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RESUME

Lors de l'ostéoporose postménopause, la diminution de la masse osseuse est
liee a la réduction de la sécrétion d'cestrogénes. Le tissu osseux est soumis
a un renouvellement constant assuré par une résorption (ostéoclastes) et une
formation (ostéoblastes) et la perte osseuse provient d'un déséquilibre entre
ces deux processus. Les ostéoblastes sont considérés comme les acteurs
majeurs de la régulation du remodelage osseux et I'étude de leffet des
cestrogenes sur les fonctions ostéoblastiques est d'une grande importance.
La présence des récepteurs cestrogéniques ERa et ERp a été confirmée par
RT-PCR et immunobuvardage, dans la lignée cellulaire ostéoblastique
humaine MG-63. Les traitements a I'estradiol n'ont eu aucun effet sur la
prolifération ou [lactivation de la voie ERK/MAPK des ostéoblastes.
Cependant, il a été possible d’'observer une entrée de calcium a partir du
milieu extracellulaire lorsque les cellules étaient traitées avec 10° M
d’estradiol ainsi qu'une régulation dose dépendante de I'expression du
récepteur des lipoprotéines de faible densite. Puisque les MG-63 semblent
répondre aux cestrogenes, il est possible que cette hormone puisse affecter
d’autres voies de signalisation. Les ostéoblastes possedent de nombreuses
protéines de signalisation dans des microdomaines membranaires, les
caveoles, dont la présence est dépendante de la protéine cavéoline-1. Nous
nous sommes demandés si I'cestrogéne aurait un effet régulateur sur ces
unités de signalisation.  Au niveau protéique, cette hormone réduit
I'expression de la cavéoline-1 selon un schéma biphasique inversé avec une
baisse entre 1 et 100 nM. Avec les résultats présentés dans ce mémoire,
I'ostéoporose postménopause ne peut étre expliquée par une diminution de
la prolifération. |l serait donc pertinent de vérifier si cette baisse de la
cavéoline-1 se traduit par une réduction du nombre de cavéoles et une
modification de l'activité eNOS, enzyme associée aux cavéoles de certains
types cellulaires et dont le produit, 'oxyde nitrique, est nécessaire a un
métabolisme osseux adéquat.



CHAPITRE |

INTRODUCTION

L'ostéoporose est une maladie d'actualité puisque, depuis une
cinquantaine d'années, son incidence est en constante augmentation en
raison du vieillissement de la population des pays industrialisés. Elle se
caractérise par une forte diminution de la qualité et de la quantité de la masse
osseuse, entrainant ainsi un risque accru de fractures. Présentement, elle
affecte plus de 1.4 million de Canadiens, et dans la population dgée de plus
de 50 ans, 1 femme sur 4 et 1 homme sur 8 sont touchés par cette maladie;
cependant, elle peut frapper a tout 4ge. Son colt financier, estime a 1.3
milliard $ chaque année, résulte principalement de la morbidité associée aux

fractures.

L’approfondissement des connaissances reliées a la régulation de la
formation et de la résorption osseuse, dans le cadre d'un métabolisme a la
fois normal et pathologique, est donc d’'une importance primordiale en ce qui
concerne le développement de meilleures approches thérapeutiques pour le

traitement ainsi que la prévention de l'ostéoporose.

Tout au long de la vie adulte, I'os est normalement soumis a un
renouvellement constant (résorption par les ostéoclastes et formation par les
ostéoblastes); cependant, dans une condition d'ostéoporose, la dégradation
de la matrice osseuse est supérieure a la formation de nouveaux tissus
osseux. Ainsi, la conséquence principale de cette maladie est une perte
importante de masse osseuse, diminuant ainsi la quantité et la qualité de Ia

structure des o0s. Ces conditions entrainent donc une plus grande fragilité



osseuse et des risques plus importants de fractures, particuliérement des
vertébres, du haut du fémur (hanche) ainsi que du poignet.

Dans le cas particulier d’'une ostéoporose associée a la ménopause
(ostéoporose postménopause), la déficience en cestrogénes entraine une
augmentation de la résorption osseuse qui n'est pas compensée par une
formation osseuse adéquate [Garcia-Moreno et al. 2004; Thijssen 2003].
Plusieurs essais cliniques ont démontré que des traitements hormonaux
substitutifs (THS) inhibaient la perte de la masse osseuse dans le cadre
d'une ostéoporose postménopause. Cependant, 'utilisation de ces thérapies
hormonales n’est plus recommandée dans le traitement de la prévention
osseuse due majoritairement au risque élevé de développement de cancers
et de maladies cardio-vasculaires qui lui est associée [Garcia-Moreno et al.
2004].

Puisque les ostéoblastes sont les cellules impliquées dans la formation
osseuse et puisgu'elles contrélent la régulation de la difféerenciation et de
I'activation des ostéoclastes, ces cellules sont désormais considérées comme
une cible importante aussi bien dans la prévention que dans le traitement de
'ostéoporose. Ainsi, la compréhension des mécanismes fondamentaux de
signalisation cellulaire et de la régulation de plusieurs fonctions des cellules
ostéoblastiques associées au remodelage osseux par les hormones, et en
particulier par les cestrogénes, est d’une importance primordiale dans le
développement de meilleures approches médicales pour la prévention et le

traitement de I'ostéoporose.

1.1 L’ostéoporose

L’expression clinique la plus frequente de I'ostéoporose est la fracture

qui, par les complications qgu’elle peut entrainer, determine le degré de



gravite de la blessure. Plus particulierement, l'incidence des fractures liées a
la fragilité osseuse, principalement les fractures de la hanche et du poignet,
est determinée par la fréquence et la direction des chutes [Raisz 2005].
Lorsque l'ossature est gravement affaiblie, des gestes banals, comme se
baisser ou éternuer fortement, peuvent causer une fracture. Les fractures de
la hanche qui sont liées a I'ostéoporose constituent un probléme majeur chez
les personnes agees puisque, dans plus de 20% des cas, ces fractures sont

mortelles, et qu’environ 50% des ainés qui y survivent souffrent d'invalidité.

L'ostéoporose touche les sociétés industrielles dont 'espérance de vie,
et en particulier celle des femmes, s’allonge. Selon I'Organisation Mondiale
de la Sante, l'ostéoporose est une maladie caractérisée par une faible masse
osseuse et la détérioration micro-architecturale du tissu osseux, une fragilité
osseuse et, par la suite, une augmentation du risque de fractures [World
Health Organization 2003]. Plusieurs facteurs de risque sont associés a la
pathologie ostéoporotique : les risques d’ordre génétique, d’ordre nutritionnel,
d’ordre environnemental, et d’ordre hormonal, lesquels sont tous diversement
impliqués selon les ages de vie puisque liés d'une part au capital osseux
acquis et d’'autre part au rythme de diminution de ce capital [Gennari et al.
2005].

La fragilité squelettique peut résulter: (a) d’une insuffisance a produire
un squelette possedant une masse et une force optimales durant la
croissance; (b) d’une résorption osseuse excessive résultant en une masse
osseuse diminuée et une détérioration micro-architecturale du squelette; et
(c) une réponse de formation osseuse inadéquate a une augmentation de la

résorption durant le remodeiage osseux [Raisz 2005].

L'ostéoporose est donc une pathologie dégénérative du tissu osseux

etroitement liée au cycle de vie du squelette, et une meilleure compréhension



des mécanismes sous-jacents a son développement est nécessaire afin de
mieux cerner toute limportance de cette maladie en tant que probleme

majeur de santé publique.

1.2 Tissu osseux & Remodelage

L'os est un tissu vivant composé d'une abondante matrice
extracellulaire calcifiée. Elle est formée a 90% de fibres de collagene de type
|, orientées généralement dans une direction préférentielle, et a 10% de
protéines non collageniques, en grande partie de l'ostéocalcine et de
I'ostéonectine [Baron 1993]. La minéralisation de cette matrice extracellulaire
se fait par le dép6t de cristaux d’hydroxyapatite [Cao(PO4)s(OH),; cristaux de
calcium (CaZ+) et de phosphate] dans les fibres de collagéne. Généralement,
ces cristaux sont eux aussi orientés selon la méme direction préférentielle
que les fibres de collagéne. Chez l'adulte, l'orientation préférentielle des
fibres de collagéne alterne de couche en couche, résultant en une structure
lamellaire typique. Ce type d'organisation permet ainsi une plus haute

densité de collagéne par unité de volume de tissu osseux [Baron 1993].

Comme illustrée a la Figure 1.1, la matrice de I'os est continuellement
dégradée et synthétisée par deux types de cellules, les ostéoclastes et les
ostéoblastes, respectivement. A I'age adulte, chaque cycle de remodelage
comprend une phase de résorption osseuse de deux a trois semaines, qui
précede systématiquement une phase de formation d’environ trois mois, et la
phase de formation osseuse est en équilibre avec la phase de résorption
jusqu'a I'age denviron 30 ans. Ainsi, le pic de masse osseuse est
géneralement atteint a la troisiéme décennie et est maintenu jusqu'a la
cinquiéme, lorsque la perte de masse osseuse reliee a la vieillesse, autant

chez les femmes que chez les hommes, débute et persiste jusqu’a la fin de la



vie [Compston 2001]. En conditions physiologiques normales, la totalité du
squelette est régénérée tous les 10 ans a travers des cycles périodiques de

destruction de I'ancienne matrice osseuse [Manolagas 2000].

L'activité des ostéoclastes et des ostéoblastes contrdle donc le
processus dynamigue de remodelage qui, tout au long de la vie, renouvelle la
matrice osseuse, permet de conserver ses propriétés biomécaniques et
assure la disponibilité de cette réserve de Ca®*. En effet, chez un humain de
taille moyenne, approximativement 500 mg de calcium sont retirés des os
calcifiés et redistribués dans la circulation sanguine chaque jour, et au méme
moment, environ 500 mg de calcium sont déposés dans la matrice osseuse
par transfert du flux sanguin grace a l'activité des ostéoblastes lors de la
formation osseuse. Ainsi, cet effet tampon, résultant de [l'activité des
ostéoclastes et des ostéoblastes, permet de maintenir des niveaux de

calcium dans la circulation sanguine d’environ 10.5 £ 1 mg / dl [Noda 2006].

Puisque, a l'age adulte, le remodelage est un processus continuel
permettant de maintenir la masse osseuse de I'organisme, un parfait équilibre
entre résorption de I'os existant puis formation subséquente de la matrice se
trouve étre de trés grande importance a la fois pour le support mécanique de

I'organisme, la protection des organes vitaux et la disponibilité du calcium.

1.3 Ostéoclastes & Résorption osseuse

Les ostéoclastes sont des cellules géantes multinucleées (4 a 20
noyaux) normalement retrouvées au contact d'une surface osseuse calcifiée
et a l'intérieur d’une lacune résultant de leur propre activité de résorption

[Baron 1993]. Ces cellules sont mobiles puisqu’elles résorbent ia matrice



osseuse pour former une lacune et se déplacent ensuite pour résorber une

autre zone osseuse [Mundy 1993].

Les ostéoclastes  proviennent de cellules  mononucléaires
hématopoiétiques de la moelle osseuse qui circulent dans le flux sanguin et
lorsque arrivées a I'os endostéal, proliferent, fusionnent pour former des
cellules polynucléées, forment des bordures ondulées (ou bordures en
brosse), puis résorbent la matrice osseuse [Mundy 1993]. Les bordures
ondulées sont de profonds repliements de la membrane plasmique dans la
zone longeant la matrice osseuse; cette partie de la membrane plasmique est
entourée d'un anneau de protéines contractiles servant a attacher

I'ostéoclaste a la surface de I'os [Baron 1993].

L’activité de résorption est effectuée via la sécrétion, par les
ostéoclastes, d'enzymes protéolytiques et lysosomales ainsi que d'ions
hydrogéne a travers les bordures ondulées. Les ions hydrogéne sécrétés par
les pompes a proton permettent le maintien d’un pH acide, lequel dissout les
cristaux, exposant ainsi la matrice, et fournit un environnement optimal a la

degradation de la matrice osseuse par les enzymes [Mundy 1993].

1.4 Ostéoblastes & Formation osseuse

La genése des ostéoblastes, appelé I'ostéopoiese, fait appel a des
cellules souches mésenchymateuses (cellules souches stromales de la
moelle osseuse ou cellules souches de tissu conjonctif), qui, sous stimulation
adéquate, proliferent et se différencient en pré-ostéoblastes puis en
osteoblastes matures. Aprés une période de forte activité de sécrétion, les
ostéoblastes matures subissent une différenciation terminale pour devenir
des ostéocytes entourés par la matrice osseuse ou entrent en apoptose
[Baron 1993].



La formation osseuse est effectuée par les ostéoblastes matures
atteignant la surface de l'os. Ces cellules synthétisent et sécrétent du
collagene de type | qui forme la matrice ostéoide. La maturation de la
matrice se déroule en 3 étapes et doit avoir lieu avant que la matrice osseuse
ne puisse étre minéralisée. Les fibres de collagene sont tout d’abord
déposées rapidement et une couche ostéoide de plus en plus épaisse est
produite. Pendant la seconde étape, le taux de minéralisation de la matrice
augmente afin qu’il s’harmonise avec celui de la synthése de collagéne et
ainsi, la couche ostéoide reste constante. Puis, lors de la derniére étape de
la formation, le taux de synthése de fibres de collagene diminue et la
minéralisation continue jusqu’'a ce que la couche ostéoide disparaisse [Puzas
1993].

Le processus de minéralisation peut se faire selon deux mécanismes
dépendamment du type d'os. Le cartilage calcifie (soit I'ossification
endochondrale se définissant par le remplacement d'une matrice
cartilagineuse par de l'os, ou l'ossification intramembranaire impliquant la
croissance de I'os par opposition) et I'os immature semblent étre minéralises
via des vésicules matricielles, soit des corps liés a la membrane subissant
une exocytose de la membrane plasmique et migrant vers l'espace
extracellulaire matriciel. La membrane interne riche en lipides de ces
vésicules se trouve étre le noyau de la formation des cristaux
d’hydroxyapatite, et, éventuellement, la cristallisation se déroule jusqu’a
I'oblitération de la membrane vésiculaire produisant ainsi une sphérulite de
minuscules cristaux en grappe. Ces sphérulites s’accumulent jusqu'a ce
qu’'une masse continue minéralisée se retrouve dans |'espace matriciel
[Termine 1993]. Ainsi, la force conduisant a la minéralisation de ces types
d'os semble étre les cristaux de minéraux associés a la membrane des

vésicules matricielles. Dans ies os lamellaires plus denses, la minéralisation



a lieu en association avec les fibrilles de la matrice hétéropolymérique
(complexe collagéne / protéines non collagéniques). Cependant, il est
incertain si la force conduisant a la minéralisation est liée au collagene ou

aux protéines non collagéniques qui lui sont associées [Termine 1993].

En plus de posséder un rble dans la synthése de collagéne et la
minéralisation, les ostéoblastes produisent des facteurs de croissance qui se
retrouvent ensuite emprisonnés dans la matrice osseuse minéralisée. Ainsi, il
semblerait que les ostéoclastes libérent, durant le processus de résorption,
les facteurs de croissance séquestrés. Ces facteurs diffusent ensuite sur une
courte distance et stimulent les cellules mésenchymateuses a proliférer et
ultimement a se différencier en pré-ostéoblastes puis en ostéoblastes
matures. Ces cellules reforment I'os dégradé en remplagant non seulement
le collagéne et les minéraux, mais aussi les facteurs de croissance [Puzas
1993].

1.5 Régulation du remodelage osseux

1.5.17 Ostéoclastogenese

Depuis longtemps déja, le concept d’'une stimulation de la résorption
osseuse nécessitant une interaction entre les cellules des lignées
ostéoblastique et ostéoclastique a été proposé mais jusqu’au début des
années 80, les mécanismes moléculaires conduisant a cette stimulation
demeuraient inconnus [Raisz 2005]. Trois membres de ia superfamille des
TNF (facteur de necrose tumorale) et de leurs récepteurs sont principalement

impliqués, comme le montre la Figure 1.2.

Dans les premiéres étapes de I'ostéoclastogenéese, le M-CSF (facteur
stimulant la croissance des macrophages) agit comme un modulateur critique

précoce de la difféerenciation des ostéoclastes. Ce facteur, soit sécrété, soit



lié a la membrane des ostéoblastes matures ou des cellules stromales,
interagit avec son récepteur, c-fms (récepteur du facteur stimulant la
croissance des macrophages), exprimé par les progéniteurs osteoclastiques,
favorisant ainsi leur survie, et par la suite leur réponse a des inducteurs
directs de différenciation [Troen 2003]. Dans les stades tardifs de la
difféerenciation osteoclastique, RANKL (ligand du récepteur activant NF-xB)
est le facteur critique de l'induction. Les ostéoblastes présentent a leur
surface cellulaire RANKL qui active la différenciation des ostéoclastes et
permet le maintien de leur fonction en ce liant a son récepteur membranaire
RANK (récepteur activant NF-xB), exprimé par les précurseurs
ostéoclastiques ainsi que les ostéoclastes inactifs et actifs [Raisz 2005; Troen

2003].

