti-
apoptotique (Brouard et al., 2000 ; Morse et al., 2009 ; Wang et al., 2010), son induction pourrait affecter

la durée de vie des OSCLs en absence ou présence des différents stimulants.

Nous avons remarqué que pour I'ensemble des conditions testées, I'absence de stimulants (aMEMCc)
permettait de maintenir la persistance des OSCLs matures du jour 6 au jour 12, néanmoins, le
conditionnement avec du SL929 ou RANKL seul induisait une diminution du nombre d’OSCLs matures,
tendance aussi observée pour la condition SL929 + RANKL (Figure 3.5). Toutefois, le fait qu’un OSCL mature
soit présent ne signifie pas qu’il est apte a dégrader une matrice minéralisée. Ainsi, pour I'ensemble des
traitements, nous avons démontré que seul le conditionnement avec SL929 + RANKL permettait une

activité de résorption correspondant a la dégradation de la matrice entre le jour 6 et le jour 12.

Ce résultat suggere donc que les deux voies de signalisations doivent étre stimulées afin de maintenir

I’expression des genes ostéoclastiques impliqués dans I'activité de résorption des OSCLs matures (Boyce
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et al., 2013 ; Renama et al., 2016). Cela est important dans un contexte in vivo, car cela suggére que
I’absence de RANKL ou de M-CSF suffirait a arréter la dégradation de la matrice osseuse. Ce qui renforce
I'importance et le poids de I'OPG produite par les OSBs, qui agit comme un récepteur leurre et neutralise
I’axe RANKL-RANK. De plus, dans cette optique, Ma et al., 2022 ont récemment montré qu’en plus de sa
fonction de neutralisation, I'OPG affectait la voie de signalisation des MAPK, ce qui inhibe I’'adhésion et la
mobilité des OSCLs. Dans ce contexte, il serait intéressant d’évaluer si aprés une période sans stimulation
compléte (atMEMc, SL929 ou RANKL), les OSCLs matures pourraient reprendre la dégradation de la matrice
minéralisée si ils seraient de nouveau en présence de M-CSF et de RANKL, et si cette stimulation pourrait
avoir des conséquences sur leur intensité de résorption (si restituée) ou sur leur viabilité. De maniére
générale, ces observations ont souligné I'importance de la condition SL929 + RANKL dans le cadre de la

régulation des OSCLs matures.

Par la suite, nous avons pu constater que la présence d’HE a 11,5 et 23 uM influencait la persistance des
OSCLs matures lors du conditionnement avec SL929 + RANKL et RANKL seul. Lors du conditionnement avec
RANKL, I'ajout d’"HE a conduit a une forte diminution du nombre d’OSCLs matures. Le RANKL active la voie
de signalisation NF-kB, voie de signalisation conduisant a la production de cytokines pro-inflammatoires
et de ROS (Lee et al., 2005 ; Zhou et al., 2021). D’autre part, I'HE, en plus de sa capacité a oxyder les
membranes et a générer du stress oxydatif (Farr et al., 2016 ; Pingolo et Abhishek, 2021), peut se lier a
TLR4 et stimuler I'activation de NF-kB (Bozza et Jeney, 2020); TLR4 est exprimé chez les précurseurs
d’OSCLs, mais également chez les OSCLs matures (Takami et al., 2002). Ces éléments pourraient perturber

I’"homéostasie interne des OSCLs.

Dans le cadre du conditionnement avec SL929 et RANKL, nous avons démontré que la présence d’HE a
augmenté la persistance des OSCLs pour la condition SL929 + RANKL. Ceci pourrait expliquer pourquoi la
résorption totale ainsi que la surface moyenne des fosses de résorption ont été augmentées du jour 6 au
jour 12 aussi pour la condition avec HE, malgré le fait que I'activité de résorption a été comparativement

plus faible par rapport au contréle.

En ce qui concerne la moyenne de résorption, nous avions montré que la condition controle générait des
fosses moyennes d’environ 1200 pm?, tandis que Rumpler et al., 2013 ont quant a eux observé une surface

moyenne de 700 um?. Toutefois, ces différences peuvent s’expliquer par le fait que ces derniers utilisent
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des cellules mononucléées d’origine humaine et que I'activité de dégradation a été réalisée sur une surface

de dentine, qui se rapproche plus d’'un modele in vivo, qui peut étre plus résistante a la dégradation.

