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RESUME

Le remodelage osseux est un processus étroitement régulé. Il implique la résorption
de l’os par les ostéoclastes et la formation d’un nouvel os minéralisé par les
ostéoblastes. En plus de contribuer & la synthése de la matrice organique, les
ostéoblastes régulent la différenciation des ostéoclastes et le processus de résorption.
Ainsi, ces deux processus doivent étre en équilibre afin de maintenir la masse osseuse.
Un déséquilibre des processus de formation et de résorption osseuse peut mener au
développement de 1’ostéoporose associée 4 une réduction de la masse osseuse, une
fragilité du tissu osseux, ce qui se traduit par des risques élevés de fractures. Le
calcium est un second messager intracellulaire impliqué dans plusieurs réactions
métaboliques. Afin de lui permettre d’agir comme second messager, plusieurs types
de canaux calciques promouvoient ’entrée du calcium dans les cellules. Entre autres,
les canaux « transient receptor potential vanilloid» (TRP) de type 4 (TRPV4) sont de
canaux ioniques de la famille des canaux TRP exprimés dans plusieurs types
cellulaires différents. Toutefois, leur caractérisation dans les ostéoblastes n’a toujours
pas été effectuée. Le but de cette étude était de caractériser le role des canaux TRPV4
dans la régulation des fonctions ostéoblastiques en utilisant les lignées cellulaires
humaines (MG-63) et murines (MC3T3). L’expression génique des canaux TRPV4 a
été confirmée par une transcription inverse suivie d’une amplification par
polymérisation en chaine (RT-PCR). Des mesures de calcium intracellulaire a 1’aide
de la sonde fluorescente Fluo-3 ont indiqué que le GSK1016790A (GSK, 1 et 10 nM),
un activateur des canaux TRPV4, induit un influx de calcium. Cet influx a été bloqué
par I’inhibiteurs sélectif des TRPV, le rouge de ruthénium (RRed), et par le RN 1734,
un bloqueur sélectif des canaux TRPV4. L’étude des rbles des canaux TRPV4 sur les
fonctions ostéoblastiques a révélé que ’activation de ces canaux par le GSK inhibe la
migration des cellules MG-63. Cette inhibition de la migration a été renversée par le
RRed et le RN 1734, De plus, I’activation des canaux TRPV4 par le GSK stimule la
sécrétion d’interleukine 6 (IL-6) de maniére dose-dépendante. Toutefois, le traitement
avec le GSK n’a pas eu d’effet sur la différenciation des cellules MC3T3 évaluée par
une coloration au rouge Alizarine de la minéralisation de la matrice et par un dosage
de I’activité de la phosphatase alcaline. Ces résultats permettent de conclure que des
canaux TRPV4 fonctionnels sont exprimés dans les lignées ostéoblastiques humaine
MG-63 et murine MC3T3-El. Lorsqu’activés, les canaux TRPV4 stimulent la
séerétion d’IL-6 et inhibent la migration des ostéoblastes. Les études portant sur
I’implication des canaux TRPV4 dans la régulation des fonctions ostéoblastiques
permettra de mieux cemer le réle du calcium comme second messager au niveau
cellulaire dans les ostéoblastes et fournira une meilleure compréhension des
mécanismes de régulation de la formation osseuse et du remodelage.

Mots clés : formation — os — maturation — ostéoporose — transport - ion



PROBLEMATIQUE

Afin de maintenir son intégrité et assurer ses fonctions, 1’0os est en continuel
renouvellement. En effet, d’un c6té les ostéoclastes vont dégrader le tissu osseux et
ensuite les cellules ostéoblastiques vont procéder a la formation de la matrice de 1’os
et de sa minéralisation. En plus d’assurer 1a formation, les ostéoblastes sont aussi
responsables de la régulation de la différenciation des ostéoclastes et de ce fait,
s’assure le maintien de I’équilibre entre la formation et la résorption de 1’0s. Cet
équilibre est essentiel pour avoir un os en santé. Plusieurs facteurs dont la ménopause,
les blessures, les carences alimentaires ou les maladies menacent 1’équilibre de 1’os.
Lorsque cet équilibre est rompu, il y a bien souvent le développement de
I’ostéoporose. Cette maladie osseuse se caractérise par une diminution de la masse
osseuse et un affaiblissement de la matrice osseuse, ce qui rend 1’os plus susceptible
aux fractures. Ainsi, une meilleure compréhension des mécanismes de régulation du
remodelage osseux permettrait d’envisager des stratégies afin de prévenir et traiter

I’ostéoporose.

Le calcium comme second messager intracellulaire est impliqué dans plusieurs
fonctions des cellules. En effet, en plus d’agir sur les réactions métaboliques, il
permet la transduction de signaux extracellulaires. Il constitue ainsi un bon moyen de
régulation des fonctions cellulaires. Afin de transmetire les signaux extracellulaires,
différents types de canaux ioniques sont présents a la membrane plasmique et leur
ouverture permet 1’entrée (influx) de calcium et ainsi la transduction du signal. Les
canaux «ftransient receptor potential» (TRP) sont une grande famille de canaux
ioniques. Les canaux TRP de la classe désignée «transient receptor potential
vanilloid» (TRPV) permettent le passage non-sélectif d’ion a travers la membrane

plasmique et cette classe regroupe 6 membres de 1 4 6.




Xiii

Notre laboratoire a rapporté I’expression génique du canal TRPV4 dans les cellules
ostéoblastiques humaines et murines (Abed et al., 2009). Toutefois, 1’expression
protéique et les roles de ces canaux TRPV4 dans les ostéoblastes demeurent & étre

établis.

Le présent projet de recherche visait a identifier le réle des canaux TRPV4, comme

transporteur du calcium, dans la régulation des fonctions des cellules ostéoblastiques.



CHAPITRE I :

ETAT DES CONNAISSANCES

1.1 INTRODUCTION

1.1.1 L’os

Le squelette humain est constitué de 213 os qui sont regroupés en 4 catégories, soit
les os longs (par exemple le fémur), les os courts (entre autres la rotule), les os qui ont
une forme irréguliére (par exemple le coccyx) et les os plats (entre autres le sternum)
(Clarke 2008). Le squelette est responsable des mouvements et de la locomotion et
fournit support et protection aux organes (Clarke, 2008). De plus, le tissu osseux
constitue une réserve accessible de minéraux par le remodelage afin d’assurer
I’homéostasie de ceux-xi principalement le phosphate et le calcium. En fait, il
contient 99% du calcium de l’orgariisme qu’il distribue en cas de carence (Blair et al.,
2007).

Le tissu osseux se retrouve sous deux formes : les parties trabéculaire et corticale
(figure 1.1). L’os trabéculaire compose 20% de la masse osseuse. Il a une faible
densité et fait partie de la structure interne des os long. Ce tissu poreux et spongieux
est formé de réseaux de trabécules interconnectées remplis de meelle (figure 1.2)
(Hamed ef al., 2012). L’os trabéculaire est responsable de 1’échange minérale avec les
autres tissus de I’organisme. De ce fait, son processus de remodelage est constant

(Hadjidakis et Androulakis, 2006). L’os cortical quant & lui est un tissu compact et



rigide. Il constitue en grande partie 1’os squelettique (environ 80% de la masse). 1l
compose la partie externe des os longs et des os plats. Il comprend les ostéons, des
structures cylindriques fibreuses qui regroupent des fibres de collagéne minéralisée
regroupée en lamelles. Les ostéons sont parcourus de vaisseaux sanguins transportant
les nutriments & I’os cortical (figure 1.1) (Mullins ef al., 2007; Rho ef al., 1998). Au
niveau de I’os trabéculaire, le transport de nutriments s’effectue par les vaisseaux de
la meelle (Hamed ef al., 2012).

L’os cortical se renouvelle trés peu comparativement a l’os trabéculaire. Ses
structures fibreuses externes, le périoste, et internes, 1’endoste, Iui conférent son réle
de soutien et de protection des structures internes de 1’os dont les vaisseaux sanguins,
les cellules et les nutriments (Brandi, 2009; Clarke, 2008). Malgré des différences
fonctionnelles, I’os trabéculaire et cortical sont formés des mémes composants de
base soit des fibrilles de collagéne minéralisés (Hadjidakis et Androulakis, 2006;
Hamed et al., 2012).
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Figure 1.1 : Représentation des différentes structures de I’os. L’os est formé
d’une partie trabéculaire et d’une partie corticale. Il comprend au niveau cortical des
ostéons formés de canaux Haversian qui sont composés de lamelles de fibres de
collagéne. Chaque fibre comprend un ensemble de fibrilles de collagéne composés de
molécules de collagéne de type I et de cristaux d’hydroxyapatie (Tiré de(Rho et al.,
1998).

s < % T
Figure 1.2 : Les structures de I’os trabéculaire. Représentation microscopique de
la composition de I’0s trabéculaire ol chaque lamelle de fibrilles de collagéne (a) est
composé de trabécules (b) dont une structure poreuse (c) abrite la meelle osseuse (Tiré
de(Hamed et al., 2012).