Cependant, les ostéoblastes synthétisent et sécretent aussi de 'OPG
(osteoprotégeérine), un récepteur leurre soluble qui peut bloguer les
interactions RANKL/RANK en se liant avec RANKL, et par conséquent, peut
empécher le développement des ostéoclastes et ainsi la résorption osseuse
[Raisz 2005; Troen 2003]. Des souris n'exprimant pas RANKL ne posséedent
pas d'ostéoclastes fonctionnels et développent de I'ostéopeétrose (pathologie
se définissant par une formation et une minéralisation osseuses excessives),
tandis que des souris déficientes en OPG présentent une résorption accrue
et developpent de I'osteoporose, démontrant ainsi le réle indispensable d'un
ratio RANKL/OPG équilibré pour assurer un renouvellement osseux adéquat
[Hughes et al. 2006]. Dans les ostéoblastes, I'expression de RANKL et
d'OPG est régulée de facon inverse et le renouvellement osseux semble
determiné par le ratio RANKL/OPG plutét que les niveaux absolus de RANKL
[Quinn & Gillespie 2005]. Il a aussi été montré que lors d’une condition
pathologique, les cellules malignes ou inflammatoires (leucocytes) peuvent

augmenter I'osteoclastogenése en produisant M-CSF et RANKL, solubles ou
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lies a la membrane, ainsi que des PTHrP (protéines s’apparentant a PTH),

cytokines et des prostaglandines [Raisz 2005].

RANKL est produit par les ostéoblastes en réponse a de nombreux
signaux tels que la vitamine D3, la PTH (hormone parathyroidienne), le TNF-a
(facteur de nécrose tumorale «), les glucocorticoides, les PGE
(prostaglandines de type E), les IL (interleukine) -1, -6, -11, -15 et -17,
’hormone thyroidienne, les LPS (lipopolysaccharides), I'histamine, le FGF-2
(facteur de croissance des fibroblastes de type 2), I''GF-1 (facteur de
croissance de type 1 s’apparentant a linsuline) et la faible gravité [Troen
2003]. Les PGE sont produites par les ostéoblastes sous l'action inductible
de COX2 (cyclo-oxygenase-2) en réponse a de nombreux facteurs stimulant
la résorption osseuse [Raisz 2005]; cette enzyme fait donc partie d'un cycle
de rétro-régulation et semble potentialiser la réponse des ostéoblastes a ces

facteurs de stimulation.

De méme, la diminution de l'ostéoclastogenese peut se faire de fagon
indirecte via la diminution de l'expression de RANKL par les ostéoblastes
lorsque ces derniers se trouvent en présence d'inhibiteurs de la formation
ostéoclastique tels que les IL-4, -10, -12, -13 et -18, le TGF-B (facteur de

croissance transformant p), I'interféron v et la calcitonine [Troen 2003].

1.5.2  Difféerenciation ostéoblastique

Durant la derniere décennie, d'importantes avancées ont été faites dans
fa compréhension du contréle cellulaire et moléculaire de la formation
osseuse. Bien que les mécanismes implicués scient complexes et encore
peu connus, un patron général de régulation semble émerger (Figure 1.3) et
les facteurs de croissance désormais connus pour induire la différenciation

de la lignée ostéoblastique comprennent le TGF-p, les FGFs (facteurs de
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croissance des fibroblastes), le PDGF (facteur de croissance dérivé des
plaquettes) et les |IGFs (facteurs de croissance s’apparentant & l'insuline)

[Hughes et al. 2006].

Dans les premiers stades de différenciation ostéoblastique, le TGF-3
joue un réle dans le recrutement des précurseurs des ostéoblastes et Ia
stimulation de la prolifération de ces cellules, tandis que lors des phases plus
tardives, le TGF-B bloque la différenciation et le processus de minéralisation

[Hughes et al. 2006].

Un autre groupe de facteur de croissance d'importance majeure dans la
différenciation ostéoblastique est la famille des BMPs (protéines
morphogénétiques o0sseuses). Les effets des BMPs se situent
principalement sur les cellules pluripotentes, capables de se différencier en
d'autres types cellulaires mésenchymateux. Dans le cas des 0s, ce sont les
BMP-2, -4 et —6 qui peuvent diriger ces cellules pluripotentes dans la lignée
osteoblastique. De plus, les BMPs peuvent aussi augmenter la
differenciation des cellules déterminées vers la lignée ostéoblastique via la
formation de nodules osseux et I'expression de marqueurs phénotypiques

d’'ostéoblastes matures [Hughes et al. 2006].

La famille des FGFs, et plus spécifiquement le FGF-2 qui est exprimé
par les ostéoblastes, se trouve étre un autre groupe de facteurs de
croissance reconnu pour augmenter la réserve de précurseurs
ostéoblastiques. Il semble ainsi que de courts traitements avec FGFs, suivi
de son retrait du milieu de culture, possede un effet stimulateur sur les
ostéoblastes; en effet, ces facteurs de croissance permettent in vitro de
stimuler la prolifération des cellules immatures et d’inhiber du méme fait la

différenciation [Hughes ef al. 2006].
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La principale action du PDGF dans le mécanisme de régulation osseux
s’apparente a celle de mitogénes non spécifiques. Bien que ce facteur de
croissance soit un mitogene puissant pour les cellules du tissu conjonctif, et
qu'il stimule et est synthétisé par les cellules mésenchymateuses ainsi que
par les cellules s’apparentant aux ostéoblastes, il ne posséde pas de fortes
propriétés de différenciation ostéoblastique. Il semblerait cependant que ses
effets sur le chimiotactisme cellulaire et la neovasculogenése rendent la
présence de cette famille de facteurs de croissance particulierement
importante lors de la cicatrisation de blessures osseuses [Hughes et al.
2006].

L’hormone de croissance et les IGFs sont aussi des facteurs jouant un
réle critique dans le développement du squelette. L’hormone de croissance
participe a la régulation de la croissance squelettique et déclenche la
libération des IGFs par les cellules cibles. La régulation de ce facteur de
croissance est complexe, et les principales hormones régulant le
développement squelettique possedent toutes un effet significatif sur les IGFs
comme d’autres facteurs tels que BMP-2, TGF-p et FGF. Cependant, la
principale action des |IGFs dans le systeme osseux est son implication dans
'augmentation de la prolifération, la promotion des dernieres étapes de
differenciation ainsi que dans la stimulation de l'activité des ostéoblastes

matures [Hughes et al. 2006].

Il existe de plus en plus de résultats soulignant le réle de la signalisation
par Wnt dans le contrble des stades précoces de la différenciation de la
lignée ostéoblastique. Les Wnts sont un groupe de plus de 15 molécules de
signalisation extracellulaire se liant a leur récepteur, dénommé « frizzled », et
possédant comme co-récepteur LRP5 (protéine apparentée au rLDL de type

5); la liaison du ligand a son récepteur permet le déclenchement d'une série
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de reactions cellulaires, résultant en la stabilisation de la protéine B-caténine
qui agit comme co-facteur dans la régulation de la transcription génique
[Hughes et al. 2006]. Des études in vitro et in vivo ont permis de montrer que
cette voie de signalisation est critique pour la différenciation et la fonction
ostéoblastiques [Raisz 2005]. Bien que les mécanismes précis par lesquels
la voie Wnt altére I'activité des ostéoblastes demeurent encore obscurs, de
plus en plus d'études confirment le fait qu’il existe une interaction entre cette

voie de signalisation et les BMPs [Hughes et al. 2006; Raisz 2005].

1.6 Ostéoporose postménopause

La déficience en cestrogenes qui accompagne la ménopause est un
facteur pathogénique majeur de la perte osseuse et pour certaines femmes,
cette diminution hormonale peut s'accompagner du développement de
I'ostéoporose. Apres la ménopause, 'augmentation du remodelage osseux
résulte en une perte accélérée d'os. La déficience en cestrogenes permet
I"augmentation du taux de recrutement des ostéoclastes et d'unités osseuses
subissant un remodelage ainsi que I'extension de la phase de résorption en

reduisant I'apoptose ostéoclastique [Stephan et al. 2003].

Les THS sont prescrites depuis le début des années 60 et permettent
de réduire les symptomes dus a une déficience en cestrogenes et de prévenir
'ostéoporose associée a la ménopause. Ces thérapies résultent
majoritairement en une élévation de la densité minérale osseuse durant les
premiers 12 a 18 mois de traitements. Cet accroissement de la densité
minérale osseuse (entre 3 et 5% mais pouvant atteindre 10%) est attribué a
I'augmentation simultanée de la fréquence d’activation des ostéoblastes ainsi
que la formation de nouvel os a lintérieur des cavités de résorption

existantes [Compston 2001]. Cependant, bien qu'il ait éte démontré que les



14

hormonothérapies possédent de nombreux aspects bénéfiques sur plusieurs
symptémes, il n‘en reste pas moins que l'administration a long terme
d’hormones de remplacement augmente le risque de developper d’autres
types d'affections, telles que des cancers ou des maladies cardiovasculaires,
dépendamment du type d’hormonothérapie [Garcia-Moreno et al. 2004;
Skouby 2004].

Les ostéoblastes étant les cellules qui régulent la différenciation et
activation des ostéoclastes et puisque les cestrogenes agissent
principalement sur les cellules formant la masse osseuse, I'étude des
mécanismes fondamentaux de signalisation cellulaire ostéoblastique se
révéle une piste importante dans la prévention et le traitement de

'ostéoporose associée a la ménopause.

1.7 Les cestrogénes

Les cestrogenes sont un groupe de stéroides sexuels agissant comme
hormones sexuelles primaires femelles. Les trois cestrogénes naturels sont
I'estradiol, I'estriol et I'estrone; ils sont tous trois produits dans le corps a
partir d’androgénes grace a l'action de différentes enzymes. Les cestrogénes
posseédent, dans plusieurs tissus cibles, de nombreuses actions au niveau de
la croissance, de la difféerenciation et des fonctions cellulaires [Bord et al.
2003]. De plus, bien que les THS puissent mener au développement de
diverses affections du systeme cardio-vasculaire, les cestrogenes endogenes
sont quand méme reconnus pour posseder un rdle cardio-protecteur en
atténuant l'effet de [l'athérogenése (altération dégénérative des parois
internes des vaisseaux sanguins avec formation de dépdts lipidiques). Les
cestrogénes augmentent la capacité de certains types cellulaires a synthétiser

du cholestérol mais aussi a accroitre la prise de cholestérol dans le milieu
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extracellulaire.  Cet effet bénéfique est di en partie au fait que les
cestrogenes participent au contrle de l'expression du rLDL (récepteur de
lipoprotéine de faible densité) [Hodgin & Maeda 2002; Shanker et al. 1998],
dont la fonction spécifique est de retirer de la circulation les particules

lipoprotéiques riches en cholestérol [Smith et al. 2004].

Les mécanismes par lesquels ces actions sont effectuées ne sont pas
totalement éclaircis, mais il semble que beaucoup d'entre elles soient
assurées par des voies génomiques impliquant l'interaction entre un ligand et
son récepteur puis la régulation de I'expression génique. De plus, la
transmission des réponses rapides déclenchées par cette hormone est de
plus en plus documentée et semble impliquer des voies d'actions non
génomiques, dans lesquelles les cestrogéenes interagissent avec des
récepteurs membranaires menant a l'activation de voies de signalisation

intracellulaire [Compston 2001].

1.7.1 Les récepteurs cestrogéniques

Les récepteurs cestrogéniques (ERs) appartiennent a la famille des
récepteurs d’hormones stéroides et sont considérés comme des facteurs de
transcription régulés par leur ligand; ainsi, suite a leur liaison avec leurs
ligands respectifs, ces récepteurs régulent a la hausse ou a la baisse

I'expression de génes cibles dans les cellules [Hirata et al. 2003].

Jusqu'a présent, seuls deux types de récepteurs cestrogéniques ont été
répertorieés par la littérature, soit le récepteur cestrogénique o (ERa) et le
récepteur cestrogénique B (ERPB). La Figure 1.4 présente les domaines
structuraux des ERs. Ces deux récepteurs sont codés par des génes
différents et possedent une homologie de 96% dans leur domaine de liaison

a 'ADN (domaine C) et de 53% dans leurs domaines E et F; cependant, Ies
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domaines A, B et D ne sont pas conserves entre les deux types de
récepteurs [Herynk & Fuqua 2004]. De plus, il a aussi €té montré, en utilisant
des souris déficientes en ERs, que ces récepteurs cestrogéniques ne sont

pas dépendants I'un de l'autre [Herynk & Fuqua 2004].

Les domaines A et B contiennent le domaine de transactivation ou
domaine de fonction d'activation de type 1 (AF-7) correspondant a la fonction
d’activation indépendante du ligand ainsi qu’un domaine co-régulateur liant
une variété de co-activateurs et co-répresseurs des ERs qui module I'activité
transcriptionnelle exécutée par les récepteurs cestrogéniques. Les motifs a
deux doigts de zinc sont retrouvés dans le domaine C qui code pour le
domaine de liaison a '’ADN (DNA-BD) responsable de la liaison aux EREs
(éléements de réponses aux cestrogenes) retrouvés dans les genes régules
par ces hormones. Le domaine de dimérisation est séparé entre les
domaines C et E et permet aux ERs de se dimériser entrainant ainsi la liaison
des récepteurs a la totalité du site 'ERE. Le domaine structurel D comprend
la région charniere (hinge region), une partie du domaine de transactivation
dépendante du ligand, AF-2a, et une portion du signal de localisation
nucléaire. Enfin les domaines E et F sont composés du domaine de liaison
du ligand (ligand-BD) et du domaine de transactivation dépendante du ligand
(AF-2), et sont impliqués dans la dimérisation des récepteurs, la liaison des
protéines co-régulatrices et des protéines chaperons [Herynk & Fuqua 2004;
Hirata et al. 2003].

Les ERs possédent aussi la capacité de former des hétérodiméres ainsi
que des homodiméres. Les deux récepteurs se lient aux cestrogénes avec la
méme affinité bien que ERPB posséde une activité de transactivation due a

AF-1 plus faible que ERa, alors que l'activitée de AF-2 semble étre similaire
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pour les deux récepteurs dépendamment du type cellulaire [Herynk & Fuqua
2004].

Un nombre important de variants d’épissage a été retrouvé a la fois pour
ERo et pour ERB. Ces différentes isoformes d’ARNm peuvent étre
regroupées en plusieurs types suivant le mécanisme amenant a leur
formation. Ainsi, les variants de type 2 possédent une délétion d'un ou
plusieurs exons; les variants de type 3 sont formés par duplication d'un ou
plusieurs exons; ceux de type 4 proviennent d'une utilisation alternative des
exons non traduits situés en 5'; les variants de type 5 sont formés par
I'utilisation alternative de I'exon codant 8s; et finalement, ceux de type 6
relevent de ['utilisation d’'un exon « intronique » et des exons 4 ou 5 et 8
[Hirata et al. 2003]. Les variants de type 2, 4 et 6 ont été retrouvés pour les
deux ERs tandis que les variants de type 3 ne concerne que ERa et ceux de

type 5 uniquement ERp [Hirata et al. 2003].

1.7.2  Meécanismes d’action des ERs
Il existe au moins 4 voies par lesquelles les ERs permettent la

transmission des effets biologiques des cestrogenes (Figure 1.5).

Comme mentionné précédemment, les récepteurs cestrogéniques,
comme tous les recepteurs de stéroides, sont des protéines possédant la
capacité d’interagir avec des séquences spécifiqgues d'’ADN. La voie
classique ou dépendante du ligand repose sur l'interaction du stéroide sexuel
avec son récepteur intraceliulaire (cytoplasmique ou nucléaire) conduisant a
la liaison du complexe E;/ER avec des ERE, de maniére directe ou indirecte,
conduisant a la régulation de la transcription génique. [Compston 2001; Hall
et al. 2001]. La voie indépendante du ligand permet la phosphorylation des

ERs et leur liaison aux EREs sans activation des récepteurs par les
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cestrogénes; ce type de régulation génique peut se faire par des facteurs de
croissance. Une derniére voie génomique est la régulation indépendante des
EREs; dans ce mécanisme, le complexe E/ER se lie a d’autres éléments de

réponses que les EREs [Hall et al. 2001].

Cependant, la rapidité avec laquelle une variété de types cellulaires
répondent aux cestrogénes suggére qu'en plus du mécanisme classique
d’action génomique, un mécanisme d’action non genomique puisse avoir lieu.
Ainsi, 'importance des mécanismes non génomiques, aux cours desquels le
ligand interagit avec des récepteurs cytosoliqgue ou de la membrane
plasmique, permettrait la transduction des réponses rapides aux stéroides
[Hall et al. 2001; Vanderschueren et al. 2004]. Les principales voies non
génomiques rapportées par la littérature comme étant celles activées par les
cestrogenes via ses récepteurs membranaires comprennent, entre autres, la
génération de nucléotides cycliques, I'augmentation du niveau de calcium
intracellulaire, la production d'oxyde nitrique, lactivation de la voie
ERK/MAPK (kinase regulee par un signal extracellulaire/protéine kinase
activée par des agents mitogenes), I'activation de la protéine p38/MAPK ou
encore I'activation de PKC (protéine kinase C) [Kelly & Levin 2001; Segars &
Driggers 2002].

De plus, une majorité de ces cascades signalétiques semblent provenir
de l'activation de voies induites par les protéines G permettant de suggérer
que les ERs appartiennent a la large famille des GPCR (récepteurs couplés
aux protéines G). Ainsi, aprés l'activation de plusieurs protéines G, le
complexe E,/ER peut déclencher des cascades signalétiques entrainant

differentes fonctions biologiques cellulaires [Levin 2001].
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1.7.3 Les cestrogenes et le métabolisme osseux

Dans ce mécanisme dynamique qu’est le remodelage osseux, autant la
résorption que la formation osseuse sont régulées par une multitude de
stimuli externes, entre autres des stimulations mécaniques et hormonales
[Lofthouse et al. 2001; Puzas 1993]. Une grande variété d'hormones
systémiques agit, de fagon directe ou indirecte, sur les ostéoblastes et les
ostéoclastes modulant le métabolisme osseux. Parmi ces hormones, les
stéroides sexuels, et en particulier les cestrogenes, jouent un réle important
dans la maturation squelettique des individus en croissance ainsi que dans la

prévention de la perte osseuse [Canalis 1993].