Ces résultats ressemblent a ceux obtenus avec notre autre technique de quantification reposant sur le
principe de I'utilisation de la calcéine, ol la résorption observée au jour 6 et 12 a été réalisée par les mémes
cellules au sein du méme puit.

En ce qui concerne la distribution des fosses de résorption, nous avons constaté les mémes profils au jour
12 (Fig. 3.6) par rapport au jour 6 (Fig. 3.2, D), pour I’ensemble des conditions avec ou sans HE. Dans le cas
de la stimulation avec le milieu seul (aMEMCc), avec SL929 ou RANKL, cela est normal étant donné que
seule la condition SL929 + RANKL permet aux OSCLs de perdurer la résorption. Dans le cadre du
conditionnement avec SL929 + RANKL, on remarque toutefois que la présence d’HE n’affecte pas ces
parametres. Ainsi, I'effet de I'HE semble étre général, et tend a réduire de I'activité de résorption des
OSCLs matures sans toutefois I'inhiber a 100%.

Dans son ensemble, ces résultats soulignent I'importance du conditionnement avec SL929 + RANKL et du

role de I’HE sur la persistance et la résorption des OSCLs matures du jour 6 au jour 12.

Trois suggestions pourraient expliquer pourquoi nous observons plus d’OSCLs lors du conditionnement

avec SL929 + RANKL, ou la capacité de dégradation est maintenue, mais plus faible que le contrdle.

Premierement la littérature ainsi que nos résultats confirment le fait que I’HE inhibe la fusion cellulaire
(Zwerina et al., 2005 et Bak et al., 2017), ainsi, dans ce contexte I'’ensemble des OSCLs matures formés au
jour 6 ne peuvent plus fusionner ensemble, tandis qu’en absence d’HE (contréle), la présence de M-CSF et
de RANKL a permis aux événements de fusion de perdurer. Ainsi, les OSCLs fusionnent entre eux pour
former de plus gros OSCLs (la fusion entre OSCLs matures a été démontrée par Jansen et al., 2012). Dans
cette optique, la condition sans HE présenterait des OSCLs plus gros, mais moins nombreux par rapport a
la condition avec HE, ou les OSCLs seraient moins gros, mais plus nombreux ce qui pourrait conduire
finalement a un niveau de résorption similaire. Néanmoins, dans notre cas, on observe que la présence
d’HE favorise la persistance des OSCLs matures, cependant, on retrouve tout de méme une résorption

moindre comparée au contrdle, suggérant notre deuxiéme hypothése.

Deuxiemement, grace a la littérature, il est désormais établi que lors de leur formation, les OSCLs adoptent

un profil sénescent (Chen et al., 2007 ; Gorissen et al., 2019 et Lee et al., 2021). Lee et al., 2021 ont

55



démontré in vitro, que I'ostéoclastogénése (OSCLs issus de précurseurs de la moelle osseuse de souris
C57BL/6J) était corrélée a la hausse d’expression de p16 et p21. Gorissen et al., 2019 ont également pu
confirmer cela chez des OSCLs générés in vitro a partir de monocytes CD14* humains, ou la formation
d’OSCLs matures s’accompagne de la hausse d’expression de p21, de I'expression de la SA-R-galactosidase.
De plus, une fois matures d’autres marqueurs de sénescences sont exprimés comme la MMP-9 et la
chimiokine CCL2. Enfin, I'’équipe de recherche de Chen et al., 2007 a observé I'expression de la SA-R-
galactosidase lors de la formation d’OSCLs de novo a partir de précurseurs situés dans la rate de souris
C57BL/6). De plus, ils ont montré un lien entre le niveau de sénescence, I'intensité de résorption et la
viabilité des OSCLs, ou une grande activité de résorption est caractérisée par une forte sénescence, mais
par une viabilité réduite et inversement. Cependant, ces résultats ont été générés dans un modéle murin
129/Sv visant a reproduire une maladie génétique, la pyconodysostose ou les OSCLs n’ont pas de CTK
fonctionnelle. Néanmoins, dans une expérience supplémentaire, ils ont démontré que la surexpression de
la CTK chez les MOCP-5 (lignée cellulaire précurseur d’OSCLs), était corrélée a la hausse d’expression de
p19, p21, p53 et I'expression de la SA-R-galactosidase.