1.1.1.1 La composition du tissu osseux

Le tissu osseux est minéralisé et se compose ainsi d’une matrice organique
extracellulaire et d’une matrice inorganique. La matrice organique regroupe les
différentes protéines de 1’os dont le collagéne de type I, qui représente 90% des
protéines de la matrice cellulaire. Cette protéine de la matrice organique est sécrétée
par les cellules osseuses ostéoblastiques. Au sein de la matrice, le collagéne de type I
forme les fibrilles de collagéne, des chaines de polypeptides qui favorisent la stabilité
de la matrice extracellulaire (Clarke, 2008). Les autres protéines du tissu osseux sont
classées en 4 groupes comprenant les protéines protéoglycans, les glycoprotéines dont
ostéopontine, les protéines contenant I’acide glutamique comme I’ostéocalcine et les
protéines du sérum comprenant 1’albumine et les facteurs de croissance. Ensemble,
elles représentent 10% des protéines totales de la matrice organique du tissu osseux

(Donley et Fitzpatrick, 1998).

La matrice inorganique confére la rigidité au tissu osseux et constitue un lieu
d’entreposage des minéraux. Elle est principalement formée de calcium et de
phosphate qui, sous l'influence de ’activité enzymatique de la phosphatase alcaline,
forment les cristaux d’hydroxyapatite [CalO(PO4)6(OH);]. Dans cette partie
inorganique de l'os, on y retrouve aussi, en moindre quantité, du sodium et du

magnésium (Downey et Siegel, 2006).

1. 1. 1.2 Les cellules osseuses

Il faut noter que 1’os est en continuel renouvellement. En effet, la croissance, les
cassures et les réparations sont tous des phénomeénes nécessitant un renouvellement
de 1’0s. Ce processus, nommé le remodelage osseux, est orchestré par deux types de
cellules osseuses d’origine différente, mais en interaction continuel : les ostéoclastes

et les ostéoblastes.



1.1.1.2.1 Les ostéoclastes

Les ostéoclastes sont les cellules osseuses responsables de la dégradation de la
matrice osseuse. Ils proviennent de cellules souches monocytaires hématopoiétiques
qui se différencient sous 1’action de signaux paracrines et autocrines pour donner
naissance a des ostéoclastes matures préts & exercer leur fonction de résorption. Ce
sont de larges cellules multinucléées qui sont régulées de prés par les ostéoblastes

(Crockett et al., 2011). Leur différenciation sera détaillée plus loin dans le document.

1.1.1. 2. 2 Les ostéoblastes

Les ostéoblastes sont les cellules osseuses responsables de la formation de la matrice
osseuse. Contrairement aux ostéoclastes, ils ont une origine mésenchymateuse ou les
cellules souches pluripotentes se différencient en pré-ostéoblastes durant leur
migration de la moelle osseuse vers le tissu osseux. Les ostéoblastes matures
favorisent la genése du tissu osseux tout d’abord en sécrétant le collagéne de type I,
I’ostéocalcine et 1’ostéopontine (Phan er al, 2004). Ils permettent aussi la
minéralisation de 1’os par la production de la phosphatase alcaline, protéine
responsable de la formation des cristaux d’hydroxyapatite. Cette protéine est un
biomarqueur reconnu de la minéralisation osseuse (Crockett et al, 2011). Les
ostéoblastes sont aussi fortement impliqués dans la régulation de la différenciation
des ostéoclastes. De plus, ils participent & I’adhésion des ostéoclastes & la matrice
osseuse, en dégradant la matrice non-minéralisée, ce qui fait des ostéoblastes un
régulateur de la formation osseuse mais aussi de la dégradation de 1’0s (Sims et Gooi,
2008).




1. 1. 2 Le remodelage osseux

Le remodelage permet de générer et de régénérer le tissu osseux, et aussi de rétablir
I’homéostasie de 1’0s en plus d’assurer son rdle de réservoir de calcium pour
I’organisme. En effet, il facilite la formation du squelette adulte pour remplacer le
squelette formé durant ’embryogénese (Crockett et al., 2011; Katagiri et Takahashi,
2002; Yamaguchi er al, 2000). Il intervient aussi suite a une facture pour la
reconstitution adéquate de 1’os brisé. Aussi, le remodelage osseux est sollicité afin de
maintenir la calcémie par I’entremise de plusieurs hormones. Ils s’effectuent en
différentes étapes débutant par la formation des ostéoclastes lors de
I’ostéoclastogenése, et se terminant par la création d’un nouveau tissu osseux
minéralisé par les ostéoblastes matures (figure 1.3). Il implique des transformations
morphologiques et tissulaires, la migration cellulaire ainsi que des régulations de

facteurs paracrines et endocrines (Sims et Gooi, 2008).
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Figure 1.3 : Les différentes étapes du remodelage osseux. La différenciation des
cellules souches hématopoiétiques en pré-ostéoclastes puis en ostéoclastes matures
favorise la résorption osseuse. Les monocytes seront responsables de la formation de
la couche cément, la premiére phase organique de 1’os. Cette étape facilitera 1’ancrage
des ostéoblastes sur le site de formation. Le nouvel os sera formé sous 1’action des
ostéoblastes matures différenciés des pré-ostéoblastes d’une origine
mésenchymateuse. A la fin du processus de formation osseuse, les ostéoblastes
matures deviendront quiescents et formeront les cellules bordantes localisées a la
surface de ’0s. Ils peuvent aussi se différencier en ostéocytes, des cellules qui se
retrouvent trappées dans la matrice osseuse (Tiré de(Lian et al., 2012).

1. 1. 2. 1. Les étapes du remodelage osseux

1. 1. 2. 1. 1 L’ostéoclastogenése

Un cycle de remodelage débute par 1’ostéoclastogenése. Ce phénomeéne permet la
formation des ostéoclastes par la différenciation des cellules souches
hématopoiétiques (CSH) sous l’action de facteurs de croissances. De la moelle
osseuse, les CSH sont attirées par des chimiokines, dont la protéine chimioattractante

des monocytes (MCP-1), sécrétée par les ostéoblastes, et se déplacent vers la surface



du tissu osseux (Nakahama, 2010). Par la suite, elles re¢oivent différents signaux :
les interleukines (IL) telles I'IL-1, I’'IL-3, et I'IL-6, le facteur de stimulation de
colonies de macrophages (M-CSF). Ces signaux les incitent a se différencier en
cellules pré-ostéoclastes mononucléées (Manolagas, 2000). Cette différenciation
implique I’expression du récepteur activateur du ligand facteur nucléaire kappa B
(NFkB) (RANK), un facteur trés important dans la maturation des ostéoclastes. En
effet, son interaction avec son ligand, RANKL, retrouvé chez les ostéoblastes, est le
signal nécessaire & la maturation des pré-ostéoclastes en ostéoclastes. Les pré-
ostéoclastes fusionnent entre eux pour former des ostéoclastes matures multinucléés
préts a initier la résorption de I’os. Il a été démontré chez la souris qu’une mutation
d’un des composantes de 1’interaction RANK-RANKL causait 1’ostéopétrose, une
maladie osseuse caractérisée par une diminution, voire une inhibition de la résorption
osseuse (Katagiri et Takahashi, 2002). Plusieurs facteurs stimulent la résorption par
Pinteraction RANK-RANKL (figure 1.4) (Matsuo et Irie, 2008).

La maturation et la différenciation des ostéoclastes sont aussi régulées par
’ostéoprotégérine (OPG). Ce récepteur soluble est sécrété par les ostéoblastes et il
interfere avec l’interaction RANK-RANKL en se liant & RANKL. Lors d’un
diagnostic de maladies osseuses, le rapport RANKL/OPG est un indice important qui
refl¢te le niveau de différenciation des ostéoclastes et le niveau de résorption osseuse
(Matsuo et Irie, 2008).
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Figure 1.4 : Facteurs influencant la résorption osseuse. Les hormones et les
cytokines telles la vitamine D aussi nommée 1,25(OH),D;, la parathromone (PTH),
les prostaglandines E; et I’IL-11 sont des facteurs qui affectent le remodelage osseux
au niveau de l’interaction RANK-RANKL. Le M-CSF sécrété par les ostéoblastes
stimule la prolifération et la différenciation des pré-ostéoclastes en ostéoclastes.
Durant ce processus, les ostéoclastes exprimeront le facteur RANK qui interagira
avec son ligand ostéablastique RANKL. Cette interaction favorisera la différenciation
des ostéoclastes en ostéoclastes matures polynucléés préts pour la résorption. En tout
temps, il y a la sécrétion de 1’ostéoprotégérine (OPG) qui bloque I’interaction RANK-
RANKL (Tirée de Katagiri et Takahashi 2002).

1.1.2.1.2 La résorption osseuse

Suite 4 la maturation des ostéoclastes, la dégradation de la matrice osseuse débute.
Ces cellules osseuses s’attachent & 1’os minéralisé par l'intermédiaire de leurs
molécules d’adhésion, les intégrines, qui interagissent avec les protéines de structure
de la matrice osseuse telles 1’ostéopontine, la fibronectine et le vitronectine, Cette
interaction crée un micro-environnement propice a la dégradation du tissu osseux
(Manolagas, 2000). L’acidification du micro-environnement, obtenue par 1’action de
pompes a proton, solubilisent les cristaux d’hydroxyapatite. La matrice organique est
alors exposée a des métalloprotéinases, sécrétées par les ostéoclastes, qui la dégradent

(Vaananen et al., 2000). 11 a été suggéré que durant la phase de dégradation de I’os, il
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y aurait la libération de la matrice de facteurs de croissance qui stimuleraient la
différenciation subséquente des ostéoblastes, favorisant ainsi dans un deuxiéme temps

la formation osseuse.