Il est maintenant bien reconnu que les ostéoblastes expriment les deux
types de récepteurs cestrogenes, ERa et ERp; cependant la présence de ces
deux récepteurs dans les ostéoclastes reste controversée [pour une revue du
sujet, Vanderschueren et al. 2004]. Les cestrogénes exercent des effets
significatifs sur la résorption osseuse en altérant principalement la production
de facteurs locaux tels les cytokines et les facteurs de croissance, et en
réduisant de fagon indirecte la fonction des ostéoclastes en inhibant la
production, par les ostéoblastes, de certains stimulateurs et inhibiteurs de la
différenciation et de l'activation ostéoclastiques (M-CSF; RANKL; IL-1; IL-6;
OPG et TNF-«) [Bord et al. 2003; Compston 2001; Troen 2003].

Ainsi, I'action de préservation osseuse des cestrogenes est assurée de
facon prédominante par leurs effets indirects sur le nombre et I'activité des
ostéoclastes. Dans les ostéoblastes, la modulation de I'expression génique
par les cestrogénes a éteé reportee, comme I'induction des IGFs, du PDGF, de
TGF-B ou des BMPs. De méme, il a aussi été montré que les cestrogenes

augmentent I'expression des récepteurs de la vitamine D3, de 'hormone de
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croissance et qu’elles modulent la réponse des cellules ostéoblastiques a la
PTH [Bord et al. 2001, Compston 2001].

Des effets non génomiques des cestrogénes in vitro ont été rapportés
dans les ostéoblastes [Vanderschueren et al. 2004], et il a aussi été
démontré que la perte de masse osseuse pouvait étre renversée par des
analogues d'cestrogénes ayant uniquement une action non génomique
[Kousteni et al. 2002].

En relation avec le métabolisme osseux, les cestrogenes semblent donc
agir au niveau de la membrane plasmique, laquelle comporte plusieurs
microdomaines pouvant étre 8 méme de favoriser I'intégration de I'information

au sein des cellules.

1.8 Cavéoles & Cavéolines

Les cavéoles sont définies comme étant des invaginations vésiculaires
de la membrane plasmique avec une taille variant de 50 a 100 nm de
diamétre, et qui sont formées via une coalescence de glycolipides, de
sphingolipides et de cholestérol (Figure 1.6). La présence de cavéolines, une
famille particuliere de protéines membranaires, dans ces invaginations fait
des cavéoles une forme spécialisée de radeaux lipidiques [Razani & Lisanti
2001]. Les cavéoles peuvent étre soit ouvertes en communication directe
avec l'espace extracellulaire ou bien fermées pour le traitement des
molécules emprisonnées ou pour leur entreposage lors d’'un usage ultérieur.
La structure et la distribution cellulaires des cavéoles permettent de suggérer
que ces unités sont une composante semi-permanente de la surface
cellulaire pouvant étre déplacée a différents endroits afin de rencontrer les

besoins de la cellule [Anderson 1993].
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1.8.1 Structure des cavéeolines

Les cavéolines possedent un poids moléculaire variant de 21 a 25 kDa,
et a ce jour, seulement 3 genes distincts de cavéolines ont pu étre identifiés.
Les génes cavéoline-1 et cavéoline-2 codent respectivement pour la
caveoline-1 et la caveéoline-2 qui sont exprimées de facon abondante dans
les adipocytes, les cellules endothéliales, et les fibroblastes, tandis que le
géne caveoline-3 code pour la protéine cavéoline-3, exprimée de maniere
spécifique dans les muscles [Okamoto et al. 1998; Smart et al. 1995]. La
fonction cavéolaire est intimement dépendante de la présence de ces
cavéalines et I'association entre cholestérol et cavéolines est critique pour la

biogenése de ces microdomaines membranaires [Razani & Lisanti 2001].

Les queues C’- et N'-terminales de la cavéoline-1 restent
cytoplasmiques et cette protéine est insérée dans les membranes de fagon
co-traductionnelle via I'appareil classique de translocation du réticulum
endoplasmique [Razani et al. 2002]. Les queues terminales dirigent la
protéine a la membrane cytoplasmique, avec le domaine d'attachement
membranaire C’-terminal permettant la localisation trans-Golgi de la protéine
tandis que le domaine d'attachement membranaire N'-terminal dirige
spécifiqguement la cavéoline-1 aux membranes cavéolaires. De plus, trois
résidus cystéine de la queue C’-terminaie sont palmitoylés rendant ainsi la
totalité de la structure protéique plus stable lorsque retrouvée a la membrane
[Razani et al. 2002].

1.8.2  Structure des cavéoles

Les protéines cavéoline-1 se retrouvant dans les cavéoles sont
présentes  sous  forme  d’homo-oligomeéres hautement  stables
d’approximativement 14 a 16 monomeres. Ces complexes sont formés

relativement rapidement aprés la synthése de la cavéoline-1 par le réticulum



22 .

endoplasmique et avant lachévement du transit golgien. Ainsi,
'oligomérisation et la biogenese des cavéoles peuvent se traduire de la
maniére suivante. Au niveau du réticulum endoplasmique, les cavéoline-1
s'associent entre elles pour former des homo-oligoméres de haut poids
moléculaire comprenant environ 14 a 16 molécules individuelles de
cavéoline-1 qui représentent les unités d'assemblage fonctionnel des
cavéoles. Ces homo-oligoméres subissent ensuite une seconde étape
d’oligomérisation pendant le transport vers la membrane plasmique, tres
probablement au niveau du trans-Golgi. Lors de cette deuxiéme
oligomérisation, les oligoméres individuels de cavéoline-1 interagissent les
uns avec les autres via leur domaine C’-terminal formant un réseau extensif
au niveau de la membrane plasmique interne. Finalement, ce large réseau
d'oligoméres semble agir de maniere synergique avec le cholestérol afin de
distordre la membrane et d’'amener ainsi a [linvagination de la cavéole
[Razani et al. 2002].

1.8.3 Fonctions des cavéoles et cavéolines

Les cavéolines sont donc les protéines structurales principales des
caveoles; elles forment un échafaudage sur lequel plusieurs classes de
protéines signalétiques peuvent s’associer pour créer des complexes de
signalisation pré-assemblés [Okamoto et al. 1998]. Plusieurs fonctions ont
eté proposées pour les cavéoles et les plus communes comprennent des
processus d’internalisation ainsi que de signalisation cellulaire; de plus, il a
aussi éte démontré que la cavécline-1 pouvait participer a un tri protéique
enfre la membrane plasmique et le complexe de Golgi [Anderson 1993;
Conréd et al. 1995; Smart ef al. 1994]. En ce qui concerne la participation
des cavéoles a la signalisation cellulaire, il a été montré que trois classes de
molécules se retrouvent dans ces invaginations : des enzymes générant des

messagers a partir de substrats retrouvés dans I'environnement cellulaire,
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des sites de liaison de haute affinité concentrant les signaux chimiques, ainsi
que des substrats qui sont convertis en messagers sous l'action d'enzymes
[Anderson 1993]. De plus, beaucoup de molécules de signalisation
retrouvées dans les cavéoles sont tenues inactives par leur interaction avec
les cavéolines ce qui suggere que ces protéines agissent comme régulateurs
negatifs de plusieurs voies de signalisation intracellulaire [Zschocke et al.
2003].

De facon plus précise, il semble que la cavéoline-1 participe a
I'acheminement du cholestérol synthétisé de novo a partir du réticulum
endoplasmique jusqu’'a la membrane plasmique cellulaire suggérant que la
cavéoline-1 potentialise la disponibilité et la livraison du cholestérol vers les
cavéoles permettant ainsi son efflux [Anderson 1993; Parton 2001]. De plus,
depuis longtemps déja, I'idée que les cavéoles pouvaient agir en tant que
sites d’entrée du Ca** a été postulée. Deux molécules membranaires, un
canal calcique régulé par iP5 (inositol 1,4, 5-triphosphate) et une pompe Ca**-
ATPase, connues comme étant cruciales pour la régulation des flux
cellulaires de calcium ont été retrouvées dans les cavéoles suggérant que
ces invaginations membranaires pourraient fonctionner comme réserve de

ces ions divalents [Anderson 1993].

Trois voies de régulation des niveaux de calcium cytoplasmique par les
cavéoles ont été proposés par Isshiki & Anderson [1999]. Le premier
mécanisme considere les cavéoles comme des sites ou la molécule
regulatrice IP5 est relachée permettant de déclencher le relargage des ions
Ca® par le réticulum endoplasmique. Cette voie impliquerait aussi la
participation d’un récepteur lie a une protéine G qui lorsqu’activé par son
ligand entraine la formation d'IP; par la PLC. Des récepteurs IP; ont été

retrouves dans les cavéoles permettant de suggérer que les cavéoles
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puissent controler I'entrée de Ca?" extracellulaire. Ainsi, dans ce deuxiéme
mecanisme de regulation, I'lP3 produit dans les cavéoles pourrait se lier
directement a ses récepteurs situés dans les caveoles. Finalement, une
derniére possibilité envisage que les cavéoles puissent jouer un role direct
dans ['alimentation du réticulum endoplasmique en ions calciques. Ce
mécanisme suppose que les cavéoles agissent comme transporteurs de Ca?*
stocké a partir du milieu extracellulaire jusqu’aux segments du réticulum

[Isshiki & Anderson 1999].

Une autre molécule de signalisation d'importance majeure et dont
nombre d'études confirment la modulation par la cavéoline-1 se trouve étre
'enzyme eNOS (oxyde nitrique synthétase endothéliale). En effet, I'acylation
de eNOS permet son ciblage aux domaines lipidiques de la membrane
plasmique ainsi qu'au complexe de Golgi. Lorsque cette enzyme est
localisee dans les cavéoles mais sans interaction avec la cavéoline-1, son
activité enzymatique est optimale; cependant, l'interaction de eNOS avec la
protéine cavéoline-1 inhibe sa fonction enzymatique. Cette interaction
protéique est interrompue par une augmentation de calcium cytosolique
entrainant la liaison du complexe calmoduline-Ca®* avec eNOS. Ainsi il
semblerait que la caveéoline-1 agisse comme un régulateur negatif non
spécifique afin d'inhiber I'activité basale de plusieurs protéines de

signalisation [Feron & Balligand 2006; Michel 1999].

1.9 Cavéoles & Celluies ostéoblastigues

Les cavéoles ont été détectées dans un large spectre de cellules
mammiferes, mais jusqu'a recemment aucune étude n'avait été conduite
dans les cellules osseuses. Finalement, Solomon et ses collaborateurs

[2000a) ont démontré la présence de cavéoles et de cavéolines dans des
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lignées cellulaires d'ostéoblastes humains et murins; I'expression de la
cavéoline a été révélee par RT-PCR et western blot tandis que des
techniques de fractionnement membranaire ont montré que les caveoles
étaient retrouvées dans les fractions résistantes au Triton X-100 a 4°C. Puis,
dans une étude réalisée par Lofthouse et al [2001], des cavéoles
comprenant les isoformes cavéoline-1 et cavéoline-2 ont été révélées dans
des ostéoblastes humains normaux. De plus, dans leurs travaux, Solomon et
al. [2000b] ont montré que les cavéoles retrouvées dans les ostéoblastes
étaient enrichies en molécules de signalisation cellulaire, telles que des
récepteurs de PDGF, des protéines G, des NOS (oxyde nitrique synthétases)

ainsi que des tyrosines kinases de ia famille Src.

Etant donné le nombre important de processus de signalisation
cellulaire impliquant les cavéoles, et étant donné que des molecules a
Porigine de ces processus de signalisation ont été retrouvées dans les
cavéoles d’ostéoblastes, l'idée générale voulant que ces invaginations
puissent jouer un réle important dans la transduction signalétique au sein des

ostéoblastes est de plus en plus confortée.

1.10 Cavéoles & (Estrogénes

Des études sur la régulation de I'expression de la cavéoline-1 dans des
types cellulaires autres que les cellules ostéoblastiques ont déja permis de
révéler que les cestrogénes ou bien leurs récepteurs influencent I'expression

de cette protéine.

1.10.1 E, & cavéoline-T1
En utilisant un modele in vivo, Watanabe et al. [2004] ont montré que

'estradiol augmentait I'expression de 'ARNm de la cavéoline-1 dans les
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cellules de muscles lisses vasculaires (VSMC) de rats. Dans des VSMC
d’humain, cette hormone stimulait la production de cavéoline-1, au niveau du
messager ainsi qu'au niveau protéique [Razandi et al. 2002]. Dans des
cellules endothéliales d’aortes bovines, un traitement avec cette hormone
résultait en une augmentation de I'expression de 'ARNm de la cavéoline-1
coincidant avec une augmentation significative de son expression protéique
[Jayachandran et al. 2001]. Cependant, dans des cellules de muscle lisse
utérin de rats, les traitements avaient pour effet de diminuer le nombre de
cavéoles et ainsi le niveau protéique de la cavéoline-1 [Turi et al. 2001]. De
plus, le traitement a I'estradiol de cellules MCF-7, lignée cellulaire provenant
d’'un adénocarcinome de glandes mammaires d’humain, entrainait I'inhibition

significative de la production de cette protéine [Razandi et al. 2002].

1.10.2 Localisation des ERs dans les caveoles

En considérant que I'existence de ERs membranaires est généralement
reconnu, plusieurs etudes ont tenté de montrer que ces récepteurs se
retrouvaient assez spécifiquement dans les cavéoles de différents types

cellulaires.

Quelques études, menées dans plusieurs types cellulaires et différents
organismes, ont permis de montrer I'interaction de ERa avec la cavéoline-1
dans les cavéoles et que cette liaison directe était critique pour la présence
de ERa a la membrane [Razandi et al. 2002; Schlegel et al. 2001]. De plus,
ces recherches ont permis de proposer que le domaine d'assemblage
(scaffolding domain) de la cavéoline-1 était indispensable a sa liaison avec
ERa puis a la translocation subséquente de ce complexe dans les cavéoles
[Razandi et al. 2002; Schiegel et al. 2001]. En ce qui concerne ERq, il

semble que le domaine structurel E soit d'importance majeure pour sa
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localisation a la membrane plasmique [Acconcia et al. 2005; Razandi et al.

2003].

De plus, ERpB a aussi été localisé a la membrane en interaction partielle
avec la caveoline-1 de cellules neuronales [Arvanitis et al., 2004]. De plus,
les travaux réalisés par Chambliss et ses collaborateurs [2002] ont permis de
montrer que ce récepteur était localisé dans les cavéoles de cellules
endothéliales sans pour autant indiquer une co-localisation avec la cavéoline-
1.

1.10.3 ER & cavéoline-1

La modulation de I'expression de la protéine cavéoline-1 par I'estradiol
et la co-localisation des ERs avec la cavéoline-1 ont amené certains
chercheurs a s'intéresser aux mécanismes d’action pouvant étre impliqués

dans cette régulation hormonale.

Razandi et ses collaborateurs [2002] ont démontré qu'apres stimulation
de 30 minutes des VSMC avec lestradiol, I'association entre ERa et
cavéoline-1 a la membrane plasmique était augmentée de trois fois par
rapport au niveau basal. Cependant, cette méme stimulation dans les MCF-7
résultait en une inhibition de 67% de I'associaticn de ces deux protéines a la
membrane plasmique. Cette différence d'association a la membrane
plasmique selon le type cellulaire testé serait expliquée par le fait que dans
les cellules MCF-7, I'association entre ERa et la cavéoline-1 est diminuée
due a lactivation de ERK, alors que dans les VSMC, I’éstradiol inhibe
I'induction de ERK et ainsi stimule 'association entre ERa et la cavéoline-1

[Razandi et al. 2002].
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De plus, dans une lignée cellulaire provenant d’'un neuroblastome
humain (SK-N-MC), il a été démontré que I'expression de ERa induisait la
suppression de la transcription du géne de la caveoline-1 selon un
mécanisme indépendant du ligand tandis que V'expression de ERp par ce
méme type cellulaire n'entrainait aucun changement dans la transcription du

géne de la cavéoline-1 [Zschocke et al. 2002].

Il a aussi été rapporté que la cavéoline-1 possédait aussi un effet
meédiateur sur la signalisation de ERa. En effet, Schlegel et al. [1999] ont
démontré, dans les cellules MCF-7, que la cavoline-1 induisait la
translocation indépendante du ligand de ERc« depuis le cytoplasme jusqu'au
noyau. De plus, l'expression de la caveoline-1 suffisait pour induire
I'activation, indépendante et dépendante du ligand de ERq, de la transcription
de genes rapporteurs conduite par un promoteur contenant des éléments de
réponse aux cestrogénes. Cependant, la cavéoline-1 ne possédait aucun

réle de médiation sur I'activité de ERp [Schlegel et al. 2001].

1.11 Buts de recherche

L'étude, dans les cellules ostéoblastiques, de la régulation de
I'expression des cavéoles et des cavéolines qui leur sont associées,
permettra d’approfondir la compréhension des mécanismes de transduction
signalétique impliqués dans la capacité des ostéoblastes a répondre aux
cestrogénes de f'environnement et ainsi de suggérer le développement de
meilleurs traitements pour la prévention et la thérapie de l'ostéoporose

postménopause.

Dans la mesure ou les ostéoblastes sont les cellules majoritairement

responsables du contréle de la résorption et de la formation osseuses, et
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considérant que les cavéoles modulent la réponse cellulaire, nous avons
supposé que les cestrogénes présents dans le milieu modulaient 'expression

de la cavéoline-1 de cellules ostéoblastiques.

Dans un premier temps, nous avons verifié si la lignée cellulaire
ostéoblastique utilisée exprimait les deux types de récepteurs cestrogéniques
autant au niveau de 'ARNm gu’au niveau protéique, et ainsi si elle possédait
la capacite de répondre aux traitements a I'estradiol. Nous avons ensuite
tenté d’évaluer si I'expression protéique de la cavéoline-1 était modulée par

I'estradiol.