Dans ce contexte, on peut postuler que la présence d’"HE permettrait de réduire le niveau de sénescence
cellulaire via l'induction de la HO-1 qui agit sur I'activation de NF-kB, se traduisant par une activité de
résorption plus faible, mais une viabilité plus importante. Ces éléments correspondraient a nos
observations in vitro, ou en présence d’'HE avec RANKL + SL929, plus d’OSCLs matures sont observés,

s

é a la maintenance de la résorption du jour 6 au jour 12, mais avec une intensité de résorption

corré
diminuée par rapport au controle. Néanmoins, in vivo cela pourrait se traduire par une résorption similaire,
car méme si elle est plus faible, elle durera plus longtemps, tandis qu’in vitro, quand on stoppe la
manipulation, tout est arrété.

Enfin, nous pouvons également suggérer un effet de I’'HE sur la migration cellulaire des OSCLs en raison de
sa capacité d’oxydation des membranes cellulaires, I’'HE pourrait ralentir la migration cellulaire, et dans le
cas ol l'activité de résorption ne sera pas influencée, alors la surface de dégradation serait moins
importante, car moins de mobilité, mais la profondeur de dégradation serait augmentée. Ce qui pourrait
potentiellement compliquer le renouvellement de la matrice osseuse par les OSBs dans un contexte in vivo
et favoriser 'ostéoporose. Lors de notre étude, la profondeur de résorption n’a pas pu étre évaluée avec
nos matrices, cela reste donc une possibilité envisageable.

L'ensemble de ces résultats confirment I'étude in vivo de notre laboratoire (Scorza et al., article en
préparation), ol la présence d’HE induit une déficience de I'ostéoclastogénése corrélée a la maintenance

de la résorption par les OSCLs matures.
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La perte de masse osseuse constatée in vivo pourrait aussi étre expliquée par |'accumulation
d’ostéomorphes. En effet, Mc Donald et al., 2021 ont étudié I'effet du RANKL et de sa neutralisation par
I’'OPG sur la formation des OSCLs et des ostéomorphes in vivo. La présence de I'OPG induit bien la
neutralisation de I'axe RANKL-RANK et I'inhibition de I'ostéoclastogéneése, ce qui est en corrélation avecla
littérature, néanmoins, ils ont observé une accumulation d’ostéomorphes (cellules filles se séparant des
OSCLs matures pour potentiellement en former de nouveaux ou contribuer a I'augmentation de la taille
d’OSCLs matures existants (processus de fission)). L'accumulation de ces ostéomorphes lors de la
neutralisation de RANKL-RANKL, formerait un réservoir de cellules prétes a générer ou fusionner avec des
nouveaux OSCLs. Puis lorsqu’ils ont enlevé I'OPG, ils ont constaté une augmentation du nombre d’OSCLs

formés par rapport a la condition contrdole ol I’OPG n’avait pas été administré.

IIs ont argumenté que ce phénomeéne pourrait étre responsable de la perte osseuse accélérée retrouvée
chez des patients subissant des thérapies avec du denosumab administré de maniére discontinue (un
inhibiteur de I'activation de la voie RANKL-RANK). Cela aurait un sens dans le contexte de notre étude, car
tout comme I'OPG ou le denosumab, I'HE réduit I’activation de Nf-kB de maniere HO-1 dépendante, ce qui
inhibe I'ostéoclastogénése (Zwerina et al., 2005 ; Back et al., 2017 ; Zanchetta et al., 2018). Ainsi, cela
pourrait conduire de la méme maniére a I'accumulation d’un réservoir d’ostéomorphes préts a fusionner
et générer des OSCLs lors de conditions plus favorables. De plus, lors de I'’étude de notre laboratoire
(Scorza et al., (article en préparation)), nous avons voulu reproduire le comportement de la libération
d’héme sous forme libre lors d’'une hémolyse, ainsi, I'HE a été injectée plusieurs fois, a des temps différents
(Etude de deux semaines, avec injection d’HE les 3 premiers jours de la premiére semaine et 3 premiers

jours de la deuxieme semaine, ce qui pourrait accentuer ce phénomene)).