1.1.2.1.3 L’étape d’inversion

Les ostéoclastes, par leur action de résorption, créent des cavités irréguliéres dans I’os.
Une étape de transition a lieu suite & la résorption osseuse ou des cellules
phagocytaires ainsi que des ostéocytes libérés préparent 1’os a la formation de la
nouvelle matrice (Clarke, 2008). Ces cellules procédent a la digestion du collagene
libéré par les ostéoclastes et d’autres produits de la résorption et a la formation d’une
couche protéique nommée, la couche cément, permettant 1’ancrage des ostéoblastes
sur celle-ci (Raggatt et Partridge, 2010; Sims et Gooi, 2008). Les étapes spécifiques
de cette inversion ainsi que les types cellulaires impliqués ne sont pas bien connues.
D’un cbté, certains auteurs soupgonnent I’implication de monocytes-macrophages
(Clarke, 2008; Raisz, 1999). D’un autre cdté, des chercheurs pensent qu’il s’agirait de
cellules ostéoblastiques (Réggatt et Partridge, 2010; Sims et Gooi, 2008).

1.1.2.1.4 La formation de I’os

Les étapes détaillées de la formation du nouveau tissu osseux n’ont pas encore été
€élucidées complétement. Toutefois, les cellules de la lignée ostéoblastique doivent
migrer vers les lacunes formées par la résorption, proliférer et se différencier (Kular
et al., 2012; Manolagas, 2000). Une atteinte de I'une de ces fonctions cellulaires
affecte la formation du tissu osseux. En ce sens, la migration est une fonction
ostéoblastique importante, étant la premiére qui influencera la suite des événements

de formation osseuse. Le processus de formation osseuse nécessite la différenciation
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des ostéoblastes. Différentes voies de signalisation seraient impliquées dans cette
différenciation, entres autres la voie Wnt/pB-catenine (Wingless-type MMTV
integration site family member/B-catenine) et la voie impliquant les protéines
osseuses morphogénétiques (BMP). Ces voies activent des cascades de signalisation
qui meénent a I’activation du facteur de transcription ostéoblastique Runx-2, aussi
désigné facteur de liaison nucléaire de la sous-unité alpha-1 (Cbfa-1), qui 4 son tour
induit I’expression de marqueurs ostéoblastiques tels que le collagéne de type I, la
sialoprotéine, 1’ostéocalcine (OCN) et 1’ostéopontine (Lin et Hankenson, 2011;
Manolagas, 2000). Le processus de formation osseuse implique en premier lieu la
formation de I’ostéoide, la partie non minéralisée de I’os. Les ostéoblastes sécrétent le
collagene ainsi que les protéines non-collagéneuses pour former la base souple non-
minéralisé de 1’os, la matrice organique (Hadjidakis et Androulakis, 2006; Sims et
Gooi, 2008). Par la suite la matrice organique nouvellement formée sera minéralisée.
La minéralisation s’effectue par les ostéoblastes matures. Ils libérent dans le milieu
des vésicules membranaires contenant les cristaux de phosphate de calcium. Ces
vésicules déposent, d’une maniére encore inconnue, les cristaux entre les fibrilles de
collagéne donnant un nouvel os minéralisé (Donley et Fitzpatrick, 1998; Downey et
Siegel, 2006). A la fin de la formation de I’0s, les ostéoblastes matures se
différencient en 2 types cellulaires. Ils deviennent soient des cellules bordantes de
I’os soit des ostéocytes (Clarke, 2008; Downey et Siegel, 2006). Les cellules
bordantes sont situées a la surface de I’os et sont maintenant quiescentes. Les
ostéocytes sont des ostéoblastes incrustés dans I’os. Ces cellules ont une forme
allongée et développent des projections de leur membrane plasmique qui leur

permettent de communiquer entre-elles a travers la matrice minéralisée (Clarke 2008).




1.1.2.2 Régulation du remodelage osseux

Comme il a été mentionné plus tdt, les cellules ostéoblastiques sont les principaux
régulateurs du remodelage osseux, et l’activité de ces cellules est soumise a une
régulation par des facteurs systémiques et des facteurs locaux. L’hormone
parathyroidienne (PTH), la calcitonine, la 1,25-dihydroxyvitamine D (vitamine D) et
les cestrogénes sont des facteurs systémiques agissant sur le métabolisme osseux.
Ainsi en cas d’hypocalcémie, la PTH est libérée en circulation et ira stimuler la
résorption osseuse afin de libérer le calcium stocké dans 1’os (Hadjidakis et
Androulakis, 2006; Raisz, 1999). Plus spécifiquement, la PTH se lie aux récepteurs
PTH a la surface des ostéoblastes et induit ainsi la synthése de RANKL. Ce dernier
s’associe au RANK a la surface des pré-ostéoclastes, ce qui permet leur
différenciation en ostéoclastes. Toutefois, la PTH aurait aussi une action anabolique.
Il a été démontré qu’une utilisation intermittente de la PTH induisait la formation de
I’os (Raisz, 1999), et cette approche est utilisée comme traitement de 1’ostéoporose
(Misiorowski, 2011). L’antagoniste de la PTH, la calcitonine, agit suite & une
hypercalcémie. Par ses récepteurs situés sur les ostéoclastes, elle inhibe la résorption
osseuse et indirectement favorise la minéralisation de ’os (Crockett et al., 2011).
L’autre facteur, la vitamine D, stimule la résorpti(;n. Comme la PTH, elle a des
actions anaboliques et cataboliques. Elle régule I’hypocalcémie en favorisant la
libération du calcium de 1’0os et I’absorption du calcium par d’autres organes, tels
’intestin et les reins (Feldman, 1999). Elle favorise aussi la minéralisation de 1’0os en
stimulant la différenciation des ostéoblastes (Feldman, 1999; Hadjidakis et
Androulakis, 2006). L’un des régulateurs systémiques du remodelage osseux le plus
important est 1’cestrogéne. Son effet sur 1’0s est plus visible avec 1’4ge, lors de la
ménopause chez les femmes. La ménopause est caractérisée par une augmentation de
I’incidence de I’ostéoporose. La chute des oestrogénes au moment de la ménopause

cause une augmentation de la résorption osseuse associée a une différenciation accrue
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des ostéoclastes, ce qui entraine une diminution de la masse osseuse. L’cestrogéne
régulerait 1’ostéoclastogénese par I’interaction RANK-RANKL (Hadjidakis et
Androulakis, 2006; Srivastava et al.,, 2001). Les facteurs locaux sont souvent les‘
cytokines et les facteurs de croissance tels les interleukines 4 et 1 (IL-4, IL-1) et le
facteur de croissance de transformation (TGFp). Ils sont produits par les cellules dans
le microenvironnement osseux. Plusieurs de ces facteurs agissent sur les cellules
osseuses en modifiant ]’expréssion de RANKL, RANK et OPG (Hadjidakis et
Androulakis, 2006; Raisz, 1999). Les différents facteurs impliqués dans la régulation
du remodelage osseux permettent de conserver I’homéostasie de 1’0s, son intégrité et
sa structure. Malheureusement, plusieurs de ces facteurs sont aussi responsables du

déséquilibre homéostatique menant a certaines maladies osseuses.

1.1.2.3 Pathologie osseuse

Apr¢s la croissance osseuse qui a lieu en jeune 4ge, un équilibre entre la résorption et
la formation osseuse est observé a 1’Age adulte pour le bon maintien du tissu osseux.
Par contre, certains événements peuvent perturber cet équilibre. Une fracture cause un
arrét temporaire du cycle naturel de remodelage pour favoriser la formation de I’os
afin de réparer la fracture. A D’opposé, la ménopause et le vieillissement
s’accompagnent d’une perte osseuse (Manolagas 2000). Certaines maladies touchant
le métabolisme osseux sont connues. L’ostéopétrose regroupe un ensemble de
maladies héréditaires associées a un dysfonctionnement au niveau des ostéoclastes et
a une masse osseuse accrue (Stark et Savarirayan, 2009). Par contre, une diminution
de la formation de I’0s, de la minéralisation ou une augmentation du processus de
dégradation de 1’os meéne a ]’ostéoporo.se. Elle est caractérisée par une diminution de
la densité osseuse et une augmentation de la fragilité de 1’os (Downey et Siegel,
2006). L’ostéoporose peut étre causée par une ménopause précoce avec une
déficience des hormones sexuelles comme 1’cestrogéne, une inhibition de 1’activité

ostéoblastique ou un débalancement au niveau de la régulation du calcium (Downey
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et Siegel, 2006; Raisz, 1999). Dans les différentes maladies osseuses, 1’influx et les
différentes voies de signalisation du calcium sont souvent impliqués (Blair et al.,
2007). En effet, le calcium est un second messager impliqué dans la signalisation de
plusieurs facteurs régulant le métabolisme osseux. C’est d’ailleurs de cette maniére
que leur implication dans ces différentes pathologies a été identifiée (Blair et al.,
2007). En effet, une anomalie dans ’influx du calcium aura des répercussions sur la
transduction des signaux intracellulaires ce qui pourra causer un déséquilibre du

remodelage osseux, et mener 4 des maladies.