Ftant donné que cette modulation n'a pu étre démontrée dans les
conditions testées, nous nous sommes donc demandes si les traitements
cestrogéniques effectués pouvaient réellement entrainer une telle reponse.
Ainsi, dans un deuxieme temps, nous avons testé la capacité de réponse de
la lignée cellulaire aux traitements a I'estradiol en vérifiant si cette hormone
favorisait la prolifération, l'activation de la voie ERK, l'influx de calcium ou

encore la régulation de I'expression du rLDL.

Finalement, nous avons re-testé les effets de I'estradiol sur la réegulation
de I'expression protéique de la cavéoline-1 en ajustant les conditions de
traitement. Il a ainsi été montré que I'estradiol modulait I'expression cette

protéine selon un schéma biphasique inverseé.
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Figure 1.1 : Remodelage osseux

Aprés une phase de quiescence, les ostéoclastes sont activés et résorbent 'os
minéralisé. Puis, les ostéoblastes sécrétent des fibres de collagéne et les
minéralisent pour former la nouvelle matrice osseuse. L’os retourne ensuite en
phase de quiescence (tirée de Compston 2001).
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Figure 1.2 : Régulation de la formation et de ’activité des ostéoclastes

Le M-CSF, lié a la membrane ou sécrété, interagit avec son récepteur, c-fms, et
stimule la prolifération et la différenciation des progéniteurs hématopoiétiques qui
ensuite expriment RANK en tant que pré-ostéoclastes. La différenciation et I'activité
des ostéoclastes sont stimulées par linteraction RANK/RANKL, et celle-ci peut étre
bloquée par de 'OPG soluble. Des facteurs de résorption osseuse peuvent aussi
stimuler l'activité de COX2, qui, a son tour, peut amplifier les réponses a RANKL et
OPG en produisant des PGE. En conditions pathologiques, des celiules
infammatoires et malignes peuvent augmenter 'ostéoclastogenése en produisant

M-CSF (lié a la membrane ou soluble), RANKL, PTHrP, PGE et des cytokines (tirée
de Raisz 2005).
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Figure 1.3 : Principales étapes de la difféerenciation ostéoblastique et
implication possible de plusieurs facteurs de croissance

Les Wnts semblent jouer un réle dans les étapes précoces de la différenciation de la
lignée ostéoblastique tandis que les protéines appartenant a la famille des BMP
induisent la différenciation jusqu’a des stades plus avancés. De plus, il semblerait
que ces deux groupes agissent sur les ostéoblastes en s'induisant I'un l'autre. Les
FGFs possédent un rbéle prédominant dans la stimulation de la prolifération des
cellules constituant le réservoir d’ostéoblastes. Le PDGF et le TGF- agissent
principalement aux mémes étapes du développement de la lignée ostéoblastique;
dans les stades précoces, le PDGF et le TGF-$ favorisent le recrutement et la
prolifération des précurseurs alors que dans les étapes tardives, le TGF-B induit le
blocage de la différenciation. Finalement, les IGFs possédent un rble dans les
derniéres étapes du développement de la lignée ostéoblastique en stimulant la
croissance, la différenciation et 'activité des ostéoblastes (modifiée de Hughes ef al.
2006).
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Figure 1.4 : Domaines structuraux des ERs

A : Séquence de 'ARNm; les promoteurs alternatifs sont montrés a la gauche de +1.
Les boites ombragées correspondent a la région codante. Les exons sont
numérotés dans leur boite respective et le numéro correspondant associé aux
nucléotides est montré sur le dessus. Le codon start (ATG) et le codon stop (TAG)
sont indiqués en dessous. B : Les domaines protéiques sont identifiés de A a F; le
nombre de nucléotides correspondant au début de chaque domaine est montré sur
le dessus; celui reflétant le nombre d’acides aminés est indiqué en dessous. Les
positions relatives de certains domaines fonctionnels connus sont représentées par
des bars solides au-dessous du schéma. AF, domaine de transactivation ou
fonction d’activation; BD, domaine de liaison (modifiée de Herynk & Fuqua 2004).
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Figure 1.5 : Mécanismes d’action des cestrogénes et de leurs récepteurs

Les effets biologiques des cestrogénes se font a travers au moins 4 voies. 1. Voie
classique dépendante du ligand, les complexes E,JER se lient aux EREs des
promoteurs cibles conduisant a une régulation de la transcription génique. 2. Voie
indépendante du ligand, des facteurs de croissance (GF) activent des voies
intracellulaires de kinases amenant a la phosphorylation (P) et a l'activation de ER
se liant aux EREs de fagon indépendante du ligand. 3. Voie indépendante des
EREs, les complexes E,/JER altérent la transcription des genes contenant des
éléments de réponse alternatifs (AP-1). 4. Signalisation & la surface cellulaire (voie
non génomique), E, active un site de liaison a la membrane, possiblement une
forme de ER associée a des voies de signalisation intracellulaires générant ainsi des
réponses rapides (tirée de Hall et al. 2001).
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Figure 1.6 : Structure des cavéoles

Les cavéoles sont des invaginations vésiculaires de la membrane plasmique
formées par une coalescence de cavéolines (localisation intra membranaire et
intracellulaire), de cholestérol (localisation intra membranaire), de sphingolipides
(localisation au feuillet extracellulaire), et de phospholipides (localisation aux feuillets
cytoplasmique et extracellulaire) (modifiée de Razani et al. 2002).



CHAPITRE I

MATERIEL & METHODES

2.1 Lignées cellulaires

La lignée ostéoblastique étudiée a été les cellules MG-63 (ostéoblastes
provenant d’'un ostéosarcome humain) distribuée par IATCC. Ces cellules
ont été cultivées dans le milieu de culture complet n°1 (milieu DMEM/F12
[Invitrogen] additionné de 2 mM de L-glutamine [/nvitrogen], 100 U/mL de
peniciliine [Invitrogen], 160 ug/mL de streptomycine [Invitrogen], et 1.2 mg/mL
de bicarbonate de sodium [Fisher]). Deux autres lignées cellulaires ont été
utilisées afin de servir de contréle positif pour I'expression protéique des
récepteurs cestrogéniques, les MCF-7 (cellules épithéliales provenant d'un
adénocarcinome de glandes mammaires humaines) et les Caco-2 (cellules
provenant d'un adénocarcinome du colon humain), toutes deux fournies par
FATCC. Les cellules MCF-7 ont été cultivées dans le milieu de culture
complet n°2 (milieu MEM [HyClone] additionné de 2 mM de L-glutamine
[/nvitrogen], 100 U/mL de pénicilline [/nvitrogen], 100 pg/mL de streptomycine
[Invitrogen], 1.2 de mg/mL bicarbonate de sodium [Fisher], 0.1 mM d’acides
aminés non-essentiels [HyClone], et 1 mM de pyruvate de sodium
[Invitrogen]). Les cellules Caco-2 ont été cultivées dans le milieu de culture
complet n°3 (milieu DMEM [Invitrogen] additionné de 2 mM de L-glutamine
[Invitrogen], 100 U/mL de pénicilline [Invitrogen], 100 pg/mL de streptomycine
[Invitrogen], et 1.2 mg/rmL de bicarbonate de sodium [Fisher]). A confluence,
les cellules ont été dispersées avec une solution de Trypsine 0.05% et
d'EDTA 0.02% (Sigma), puis ensemencées a 3 000 cellules/cm? (MG-63) et

4 000 cellules/cm? (MCF-7 et Caco-2). Aprés ensemencement dans leur



37

milieu respectif contenant 10% FBS (Cansera), les cellules ont été placées
dans un incubateur a 5% de CO,, avec une température de 37°C et en

atmosphere humide.

2.2 Etude de I’expression des récepteurs cestrogéniques

2.2.1 Expression genique

Les cellules MG-63 ont été ensemencees dans des boites de Pétri
(Sarstedt) et récupérées a 90-100% de confluence pour I'isolement d’ARN
total a I'aide du TRIzoL® Reagent (Invitrogen) selon les recommandations du
fournisseur. L’ARN obtenu aprés séchage a été dissous dans 200 uL d’eau
ultra pure et quantifié par lecture spectrophotomeétrique des absorbances Azgo
nm €t Azso nm- La pureté de I'ARN a été vérifiee en calculant le rapport Azeo
nm/A2go nm €t SON intégrité a été évaluée par électrophorese sur gel d’agarose
1% (p/v). L'ADNc a ensuite été synthétisé a l'aide d’hexaméres, en
employant le kit Omniscript™ RT (Qiagen) suivant le protocole fourni par la
compagnie. L'’ADNc obtenu a ensuite servi pour réaliser une réaction de
polymeérisation en chaine (PCR) en utilisant le kit Tag PCR Core (Qiagen)
suivant le protocole fourni par la compagnie. Les amorces suivantes
(choisies pour ERa, et tirées de Poola et al. [2002] pour ERp) ont été
utilisées :

Amorces ERa (NM_000125)
Sens S CAGGCCAAATTCAGATAATCGACGS (exon 1)
Antisens 5CGGAACCGAGATGATGTAGCCS' (exon 6)

Amorces ERB (NM_001437)
Sens 5CGCTAGAACACACCTTACCTG3' (exon 1)
Antisens  5’'CTGTGACCAGAGGGTACATS' (exon 7)

Pour I'amplification des transcrits, 'ADNc a été soumis au programme

suivant, selon les recommandations du fournisseur (Qiagen): 3 minutes a
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94°C pour la dénaturation initiale suivis de 40 cycles comprenant chacun une
dénaturation d'1 minute a 94°C, un appariement de 30 secondes a 60°C
(ERa) ou 58°C (ERB) et une élongation de 1 minute a 72°C. Ces cycles ont

été suivis d’'une élongation finale de 7 minutes a 72°C.

Un volume de 5 uL de 'ADN bicaténaire produit a été analysé sur un gel
d’agarose 2% (p/v) avec un standard de longueur de 100 pb (Amersham
Biosciences ou Invitrogen). Les bandes des amplicons ont été révélées sous

lampe U.V. en utilisant 0.5 pg/mL EtBr (/ICN Biomedicals Inc.).

2.2.2 Expression protéique

Apres ensemencement des cellules MG-63, MCF-7 et Caco-2 dans des
boites de Pétri (Sarstedt) et une fois qu’une confluence de 90-100% ait été
atteinte, le milieu de culture a été retiré et les cellules ont été rincées deux
fois avec du PBS (137 mM NaCl; 2.7 mM KCI; 0.9 mM CacCly; 0.5 mM MgCly;
1.5 mM KH2POy; 6.6 mM NaxHPO4; pH 7.4). Les cellules ont ensuite éte
homogénéisées avec un tampon de lyse (50 mM Tris a pH 7.4; 1% Triton X-
100; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 1 mM EGTA; 0.5% IGEPAL CO-630; 1 mM
Na,VOs; 0.1 mM PMSF; 10 ug/mL leupeptine; 0.5 mM benzamidine; 60 mM
octylglucoside; 1 ug/mL aprotinine). Les homogénats résultants ont été
passés 5 fois dans une aiguille de 28 1/2 G puis centrifugés a 12500 g
pendant 15 minutes a 4°C. Le surnageant résultant de cette centrifugation

correspond au lysat cellulaire total natif, soit non dénature.

Ces protéines, resuspendues dans le tampon de Laemmli (12.5 mM
Tris-HCI pH 6.8; 2% glycérol; 1% pB-mercaptoethanol; 0.4% SDS; bleu de
bromophénol), ont éte incubées a 95°C pendant 10 minutes puis soumises a
une électrophorese en condition dénaturante (SDS-PAGE) et réductrice sur

gel 12%. Les protéines ont ensuite été transférées sur membranes de PVDF
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(PerkinElmer) dans un tampon de transfert « semi-sec » (1 mM Tris; 9.6 mM
glycine; 10% MeOH) avec un courant de 1 mA/cm?.  Aprés transfert, les
membranes ont été incubées, a 4°C toute une nuit, dans une solution a 5%
de lait en poudre dans du TBS-T (1 mM Tris pH 7.4; 150 mM NaCl; 0.1%
Tween 20). Aprés 3 lavages dans le TBS-T, les membranes ont été
incubées, a 4°C pendant 1 heure, avec un anticorps primaire (anticorps
monoclonal anti-ERa [SantaCruz] 1/1 000; ou anticorps monoclonal anti-—
ERp [SantaCruz ou Sigma] 1/1 000) dans la solution TBS—T contenant 1% de
BSA et 0.05% de NaNj3 (ERa) ou dans du TBS-T contenant 0.05% de NaNj;
(ERB [Sigma]). Puis, les membranes ont été lavées 3 fois dans le TBS—T
avant d'étre incubées pendant 1h30 a tempeérature piece, avec un anticorps
secondaire couplé a une peroxydase de raifort (anti—-IgG souris [Chemicon]
1/5 000; ou anti~IgG chévre [Abcam]) dans le TBS—T contenant 5% de lait en
poudre. Apres 3 lavages dans la solution TBS-T, les protéines
immunodétectées ont été revélées avec un kit ECL+ (Amersham

Biosciences).

2.3 Traitements a l'estradiol

Sauf indication contraire, les traitements a l'estradiol ont toujours éte
effectués selon la méthodologie suivante. Lorsque le pourcentage de
confluence désiré a été atteint, les cellules MG-63 ont été sevrées pendant
24 heures en les placant dans le milieu complet n1 contenant 1% FBS
inactivé et « charcoalé » (filtré sur charbon actif, ce qui permet de retirer du
sérum tous les composés possédant une action cestrogénique). Aprés
sevrage, les celiules ont été traitées avec differentes concentrations d'Ex
(Sigma) dilué dans de 'EtOH dans le milieu complet n1 contenant 1% FBS
inactivé et «charcoalé » ainsi qu'0.1% EtOH. Les cellules servant de

« Controle » ont été ensemencées a la méme densité et dans le méme milieu
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que les cellules traitées et ont subi un sevrage de 24 heures. Lors des
périodes de traitement, le milieu contenait une concentration équivalente du

véhicule.

2.3.1 Essais MTT

Les cellules MG-63 ont été ensemenceées dans des plaques de 96 puits
(Sarstedt) et lorsqu’une confluence de 50% a été atteinte, les cellules ont été
sevrées puis traitées avec 1072, 10", 107, 10°, 10®, 107 et 10° M d’E> (ces
concentrations sont généralement utilisées dans des études in vitro et
couvrent un intervalle physiologique et supraphysiologique [Incerpi et al.
2003]) pendant 24, 48 et 72 heures. Etant donné que le cycle cellulaire des
MG-63 est d’environ 28 heures, un traitement a 24 heures permet d'observer
I'effet d'E, sur la proliféeration avant une premiére division cellulaire; des
traitements a 48 et 72 heures permettent de vérifier 'effet de cette hormone
aprés 2 a 3 divisions dans le cas ou E; induit de faibles effets sur la
prolifération cellulaire.  Quatre heures avant la fin de la durée des
traitements, une concentration de 0.5 mg/mL de MTT (Sigma) a été ajoutée
au milieu de culture puis les cellules ont été remises a incuber a 37°C pour le
reste de la durée des traitements. A la fin de la période de traitement, le
milieu de culture a été retiré puis 200 uyL de DMSO (EMD) ont été ajoutés
dans les puits et les plaques de 96 puits ont été incubées a 37°C jusqu’a
solubilisation des cristaux de formazan. Le milieu a ensuite été mélangé par

pipetage avant une lecture spectrophotométrique a 575 nm.

2.3.2 Activation de la voie ERK/MAPK

Aprés ensemencement des cellules MG-63 dans des boites de Pétri
(Sarstedt), et lorsque la confluence cellulaire a atteint 80%, les cellules ont
été sevrées dans le milieu complet n°1 sans FBS pendant 24 heures. Le

lendemain, un traitement avec 10" et 10° M d'E, a été effectué pour une
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durée de 5, 10, 20, 30 et 60 minutes (). Un contrble négatif correspondant
a des cellules non traitées ainsi qu'un contrdle positif (cellules traitées avec

10% FBS pendant 5 minutes) ont aussi été effectués.

Les protéines ont &té récupérees, dosées et un immunobuvardage de
type Western a été realisé, selon la méthodologie décrite précédemment,
avec les anticorps suivants : anticorps monoclonaux primaires anti-pERK,
reconnaissant la forme phosphorylée de ERK, et anti-ERKt, reconnaissant
ERK indépendamment de son état de phosphorylation, (1/1 000; Cell
Signaling Technology) et anticorps secondaire anti-IgG lapin (1/5000;
Chemicon). Aprés immunodétection de la protéine ERKt, les membranes ont
été dépouillées des anticorps primaire et secondaire en les laissant pendant
1 heure a 37°C dans une solution 200 mM glycine. Puis 'immunodétection

de la protéine pERK a été realisée.

Le niveau d’expression des protéines pERK et ERKt a été quantifié par
densitométrie et le ratio pERK/ERKt normalisé par rapport a la condition

Contrdle.

2.3.3 Mesure de calcium

Les indicateurs fluorescents Fluo-3 AM et Fura-Red AM (/nvitrogen) ont
été utilisés afin de permettre une mesure ratiométrique du calcium
intracellulaire proposé par Thomas et al. [2000]. Les cellules MG-63 ont été
ensemencées dans des Labtek de 4 chambres (Nalge Nunc). Une fois la
confluence de 70% atteinte, les cellules ont été incubées dans un milieu
HBSS (121 mM NaCl; 5.4 mM KCI; 0.8 mM Mg,SO,; 25 mM HEPES; 1.8 mM
CaCly; 6 mM NaHCOj3; pH 7.3) avec 2 pM de Fluo-3 AM et de Fura-Red AM
ainsi qu’un volume équivalent de 20% Pluronic F127 (Molecular Probes) puis

incubées pendant 45 minutes dans le noir a 37°C. Les cellules ont ensuite
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été lavees dans du HBSS puis incubées a tempeérature piéce pendant 45
minutes dans le noir afin de permettre ia dé-estérification des indicateurs
fluorescents. Les cellules ont €té observées avec un microscope confocal
Nikon TE300 avec un laser (BioRad) et un objectif Apochromatic 40X N.A. 1.
La longueur d'onde d'excitation était de 488 nm et I'émission a été
enregistrée a 515 et 605 nm. Les lectures ont été faites a température piéce

dans une configuration a chambre ouverte.