De plus, Mc Donald et al., 2021 ont induit I'apoptose chez des OSCLs in vivo par photoablation a deux
photons au niveau du tibia et ont remarqué I’arrivée de macrophages afin de phagocyter les OSCLs rentrés
en apoptose. Or, il a été montré que les macrophages différenciés peuvent aussi former des OSCLs
matures, ce qui en ferait de bons candidats directement impliqués dans la résorption de I'os (Pereira et
al., 2018 ; Yang et Yang, 2019). Nous avons également reporté cela dans notre laboratoire, ou des
macrophages ont été générés a partir de précurseurs de la moelle osseuse du jour 0 au jour 6, puis nous
avons testé de conditionner ces derniers avec soit du RANKL + SL929 ou soit du RANKL (voir Annexe D). Ce

qui est intéressant est que bien que les macrophages soient différenciés et expriment le récepteur M-CSF,
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le conditionnement seul avec du RANKL ne suffit pas a générer des OSCLs matures, mais uniquement la
présence de SL929 + RANKL.

Enfin, Il est important de prendre en compte I'environnement osseux dans lequel se trouvent les OSCLs, a
savoir la BMU qui est composée d'ostéocytes, de cellules du revétement osseux et d'OSBs. Bien que I'HE
soit capable d’inhiber I'activité des OSBs, il est essentiel d'étudier son impact sur ces autres types
cellulaires. Ces derniéres années, des études ont mis en évidence l'implication des cytokines, telles que le
TNF-alpha, I'lL-1R et I'lL-17, dans la régulation du remodelage osseux en favorisant la résorption de |'os,
tandis que I'lL-10, I'IL-12 et I'INF-B favorisent sa formation. Il est donc possible que I'HE ait un effet sur la
régulation du remodelage osseux a travers son influence sur les différentes cellules de la BMU et les

cytokines impliquées.

En ce qui concerne |'effet de I'HE sur la sénescence des RAW 264.7, nous avons montré que I'HE favorise
I’expression de la SA-B-galactosidase, définit comme un marqueur sénescent tardif (Pingolo et al., 2021).
Cela est aussi valable pour la condition RANKL seule, et accentuée lorsque I’HE est en présence du RANKL,
suggérant un effet synergique de ces deux composés. Par ces observations, on tend a confirmer les
résultats de Gorissen et al., 2019, ol |'ostéoclastogénése conduit a I'adoption d’un phénotype de cellules
sénescentes. Néanmoins, malgré |'utilisation des mémes protocoles et apres des tests d’optimisation, la
lignée RAW 264.7 de notre laboratoire ne permet pas la formation d’OSCLs comme définie dans la
littérature, avec un nombre de noyaux supérieurs a 3 et I’expression de la TRAP. Dans notre cas, on observe
bien des cellules multinucléées, mais TRAP négative. Toutefois, cela montre que la fusion favorise
I"adoption d’un profil de cellule sénescente et que cette lignée pourrait toujours étre utilisée pour étudier
la fusion cellulaire. L'implication de la sénescence a aussi été retrouvée chez les trophoblastes, qui
fusionnent pour former le syncytiotrophoblaste, intervenant dans le développement du placenta chez
I’'humain. De plus, la sénescence est induite lors de la fusion, mais est aussi maintenue tout au long du
développement de ces cellules, suggérant un réle important de la sénescence chez ’homéostasie de ces

cellules multinucléées (Higuchi et al., 2019).