1.1. 3 Le calcium

Le calcium est I’un des ions les plus importants dans 1’organisme. Il est impliqué a
plusieurs niveaux des processus tissulaire et cellulaire de I’organisme. Dans le tissu
osseux, comme présenté précédemment, le calcium participe directement a la
formation de la partie inorganique du tissu osseux, étant un composant des cristaux
d’hydroxyapatite. Ainsi mis en réserve, 1’os constitue un réservoir ionique pour
’organisme. En effet, lors d’une hypocalcémie prolongée, 1’organisme fait appel au
calcium mis en réserve dans 1’0os pour réguler les demandes en calcium (Lieben et
Carmeliet, 2012) par I’entremise de la PHT et la vitamine D qui agissent au niveau
des mécanismes d’absorption et de libération par les tissus intestinal et osseux
(Lieben et Carmeliet, 2012). Au niveau cellulaire, le calcium agit comme second
messager dans des réactions cellulaires en transmettant un signal venant du milieu
extérieur (Petersen et al., 2005). Le présent projet de recherche porte principalement
sur ce rfle du calcium comme second messager. La mobilisation du calcium vers le
cytosol impliquerait 2 mécanismes. Une premiére voie provient principalement de la
sortiec du calcium du réticulum endoplasmique (RE). Cette derniére impliquent
I’activation des récepteurs Inositol 1,4,5-trisphosphate (IP;R) (figure 1.5).
L’activation des récepteurs IP;R dépend du clivage par la phospholipase C de la



15

phosphatidylinositol 4, 5 bisphosphate (PIP,) en Inositol 1,4,5-trisphosphate (IP3) et
en diacylglycerol (DAG) suite & une activation d’une protéine G (Clapham, 2007). La
deuxiémé catégorie favorise ’influx du calcium du milieu extracellulaire vers le
cytosol par I’entremise de canaux calciques & voltage-dépendant (CaV) tels les
canaux calciques voltage-dépendants (VDCC) et les canaux de la famille des TRP
(Lieben et Carmeliet, 2012). Lors du processus de régulation et d’équilibre du
calcium intracellulaire, les pompes calciques du réticulum endoplasmique (SERCA)
et gie la membrane plasmique (PMCA) sont responsables réciproquement de I’entrée
du calcium cytosolique dans le RE et de sa sortie vers le milieu extracellulaire (figure
1.5) (Clapham, 2007). Cette étude se concentrera principalement sur les canaux TRP

comme canaux calciques indépendants du voltage dans les ostéoblastes.
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Figure 1.5 : Les différents mécanismes de régulation du calcium intracellulaire.
Le transport du calcium vers le cytosol s’effectue par différentes protéines
transmembranaires. Les canaux Ca®" voltage-dépendants (CaV), les canaux ligand-
dépendants et indépendants (TRP) et les canaux activés par la libération du calcium
(CRAC) sont situés au niveau de la membrane plasmique et permettent le transport
du calcium du milieu extracellulaire vers le cytosol selon le gradient du calcium
extracellulaire (environ 2 mM) vers le cytosol (100nM). Au niveau intracellulaire, le
RE constitue une réserve importante de calcium et sa libération vers le cytosol se fait
par une stimulation des récepteur IP; (IP3R). Des récepteurs couplés a une protéine G
(GPCR) et des facteurs de croissances peuvent induire la libération du calcium du RE
en favorisant le clivage par la phospholipase C (PLC) du PIP; en DAG et IP;. Le
maintien de la concentration cytoplasmique s’effectue par les pompes PMCA qui
favorisent I’expulsion du calcium contre son gradient vers le milieu extracellulaire et
par les pompes SERCA situés au niveau du RE qui assurent la mise en réserve du
calcium dans le RE (Modifi¢ de (Clapham, 2007).

1. 1.3.1. Les fonctions du calcium

Les fonctions du calcium dans la cellule sont nombreuses. En effet, son implication
en tant que second messager fait en sorte que le calcium participe a pratiquement

toutes les réactions cellulaires. Par exemple, le calcium est grandement impliqué dans
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la division et la prolifération cellulaire (Kahl et Means, 2003). Le calcium
intracellulaire favorise aussi la synthése d’ADN et de protéines et leur translocation
dans les différentes organelles des cellules. En fait, un signal calcique prolongé est
nécessaire pour la transcription. L’arrét de ce signal cause un arrét immédiat de la
transcription génique (Berridge et al.,, 2000; Kahl et Means, 2003). Il agirait aussi
dans le contréle du cycle cellulaire. Une diminution de sa concentration
cytoplasmique résulterait en I’arrét du cycle (Kahl et Means, 2003). 1l a ét¢ démontré
qu’une diminution du calcium extracellulaire cause un arrét du cycle en phase G, et
ainsi diminue le taux de prolifération cellulaire (Kahl et Means, 2003). Le calcium est
aussi impliqué dans la régulation de la migration cellulaire. Ce processus cellulaire
favorise la réparation lors de blessure, la croissance et est impliqué au niveau de la
réponse immunitaire (Wei ef al., 2012). Dans le processus de migration, le calcium
participe dans la régulation de ’adhésion des cellules. 1l serait aussi impliqué dans la
contraction des myosines ce qui permet le déplacement des lamellipodes et filopodes,
les membranes d’extension formées pour permettre le déplacement cellulaire

(Lauffenburger et Horwitz, 1996).

1. 1. 4 Les canaux « transient receptor potential » (TRP)

La grande famille des canaux TRP regroupe des protéines membranaires permettant
le passage d'ions cationiques & travers la membrane plasmatique. Ils ont été identifiés
pour la premiére fois chez la drosophile. En effet, les chercheurs Cosens et Manning
ont voulu identifier le phénoméne cellulaire qui permettait & la drosophile
Melanomaster, mutante au niveau de la photoréception de la lumiére, de se déplacer
(Cosens et Manning, 1969). En mesurant par électrorétinogramme la réponse
électrique de I’ceil de la drosophile & la lumiére, ils ont découvert que la drosophile
répondait de maniére transitoire & D’intensité de la lumiére f:ontrairement ala

drosophile sauvage dont la réponse électrique était soutenue. En d’autre terme, la
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drosophile mutante enregistrait une réponse électrique transitoire a 1’intensité de la
lumiére ce qui causait une alternance entre la lumiére et la noirceur, ce qui leur
permettait de se déplacer en période de noirceur. Ils ont désigné ce phénotype mutant
de TRP (Transient Receptor Potential) (Minke, 2010; Nilius et Owsianik, 2011).
Cette famille de protéine transmembranaire a par la suite été identifiée chez plusieurs
autres espéces (Minke, 2010). Des protéines présentant des séquences homologues
ont été retrouvées entre autres chez les nématodes et les poissons, ainsi que chez les
mammiféres. Ces canaux sont formés de 4 monomeéres protéiques (figure 1.6) et
chaque monomeére comprend 6 domaines transmembranaires (figure 1.7). Ils
présentent des extrémités N-terminale et C-terminale intracellulaires et permettent le
passage d'ions & travers un port formé entre le 5° et 6° segment transmembranaire
(Minke, 2010). Ils présentent tous au niveau de leur extrémité N-terminale des
domaines ankyrines de 33 acides aminés. Toutefois le nombre de domaines ankyrines
(3 4 6) varient d’une sous-famille & une autre (Nilius et Owsianik, 2011). Au niveau
de leur extrémité C-terminale, il y a présence de domaines et de motifs qui cependant
n’ont pas été conservés parmi toutes le:s sous-familles et méme parmi les membres
d’une méme famille (Nilius et Owsianik, 2011). Ces canaux se distinguent des
canaux voltage-dépendants par leur transport d’ions ne nécessitant pas une activation
dépendante de la polarité membranaire. De plus, ils ne sont pas sélectifs au niveau
des ions cationiques et transportent différents ions cationiques divalents et rarement
des ions monovalents. Certains ont par contre plus d’affinité pour le calcium et le
magnésium. Chez les humains, ces protéines ont été identifiées dans plusieurs types
cellulaires différents dont les cellules neuronales, les cellules endothéliales et les

kératinocytes (Nilius et Owsianik, 2011).
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1. 1. 4.1 C(lassification des canaux TRP

Jusqu'a présent, six sous-familles de TRP ont été identifiées chez ['humain: les TRPM
(melastatin), les TRPC (canonical), les TRPV (vanilloid), les TRPA (ankyrin), les
TRPP (polycystin) et les TRPML (mucolipin) (figure 1.7) (Ramsey et al., 2006). La
7° famille, les TRPNM (NO-mechano-potential C’) ne se trouve pas chez l'humain.
Trés peu d'informations sont connus pour TRPML, car le seul membre de cette
famille a été identifié chez le poisson zébre (Nilius et Owsianik, 2011). Les plus
connus et étudiés sont les TRPM comprenant 8 membres (TRPM1-8), les TRPC qui
regroupent 7 membres (TRPC1-7) et les TRPV (Clapham et al., 2003). Cette étude se
concentrera sur la sous-famille des TRPV dont le premier membre a été identifié chez

le nématode C. elegans (Minke, 2010).