Immédiatement avant de commencer la lecture, les cellules ont été
incubées en absence de calcium (HBSS sans CaCly). Afin d'observer la
présence d’'un éventuel relargage de calcium intracellulaire par le réticulum
endoplasmique, 0.5 x 10°, 10° ou 10° M d'E, ou 5 MM de thapsigargine
dilués dans du HBSS sans calcium ont été ajoutés aprés 1 minute 30
d’enregistrement. La thapsigargine est un inhibiteur des SERCA, pompes
Ca**-ATPases présentes & la membrane du réticulum endoplasmique, qui
permettent I'entrée de calcium cytoplasmique dans le réticulum; aprés
incubation des cellules avec ce composé, le réticulum endoplasmique se vide
de son calcium et une élévation de la concentration calcique cytoplasmique
est observée. Dans cette expérience, la thapsigargine a donc servi de
contrble positif pour le relargage calcique intracellulaire par le réticulum

endoplasmique pouvant étre induit par E,.

Afin de déterminer si I'E, permettait 'ouverture de canaux calciques
conduisant a I'entrée de calcium a partir du milieu extracellulaire, les cellules
MG-63 ont été ensemencées, incubées et les indicateurs fluorescents de-
estérifiés de la méme maniére que précédemment. L’examen des cellules a
été effectué en utilisant le méme microscope et les lectures ont été faites a
température piece dans une configuration a chambre ouverte. Les cellules

ont toujours été gardees dans un milieu HBSS avec calcium et la présence
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d’un influx possible de Ca** par activation de I'E, a été testée par I'ajout de
10, 10®, 107 ou 10° M d'E; dilués dans du HBSS avec calcium aprés 1

minute 30 d'enregistrement.

2.3.4 Evaluation de I'expression de la cavéoline-1 et du rLDL

Apres ensemencement des cellules MG-63 dans des boites de Pétri
(Sarstedt), et lorsque la confluence cellulaire a atteint 60% (sous confluence)
ou 90-100% (confluence), les cellules ont été sevrées puis traitées avec 1072
10,107, 10°, 108, 107 et 10® M d’'E, pendant 24 heures. Un contrdle

négatif correspondant a des cellules non traitées a aussi été effectué.

Les protéines ont été récupérées, dosées et un immunobuvardage de
type Western a été réalisé, selon la méthodologie décrite précédemment
(SDS-PAGE 12% pour cavéoline-1; SDS-PAGE 8% pour rLDL), avec les
anticorps suivants: anticorps monoclonaux primaires anti—cavéoline-1
(1/1 000; BD Biosciences), anti—rLDL (1/1 000; Research Diagnostics Inc.) et
anti-p-actine (1/1 000; Sigma) et anticorps secondaires anti-IgG lapin et

anti-IgG souris (1/5 000; Chemicon).

Le niveau d’expression des protéines caveéoline-1, rLDL et B-actine a été
quantifié par densitométrie et le ratio cavéoline-1/B-actine ou rLDL/B-actine a

été déterminé puis normalisé par rapport a la condition Contréle.

2.4 Analyses statistiques

Les moyennes et les SEM ont été calculées pour toutes les données de
chaque expérience. L’analyse statistique a été réalisée en utilisant le logiciel

GraphPad Prism avec un test t de Student ou une ANOVA suivie d'un test
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post hoc approprié. Les valeurs ont été considérées significativement

différentes lorsque P était inférieur a 5%.



CHAPITRE Il

RESULTATS

3.1 Présence des récepteurs cestrogéniques au niveau des cellules
MG-63

Puisque les cestrogenes sont reconnus pour causer leurs effets suite a
leur interaction avec leurs récepteurs, nous avons voulu, dans un premier
temps, vérifier si les cellules MG-63, synthétisaient les ARNm et exprimaient
les protéines des deux types de récepteurs cestrogéniques connus, soit ERa

et ERB.

3.1.1  Expression génique
En observant la Figure 3.1 a), il est possible de remarquer que 2
. transcrits de ERa sont retrouvés dans la lignée cellulaire MG-63. Le premier
transcrit permet I'amplification d’'un amplicon possédant une taille égale a 857
pb tandis que le second transcrit est revélé par un amplicon de 718 pb. Le
premier amplicon (857 pb) résulte de I'amplification de 'ARNm du récepteur
cestrogénique o de type sauvage (ERaWT) tandis que le deuxiéme amplicon
(718 pb) provient de 'amplification de FARNmM du récepteur cestrogénique o
avec délétion de I'exon 5 (ERaAb). Ce résultat confirme donc que les ARNm

de deux variants de ERa sont produits par les cellules MG-63.

Pour ce qui est des transcrits ERp (Figure 3.1 b)), il est possible
d’observer que les cellules MG-63 synthétisent 3 différents transcrits de ERB.
Le premier amplicon est retrouvé a 912 pb, le second se situe a 772 pb et le
dernier posséde une taille de 639 pb. L'amplicon de 912 pb correspond a

'amplification de 'ARNm du récepteur cestrogénique B de type sauvage
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(ERBWT), le deuxiéme amplicon (772 pb) résulte de I'amplification de TARNm
du récepteur cestrogénique [ avec épissage de type 2 et délétion de I'exon 5
(ERB2splad) alors que le troisieme amplicon (639 pb) provient de
I'amplification de I'ARNm du récepteur cestrogénique [ avec délétion des
exons 5 et 6 (ERBAS-6). Ce résultat permet donc de confirmer, tout comme
précedemment, que les ARNm de trois variants de ERp sont produits par les

cellules MG-63.

La présence des transcrits correspondant aux ARNm des différents
types de récepteurs cestrogéniques o et p n’indique pas nécessairement la
syninese, par les celiules MG-63, des protéines qui leur sont associées.
Ainsi, dans le but de confirmer la présence protéique des récepteurs
cestrogéniques dans la lignée cellulaire, des immunobuvardages de type
Western avec des anticorps spécifiques aux deux récepteurs ont été

effectués.

3.1.2 Expression protéique

Etant donné que les premiéres immunodétections des récepteurs ERa
et ERP réalisées n'étaient pas suffisamment nettes, des lignées cellulaires
ont été utilisées comme contréle positif de la technique et de l'efficacité des

anticorps.

L'immunobuvardage de type Western présenté a la Figure 3.2 a) permet
de visualiser I'expression des isoformes de ERa dans la lignée cellulaire MG-
63 ainsi que dans la lignée cellulaire MCF-7 constituant un contrdle positif
pour I'expression de ERc. Il est possible d’observer que 2 isoformes de ERa
sont toutes deux présentes dans les lignees MG-63 et MCF-7. La premiére

protéine posséde un poids estimé a 71 kDa tandis que la seconde protéine
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posséde un poids approximatif de 39 kDa. De plus, on remarque que les
cellules MCF-7 expriment une troisieme isoforme d'un poids moléculaire
d'environ 44 kDa. La premiére isoforme protéique de ERa (71 kDa) semble
s’apparenter, de part sa taille, a la protéine ERa de type sauvage. La
deuxieme isoforme retrouvée dans la lignée MG-63 et possédant un poids
approximatif de 39 kDa pourrait concorder, en se basant sur sa taille, au

transcrit ERaAS.

La Figure 3.2 b) présente un immunobuvardage de type Western
montrant I'expression des isoformes de ERpB dans les lignées cellulaires MG-
63 et Caco-2, cette derniére représentant un contréle positif pour I'expression
de ERP. Il est possible d'observer que la lignée MG-63 exprime 2 ou 3
isoformes protéiques différentes de ERp selon I'anticorps primaire utilisé. Les
trois isoformes détectées avec I'anticorps Sigma (Figure 3.2 b) B.) sont aussi
retrouvées dans les cellules Caco-2. Pour ce qui est de I'anticorps anti-ERf
de Santa Cruz, la premiéere protéine posséde un poids moléculaire apparent
de 49 kDa tandis que la seconde isoforme se retrouve a 36 kDa. Ces deux
isoformes protéiques pourraient correspondre aux transcrits ERBAS-6 et
ERB2splA5, respectivement. Pour la détection avec I'anticorps primaire de
Sigma, la premiére protéine posseéde un poids moléculaire apparent de 69
kDa, la seconde possede un poids d’environ 49 kDa et |a derniére isoforme
se retrouve a 41 kDa. La premiére et la derniére isoforme immunodétectées
ne semblent pas s’'apparenter aux amplicons des transcrits ERBWT et
ERB2spla5 pour lesquels les protéines ont des poids attendus respectifs de
59 et 34 kDa. Cependant, lisoforme retrouvée a 49 kDa semble
correspondre, de part son poids, a la protéine ERpB possédant une délétion

des exons 5 et 6 (ERpBAS-6).
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3.2 Effet de I’estradioi sur 'expression de ia cavéoline-1 a sous

confluence

Ftant donné que ies cavéoles sont considérées comme des
invaginations pouvant jouer un rdéle important dans la transduction
signalétique cellulaire, nous avons voulu, dans un premier temps, Vérifier si
'E, possédait des effets modulateurs sur I'expression de la cavéoline-1
lorsque les cellules MG-63 se trouvaient a sous confluence. Le choix de
traiter les cellules a sous confluence a été déterminé par le fait que quelques
articles rapportent une expression des ERs plus élevée lors de conditions de
sous confluence et de proliféeration cellulaires suggérant une meilleure
réponse cellulaire a I'hormone [Brooks et al. 1984; Faye et al. 1989; Ikegami
et al. 1994].

La Figure 3.3 a) présente un immunobuvardage de type Western réalisé
sur les protéines cavéoline-1 et B-actine apres traitement de 24 heures a
I'estradiol des cellules MG-63 lorsque ces derniéres étaient cultivées a sous
confluence. |l est possible d'observer que quelle que soit la concentration
ayant servi au traitement (1072, 10", 107, 10° 10® 107 et 10° M), le

niveau d’expression de la cavéoline-1 n'est pas modulé par 'hormone.

Apres analyses densitométriques et statistiques des bandes protéiques,
le graphique présenté a la Figure 3.3 b) permet de confirmer qu'aucune
différence significative dans la modulation de la protéine cavéoline-1 n’est
observable lorsque les cellules MG-63 sont cultivées a sous confluence et

traitées a 'Es.
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3.3 Confirmation de la capacité des MG-63 a répondre a I'estradiol

Etant donné que la littérature rapporte plusieurs effets des cestrogénes
sur les cellules ostéoblastiques et considérant que I'expression de la
cavéoline-1 des cellules MG-63 ne semble pas étre modulée par I'estradiol
dans les conditions décrites précédemment, nous avons veérifié si les
traitements cestrogéniques effectués avaient effectivement un effet sur les
cellules MG-63. Ainsi, il a tout d’abord été entrepris de vérifier si les
traitements a I'estradiol influengaient la prolifération cellulaire par mesure de
lactivitt MTT et de l'activation de la voie ERK/MAPK. Nous avons aussi
examiné si les traitements possédaient un effet sur les flux calciques ainsi

que sur I'expression du rLDL dans les cellules MG-63.

3.3.1 Essais MTT

En utilisant la mesure de [lincorporation de thymidine marqué
radioactivement dans I'ADN, Luo & Liao [2003] ont montré que I'estradiol
entrainait une réponse proliférative dépendante de la dose des cellules MG-
63. Avec cette méme méthode, il a aussi été observé que cette hormone
influencait de fagcon dose dépendante la prolifération de cultures primaires

d'ostéoblastes humains [Cheng et al. 2002].

Une autre maniére d’observer si I'E; influence la prolifération cellulaire
de la lignée MG-63 est d'effectuer des essais MTT. Le MTT sert de substrat
a la déshydrogénase cellulaire, enzyme mitochondriale, qui le convertit en
cristaux de formazan dont l'intensité de la couleur, lorsque dissous dans le
DMSO, est directement proportionnelle a l'activité enzymatique et ainsi au

nombre de cellules viables.

Apres traitements des cellules MG-63 avec différentes concentrations
d’E, (102,10, 107, 10°, 108, 107 et 10° M) sur une période de 24, 48 et
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72 heures, les résultats obtenus (et présentés a la Figure 3.4) montrent que
les traitements avec les différentes concentrations d'estradiol n’affectent pas
de fagon significative la prolifération des cellules MG-63 et ce, quelle que soit

la durée du traitement.

3.3.2 Activation de la voie ERK/MAPK

Les cestrogénes sont également reconnus pour entrainer I'activation,
dans plusieurs types cellulaires, de la voie ERK/MAPK [Kousteni et al. 2001;
Segars & Driggers 2002], impliquée dans la prolifération cellulaire, entre
autres [Endoh et al. 1997; Kousteni et al. 2003]. Ainsi, nous avons voulu
vérifier si dans la lignee MG-63, les traitements cestrogéniques activaient
aussi cette voie. Lorsqu’activée par phosphorylation (pERK), la protéine ERK

active a son tour d’autres protéines.

La Figure 3.5 a) présente limmunobuvardage de type Western
détectant pERK et ERKt dans les cellules traitées a 'E; pendant 5, 10, 20, 30
ou 60 minutes avec 107" et 10° M d'estradiol. Le contréle négatif (CTL)
correspond a des cellules non traitées et le contréle positif (FBS) correspond
a des cellules traitées avec 10% de FBS pendant 5 minutes. Contrairement a
la condition de contréle positif, les traitements n'ont pas augmenté I'état de
phosphorylation de la protéine ERK, quelles que soient la concentration et la

durée d’'exposition a E, associées au traitement.

Les densités des bandes protéiques pERK/ERK!t pour les trois différents
essais réalisés sont regroupés dans la Figure 3.5 b). Comme observées a la
figure précédente, les différentes concentrations d'E; pour les différents
temps testés n'ont pas significativement augmenté la phosphorylation de ia
protéine ERK. 1l est tout de méme possible de remarquer que le FBS,

lorsque les cellules ont été traitées avec 107 M d'E,, améne une
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augmentation significative de la phosphorylation de ERK par rapport a CTL,;
cette difference significative entre la condition CTL et FBS dans
I'augmentation de la phosphorylation de ERK n'est cependant pas observable
pour les traitements avec 10° M d'E,. Ce résultat est donc a I'encontre de ce
qui avait été attendu puisque le FBS représente le contréle positif et devrait
induire une augmentation de la phosphorylation de la protéine ERK. Nous
supposons qu’aucune différence significative par rapport a la condition CTL
n'a pu étre obtenu da a la présence d’un trop grand écart-type concernant les
données de la condition FBS. Des manipulations supplémentaires auraient
permis de réduire cet écart-type et ainsi d'en déduire une augmentation
significative de la phosphorylation de ERK par le FBS, comme c’est le cas
pour 10 M d’E,.

3.3.3 Mesure de calcium

Des études indiquent que les cestrogénes ont pour effet d’induire une
entrée de calcium dans différents types cellulaires [Perret et al. 2001; Wu et
al. 2005]. De plus, il a aussi été montré que I'E, éleve la concentration
intracellulaire de calcium dans les MG-63 de maniere dose dépendante
[Chen et al. 2001].

Ainsi, afin de verifier si les traitements ocestrogéniques pouvaient
augmenter I'entrée d'ions Ca®" dans les cellules MG-63, nous avons tout
d’abord vérifié si cette hormone entrainait un relargage du calcium
intracellulaire stocké dans le réticulum endoplasmique (Figure 3.6 a)). Dans
les cellules MG-63 et pour les conditions testees, 'E, n'augmente pas
significativement le niveau d’ions calciques intracellulaire suite a une vidange
du réticulum endoplasmique, en comparaison avec 5 uM de thapsigargine.

Ce test effectué, nous avons vérifié si I'E, pouvait induire 'ouverture des

canaux ioniques situés a la membrane plasmique et ainsi entrainer une
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augmentation du niveau de calcium intracellulaire par entrée d'ions calciques
provenant du milieu extracellulaire.

Comme présenté a la Figure 3.6 b), aprés ajout de 10°, 10®% et 107 M
d'E, dans un milieu contenant des ions calciums, aucune entrée marquéee
d'ions Ca®" n'est observable. Cependant, lorsque 10° M d’E; est ajoute dans
un milieu contenant des ions calcium, une augmentation rapide et soutenue
de l'entrée de ces ions dans les cellules MG-63 est observée dés 60
secondes. Le niveau calciqgue maximal est atteint apres 2 minutes 30 suivant
lajout d’E,, et le retour a la concentration intracellulaire basale se fait

lentement et n'est toujours pas complété aprés 9 minutes d’enregistrement.

Les résultats préliminaires (n = 1) obtenus permettent donc d'observer
que l'ajout d'estradiol dans le milieu des cellules MG-63 entraine une
élévation de la concentration calcique intracellulaire due a un influx ionique
provenant du milieu externe. Ce résultat suggére que les MG-63 répondent

a l'estradiol dans nos conditions expérimentales.

3.3.4 Expression du rLDL

Comme mentionné précédemment, les cestrogenes possedent un effet
important sur les niveaux plasmatiques de cholestérol en régulant
I'expression du rLDL [Hodgin & Maeda 2002; Shanker et al. 1998]; ainsi,
nous avons entrepris de vérifier si le traitement des MG-63 par différentes

concentrations d’E, modulait I'expression protéique du rLDL de ces cellules.

L'immunobuvardage de type Western représentatif paraissant a la
Figure 3.7 a) a été réaliseé aprés traitement des cellules MG-63, cultivées a
confluence, avec 102, 10", 107 10°, 10®, 107 et 10° M d’E, pendant 24

heures. Cette figure permet d’observer que plus la concentration d’estradiol
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présente dans le milieu de culture cellulaire augmente, plus I'expression de la

protéine rLDL augmente, et ce, de maniére dose dépendante.