Comme expliqué précédemment, plusieurs études montrent que lors de leur formation et maturation, les
OSCLs adoptent un phénotype de cellule sénescente, en raison de I'adoption de certains marqueurs
caractéristiques tel que leur morphologie, la production de protéases, et métalloprotéinases (SASPs) et
I’expression de p21 et p53 (Chen et al., 2007 ; Gorissen et al., 2019 et Lee et al., 2021). La formation des

OSCLs est permise grace a une diminution d’expression de I’'HO-1 (Sakai et al., 2012). Néanmoins, d’autres
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études démontrent que la déficience totale ou partielle du géne de la HO-1 ne permet pas d’accentuer
I'ostéoclastogénese et d’avoir plus d’OSCLs, au contraire. Comme c’est le cas de I'équipe d’Anselmino et
al., 2020, ou la déplétion de I’'HO-1 conduit a une diminution du volume osseux, du nombre et de I'activité
des OSBs (cellules produisant la matrice osseuse), mais aussi des OSCLs. En effet, leur nombre et leur
activité de résorption se retrouvent diminués. Les auteurs expliquent ce résultat par le fait qu’il y ait moins
d’OSBs (une partie des cellules dans I'environnement osseux qui produisent le RANKL et le M-CSF,
molécules nécessaires a la formation et la différenciation des OSCLs), néanmoins, on peut considérer la
possibilité que ’'HO-1 permette la régulation de I’activité et/ou affecte les fonctions des OSCLs matures.
Pour ce qui est de la vérification de I'expression des marqueurs sénescents par qPCR, la présence de RANKL
contribue a augmenter certains marqueurs (p53, IL-6, IL-1B), ce qui coincide avec la littérature et
I"adoption d’un profil sénescent, toutefois, en présence d’HE ces marqueurs ont plus tendance a diminuer.
Cela est intéressant et justifie le fait d’étudier plusieurs marqueurs caractéristiques de la sénescence pour
vraiment confirmer I'adoption de ce profil. La tendance de I’'HE a diminuer I’expression de ces marqueurs
est consistant avec son effet inhibiteur de I'ostéoclastogénese (ou processus de fusion cellulaire dans le

cadre de notre lignée RAW 264.7 TRAP-).

De plus, de maniére intéressante, nous avons constaté que I'HE entrainait une augmentation de
I’expression de la B-galactosidase, ce qui indique une sénescence cellulaire, mais qu’en sa présence, une
inhibition de I'ostéoclastogénése est aussi constatée. Par conséquent, cela suggére que différents niveaux
de sénescence pourraient avoir des effets différents en fonction du stade de développement des OSCLs,
gu’ils soient en formation ou déja matures.

Pris tous ensemble, ces éléments confortent I'idée d’une étroite relation entre la sénescence et I'induction
de I’'HO-1 qui intervient dans la formation et la fonction des OSCLs matures. Ces résultats corrélés a la
littérature suggerent que I’'HO-1 est induite lors de la sénescence et agit comme mécanisme régulateur

des OSCLs.

Enfin, en ce qui concerne l'effet de I'HE sur la migration des cellules RAW 264.7, nous n’avons pas
remarqué d’effet significatif. Aucune étude n’a évalué cela chez les RAW 264.7, néanmaoins, ces résultats
sont consistants avec les observations de Kodagoda et al., 2021 qui ont montré que la présence d’'HE a 25
UM durant 24 heures n’affectait pas la migration cellulaire (chez les cellules épithéliales du c6lon normales
ou cancéreuses, respectivement (FHS, SW480)). Toutefois, ces derniers ont évalué |'effet de I’'HE sur la

migration durant 4 jours, et au jour 4, ils ont pu constater un effet inhibiteur de I’'HE sur la migration
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cellulaire. Une autre étude de Gandini et al., 2018 utilisant une concentration de 20 uM montre un effet
inhibiteur chez la lignée LC3 (lignée cellulaire tumorale hormone-indépendante dérivée d’un
adénocarcinome mammaire murin chez des BALB/c), mais aucun sur une autre lignée épithéliale non
maligne, les HC11 ou aucun effet significatif n’est constaté. Cela montre des résultats variés, mais une
tendance a inhiber la migration cellulaire chez certains types cellulaires. |l serait pertinent de vérifier cela

sur des cellules primaires.
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CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