Figure 1.6 : Représentation des tétraméres des canaux TRP. Les tétrameéres sont |

formées de 4 monoméres de protéines. Elles peuvent €tre regroupées en
homotétramére avec les 4 momoneres identiques ou en hétérotétramere (Tiré de(Song
et Yuan, 2010).
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Figure 1.7: Représentation schématique des sous-familles des TRP exprimés
chez ’humain. Chaque sous-famille représentée de I’un de leur membre est formés
de 4 monomeres protéiques. Chaque monomere est formé de six segments d’hélice
alpha transmembranaires et de deux extrémités N-terminale et C-terminale
intracellulaires. L’extrémité N-terminale comporte des domaines ankyrines et du c6té
C-terminal, il y a les domaines kinase (TRPM seulement) et des domaines TRP
(TRPC et TRPN). Le port (P) est formé entre le 5° et le 6° segment transmembranaire
et permet le passage d’ions vers le cytosol. Chaque sous-famille comporte des
particularités dont la variation de la longueur des extrémités terminaux, la présence et
la localisation des domaines et boites sur les extrémités terminaux et la position de la
boucle entre les domaines transmembranaires (TRPP et TRPML) (Tiré de (Pan ef al.,
2011).

1. 1. 4. 2. La sous-famille des TRPV

La sous-famille des TRPV comprend 6 membres : TRPV1 & TRPV6. Ces canaux
peuvent étre regroupés en deux catégories selon leur perméabilité au calcium. Les

TRPV1 2 4 ont une sélectivité au calcium plus faible que les TRPVS et 6. Ces
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derniers ont un ratio de pprméabilité au calcium et au sodium (Pc,/Pns) supérieur a
100 (Everaerts ef al., 2010). Ils ont aussi plus de caractéristiques communes qu’avec
les 4 autres membres. IIs interagissent souvent en hétérotétraméres (Vennekens ef al.,
2008). Les canaux TRPV1 sont les membres les plus connus de la sous-famille TRPV
due en partie & leur role au niveau des récepteurs nocifs et thermosensibles. De plus,
ils sont I’objet de plusieurs études dans le traitement contre la douleur (Vriens et al.,
2009). Les canaux TRPV2 sont analogues aux TRPV1 & plusieurs niveaux. Ils
présentent 50% de similitudes au niveau de leur séquence, ils s’activent a des
températures élevées supérieures a 52°C et sont exprimés i)rincipalement au niveau
des neurones (Caterina ef al, 2000). Le canal TRPV2 est impliqué dans
I’osmorégulation cellulaire (Pedersen et al., 2005). Le canal TRPV1 serait quant a lui
impliqué dans les voies de signalisation de la douleur. Il en est de méme pour les
TRPV3. Ces derniers ont aussi un rble important dans la thermo-sensation. Clest
entre autre pourquoi on les retrouve au niveau de la peau et du nez ou ils sont

fortement exprimés (Vriens et al., 2009).

1.1.4.2.1 Les canaux TRPV4

Le présent document porte principalement sur les canaux TRPV4. Ce sont des
protéines de 871 amides aminés. Ils comprennent 3 domaines ankyrines qui
favorisent I’interaction protéine-protéine entre les TRPV4 et d’autres protéines
intracellulaires (Nilius ef al., 2004; Everaerts et al., 2010). Il existerait 5 variants de la
protéine dont 2 seulement seraient fonctionnels (Vennckens et al, 2008). La
tétramérisation de la protéine, sa maturation et son activation dépendraient de
domaines situés aux 2 extrémités terminales, entre autres des domaines ankyrine
situés & D’extrémité N-terminale. La translocation de la protéine du réticulum
endoplasmique vers la membrane cellulaire serait régulée par ubiquitination des
extrémités terminales (Verma et al., 2010). Ils ont plus tendance & former des

homotétraméres et ne pas s’associer & d’autres TRPV.
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1.1.4.2. 1.1 Les agonistes et antagonistes de TRPV4

Initialement, les TRPV4 ont ¢té identifiés comme récepteur osmotique. En effet, ces
canaux seraient activés suite 4 une hypotonicité cellulaire causant le gonflement de la
cellule (Vincent et al., 2009). Leur activation par la température les catégorise aussi
comme thermo-senseur. Parmi les autres membres de la famille TRPV, ils seraient les
seuls canaux sensibles 4 des températures autour de 24°C (Pedersen et al., 2005). Le
processus induisant leur activation par la température n’est pas encore connu. Les
autres activateurs des canaux TRPV4 comprennent des ligands lipidiques endogénes
tels I’acide arachidonique et 1’acide endocannabinoid, des ligands naturels isolés de
plantes comme le bisandrographolide A (BAA) et des ligands synthétiques dont le
GSK1016790A (GSK). Parmi les inhibiteurs des canaux TRPV4, le rouge de
ruthénium (RRed) est le plus utilisé. En fait, il est un inhibiteur reconnu de tous les
membres de la sous-famille des TRPV. 1l agit en bloquant le site de liaison du ligand
de maniére réversible (Vriens et al., 2009). Pour une inhibition sélective des TRPV4,
le RN 1734 a été identifié et synthétisé dans les derniéres années et présente des
caractéristiques d’inhibition semblables a ceux du RRed en inhibant de maniére
réversible 1’activation de TRPV4 dans divers espéces incluant ’humain (Vincent et
al., 2009).

1.1.4.2.1.2 L’expression et les fonctions de TRPV4

Les canaux TRPV4 sont exprimés dans plusieurs tissus et plusieurs espéces
différentes. Leur expression est trés documentée dans les cellules du systéme nerveux,
mais on les retrouve aussi dans des cellules non-excitables comme les cellules rénales,
les cellules épithéliales, les cellules testiculaires et les kératinocytes (Song et Yuan,
2010). Leurs fonctions dans ces cellules sont en grande partie liées a leur capacité

d’agir comme mécano-senseur, d’étre impliqué dans 1I’osmorégulation et sans oublier
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leur réle primaire de transport ionique (Pedersen et al., 2005; Willette et al., 2008).
L’activation de TRPV4 inhibe la migration des cellules neuronales par un mécanisme
encore inconnu (Zaninetti et al., 2011) et induit la sécrétion de chimiokines par les
cellules intestinales (D'Aldebert ef al., 2011). Au niveau du tissu osseux, les canaux
TRPV4, comme fransporteur calcique, sont impliqués dans la différenciation des
ostéoclastes. Ils agissent en favorisant la formation des ostéoclastes multinucléés et
une inactivation des TRPV4 causerait un débalancement de 1’équilibre osseux en

faveur d’une augmentation de la masse osseuse (Masuyama et al., 2008).

Les publications relatant le role des canaux TRPV4 comme transporteur calcique
dans 1’organisme sont en croissance. Malheureusement, c’est & travers les maladies
résultantes de leur inactivation que I’on découvre son importance. En effet, la
littérature reporte plusieurs maladies ou la régulation des canaux TRPV4 serait en
cause. Notons par exemple le diabéte de type II avec une apoptose des cellules B du
pancréas qui serait di & une inactivation des canaux TRPV4. Au niveau du systéme
respiratoire, les canaux TRPV4 seraient en partic responsables de maladies
respiratoires pulmonaires (Everaerts et al., 2010). Les précédents travaux de notre
laboratoire ont indiqué la présence de transcrits pour les canaux TRPV4 dans les
lignées MG-63 et MC3T3-E1 (MC3T3) (Abed et al., 2009). Notre €tude vise & une
meilleure compréhension des canaux TRPV4 dans les ostéoblastes et leur possible
implication dans les maladies osseuses plus précisément dans le développement de

’ostéoporose.
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1. 2 HYPOTHESES ET OBJECTIFS

Puisque nos précédents travaux ont démontré la présence d’un transcrit pour les
canaux TRPV4, nous émettons 1’hypothése que ces lignées ostéoblastiques expriment
des canaux TRPV4 fonctionnels. Ainsi nos objectifs seront de confirmer 1’expression
génique des canaux TRPV4 dans les ostéoblastes ainsi que la présence d’une protéine

membranaire fonctionnelle permettant le transport du calcium lorsque activée.

Selon la littérature, 1’activation des canaux TRPV4 a été associée & la régulation de la
migration de cellules neuronales (Zaninetti et al., 2011), a la sécrétion de chimiokines
par les cellules intestinales (D'Aldebert et al., 2011), ainsi que la différenciation des
ostéoclastes (Masuyama et al,, 2008). Comme mentionné, la formation osseuse
repose sur les fonctions de migration, de prolifération et de différenciation des
cellules de la lignée ostéoblastique. Nous postulons que I’influx calcique produit par
I’activation des canaux TRPV4 serait associé¢ & des modifications des fonctions
ostéoblastiques. Ainsi, nos objectifs seront de déterminer I’effet de I’activation des
canaux TRPV4 sur la prolifération et la viabilité, 1a migration et la différenciation des

ostéoblastes.

Les cellules utilisées pour cette étude sont les cellules pré-ostéoblastiques humaines
MG-63 isolées d’une tumeur osseuse (Benayahu ef al., 2001). Ces cellules présentent
plusieurs caractéristiques des ostéoblastes, telles la prolifération et la migration, mais
ne peuvent toutefois étre différenciées in vitro (Benayahu et al., 2001; Billiau et al.,
1977; Pautke et al., 2004). Nous avons aussi utilisé le modéle cellulaire MC3T3-E1.
Ce sont des cellules ostéoprogénitrices qui proviennent de calvaria de souris. Elles
sont considérées des cellules non transformées et présentent in vitro un potentiel de

différenciation en ostéoblastes matures et de former une matrice extracellulaire
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minéralisée caractéristique des ostéoblastes (Declercq et al., 2004; Wang et al., 1999;

Yamaguchi et al., 1998).