La quantification des résultats (Figure 3.7 b)) confirme que les
concentrations comprises entre 10" et 10° M d'E, augmentent légerement le
niveau d'expression du rLDL des cellules MG-63 alors que des
concentrations égales & 10°, 107 et 10° M d'E, doublent significativement

I'expression du rLDL.

Encore une fois, ce résultat montre bien que la lignée cellulaire étudiée
posséde la capacité de repondre a I'estradiol et que les traitements effectués

sont adéquats et permettent une réponse des cellules MG-63.

3.4 Effet de ’estradiol sur I'expression de la cavéoline-1 a confluence

L'absence d'effet de [I'estradiol sur I'expression de la cavéoline-1
(présentée aux Figures 3.3 a) et 3.3 b)) pourrait donc indiquer que les
conditions choisies lors des traitements n’étaient pas idéales pour permettre
d'observer un effet sur la modulation de la cavéoline-1 des cellules MG-63.
Bien que ces conditions permettent un meilleur niveau d’expression des ERs,
on peut supposer qu'elles ne sont pas favorables pour observer une
régulation de lI'expression de la cavéoline-1 par les cestrogénes. Afin de
vérifier si la condition de la proximité cellulaire pouvait étre responsable de
cette absence d’effet de I'estradiol sur la régulation de la cavéoline-1 des
cellules étudiées ou bien pour confirmer si cette protéine n’était simplement
pas modulée par cette hormone, nous avons effectué des traitements

cestrogéniques lorsque les cellules MG-63 se trouvaient a confluence.

La Figure 3.8 a) montre que I'expression des protéines caveoline-1 et p-

actine apres traitement des cellules MG-63, cultivées a confluence, avec 10°
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210", 107, 10°, 10%, 107 et 10° M d’E, pendant 24 heures. Cette
photographie permet de constater que les concentrations comprises entre 10°
26t 107 M d’E, semblent entrainer une baisse du niveau d’expression de la
cavéoline-1 tandis que la concentration égale & 10® M conduit & un

rétablissement du niveau d’expression basale.

Aprés avoir effectué le ratio de densité relative des bandes protéiques
cavéoline-1/B-actine, le graphique présenté a la figure 3.8 b) a été généré.
Les traitements des cellules MG-63 avec E; modulent I'expression de la
caveoline-1 selon un schéma dose dépendant biphasique inversé. Lorsque
des concentrations égales a 10°, 10® et 107 M d’E, sont présentes dans le
milieu, I'expression de la cavéoline-1 diminue de fagon significative de 25 a
40%. Enfin, il semble que la concentration de 10°® M d'E, permet de ramener

cette baisse d’expression a un niveau d’expression de la condition Contréle.
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Figure 3.1 a) : Expression des transcrits ERa dans les cellules MG-63

A 90-100% de confluence, 'ARN total a été extrait au TRIZOL® puis 'ADNc a été
synthétisé par RT avant d’amplifier les séquences par PCR grace a des amorces
spécifiques a ERa. Les produits de RT-PCR ont été séparés sur gel d’agarose 2%
et ont été révélés avec 0.5 ug/mL EtBr. Résultat représentatif de RT-PCR effectuée
a partir ’ARN isolé de trois cultures cellulaires. M : marqueur de taille (pb).
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Figure 3.1 b) : Expression des transcrits ERp dans les cellules MG-63

A 90-100% de confluence, 'ARN total a été extrait au TRIZOL® puis 'ADNc a été
synthétisé par RT avant d'amplifier les séquences par PCR gréce a des amorces
spécifiques a ERB. Les produits de RT-PCR ont été séparés sur gel d’agarose 2%
et ont été révélés avec 0.5 ug/mL EtBr. Résuiltat représentatif de RT-PCR effectuée
a partir d’ARN isolé de trois cultures cellulaires. M : marqueur de taille (pb).
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Figure 3.2 a) : Expression des isoformes ERa dans les cellules MG-63 et
MCF-7

A 90-100% de confluence, les cellules ont été solubilisées avec un tampon de lyse.
Les protéines (100 ug pour MG-63 et 50 ug pour MCF-7) ont été séparées par SDS-
PAGE sur un gel 12% en conditions réductrices puis transférées sur membrane de
PVDF. La détection a été conduite avec un anticorps anti—ERa et révélée a l'aide
d’un anticorps secondaire couplié a une peroxydase. La révélation a été faite a l'aide
d'ECL+. Immunobuvardage représentatif de 3 extractions protéiques. Les poids
moléculaires sont en kDa.
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Figure 3.2 b) : Expression des isoformes ERp dans les cellules MG-63 et
Caco-2

A 90-100% de confluence, les cellules ont été solubilisées avec un tampon de lyse.
Les protéines (25 pg (A.) et 100 pg pour MG-63 et 50 ug pour Caco-2 (B.)) ont été
séparées par SDS-PAGE sur un gel 12% en conditions réductrices puis transférées
sur membrane de PVDF. La détection a été conduite avec un anticorps anti-ERp
(A. Santa Cruz, et B. Sigma) révélée a l'aide d’'un anticorps secondaire couplé a une
peroxydase. La révélation a été faite a l'aide d'ECL+. Immunobuvardage
représentatif de 3 extractions protéiques. Les poids moléculaires sont en kDa.
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Figure 3.3 a) : Effets de traitements a ’estradiol sur I’expression de la
protéine cavéoline-1 de cellules MG-63 lorsque ftraitées a sous
confluence

A 60% de confluence, les cellules ont été sevrées pendant 24 heures puis traitées
avec 10", 10" 107, 10°, 10%, 107 et 10° M d’E, pendant 24 heures. La condition
controle (CTL) correspond a des cellules non traitées. A la fin de la durée des
traitements, les cellules ont été solubilisées avec un tampon de lyse puis les
protéines (50 pg) ont été séparées par SDS-PAGE sur un gel 12% en conditions
réductrices et transférées sur membrane de PVDF. La détection a été conduite avec
un anticorps anti—cavéoline-1 et anti—p-actine, et révélée a l'aide d’'un anticorps
secondaire couplé a une peroxydase. La révélation a été faite a 'aide dECL+.
Immunobuvardage représentatif de 5 extractions protéiques.
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Figure 3.3 b): Représentation graphique des effets de traitements a
’estradiol sur I’expression de la protéine cavéoline-1 de cellules MG-63
lorsque traitées a sous confluence

Densijté relative de la protéine cavéoline-1 par rapport a la protéine B-actine

normalisée avec la condition Contrdle. La légende est la méme que celle présentée
a la Figure 3.3 a). Le test statistique réalisé est une ANOVA (n = 5; moyennes %

SEM).
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Figure 3.4 : Effets de traitements a I'estradiol sur la prolifération de
cellules MG-63

A 50% de confluence, les cellules ont été sevrées pendant 24 heures puis traitées
avec 10™ 10", 10, 107, 10 107 et 10° M d’'E, pendant 24, 48 et 72 heures. La
condition Contréle correspond a des cellules non traitées. Quatre heures avant la fin
des traitements, les cellules ont été incubées avec 0.5 mg/mL de MTT a 37°C. Les
cristaux insolubles de formazan formés par les enzymes mitochondriales ont été
solubilisés avec du DMSO puis la D.O. a été mesurée a 575 nm. Le test statistique
realisé est une ANOVA (n = 4; moyennes + SEM).
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Figure 3.5 a) : Effet de I'estradiol sur I’activation de la voie ERK/MAPK
des MG-63

A 80% de confluence, les cellules ont été sevrées pendant 24 heures puis traitées
avec 10"% et 10® M d’E, pendant 5, 10, 20, 30 et 60 minutes. Le contrdle négatif
(CTL) correspond a des cellules non traitées et le contréle positif (FBS) a des
cellules traitées avec 10% FBS pendant 5 minutes. A la fin de la durée des
traitements, les cellules ont été solubilisées avec un tampon de lyse puis les
protéines ont été séparées par SDS-PAGE sur un gel 12% en conditions réductrices
et transférées sur membrane de PVDF. La détection a été conduite avec un
anticorps anti-pERK et anti-ERKt, et révélée a l'aide d’'un anticorps secondaire
couplé a une peroxydase. La révélation a été faite a laide d'ECL+.
Immunobuvardage représentatif de 3 extractions protéiques.
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Figure 3.5 b): Représentation graphique de Peffet de I’estradiol sur
I’activation de la voie ERK/MAPK des MG-63

Densité relative de la protéine pERK par rapport a la protéine ERKt. La légende est
la méme que celle présentée a la Figure 3.5 a). Le test statistique réalisé est un test
t de Student (n = 3; moyennes + SEM). * signifie qu'il existe une différence
significative avec la condition Controle.
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Figure 3.6 a): Effet de I'estradiol sur le relargage de calcium par le

réticulum endoplasmique dans les cellules MG-63
A 70% de confluence, les cellules ont été mises en présence du milieu HBSS

contenant 2 uyM des indicateurs fluorescents Fluo-3 AM et Fura-Red AM ainsi que du

Pluronic F127 20% puis incubées pendant 45 minutes a 37°C dans la noirceur. La
dé-estérification des indicateurs a été effectuée avec une incubation dans le milieu

HBSS pendant 45 minutes a température piéce dans le noir. Immédiatement avant
le début de la lecture, les cellules ont été mises en présence de HBSS sans CaCl,

puis 'ajout de 0.5 x 10, 10° et 10° M d’E, ou 5 uM de Thapsigargin a été effectué a
température piéce au bout d’'1 minute 30 (\lr). L'enregistrement des flux calciques a
été réalisé a l'aide d’'un microscope confocal; une longueur d’'onde de 488 nm a été
utilisée pour I'excitation et 'émission a été enregistrée a 515 et 605 nm.
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Figure 3.6 b): Effet de l'estradiol sur I'entrée de calcium dans les
cellules MG-63

A 70% de confluence, les cellules ont été mises en présence du milieu HBSS
contenant 2 yM des indicateurs fluorescents Fluo-3 AM et Fura-Red AM ainsi que du
Pluronic F127 20% puis incubées pendant 45 minutes a 37°C dans la noirceur. La
dé-estérification des indicateurs a été effectuée avec une incubation dans le milieu
HBSS pendant 45 minutes a température piéce dans le noir. Puis 'ajout de 10°, 107
® 107 et 10° M d'E, a été effectué a température piéce au bout d'1 minute 30 (3).
L'enregistrement des flux calciques a été réalisé a I'aide d’'un microscope confocal,
une longueur d'onde de 488 nm a été utilisée pour I'excitation et I'émission a été
enregistrée a 515 et 605 nm.



66

cTL 10" 10" 10" 10° 10° 107 10°

B-ACtine | ommm—————————

Figure 3.7 a) : Effets de traitements a I'estradiol sur I’expression de la
protéine rLDL de cellules MG-63 lorsque traitées a confluence

A 90-100% de confluence, les cellules ont été sevrées pendant 24 heures puis
traitées avec 107, 10", 10, 10°, 10®, 107 et 10° M d’E, pendant 24 heures. La
condition contréle (CTL) correspond a des cellules non traitées. A la fin de la durée
des traitements, les cellules ont été solubilisées avec un tampon de lyse puis les
protéines (100 ug) ont été séparées par SDS-PAGE sur un gel 8% en conditions
réductrices et transférées sur membrane de PVDF. La détection a été conduite avec
un anticorps anti—-rLDL et anti—B-actine, et révéiée a I'aide d'un anticorps secondaire
couplé a une peroxydase. La révélation a été faite a laide d'ECL+.
Immunobuvardage représentatif de 3 extractions protéiques.
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Figure 3.7 b): Représentation graphique des effets de traitements a
’estradiol sur Pexpression de la protéine rLDL de cellules MG-63
lorsque traitées a confluence

Densité relative de la protéine rLDL par rapport a la protéine B-actine normalisée
avec la condition Contréle. La légende est la méme que celle présentée a la Figure
3.8 @). Le test statistique réalisé est une ANOVA (n = 3; moyennes + SEM) avec un
test de Dunnett (« * » représente P < 0.01 pour les cellules traitées vs la condition
Contréle).
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Figure 3.8 a) : Effets de traitements a I'estradiol sur I’expression de la
protéine cavéoline-1 de cellules MG-63 lorsque traitées a confluence

A 90-100% de confluence, les cellules ont été sevrées pendant 24 heures puis
traitées avec 1072, 107", 10, 10°, 108 107 et 10° M d’E, pendant 24 heures. La
condition contr6le (CTL) correspond a des cellules non traitées. A la fin de la durée
des traitements, les cellules ont été solubilisées avec un tampon de lyse puis les
protéines (20 ug) ont été séparées par SDS-PAGE sur un gel 12% en conditions
réductrices et transférées sur membrane de PVDF. La détection a été conduite avec
un anticorps anti-cavéoline-1 et anti—p-actine, et révélée a l'aide d’'un anticorps
secondaire couplé a une peroxydase. La révélation a été faite a l'aide d’'ECL+.
Immunobuvardage représentatif de 5 extractions protéigues.
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Figure 3.8 b): Représentation graphique des effets de traitements a
I’estradiol sur I'’expression de la protéine cavéoline-1 de cellules MG-63
lorsque traitées a confluence

Densité relative de la protéine cavéoline-1 par rapport a la protéine B-actine
normalisée avec la condition Controle. La légende est la méme que celle présentée
a la Figure 3.9 a). Le test statistique réalisé est une ANOVA (n = 5; moyennes +
SEM) avec un test de Dunnett (« * » représente P < 0.01 pour les cellules traitees
vs la condition Contrdle).



CHAPITRE IV

DiISCUSSION

4.1 Expression des ERs dans les cellule MG-63

Les premiéres expériences réalisées dans le cadre de cette maitrise ont

permis de caractériser la présence des différents variants et isoformes des

récepteurs cestrogéniques o et .

Au niveau de 'ARNm, les variants ERc identifiés correspondent a
ERaWT (variant de type sauvage) et a ERaAS (variant avec délétion de
'exon 5); et les variants ERP visualisés coincident avec ERBWT (variant de
type sauvage), ERB2splAS (variant avec épissage de type 2 et délétion de
'exon 5) et ERBAS-6 (variant avec délétion des exons 5 et 6). En ce qui
concerne l'expression protéique d'ERs retrouvées dans les MG-63, les
isoformes ERaWT, ERaAS, ERB2splAS et ERBAS-6, s’apparentant par leur
poids moléculaire aux variants d'ARNm, ont été détectées par

immunobuvardage.

4.1.1 ER«

La forme sauvage du récepteur cestrogénique o (ERaWT), retrouvée
dans les MG-63 au niveau du messager et de la protéine (Figures 3.1 a) et
3.2 a)), possede un poids attendu entre 66 et 70 kDa [Pavao & Traish 2001]
et correspond au récepteur de longueur entiére, compose de tous les
domaines fonctionnels (Figure 1.4) permettant ainsi lintégration d'une

réponse aux cestrogénes.
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L’autre récepteur retrouvé dans les lignées cellulaires MG-63 et MCF-7
est le variant/isoforme ERaAS (Figures 3.1 a) et 3.2 a)). Daprés Herynk &
Fuqua [2004], la délétion de I'exon 5 amene l'introduction d'un codon stop
dans le domaine de liaison au ligand (domaines E et F) et résulte en la
production d’une protéine d’environ 40 kDa. Etant donnée l'introduction d’'un
codon stop dans ce domaine fonctionnel, ce récepteur cestrogénique perd la
majorite du domaine de liaison au ligand, mais conserve neanmoins l'activité
associée a AF-1 (fonction d’activation indépendante du ligand) ainsi que sa
capacité a lier TADN. Ainsi, ce récepteur conserve la capacité d’induire une
voie genomique indépendante du ligand. Comme decrit dans I'introduction,
ce domaine fonctionnel permet les interactions du récepteur avec des
facteurs de croissance [Herynk & Fuqua 2004] et il semble que ces
interactions avec AF-1 soient critiques pour les voies de signalisation dans
les cellules mammaliennes [Chaidarun & Alexander 1998]. Il a été demontré
que lisoforme ERaA5 peut augmenter nettement les effets transcriptionnels
de ERoWT sur les génes répondant a [lestradiol dans la lignée
ostéoblastique humaine U20S. De plus, la seule expression de ERaAS dans
ces mémes cellules entraine une augmentation des taux de croissance
cellulaire et cela indépendamment de la presence d’E; [Chaidarun &
Alexander 1998].

La troisieme proteine, retrouvée uniquement dans la lignee MCF-7
(Figure 3.2 a)), semble s’apparenter a I'isoforme A1a-ERw-46. Cette derniére
resulte d’événements d’épissage alternatif impliquant deux codons start
situés dans I'exon 2, et ainsi I'exon 1 n’est pas transcrit, ayant pour résuitat
une protéine n'exprimant pas le domaine AF-1 [Denger et al. 2001]. Le poids
moléculaire attendu pour cette proteine se situe aux alentours de 46 kDa,
d’ol sa nomenclature, et elle a deja été caractérisée dans les cellules MCF-7

ainsi que dans des cultures primaires d’ostéoblastes [Denger ef al. 2001;
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Figtree et al. 2003]. Un fait intéressant, mais qui ne concorde pas avec les
résultats retrouvés ici, est que cette utilisation de I'épissage alternatif dans
'exon 2 semble étre predominant dans les ostéoblastes, entre autres, ou

ERa est moins abondant [Herynk & Fuqua 2004].