La dérégulation du remodelage osseux en faveur de la résorption est constatée lors de conditions
hémolytiques (drépanocytose, thalassémie, malaria), ou lors de I'injection d’"HE in vivo chez la souris. Dans
ces conditions, une diminution de la formation osseuse corrélée a la maintenance de la résorption de I'os
est constatée, mais une diminution de la formation d’OSCLs est également observée. Donc, la résorption
de I'os n’est pas affectée par une déficience de la formation de nouveaux OSCLs, seules cellules pouvant
dégrader la matrice osseuse. Cela suggere que le conditionnement des OSCLs avec I'HE favorise leur
activité de résorption ou leur persistance sur la matrice osseuse, ce qui compenserait la déficience de

I’ostéoclastogéneése.

Ainsi, I'effet de I’'HE sur les OSCLs matures n’étant pas connu, nous avons voulu étudier les conséquences
du conditionnement avec de I'HE sur leur persistance et leur capacité a dégrader une matrice minéralisée.
Pour ce faire, nous avons utilisé des précurseurs myéloides dérivés de la moelle osseuse de souris BALB/c

afin de générer des OSCLs matures, avant de les conditionner avec I'HE.

Les résultats issus de ces manipulations ont permis d’'une part de valider le fait que la présence d’HE induit
une déficience de I'ostéoclastogénése, associée a une inhibition de la résorption, puis, d’autre part,
d’évaluer deux parametres, premierement, le comportement des OSCLs matures sans HE, en présence du

conditionnement avec a MEMc seul ou supplémenté avec SL929, RANKL et SL929 + RANKL.

Nos résultats démontrent qu’une fois établis, avec ou sans stimulation, les OSCLs matures arrivent a
survivre in vitro, hormis la condition ou seulement RANKL était présent. Néanmoins, en ce qui concerne
leur capacité de résorption, uniquement la présence simultanée de SL929 et de RANKL permet la
continuité de la dégradation de la matrice minéralisée par les OSCLs matures. Pris conjointement, ces
résultats ont permis d’établir que le milieu de conditionnement optimal pour la réalisation d’études sur

les OSCLs matures est celui avec du SL929 (M-CSF) et du RANKL.
Deuxiemement, le conditionnement a I’'HE des OSCLs matures n’inhibe pas leur capacité de résorption. En

effet, nos résultats démontrent que méme avec 11,5 ou 23 uM d’HE, les OSCLs matures sont capables de

dégrader une matrice minéralisée in vitro (durant 6 jours dans le cadre de cette étude), en présence d’un
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conditionnement optimal (SL929 + RANKL), néanmoins, cette activité perdure, mais est moins prononcée

par rapport au contrdle sans HE.

La réalisation de ces manipulations a aussi permis d’optimiser la quantification et I'utilisation des cellules
cultivées sur une matrice minéralisée. En effet, grace a 'utilisation de la calcéine et du prémarquage des
matrices avant le dép6t des cellules, nous avons désormais la capacité de mesurer et de quantifier I'activité
de résorption de cellules en temps réel, tout en préservant leur intégrité, cela ouvre la possibilité de
réaliser des cinétiques en direct a différents temps, mais également de co-marquer les cellules avec

d’autres marqueurs viables.

Enfin, parallelement a ces manipulations, nous avons testé 'effet de I'HE sur I'adoption d’un profil
sénescent, ainsi que sur la migration d’une lignée de monocyte/macrophage, les RAW 264.7. Nos résultats
soutiennent le fait que I'HE favorise I'adoption d’un profil de cellule sénescente chez cette lignée cellulaire,
a la suite de l'expression de la SA-B-galactosidase. Concernant la migration cellulaire, aucune des

concentrations testées ne I'impact significativement.

Pris dans sa globalité, ces manipulations vont dans le sens de notre hypotheése, c’est-a-dire que malgré un
effet inhibiteur sur I'ostéoclastogénése, I'HE stimule la persistance des OSCLs matures. Méme si, en sa
présence, la dégradation de la matrice par les OSCLs n’a pas excédé la condition contréle, elle a été
maintenue. Ces résultats, corroborés a la littérature, soutiennent les observations de notre laboratoire de

recherche et les effets observés in vivo.