Cette étude permettra de mieux comprendre le réle des canaux TRPV4 dans les
ostéoblastes et 1’implication possible de ces canaux comme canaux calcique dans la

régulation des fonctions ostéoblastiques.
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CHAPITRE Il :

DEMARCHE METHODOLOGIQUE

2.1 MATERIEL & METHODES

2.1.1 La culture cellulaire

Les cellules ostéoblastiques humaines MG-63 (ATCC, Rockville, Mb, USA) ont été
maintenues en culture dans le milieu «Dulbecco’s modified eagle’s medium/Nutrient
mixture F-12 » (DMEM/F-12; Sigma, Oakville, Ontario, Canada) supplémenté de
10% de sérum feetal bovin (FBS; Cansera, Etobicoke, Ontario, Canada), 2 mM de L-
glutamine (Invitrogen, Burlington, Ontario, Canada), 100 U/ml de pénicilline
(Invitrogen) et 100 pg/ml de streptomycine (Invitrogen). Les cellules pré-
ostéoblastiques murines MC3T3 (ATCC) ont été maintenues en culture dans le milieu
«Minimum essential medium alpha medium» (¢MEM; Wisent Inc. Quebec, Canada)
avec 10% de FBS, 2 mM de L-glutamine, 100 U/ml de pénicilline et 100 pg/ml de
streptomycine. Les cellufes ont été¢ dispersées chaque semaine avec une solution de
Trypsine-EDTA (0.05% trypsine, 0.02% EDTA) (Invitrogen) et gardées dans un
incubateur a 37 °C avec atmosphére humide a 5% CO,.

2. 1.2 L’analyse de I’expression génique par RT-PCR

Les cellules MG-63 et MC3T3 ont été ensemencées dans des pétris de 60 millimétres

(mm) (Sarstedt, Montréal, Québec, Canada). Lorsque la confluence de 80% était
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atteinte, 1’acide ribonucléique (ARN) total a été isolé. L’extraction a été effectuée &
1’aide du Ribozol (Cedarlane, Burlington, Ontario, Canada) selon les instructions du
manufacturier. Puis I’ARN de I’extraction a été quantifié au spectophotométre selon
le ratio 260 nanométre (nm)/280 nm. L’acide désoxyribonucléique (ADN)
complémentaire (ADNCc) a été synthétisé & partir de 2 microgramme (pug) d’ARN 2
’aide de la trousse « Omniscript RT kit » (Qiagen, Mississauga, Ontario, Canada) en
présence d’hexaméres (10 micromolaire (uM)) (Roche Diagnostics, Mannheim,
Allemagne). Par la suite, I’ADNc a été amplifié par des réactions de polymérisation
en chaine (PCR) selon un programme de 40 cycles de 1 minute (min) & 94°C, 30
secondes (sec) & 58 °C et 1 min & 72°C en utilisant des amorces.spéciﬁques (Eurofins
MWG Operon, Alabama, USA) pour déterminer 1’expression des génes TRPV1 4 6
humains, le géne TRPV4 murin et les génes de références de la glycéraldéhyde-3-
phosphate déshydrogénase (GAPDH) et hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransférase (H-PRT) (tableau 2.I et tableau 2.II). Les amplicons
obtenus ont été soumis & une électrophorése sur gel d’agarose [2% poids/volume
(p/v)] dans le tampon Tris-Acetate-EDTA (TAE; 0.04M Tris-base, 0.11%
(volume/volume) acide acétique et 0.001 molaire (M) EDTA) en présence d’un
standard de poids moléculaire (standard de 100 paires de base (pb; New England
Biolabs, Massachusetts, United States) et la révélation a été effectuée a 1’aide du

RedSafe (Chembio Ltd, Hertfordshire, England) sous ultraviolet (UV).

2.1.3 Les mesures du calcium intracellulaire par
microscopie confocale

Afin de réaliser des mesures de calcium intracellulaire, les cellules MG-63 ont été
ensemencées dans des lab-Tek de 8 puits (Nalge Nunc, Napperville, IL, USA). A
80% de confluence, les cellules ont été rincées avec le tampon HEPES ([acide (4-(2-

hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic)] 5.3 mM KCl, 1 mM CaCl,, 0.8 mM
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MgSOy, 120 mM NaCl, 20 mM HEPES, pH 7.4) puis traitées durant 1 heure (h) dans
le tampon HEPES avec une solution de marquage composée de la soncie Fluo-3-AM
(4 pM) (Invitrogen), et du sulfactant Pluronic F-127 (0,08%) (Invitrogen). Aprés le
marquage, les cellules ont €té lavées avec le tampon HEPES. Elles ont par la suite été
incubées durant 1 h & 37°C dans le noir afin de compléter la de-estérification de la
sonde. Au moment de prendre les mesures de fluorescence, les cellules ont été
transférées dans un tampon HEPES sans calcium. Un champ de cellules a été
sélectionné avec un microscope (Nikon TE300) & balayage confocal (BIORAD
MRC-1024ES) & un objectif de 40X. Le champ fut divisé en 12 rectangles
représentant les 12 réplicas par expérience. Chaque rectangle regroupait une moyenne
de 20 cellules. La fluorescence cellulaire de base fut prise dans un premier temps.
Puis, la fluorescence due & une mobilisation du calcium intracellulaire fut mesurée
durant 30 sec suivant I’ajout du GSK (1 nM et 10 nM), un activateur des TRPV4,
dans le milieu sans calcium. En demier lieu, du calcium (2.5 mM final) a été ajouté
dans le milieu d’incubation et les mesures de fluorescence furent enregistrées pendant
2 min. Une augmentation de la fluorescence représente une augmentation de la
concentration du calcium dans le cytosol soit par la sortie du calcium contenu dans le
RE (la mobilisation calcique) ou par I’entrée du calcium du milieu extracellulaire vers
le cytosol (influx calcique). Lorsque la fluorescence en présence des inhibiteurs était
évaluée, une incubation de 10 min précédent 1’ajout du GSK était effectuée avec les
inhibiteurs tels le RRed (20 pM) (Sigma), un antagoniste des TRPV; le RN (20 pM)
(Tocris Bioscience, United Kingdom), un inhibiteur des canaux TRPV4; le tranilast
(75 uM) (Tocris Bioscience), utilisé pour inhiber les TRPV2 et le gadolinium (Gd;
100 mM) (Sigma), un inhibiteur de la sous-famille TRPC. Les résultats ont été
normalisés & la fluorescence cellulaire de base précédent 1’ajout du GSK pour les 12

réplicas.
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2.1.4 L’évaluation de la viabilité cellulaire par des tests
MTT

Les cellules MG-63 et MC3T3 ont été ensemencées dans des plaques de 96 puits
(Sarstedt). A 80% de confluence, les cellules ont été traitées durant 48 h a des
concentrations croissantes de GSK (0-20 uM) dans le milieu DMEM/F12 (MG-63)
ou MEM («Minium essential medium », Hyclone, Utah, USA; MC3T3) sans sérum.
Aprés le traitement, les cellules ont été incubées a 37°C en présence de 0.5 mg/ml de
sel de tétrazolium (bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-y1)-2,5-diphenyl tetrazolium,
désigné MTT) (Sigma) durant respectivement 1 & 2 heures. Durant cette incubation,
les enzymes mitochondriales procedent & la réduction du substrat en cristaux de
formazan insolubles dans le milieu de culture. Ces cristaux ont été solubilisés avec le
diméthylsulfoxyde (DMSO) durant 1 h & 37 °C. Une mesure colorimétrique a été
prise au spectrophotomeétre & 575 nm. Les valeurs obtenues ont été normalisées par la
condition contrdle sans GSK (0 nM GSK) et représente ’activité MTT relative au

contrdle.

2.1.5 Les essais de migration par recouvrement cellulaire

Des essais de migration ont été effectués avec les cellules MG-63 en culture dans des
plaques de 12 puits (Sarstedt). A 100% de confluence, les cellules ont été grattées a
’aide d’un embout stérile et une photo a été prise au microscope optique (Axiovert
Zeiss 2000) a un objectif 10X 1ié 4 une caméra CoolSNAP Es au temps Oh. Ensuite,
les cellules ont été traitées durant 16 heures avec le GSK (10 nM) seul ou en présence
des inhibiteurs RRed (20 pM) et RN (20 uM). Des photos ont été prises a la fin des
traitements. Le recouvrement cellulaire fut calculé & 1’aide du programme ImageJ
(Wayne Rasband, National Institute of Health, USA) en évaluant le recouvrement de
I’espace grattée au temps Oh et aprés 16 heures de traitement. Le recouvrement est

présenté en valeur relative au contréle des cellules dans le milien DMEM/F12 sans
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sérum pour 3 a 5 expériences. Le traitement au facteur de croissance dérivé des
plaquettes (PDGF; 100 ng/ml) (Sigma) représente le contrble positif d’une

stimulation de la migration cellulaire.