Bien que le récepteur A1a-ERw-46 ne posséde pas la capacité d'induire
des réponses génomiques suite a une activation indépendante du ligand, il a
cependant été montré que cette protéine pouvait former des homodimeéres
ainsi que des hétérodimeres avec ERaWT ainsi qu’avec ERBWT dans des
cultures primaires d’ostéoblastes [Denger et al. 2001]. L’isoforme A1a-ERct-
46 peut donc former des complexes stables de liaison a I'ADN et ainsi
entrainer des voies génomiques classiques (dépendantes du ligand) de
regulation transcriptionnelle. De plus, Denger et ses collaborateurs [2001]
ont aussi montré que, dans une lignée cellulaire ostéoblastique, le récepteur
Ala-ERa-46, lorsque mis en présence du récepteur ERaWT, agissait comme
inhibiteur potentiel de la transactivation induite par ce dernier et ce, selon un
mode d’action dose dépendante. De méme, des travaux effectués sur deux
lignées de cellules endothéliales humaines, 'une permettant des réponses
cestrogéniques de nature génomique et non génomique et l'autre dans
laquelle les cestrogénes n'induisaient qu'une signalisation cellulaire rapide,
ont permis de supposer que ERaWT agit autant au niveau génomique que
non génomique tandis que A1a-ERa-46 ne permet que des réponses non

geénomiques [Russell et al. 2000}.

4.1.2 ERp
L’isoforme sauvage du récepteur 8 (ERBWT), tout comme ERaWT,
contient tous les domaines fonctionnels nécessaires a une réponse aux

cestrogenes. Le poids moléculaire attendu pour cette protéine se situe entre
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58 et 62 kDa [Pavao & Traish 2001]. Les résultats obtenus ont montré que le
récepteur ERBWT est présent au niveau de 'ARNm dans les cellules MG-63
(Figure 3.1 b)) mais que la détection protéique dans cette méme lignée ainsi
que dans les cellules Caco-2 n'a pas été possible quelque soit I'anticorps
primaire utilisé (Figure 3.2 b)). Ce résultat obtenu dans les cellules MG-63 ne
correspond pas a ce qui a été retrouvé dans la littérature puisqu’une equipe a
montré que les MG-63 exprimaient les deux types de récepteurs
cestrogéniques [Cao et al. 2003]. Cependant, en contradiction avec les
résultats présentés par ce groupe ou une partie des résultats montrés ici,
Poola et ses collaborateurs [2002] n'ont détecté aucun des ERs de type

sauvage dans une culture primaire d'ostéoblastes humains.

Ainsi bien que deux types d'anticorps primaires aient été utilisés pour la
détection de ERpB dans les cellules MG-63, il n'a pas été possible de
caractériser I'expression du type sauvage au niveau protéique. Une des
raisons pouvant expliquer ce fait est qu'il a été rapporté que lanticorps
provenant de la compagnie Santa Cruz semble étre efficace pour détecter la
protéine ERP recombinante ou surexprimée dans des lignées cellulaires
transfectées; cependant, son utilité dans la détection de ERBWT exprimé de
fagon endogéne dans des cellules humaines n'a pas encore été confirmée
[Pavao & Traish 2001]. De plus, il est aussi possible de supposer que la
protéine ne soit pas produite méme si son transcrit d’ARNm est présent.
Cette possibilité a déja été rapportée par la littérature en ce qui concerne le
ERaWT dans une lignée humaine de cellules endothéliales [Figtree et al.
2003; Russell et al. 2000].

Le transcrit s’apparentant au récepteur ERB2splAS (Figure 3.1 b))
devrait résulter en une protéine possédant un poids moléculaire d'environ 34

kDa [Lewandowski et al. 2002]. Seul l'anticorps primaire provenant de la
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compagnie Santa Cruz a permis de la détecter dans les cellules MG-63
(Figure 3.2 b) A). La délétion de l'exon 5 résulte en un déephasage
entrainant I'arrét de la traduction de 5 acides aminés aprés la bordure de
I'exon 4/5 [Lewandowski et al. 2002]. Ainsi, la présence d'un codon stop lors
de la traduction permet d’expliquer pourquoi la protéine posséde un poids
moléculaire plus petit qu'attendu d’apres le nombre de paires de bases
contenu dans son transcrit dARNm. Lewandowski et ses collaborateurs
[2002] ont aussi montré que la protéine resultante ne possede donc pas la
majorité du domaine de liaison au ligand ainsi que le domaine AF-2 (domaine
de transactivation dépendante du ligand). Ainsi, la protéine codee par ce
transcrit ne réepond pas au ligand, ne lie pas ou tres faiblement 'ADN et
présente une activite dominante negative dose dépendante sur l'action de
ERa, préférentiellement [Herynk & Fuqua 2004]. Dans le méme ordre
d’'idées, il a été montré, dans une lignée épithéliale humaine transfectée avec
ce variant, que celui-ci possédait des effets inhibiteurs dose dépendants sur
la transactivation transcriptionnelle stimulée par E, des récepteurs ERa et

ERp de type sauvage [Inoue et al. 2000].

Un autre variant de ERp retrouvé au niveau de 'ARNm des cellules MG-
63 et dont l'isoforme protéique a aussi été detectée dans cette méme lignée
ainsi que dans les cellules Caco-2 est le recepteur ERBAS-6 (Figures 3.1 b) et
3.2 b)). La protéine correspondant a ce recepteur possede un poids
moléculaire attendu de 49 kDa [Lewandowski et al. 2002]. La délétion des
exons 5 et 6 entraine la production d'une protéine qui ne possede pas une
partie du domaine de liaison au ligand permettant de suggérer qu’elle
possede une affinite de liaison plus faibie [Poola et al. 2002]. Cependant,
bien que cette protéine ne posséae pius la capacité d’étre activée aprés
liaison & son ligand, elle pourrait neanmoins se translocaliser au noyau, lier

des EREs et moduler les propriétés de transactivation du récepteur de type
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sauvage en se liant a des co-répresseurs ou des co-activateurs [Poola et al.

2002].

4.2 Effet de I’estradiol sur la prolifération des cellules MG-63

Les cestrogénes sont des hormones reconnues pour posséder des
effets pléiotropiques avec une variété d'actions autant dans les tissus
reproducteurs que non reproducteurs [Stossi et al. 2004]. En suivant la
synthése d’ADN grace a l'incorporation de thymidine tritiee [Cheng et al.
2002; Luo & Liao 2003] ou en vérifiant I'activation de la voie ERK/MAPK
[Endoh et al. 1997, Kousteni et al. 2001], quelques études ont permis de
montrer que les cestrogénes stimulaient la prolifération de cellules

ostéoblastiques..

Afin de vérifier uniquement l'effet de I'estradiol sur la prolifération des
cellules MG-63, les traitements ont été effectues dans un milieu sans phénol
et le FBS utilisé a été filtré sur du charbon afin d'y retirer tous les composants

pouvant posséder des effets cestrogéniques.

4.2.1 Essais MTT

Pour vérifier si les ftraitements a [I'estradiol conduisaient a une
prolifération cellulaire des MG-63, des essais MTT ont tout d'abord été
réalisés. Les résultats présentés a la Figure 3.4 montrent que les différentes
concentrations d'E, utilisées (10" & 10° M) nont pas entrainé une
augmentation du nombre de cellules viables, par rapport a la condition
Contréle, et ce quelle que soit la durée des traitements (24, 48 ou 72 heures).
Ce résultat est en contradiction avec ce qui a été retrouveé dans la littérature
puisque Luo & Liao [2003] ont montré que I'estradiol amenait une prolifération

des cellules MG-63 et que cet effet prolifératif était transmis par les ERs. De



76

plus, il a aussi été reporté, dans une autre lignée cellulaire ostéoblastique
(TE85) ainsi que dans des cultures primaires d'ostéoblastes humains, que
Ieffet prolifératif de I'estradiol était atteint entre 10 et 107 M aprés 18 heures
de traitement [Cheng et al. 2002]. Assez etrangement puisque ne reflétant
pas les résultats rapportés par les deux études mentionnées ci-dessus mais
confortant les résultats de la présente étude, Cao et al. [2003] ont montré que
10 nM (10°® M) d’estradiol n'entrainait aucune prolifération cellulaire des MG-
63 aprés 14 jours de culture. De plus, dans une autre étude effectuée sur la
lignée ostéoblastique humaine Sa0S-2, il a été trouvé que I'exposition des
cellules a I'estradiol de fagon intermittente, mais non continue, avait pour effet

de stimuler la croissance cellulaire [Rao et al. 2003].

4.2.2 Voie ERK/MAPK

Une des actions non génomiques assez bien connue des cestrogénes
est l'activation de la voie MAPK dans une variété de types cellulaires,
comprenant les cellules osseuses, endothéliales et neuronales [Kousteni.et
al. 2003]. La protéine MAPK est une kinase sérine/thréonine localisée en
aval de cascades signaletiques déclenchées par plusieurs facteurs de
croissance et est essentielle a l'activation de la prolifération, la différenciation
ou la survie cellulaires [Endoh ef al. 1997, Kousteni et al. 2003]. L'une des
trois sous-familles les mieux caractéerisees de MAPK est ERK dont la
phosphorylation permet l'activation de cette voie de signalisation cellulaire.
Endoh et collegues [1997] ont trouvé que des concentrations d’estradiol
comprises entre 1 pM et 10 nM (107 — 10" M) induisaient la phosphorylation
de la protéine ERK d'une lignee ostéoblastique de rat avec un maximum
d’activation atteint en 5 minutes. De plus, il a aussi été démontré que 10 nM
d’'estradiol entrainait la phosphorylation rapide de ERK (maximum a 5
minutes) dans une culture primaire d’'ostéoblastes de souris et que I'activation

de cette voie de signalisation atténuait 'apoptose cellulaire [Kousteni et al.



77

2001]. Encore une fois les résultats présentés par la littérature ne refletent
pas ceux obtenus dans le présent mémoire (Figures 3.5 a) et b))
puisqu’aucune augmentation de la phosphorylation de la protéine ERK n’a pu
étre démontrée dans les cellules MG-63, et ce quelle que soit la
concentration d'estradiol testée (107 ou 10° M) ou la durée d’incubation des
cellules (5, 10, 20, 30 ou 60 minutes). Il aurait cependant été intéressant de
vérifier si les traitements utilisés avaient un effet sur I'activation de la voie
ERK/MAPK dans la lignée MCF-7 qui représente un contrble positif puisqu’il a
éeté montré que l'estradiol induit la prolifération et I'activation de la voie
ERK/MAPK dans ce type cellulaire [Dupont & Le Roith 2001; Migliaccio et al.
2003; Zivadinovic & Watson 2005].

L’absence de prolifération observée aprés traitements des cellules MG-
63 a l'estradiol pourrait peut-étre s’expliquer par le fait que les cellules
expriment les deux types de récepteurs cestrogeniques. En effet, plusieurs
equipes ont rapporté la suppression de la croissance par ERp dans des
cellules cancéreuses mammaires [Chang et al. 2006]. Il a aussi eté montré
que la seule expression de ERp dans les MCF-7 réduit le taux de croissance
basal et qu’'un traitement avec des concentrations physiologiques d'E, dans
les cellules MCF-7 exprimant ERa et ERB entrainait un taux de prolifération
inférieur a celui observé lors d'un traitement cestrogénique sur les cellules

n'exprimant que ERa [Chang et al. 2006].

Tel que mentionné précédemment, plusieurs études ont cependant
montré une augmentation de la prolifération cellulaire ostéoblastique lorsque
des traitements cestrogéniques étaient effectués. En lien avec cette
prolifération cellulaire induite par I'E;, quelques chercheurs se sont donc
intéressés a l'effet de cette hormone sur 'apoptose cellulaire. Ainsi, il a été

rapporté que I'Ep réduisait I'apoptose de cellules ostéoblastiques murines
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aprés 5 jours de culture alors que l'androgéne, autre stéroide sexuel,
augmentait cette mort cellulaire programmée par élévation du ratio Bax/Bcl-2
[Wiren et al. 2006]. De facon assez intéressante, Chandar et al. [2004] ont
montré, dans une lignée cellulaire ostéoblastique de rat, que l'estradiol
induisait une augmentation de I'expression de p53, protéine impliquée dans
'arrét du cycle cellulaire et I'entrée des cellules en apoptose. Cependant,
bien que l'estradiol ait augmenté I'expression de plusieurs génes impliqués
dans I'arrét du cycle cellulaire, aucune mort des cellules n'a pu étre observée
ce qui suggere que p53 possede un role important dans la différenciation des
ostéoblastes [Chandar et al. 2004]. Il a aussi été trouvé que l'estradiol
nécessite l'activation de ERK pour induire les signaux anti- et pro-
apoptotiques dans les ostéocytes et les ostéoclastes, respectivement, et ces
différentes actions semblent pouvoir étre expliquées par des différences dans
la durée de phosphorylation de ERK et de son accumulation dans le noyau
[Chen et al. 2005).

4.3 Entrée intracellulaire de calcium

La concentration calcique rencontrée dans les milieux extracellulaires
est essentielle a un certain nombre de processus vitaux allant de la formation
osseuse a la coagulation sanguine. Au niveau du metabolisme osseux, une
augmentation de la concentration de calcium extracellulaire altére la
morphologie des osteoclastes et inhibe la résorption osseuse tandis que pour
les ostéoblastes, cette augmentation induite la prolifération et la formation
osseuse [Riccardi 2000]. De plus, tel que mentionné precédemment, parmi
les actions non géncmiques que possedent les cestrogénes, les influx
calciques sont une des voies de signalisation rapportée par la littérature

comme étant induite par I'estradiol [Kelly & Levin 2001].



En accord avec la littérature, nous avons montré qu’'une concentration
d’E, égale a 10° M augmente la concentration intracellulaire d’ions calciques
dans les cellules MG-63 (Figure 3.6 b)). Ces resultats suggerent que
I'estradiol induit une entrée d'ions calciques a partir du milieu extracellulaire,
puisqu’aucune augmentation de la concentration de Ca*" intracellulaire n'a pu
étre notée en absence de calcium extracellulaire. Ainsi, 'E, n’indult pas de
relargage calcique par le réticulum endoplasmique dans les cellules MG-63
(Figure 3.6 a)).

Quelques études ont montré que l'estradiol induit une augmentation
rapide du niveau intracellulaire d’ions calcium dans les ostéoblastes. Ainsi,
Chen et al. [2001] ont trouvée que des concentrations de 5 et 10 uM
d’estradiol conduisaient a une élévation immeédiate de la concentration
intracellulaire calcique de cellules MG-63 lorsque traitées dans un milieu
contenant du calcium. Ce résultat leur a permis de suggérer que cette action
ne pouvait étre associée au modeéle de régulation génomique des ERs. Avec
les résultats présentés dans ce mémoire, nous avons pu induire un influx
calcique avec une concentration inférieure a celle utilisée dans I'étude de
Chen et al. [2001]. Cependant, pour pouvoir confirmer que l'interaction de
I'estradiol avec ERs est nécessaire a I'induction d’un influx de calcium a partir
du milieu extracellulaire dans la lignée cellulaire MG-63, il aurait été
intéressant de vérifier I'effet d’antagonistes (ces moléecules se lient aux ERs,
préviennent la liaison de E, mais n’induisent aucun effet associé a
'hormone), tel que ICl 182780 [Wakeling 2000], lors de mesures calciques.
Aussi, tel que suggéré par Wu et al. [2005], l'utilisation d'un conjugué
imperméable a la membrane cytoplasmique, comme le E,-FITC-BSA, aurait
pu confirmer un effet purement non genomique de V'estradiol, suggérant que

seule la liaison de I'E; avec son récepteur situé a la membrane
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cytoplasmique entraine une élévation de la concentration intracellulaire en

Ca®" dans les cellules MG-63.

De plus, Chen et ses collaborateurs [2001] ont aussi demontré que cette
augmentation était dose dépendante avec une élévation initiale des niveaux
calciques plus rapide et I'observation d’un plateau soutenu lors de I'ajout de
10 UM d’E, en comparaison avec 5 uM d’estradiol. Néanmoins, étant donné
que l'expérience décrite par ces auteurs a été effectuée dans un milieu
calcique, il est impossible de savoir si 'augmentation calcique intracellulaire
observée provient d'un relargage d'ions par le réticulum endoplasmique suivi
d’'une entrée capacitative ou bien uniquement d'une entrée de Ca*" a partir

du milieu extracellulaire sans induction de relargage.

En plus de montrer que lestradiol entrainait une augmentation
transitoire du niveau intracellulaire de calcium dans des cultures primaires
d’'ostéoblastes humains, un autre groupe de chercheurs a aussi vérifié
quelles proportions de cette hausse du niveau calcique intracellulaire étaient
dues a un influx calcique provenant du milieu extracellulaire et a la
mobilisation d’ions Ca®" du réticulum endoplasmique [Sémijen et al. 1997].
Ainsi, a l'aide de différents inhibiteurs, ils ont démontré que I'augmentation
cytosolique de la concentration calcique se faisait selon deux mécanismes; le
premier refléte un influx de Ca** & partir du milieu extracellulaire & travers des
canaux calciques voltage dépendant, et le second indique un relargage de
calcium par le réticulum endoplasmique impliguant ['activation de la
phosholipase C et la génération d’IP; [SOmjen et al. 1997]. Il aurait été
judicieux de déterminer quels étaient les canaux calciques activés par E,
dans les cellules MG-63 en utilisant des inhibiteurs. En effet, ia nature de la
voie d’entrée d'ions calciques reste encore trés controversée, impliquant des

canaux calciques voltage dépendants et indépendants ainsi que des canaux
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ioniques non selectifs [Perret et al. 2001], et il est a prévoir que les
mécanismes associés a cette augmentation des niveaux intracellulaires de

Ca®" différent d’un type cellulaire a un autre.

4.4 Modulation de I'expression protéique par I’estradiol

Lorsque les cellules MG-63 ont été traitées avec différentes
concentrations d'estradiol pendant 24 heures a sous confluence, aucune
modulation de I'expression de la protéine cavéoline-1 n'a pu étre observee,
tel que présenté aux Figures 3.3 a) et b). Cependant, pour le méme type
cellulaire a confluence, les différentes concentrations d’E, utilisées ont permis
de montrer une régulation de I'expression des protéines rLDL (Figures 3.7 a)

et b)) et cavéoline-1 (Figures 3.8 a) et b)).