Toutefois, rappelons que ces manipulations ont été réalisées in vitro et I’environnement ainsi que la
structure de la matrice osseuse différe in vivo. D’'une part, on observe la présence d’autres cellules de la
BMU, a savoir les ostéocytes, les cellules du revétement osseux et les OSBs. D’autre part, la structure de
la matrice minéralisée est bien plus complexe. Par conséquent, dans le cadre de futures études il serait
intéressant d’utiliser des coupes de dentine, ol la densité ainsi que les propriétés physico-chimiques sont
plus proches d’un modele in vivo. Avec cette approche il serait envisageable de quantifier la profondeur
des fosses de résorption en plus de la surface totale, moyenne et de distribution des fosses selon différents
diametres. Il serait également pertinent de coupler ces analyses avec la quantification d’éléments
rémanents (PO4°, Ca %) avant et aprés la résorption des OSCLs. Cela permettrait d’avoir deux méthodes,

directes et indirectes pour quantifier la résorption de la matrice minéralisée.
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De plus, des recherches grandissantes précisent le role des cytokines et le réle des cellules immunitaires
dans la régulation du remodelage osseux, un concept nommé ostéo-immunologie. L'existence des telles
relations élargit ainsi les possibles acteurs directs et indirects impliqués dans sa régulation. Il serait ainsi
intéressant d’étudier les conséquences de l'inflammation conjointement avec I'HE sur le remodelage

osseux.

En termes de perspectives, il serait pertinent de reproduire les manipulations faites sur les OSCLs matures,
sur leur persistance ainsi que sur leur activité de résorption in vitro, mais en utilisant cette fois-ci du M-
CSF pur a la place du SL929. En effet, malgré son utilisation commune dans la littérature comme source de
M-CSF pour générer des macrophages ou OSCLs, plusieurs études ont souligné des différences entre la
stimulation par le SL929 et celle avec une version recombinante de M-CSF. De Brito Monteiro et al., 2020
ont démontré que lorsque la différenciation des macrophages était induite avec du SL929, I'ajout de LPS
conduisait a la production d’'une plus faible quantité de cytokines pro-inflammatoires, et ces cellules
présentaient une glycolyse et une consommation plus importante. De plus, il serait intéressant d’étudier
si I’'HE exerce bien un effet sur la viabilité des OSCLs matures et contribuerai a augmenter leur viabilité par
I'intermédiaire de I’'HO-1. Dans cette optique, il serait intéressant de confirmer la cinétique de formation
des OSCLs que nous avons réalisée juste avant la rédaction de ce mémoire (Voir Annexe D), ou nous avons
montré qu’au jour 9, 50 OSCLs sont formés en présence de SL929 + RANKL contre 25 au jour 12. En
reproduisant cela avec ou sans HE nous pourrions évaluer si sa présence préserve la durée de vie des
cellules, auquel cas, nous observerions une diminution moins importante du nombre d’OSCLs entre le jour
9 et le jour 12 en présence d’HE. Dans ce contexte, le role de la sénescence chez les OSCLs reste aussi a
étre mieux établi. Avant tout, il serait nécessaire de confirmer les tendances obtenues par gPCR, mais aussi
de reproduire le méme schéma expérimental réalisé avec les RAW 264.7, mais sur des cellules primaires,
afin de confirmer nos résultats. De plus, méme si la littérature met en lumiére I'existence de |'adoption
d’un profil de cellule sénescente par les OSCLs, peu est connu sur sa fonction précise et son role sur la
régulation des OSCLs matures. |l est |égitime de se demander si I’'HE pourrait accentuer ce profil de cellule
sénescente engendrant plus de dégradation, mais une vie potentiellement réduite ? Ou au contraire
contribuer a la régulation de I'activation de Nf-kB par I'intermédiaire de I’'HO-1, ce qui maintiendrait un
niveau réduit de sénescence, corrélé a une dégradation de la matrice réduite, mais une durée de vie

prolongée, ce qui favoriserait la résorption osseuse ?