2. 1. 6 La quantification de la sécrétion d’interleukine 6

Les cellules MG-63 ont été ensemencées dans des plaques de 96 puits. A 80% de
confluence, les cellules ont été traitées avec différentes concentrations de GSK durant
24 h dans le milieu DMEM/F-12 sans sérum. Par la suite, les milieux de culture ont
été récoltés, centrifugés durant 5 minutes a 2500 rotation par minutes (rpm) et les
surnageants ont été congelés a -20°C jusqu’aux analyses. Les niveaux d’IL-6 ont été
quantifiés par un dosage de type ELISA (BD OptEIA, Mississauga, ON, Canada)
selon les recommandations du fournisseur. Une mesure au spectrophotométre a 450
nm (correction a 570 nm) a été effectuée. Un test MTT a été réalisé sur les cellules
apres le prélévement du milieu. Les niveaux d’IL-6 sont exprimés en valeurs relatives

alactivité MTT.

2. 1.7 La différenciation des cellules MC3T3

Les cellules MC3T3 ont été mises en culture durant 1 semaine dans des plaques de 24
puits (Sarstedt) jusqu'a l’atteinte d'une confluence de 100%. Afin de favoriser la
différenciation des cellules pré-ostéoblastiques en ostéoblastes matures, les cellules
ont été traitées avec le milien MEM avec 10% de sérum ou avec le milieu MEM
contenant 10% de sérum, 50 pg/ml d’acide ascorbique (vitamine C) (Sigma) et 5 mM
de glycérol-2-phosphate. La vitamine C et le glycérol-2-phosphate favorise la
différenciation des cellules ostéoblastiques in vitro (Lin et Hankenson, 2011). Le

traitement de différenciation a été€ effectué 3 fois par semaine durant 3 semaines.
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2.1. 8 L’analyse de la minéralisation par une coloration au
rouge alizarine

Durant les 3 semaines de différenciation, les cellules ont été traitées a des
concentrations croissantes de GSK. A la fin de chaque semaine, un groupe de cellules
a été fixé dans 1 millilitre (ml) d’éthanol 70% froid durant 1 h, puis rincées a 1’eau
nanopure. A la fin du traitement, les cellules fixées ont été incubées avec 2% de rouge
alizarine (Sigma) [(p/v) dans 10% de cetylpyridinium chloride (CPC)] durant 15 min
a la température pi¢ce. Elles ont ensuite été lavées 3-4 fois a 1’eau distillée durant 5
min. Les dép6ts de calcium colorés par le rouge alizarine ont été solubilisés avec le
CPC [10% CPC (p/v) dans 10 mM Na,POq; équilibré & pH 7 avec du NH4OH 30%]
durant 1 h 4 la température piéce. Une mesure colorimétrique du rouge alizarine a été
prise au spectrophotométre & 575 nm. La quantité de dép6ts formés a été calculée par
rapport au dépdt calcique de la semaine 1 et est proportionnelle & la quantité de

cristaux de calcium formés.

2.1. 9 Le dosage de I’activité de la phosphatase alcaline

A la fin de chaque semaine de traitement de différenciation, les cellules MC3T3
différenciées et non-différenciées ont été rincées avec un tampon phosphate salin
(PBS) froid (0.1 g/L CaCl,, 0.2 g/KCl, 0.2 g/L. KH,PO,, 0.1 g/L. MgCl,.6 H,O 8 NaCl
et 1.44 g/l Na,HPO,, pH 7.4) puis solubilisées avec le tampon phosphatase alcaline
(ALPase) (100 mM glycine, 1 mM MgCl,.6H,0 et 1% Triton X-100; pH 10.5) durant
1 h & 4°C avec agitation. Le dosage de ’activité de la phosphatase alcaline a été
réalisé dans des plaques de 96 puits en duplicatas en incubant 75 pl de la suspension
cellulaire avec 75 pl d’une solution de pNPP (1 :1; 12.5mM p-nitrophenylphosphate
dans le tampon ALPase) (Sigma) durant 1h-2h 4 37°C. En présence de phosphatase
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alcaline, il y a hydrolyse du pNPP en pNP (para-nitrophényl). La formation d’un
produit jaune proportionnel a la quantité de pNP formée est observée. Cette réaction a
été arrétée par I’ajout de 100 pl de 1M NaOH. La quantification a €té obtenue par une
lecture de la plaque au spectrophotométre a 410 nm. Une courbe standard de pNP a
été réalisée & chaque expérience. L’activité phosphatase alcaline a été normalisée par

la quantité totale de protéine contenue dans la suspension cellulaire.

2.1.10 Le dosage des protéines cellulaires

Un dosage de la quantité de protéines contenue dans la suspension de cellules
récupérées pour le dosage de phosphatase alcaline a été effectué. Le dosage
colorimétrique a été réalisée dans des plaques 96 puits selon la méthode BCA avec
les réactifs microBCA (Pierce, Rockford, USA). Une courbe standard a été réalisée a
chaque expérience en utilisant I’albumine sérique de bovin (BSA, Sigma) comme

protéine standard. La lecture a été effectuée a 570 nm.

2. 1. 11 Les analyses statistiques

Les valeurs obtenues suite aux expériences réalisées sont exprimées en moyenne +
erreur-type (SEM) et ont été analysées a 1’aide du logiciel GraphPad Prism 4
(GraphPad Software, San Diego, California, USA). Des analyses statistiques ont été
effectuées sur des moyennes de 3 expériences et plus. Les tests statistiques de
variance (Anova 1-Way, post-test Turkey), des tests T de Student, et de co-variance
(Anova 2-Way, post-test Bonferroni) ont été réalis€s pour des valeurs significatives a
95% (*p<0.05), 99% (**p < 0.01) et 99.9% ***p<0.001).
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‘Tableau 2.1 : Séquence des amorces utilisées afin de déterminer I’expression des
génes humains dans les cellules ostéoblastiques humaines MG-63.

. o Numéro de
Geénes Séquences ’
référence
Sens 5’-GGACAAGTGGGACAGATTCGTC-3’
Lot NM_080704.3
Antisens | 5>-CTCAGGATCATCTTCTCTATCATGACG-3’ - '
Sens 5’-CAAGGGACTTGCTTTTATTTCGG-3’
TRPV2 NM_016113.4
Antisens | 5>-CAGAAGCCAGGTCATACAGCG-3’
Sens 5’-CAACACCAAGGAGATAGTGCGG-3’
TRPV3
Antisens | 5-TCCGCAGTAGGATCATGTCGTAC-3’ NM—OOI 258205.1
Sens | 5’-ACACCAAGTTTGTTACCAAGATGTACG-3’ NM_021625.4
NM_147204.2
TRPV4 NM_001177433.1
Antisens | 5-CGATCATGAAGAGCAAGTAGACGAG-3’ NM 001177431.1

NM_001177428.1

Sens 5’-TCTCGCTATTTTGGAAAGACGATTC-3’

TRPV5 NM_019841.4
Antisens | 5’- CAGCCAGCAGAAACGCATTAG-3’

Sens 5’-GCCTATGGAGCAAGTTCTGCAG-3’
TRPV6 NM_018646.3
Antisens | 5’-CACCCAGCATGCAGAAGTACG-3’

Sens | 5-GACCAGTCAACAGGGGACATAA-3’

H-PRT NM_000194.2
Antisens | 5’-AAGCTTGCGACCTTGACC-3’
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Tableau 2.2 : Séquence des amorces utilisées afin de déterminer I’expression des
génes dans les cellules ostéoblastiques murines MC3T3.

< 7 Numéro de
Génes Séquences s
référence
Sens 5’-AAGATGTACGACCTGCTGC-3’
TRPV4 NM_022017.3
Antisens | 5’-TAGGAGACCACGTTGATGTAGAAGG-3’
Sens 5’-GGAGATTGTTGCCATCAACGA-3’
GAPDH NM_008084.2
Antisens | 5>-TGGGAGTTGCTGTTGAAGTCG-3’
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2. 2 RESULTATS

2. 2.1 L’analyse de I’expression génique des canaux TRPV dans
les cellules MG-63

Dans le but d’identifier les fonctions des canaux TRPV4 dans les ostéoblastes
humains MG-63, I’expression génique de ces canaux & tout d’abord été vérifiée. Une
amplification de type PCR a partir de PARNm isolée des cellules MG-63 a été
effectuée en utilisant des amorces spécifiques pour les génes H-PRT (géne de
référence) et TRPV4 (tableau 2.I). Les résultats démontrent la présence de 2 produits
de PCR lorsque les paires d’amorces pour TRPV4 ont été utilisées (figure 2.1). Les
tailles des amplicons correspondent aux 2 tailles attendues pour des variants du géne
TRPV4 répertoriés dans la base de données géniques (GenBank), soit un premier
variant 4 866 pb et un deuxiéme variant & 686 pb dont I’expression est légérement
plus forte. Nous avons, par la suite, voulu vérifier quels autres membres de la famille
- des TRPV étaient exprimés chez les ostéoblastes MG-63. Nous avons utilisé des
amorces spécifiques aux autres membres de la sous-famille TRPV (TRPV1, TRPV2,
TRPV3, TRPVS et TRPV6) et effectué des réactions PCR dans les mémes conditions.
Parmi ces membres, un produit de PCR a été obtenu pour TRPV2 (432pb) dans les
MG-63 (figure 2.1).