4.4.1 Cavéoline-1 a sous confluence

Le premier essai de modulation protéique par différentes concentrations
d’estradiol a été effectué sur la cavéoline-1 lorsque les cellules MG-63 se
trouvaient en situation de sous confluence. Les cavéoles, dont la protéine
cavéoline-1 est la protéine structurale majeure, sont désormais reconnues
comme étant des invaginations dans lesquelles un nombre important de
voies de signalisation cellulaire sont intégrées due a la présence de différents
types de molécules transductionnelles [Razani et al. 2002; Solomon et al.
2000b]. Cette densité de culture cellulaire a été choisie du fait que quelques
articles retrouvés dans la littérature annoncaient une élévation de
I'expression des récepteurs cestrogeniques lorsque les cellules étaient en
cendition de prolifération [Brooks et al. 1984; Faye et al. 1989; |kegami et al.
1994]. Cependant, il n'a pas été possible de montrer un quelconque effet
d'E2 sur la modulation protéique de la cavéoline-1 des cellules MG-63 a sous

confluence bien que nous avions supposé qu'un tel effet aurait pu s'averer
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important considérant une plus forte expression des ERs dans une condition

de culture a sous confluence.

4.4.2 rLDL

Afin de veérifier si les cellules MG-63 possédaient la capacité a répondre
a une modulation protéique par les cestrogénes, nous avons vérifié si
l'expression du rLDL pouvait étre régulée par I'E;.  En accord avec la
littérature, les traitements des cellules MG-63 avec différentes concentrations
d’estradiol ont ameneé une augmentation de I'expression protéique du rLDL

avec un maximum significatif atteint pour une concentration de 10° M d’E,.

Cette modulation protéique par les cestrogénes a pu étre observée dans
des cellules placentaires [Shanker et al. 1998] pour lesquelles de faibles
concentrations d'E, augmentaient le messager de rLDL tandis que de plus
fortes concentrations avaient pour effet de diminuer les niveaux dARNm de
rLDL. Dans une lignée de cellules épithéliales de rats, Smith ef al. [2004] ont
montré que I'estradiol augmentait les niveaux d’ARNm et protéiques du rLDL
et élevait I'endocytose des LDL. En utilisant un modele in vivo (rats femelles
non ovariectomisées), il a aussi €té possible de montrer que, dépendamment
du mode d'administration de l'estradiol (oral, subcutané ou par pompes
osmotiques), différentes doses pharmacologiques de I'hormone diminuaient
les niveaux plasmatiques totaux de cholestérol tout en augmentant les
niveaux d’ARNm hépatiques du rLDL [Parini et al. 2000]. De plus, en utilisant
des lignées cellulaires humaines HepG2 exprimant I'un ou lautre des
recepteurs cestrogéniques, Briining et ses collaborateurs [2003] ont permis
de montrer que l'estradiol stimule 'expression du gene de rLDL a travers
ERa uniquement, et ce, selon un mode d’action génomique indépendante

des EREs.
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Les résultats présentés ici confortent donc la littérature et montrent pour
la premiere fois que le rLDL est régulé a la hausse, et ce de maniéere dose
dépendante, par I'estradiol dans les cellules ostéoblastiques MG-63. |l a été
rapporté dans la littérature que la région du promoteur du rLDL responsable
de la réponse cestrogénique est localisée dans un élement de réponse aux
stérols [Croston et al. 1997]. |l serait donc intéressant d’approfondir cette
voie d’investigation pour permettre d’éclaircir les mécanismes de modulation
protéique dans le modele d'ostéoblastes MG-63. Il est possible de se
demander si la régulation de I'expression du rLDL dans les cellules MG-63

aurait été la méme a sous confluence.

4.4.3 Cavéoline-1 a confluence

Puisqu'il a été possible d'observer que I'estradiol modulait I'expression
protéique du rLDL dans les MG-63, nous avons décidé de reprendre les
traitements pour vérifier un effet possible sur la cavéoline-1 mais cette fois
lorsque les cellules se trouvaient a confluence. En effectuant les traitements
dans ces nouvelles conditions, il a été possible d’observer une régulation de
I'E, sur I'expression de la cavéoline-1. La modulation de I'expression de la
protéine cavéoline-1 par |'estradiol semble s’apparenter a un schéma
biphasique inversé avec un minimum d’expression protéique a 10 et 107 M.
Quelques articles rapportent cette modulation hormonale sur la cavéoline-1.
Ainsi, Jayachandran et al. [2001] ont montré, dans des cellules endothéliales
de bovin, que des concentrations de 107° et 10° M d’E, augmentaient les
niveaux du messager et proteiques de la cavéoline-1 au bout de 48 heures
de traitement. Cependant, bien que cette différence ne soit pas significative,
les travaux de ce groupe permettent de constater que I'augmentation
observée a 10® M est inférieure & celle obtenue avec 10"° M, ce qui peut

permettre de supposer que l'utilisation de concentrations plus fortes aurait
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peut-étre permis I'observation d'une courbe inversement proportionnelle ou

bien une cloche inversée.

Dans des études réalisées in vivo, plusieurs équipes ont aussi montré
que l'estradiol module I'expression de la cavéoline-1. Ainsi, dans des tissus
provenant de l'aorte de rats femelles ovariectomisées recevant une dose
sous-cutanée d'estradiol pendant 2 semaines, Watanabe et collegues [2004]
ont montré, par PCR en temps réel, que le transcrit d’ARNm de la cavéoline-1
était surexprimé par rapport a la condition Contréle. Turi et al. [2001] ont
quant a eux observé que, dans le méme modéle animal en utilisant
sensiblement la méme méthodologie, le traitement pendant 24 heures avait
pour effet de diminuer le niveau protéique de la cavéoline-1 dans le muscle
utérin.  De méme, Woodman et ses collaborateurs [2004] sont aussi
parvenus a la méme conclusion apres traitement de rats a I'estradiol pendant
7 jours montrant que le niveau protéique de la cavéoline-1 de cellules
aortiques était significativement diminué. Lorsque tous ces résultats sont pris
ensernble, il apparait donc que les différents effets observés sur la synthése
protéique de la cavéoline-1 pourraient étre attribuables aux différences dans
les types cellulaires testés, des modeles utilisés ou bien encore du sexe des

individus sur lesquels les traitements ont été effectués.

L'implication des ERs dans cette modulation de I'expression protéique
de la caveoline-1 des cellules MG-63, ainsi que dans la régulation du rLDL,
aurait pu étre vérifié avec l'utilisation de I'antagoniste spécifique ICl 182780
[Wakeling 2000]. Ainsi, si les effets observés aprés traitements a I'estradiol
avaient éte reduits lors de ['utilisation de cette molécule anti-cestrogénique, il
aurait été possible de conclure que l'effet des cestrogénes sur I'expression
des protéines cavéoline-1 et rLDL dans les cellules MG-63 impliquait la

liaison de I'hormone a l'un ou l'autre de ses récepteurs. Comme pour le
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rLDL, aucune étude ne rapporte la présence d'un ERE situé dans le
promoteur du gene de la cavéoline-1, mais deux séquences s'apparentant a
des éléments de réponses aux stérols ont cependant été retrouvées dans le

géne de la cavéoline-1 [Bist et al. 19971].

Afin de pouvoir déterminer si la régulation observée est induite par une
voie génomique ou non génomique des cestrogenes, il aurait été judicieux
d’utiliser un composé imperméable a la membrane, tel que le Ex-BSA. Le
traitement des cellules avec cette molécule aurait peut-étre permis de
montrer si la seule liaison de I'E, avec son récepteur, sans que le complexe
ER/E, ne soit internalisé, suffisait a moduler I'expression protéique.
L'utilisation de ce composé reste cependant problématique quant a la
capacité de démontrer I'implication d'un ER a la membrane plasmique dans
les effets cestrogéniques puisqu'il a été observé que le complexe E,-BSA
contient des niveaux détectables d’estradiol libre et que ce complexe forme
souvent de larges agrégats dont les effets biologiques sont inconnus [Zhu &
Smart 2003].

En considérant les résultats obtenus dans le présent travail en ce qui a
trait a la régulation de I'expression de la caveoline-1 des cellules MG-63, et
étant donné que seules une ou deux concentrations sont généralement
utilisées, dans les expériences des articles retrouvés dans la littérature, il est
possible de se demander quels auraient été les patrons de régulation
obtenus si plusieurs concentrations hormonales avaient été testées. Ainsi,
bien que plusieurs recherches concluent en montrant que l'estradiol régule
effectivement I'expression protéique de la cavéoline-1, aucune étude n'a
rapporté |'effet de concentrations variables de I'estradiol, ce qui rend difficiles
les comparaisons qui auraient pu en étre tirées. Cependant, méme si la

régulation biphasique que nous avons observée semble étonnante puisque
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nous nous attendions a observer une augmentation dose dépendante, il n'en
reste pas moins que ce mode de réponse biologique est connu en relation

avec les mécanismes d’actions de certaines hormones.

Ainsi, dans le type de réponse biphasique, une substance
biologiquement active peut stimuler a faibles doses une certaine réponse
cellulaire mais inhiber cette réponse cellulaire a fortes doses [Barnard &
Gurevich 2005]. Les schémas communs pour une telle réponse cellulaire
comprennent une boucle de rétroaction négative; la présence de deux types
de récepteurs d’affinités différentes, I'un stimulant la réponse cellulaire, I'autre
'inhibant; la désensibilisation des récepteurs cellulaires; et finalement, des
changements dans la conformation des molécules effectrices. De maniere
assez intéressante, il a déja été montré que la présence des deux types de
ERs entrainait une régulation biphasique de I'estradiol sur I'enzyme oxyde

nitrique synthase [Barnard & Gurevich 2005].

L’opposition dans l'activité des deux récepteurs cestrogéniques n'est
pas nouvelle. En effet, il a déja été rapporté que ERP s'oppose a la
transcription induite par ERa. Ainsi, ERB semble agir comme régulateur
dominant de la signalisation par les cestrogénes, et lorsque ce récepteur est
co-exprimé avec ERq, i entraine une réduction dose dépendante de I'activité
transcriptionnelle induite par ERa [Matthews & Gustafsson 2003]. De plus,
une étude a aussi montré que les deux types de récepteurs régulaient de
facon sélective différents types de génes dans la lignée ostéoblastique U20S
transfectée avec ERa et/ou ERB, permettant d’observer que parmi les génes
sélectivement regulés, le 3/4 I'étaient par ERa [Stossi et al. 2004]. Des
différences dans la capacité de I'estradiol a activer I'expression génique selon
le type de récepteur cestrogénique ont aussi été rapportées. Ainsi, il a été

montré, dans une lignée cellulaire épithéliale de rein transfectée avec I'un ou
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Fautre ER, que l'expression d'un géne rapporteur était induite avec une

concentration inférieure d'E» pour ERa qu'avec ER [Barkhem et al. 1998].

Il nous a donc été possible de montrer avec les résultats de ce mémoire
que la protéine cavéoline-1 est modulée par E; lorsque les cellules MG-63 se
trouvent a confluence tandis qu'aucune modulation n’a été observable pour
ce méme type cellulaire & sous confluence. Il serait donc intéressant de
déterminer le niveau d’expression des ERs en fonction de la confluence
cellulaire afin d'évaluer s’il existe une corrélation permettant d’expliquer
'absence et la présence d’effets de cette hormone a deux niveaux de
confluence. Il n’existe que trées peu d'études sur les caractéristiques
phénotypiques des cellules MG-63 en relation avec le niveau de confluence
cellulaire. Il a cependant été montré que ces cellules sécretent 2 a 3 plus
d'ostéocalcine a sous confluence qu'en situation de confluence; aussi, ces
auteurs ont observé que la concentration du récepteur a la vitamine D se
trouvait augmenté en condition de sous confluence comparativement a une

condition de confluence cellulaire [Lajeunesse et al. 1990].

4.4.4  Signification physiologique de la réduction de I'expression de la
caveoline-1 par l'estradiol

Tel que mentionné dans I'introduction, I'enzyme eNOS a été localisée
dans les caveoles de cellules épithéliales dans lesquelles elle se trouve en
interaction avec la cavéoline-1. Cette conformation protéique la rend inactive
mais aprés activation par des agonistes, tels les cestrogenes, eNOS se
dissocie de la cavéoline-1 et se translocalise dans le cytosol ou elle se
retrouve sous sa formes active [Chambliss & Shaul 2002; Everson & Smart
2001; Michel 1999]. De plus, une étude assez réecente conduite par
Woodman et al. [2004] a montré que des traitements de cellules aortiques de

rats avec de lestradiol diminuaient I'expression de la cavéoline-1 et
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augmentaient celle de la calmoduline, sans avoir aucun effet sur I'expression
de eNOS. |l a aussi été retrouvé qu’une population de ERa se situait en co-
localisation avec eNOS dans les cavéoles de cellules endothéliales et un
mécanisme d’action amenant a I'activation de eNOS par les cestrogenes a
été proposé. Ainsi, la liaison du ligand au récepteur cestrogénique o active
une protéine G (G,) qui induit I'apparition d’événements en aval comprenant
I'activation de la voie MAPK ainsi que la perturbation de I'environnement
calcique ce qui conduit a I'activation de eNOS dépendante de la calmoduline
[Chambliss & Shaul 2002].

Le NO (oxyde nitrique) joue un role important en tant que médiateur de
plusieurs fonctions cellulaires telles que la relaxation vasculaire ou la
neurotransmission, dans une varieté de types de cellules. Sa production est
induite par les enzymes NOS (oxyde nitrique synthétases) dont la forme
constitutive endothéliale (eNOS) est exprimée dans le tissu osseux [Fox &
Chow 1998; Van't Hof & Ralston 2001]. Il a tout d’abord été montré que les
cestrogénes stimulaient l'activité de eNOS ainsi que ses niveaux d’ARNm
dans les ostéoblastes. Dans le systéme osseux, il a aussi été montré que
des inhibiteurs des NOS abolissaient les effets protecteurs de I'estradiol de
rats femelles ovariectomisées alors qu'un donneur de NO était aussi efficace
que les cestrogenes a prévenir la perte de masse osseuse induite par
lovariectomie [Van't Hof & Ralston 2001]. Cependant, les inhibiteurs des
NOS sont non spécifiques [Armour et al. 2001] et le développement de
modeles animaux déficients pour I'une des formes de NOS se révéle d'une
grande importance dans la clarification de I'implication des différentes formes
enzymatiques dans le rdle protecteur de l'estradiol sur les tissus osseux.
Ainsi, plusieurs études récentes rapportent que eNOS est impliqué dans la
stimulation osseuse induite par les cestrogénes. En effet, les animaux

déficients pour cette enzyme, utilisés lors de ces études, présentaient des
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taux de différenciation, de prolifération et de fonction ostéoblastiques
anormaux en comparaison avec des animaux exprimant toujours eNOS
[Aguirre et al. 2001; Armour et al. 2001; O'Shaughnessy et al. 2000].

Bien que ces différentes études n‘aient pas été conduites dans les
tissus osseux, elles ameénent néanmoins différentes hypothéses découlant de
la régulation de I'expression de la cavéoline-1 observée apres traitements
des cellules MG-63 a l'estradiol. Ainsi, il serait intéressant de poursuivre
dans cette voie en allant vérifier tout d’abord si la baisse de I'expression
protéique obtenue lors de [lutilisation de concentrations physiologiques
amene a la baisse du nombre de cavéoles situées a la membrane plasmique.
En second lieu, il serait pertinent d’examiner quelles sont les conséquences
de cette baisse d’expression de la cavéoline-1 sur le niveau de production de
NO ainsi que l'expression proteique de eNOS. Finalement, il serait
intéressant de vérifier si plusieurs types de ERs peuvent se retrouver dans
les cavéoles et si leur présence dans ces microdomaines de la membrane

plasmique implique une interaction avec la cavéoline-1.
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CONCLUSION

Avec les travaux présentés dans le cadre de ce mémoire, 'ostéoporose
postménopause ne peut étre expliquee par une diminution de la prolifération
des cellules ostéoblastiques. |l a cependant été possible d’observer que la
lignée ostéoblastique humaine MG-63 exprime les deux types de récepteurs
cestrogéniques et qu'elles possédent donc les moyens dlintégrer les

reponses hormonales induites par les cestrogénes.

Toutefois, la diminution des cestrogénes a la ménopause se traduirait en
une augmentation de [I'expression de la cavéoline-1 des cellules
ostéoblastiques. Il serait donc pertinent de vérifier si cet effet des
cestrogénes sur la diminution de I'expression de la protéine cavéoline-1 avant
la ménopause se traduit par une reduction du nombre de cavéoles a la
membrane plasmique ainsi qu'une modification de l'activité de eNOS. En
effet, cette enzyme est associée aux cavéoles de certains types cellulaires, et

son produit, NO, est nécessaire a un métabolisme osseux adéquat.

Avec la perte des cestrogénes associée a la ménopause, il est possible
de supposer que lactivitt de eNOS soit réduite par 'augmentation de
I'expression de la cavéoline-1. Etant donné que I'enzyme eNOS associée a
la cavéoline-1 se trouve sous sa forme inactive, I'absence d'cestrogénes dans
le milieu extracellulaire aurait pour effet de garder cette conformation inactive
supprimant ainsi les effets bénéfiques de NO sur le métabolisme osseux.
Ainsi, afin d’approfondir cette hypothese, il serait intéressant de verifier quels

pourraient étre les effets de concentrations physiologiques d’E, sur
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'expression protéique de eNOS, son interaction avec la protéine cavéoline-1

ainsi que sur la production de NO.
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