Enfin, nous avons confirmé le fait que les macrophages différenciés peuvent former des OSCLs matures en

présence de SL929 + RANKL, il est judicieux de se demander si le fait de préconditionner ces macrophages
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avec de I'HE, avant de les faire se différencier en présence de SL929 + RANKL (ou M-CSF + RANKL) peut
conduire a la formation d’OSCLs plus ou moins nombreux ou actif vis-a-vis de la résorption, car ce

phénoméne est tout a fait possible in vivo.

Les avancées futures permettront de mieux comprendre la régulation complexe du remodelage osseux

afin de proposer des solutions adaptées aux personnes souffrants d’'un déséquilibre de ce processus en

faveur de la résorption ou de la formation.
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ANNEXE A

Séquences des amorces utilisées pour la PCR et taille attendue

Sens Antisens Taille amplicons
Eef2 GACATCACCAAGGGTGTGCAG | TCAGCACACTGGCATACAGGC 214
Tm 61.48 62.98
IL-6 CTTCCATCCAGTTGCCTTC ATTTCCACGATTTCCCAGAG 17
Tm 55,88 5542
plé CCCAACGCCCCGAACT GCAGAAGAGCTGCTACGTGAA 79
Tm 59,18 60,67
p21 GTTCCTTGCCACTTCTTACCT TCATCCTAGCTGGCCTTAGA 109
Tm 57,86 57,22
p53 CCTCTCCCCCGCAAAAGAAA GGCCCCACTTTCTTGACCAT 229 et 325 (Plusieurs transcripts)
Tm 60.25 60.25
IL-18 CTGGTACATCAGCACCTCACA GAGCTCCTTAACATGCCCTG 155
Tm 59.72 58.33

65




ANNEXE B
Profil de migration des amplicons sur gel d'agarose (aprés qPCR)

A) Amorces Eef2 (Amplicon 4 214 pb) : B) Amorces p53 (Amplicon 3 229 pb) :

Q) Amorces p21 (Amplicon a 109 pb) :

4 5 M 6 7 8 9 10 11 12

LIS

500 pb

200 pb
100 pb

E) Amorces IL-B (Amplicon a 155 pb) :

Légende : Aprés la réaction PCR, les amplicons ont été déposés sur gel d’agarose a 2% afin d’évaluer leur profil
et de confirmer la spécificité d’amplification (en plus de I'analyse de la courbe de fusion). Pour chaque amplicon,
les conditions suivantes ont été réalisées : 1-2 : amorces + ADN CT, 3-4 : amorces + ADN HE, 5-6 : amorces +

ADN RANKL, 7-8 : amorces + ADN RANKL + HE, 9-10 : amorces + ADN H,0,, 10-12 : amorces + eau (Marqueur
poids moléculaire : 100pb).
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ANNEXE C
Génération d’ostéoclastes en présence de SL929 + RANKL a partir de macrophages

différenciés.

Macrophages préétablis (SL929 + RANKL)
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#Cellules par puits

Légende : Les cellules non adhérentes de la moelle osseuse (souris BALB/c) ont été mises en culture a
différentes concentrations cellulaires dans du DMEMc supplémenté de 15% de SL929 durant 6 jours afin de
générer des macrophages différenciés. Par la suite du jour 6 au jour 12, les macrophages ont soit été
conditionnés avec du SL929 + RANKL ou RANKL seul. Au jour 12, les cellules ont été fixées a la PFA et marquées

pour I'acide phosphatase tartrate résistante (TRAP5b). Est représenté le nombre d’OSCLs mature comptés pour
la condition SL929 + RANKL (aucun OSCL n’a été formé en présence de RANKL seul).
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ANNEXE D
Cinétique de formation des ostéoclastes matures en présence de RANKL + SL929 durant 12

Jours.
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Légende : Les cellules non adhérentes de la moelle osseuse (souris BALB/c) ont été mises en culture avec
du SL929 et RANKL durant 12 jours afin de générer des OSCLs matures. Aux 3 jours, les cellules ont été
fixées a la PFA et marquées pour |'acide phosphatase tartrate résistante (TRAP5b). Est représenté le
nombre d’OSCLs matures comptés aux différents jours. Le jour 9 est |le jour ou le plus d’OSCLs est formé.
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