2.2.2 Le transport du calcium par les canaux TRPV4

Par 1a suite, nous avons voulu déterminer si les canaux TRPV4 étaient fonctionnels
dans les cellules MG-63. Ainsi, nous avons effectué des mesures de calcium
intracellulaire et nous avons utilisé un activateur sélectif pour ces canaux, le GSK
(Willette ez al., 2008). La figure 2.2 montre une invariabilité de la fluorescence

lorsque le GSK est ajouté dans un milieu sans calcium. Cette invariabilité permet
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d’exclure la possibilité d'une mobilisation du calcium venant du RE. Lorsque du
calcium a été ajouté au milieu d’incubation (2.5 mM final), une augmentation de la
fluorescence cellulaire a été enregistrée (figure 2.2). Cette fluorescence représente
Pentrée du calcium extracellulaire dans le cytosol de la cellule, ce qui est
caractéristique d’un influx calcique. L’influx calcique induit par le GSK a été mesuré
avec 1 nM de GSK et 10 nM de GSK. 1l est & remarquer que 1’augmentation de la
concentration de GSK entraine une augmentation de la fluorescence avec une
fluorescence maximale relative passant de 1.65 pour GSK 1 nM & 3.27 pour GSK
10nM.

1000 phusdy i

Taille (pb) H-PRT TRPV4 TRPV2

Figure 2.1 : Expression génique des canaux TRPV2 et TRPV4 dans les cellules
MG-63. L’ ADNc des cellules MG-63 a été amplifié par PCR en utilisant des amorces
spécifiques pour les canaux TRPV2 et TRPV4 humains. La taille du produit PCR
attendu pour TRPV2 est de 432 pb et 2 variants de 686 (NM_001177433.1) et de 866
pb (NM_001177431.1) pour TRPV4. Le géne HPRT a été utilisé comme geéne de
référence et la taille du produit PCR attendu est de 163 pb. Cette photo est
représentative de 4 expériences réalisées a partir de préparations différentes d’ARN.
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Figure 2.2 : Mesure de ’influx de calcium induit par le GSK. Les cellules MG-63
ont préalablement été¢ marquées avec la sonde Fluo-3AM. Les niveaux de calcium
intracellulaire ont été mesurés par microscopie confocale a fluorescence. Le GSK a
été ajouté au milieu sans calcium (0 Ca) et des mesures de fluorescence ont été prises
pendant environ 30 sec. Par la suite, du calcium a €té ajouté au milieu d’incubation
(2.5 mM final; 2.5 Ca) et les mesures se sont poursuivies pour environ 2 min. Les

données sont exprimées par la moyenne + SEM des valeurs relatives de fluorescence
comparées aux valeurs basales avant traitement de 5 expériences indépendantes.

Afin de confirmer que I’influx observé provenait de 1’activation de canaux TRPV4,
nous avons utilisé des bloqueurs. Une pré-incubation des cellules avec le RRed (20
uM), un inhibiteur de tous les canaux TRPV, inhibe totalement l'influx induit par le
GSK a 10nM (figure 2.3a). Lorsque les expériences ont été effectuées avec une pré-
incubation des cellules en présence de RN 1734, un inhibiteur sélectif des canaux
TRPV4, l'influx généré par 10nM de GSK a été inhibé a 87% (figure 2.3b). Nous
avons refait les expériences en utilisant une concentration plus faible de GSK (1nM).
Comme précédemment aucun influx n’a été obtenu avec le GSK suite & une pré-

incubation des cellules avec le RRed (figure 2.4a). De plus, I’influx en présence de 1
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nM GSK a été totalement inhibé suite & une pré-incubation des cellules en présence
de RN 1734 (figure 2.4b).
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Figure 2.3: Inhibition de I’influx calcique induit par le GSK a 10 nM. Les cellules
MG-63 ont été préalablement marquées avec la sonde Fluo-3AM. Avant de prendre
les mesures, les cellules ont été incubées avec les inhibiteurs (a) RRed (20 pM) et (b)
RN 1734 (20 uM) durant 10 min dans un milieu sans calcium (0 Ca). La fluorescence
cellulaire a été mesurée par microscopie confocale a fluorescence. Des mesures ont
été prises durant 30 sec aprés I’ajout du GSK. Elles se sont poursuivies aprés 1’ajout
du calcium (2.5 Ca). Les résultats représentent les moyennes + SEM des valeurs
relatives de fluorescence comparées aux valeurs basales avant traitement de 5 4 8
expériences indépendantes.
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Figure 2.4 : Inhibition de P’influx calcique généré par le GSK a 1 nM. Les
cellules MG-63 ont été marquées avec la sonde fluorescente Fluo-3AM. Les cellules
ont par la suite été incubées dans un milieu sans calcium (0 Ca). Les cellules ont été
pré-incubées avec les inhibiteurs (a) RRed (20 uM) et (b) RN 1734 (20 uM) durant
10 min. La fluorescence cellulaire a par la suite été mesurée par microscopie confocal
a fluorescence. Les mesures se sont poursuivies durant 30 secondes apres 1’ajout du
GSK (1 nM) puis 2 min suivant 1’ajout du calcium dans le milieu d’incubation. Les
mesures de fluorescence représentent les moyennes = SEM des valeurs relatives de
fluorescence comparées aux valeurs basales avant traitement de 4 expériences
indépendantes. )

Puisque I’utilisation d’amorces pour les canaux TRPV2 a permis d’obtenir un produit
d’amplification, nous avons souhaité¢ vérifier que l’influx obtenu avec le GSK
n’impliquait pas une activation des canaux TRPV2. Pour cela, nous avons effectué a
nouveau les expériences en pré-incubant les cellules MG-63 avec un inhibiteur des
canaux TRPV2, le tranilast, & 75 pM. Puis, comme précédemment, nous avons
mesuré la fluorescence obtenue suite a 1’ajout de GSK. L’influx obtenu avec le GSK
n’a pas été inhibé par la pré-incubation des cellules avec le tranilast (figure 2.5a).
Nous avons aussi utilisé le gadolinium (Gd) comme inhibiteur des canaux TRPC. Des
recherches effectuées dans notre laboratoire nous ont démontré que des membres de

la sous-famille des TRPC sont exprimés dans les MG-63 (Abed et al., 2009). Les
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résultats démontrent que 1’influx obtenu avec GSK n’a pas été inhibé en présence de

gadolinium (Gd 100 pM) (figure 2.5b).
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Figure 2.5 : Effets d’inhibiteurs des canaux TRPV2 et TRPC sur influx induit
par 10nM de GSK. Les cellules MG-63 ont tout d’abord été marquées avec la sonde
Fluo-3AM. Avant de prendre les mesures, les cellules ont été incubées avec les
incubateurs (a) 75 pM de tranilast et (b) 100 uM gadolinium (Gd) durant 10 min dans
un milieu sans calcium (0 Ca). La fluorescence cellulaire de base a été prise par
microscopie confocale a fluorescence. Le GSK a été ajouté et la fluorescence a été
enregistrée durant 30 sec. Des mesures se sont suivies durant 30 sec aprés 1’ajout du
GSK puis durant 2 min apres I’ajout du calcium (2.5 Ca). Les résultats représentent
les moyennes + SEM des valeurs relatives de fluorescence comparées aux valeurs
basales avant traitement de 5 & 8 expériences indépendantes.

2.2.3 Fonction cellulaire des canaux TRPV4 dans les MG-63

Aprés avoir évalué si les canaux TRPV4 étaient fonctionnels dans les cellules MG-63,
nous nous somme concentrés sur I’évaluation des effets d’une activation des canaux

TRPV4 sur les fonctions des cellules MG-63.
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2.2.3.1 Effetdu GSK sur Pactivité¢ MTT des MG-63

Nous avons débuté par une étude visant & déterminer I’influence de I’activation des
TRPV4 sur la prolifératiofl et la viabilité des cellules MG-63. Un essai MTT a donc
été effectué suivant un traitement des cellules avec le GSK. Les cellules MG-63 ont
été traitées durant 48 h a des concentrations croissantes de GSK. Les résultats obtenus
montrent une diminution de I’activité MTT des cellules MG-63 a partir de 20 pM de
GSK (figure 2.6). Cette diminution de I’activité enzymatique mitochondriale des

cellules MG-63 représente une diminution de leur viabilité.
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Figure 2.6 : Effet de ’activation de TRPV4 sur activité MTT des cellules MG-
63. Les cellules ostéoblastiques MG-63 ont été traitées durant 48 h avec des
concentrations croissantes de GSK dans le milieu de culture sans sérum et I’activité
MTT a été mesurée. Les valeurs représentent la moyenne = SEM de I'activité MTT
relative au controle sans GSK de 4 expériences indépendantes. Test de variance
Anova : **p <0.01.
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2.2.3.2 Evaluation de I’influence de I’activation des canaux
TRPV4 sur la migration cellulaire

Nous avons par la suite évalué les effets d’une activation des canaux TRPV4 sur la
migration cellulaire, une fonction importante des ostéoblastes. La migration des
ostéoblastes vers les lacunes de résorption est une des premicres étapes de la
formation osseuse. Le recouvrement d’espace libre par les cellules a été évalué pour
des traitements de 16 h (figure 2.7). Nous avons utilisé le PDGF comme contrdle
positif et les résultats montrent une stimulation de 25% du recouvrement cellulaire
par le PDGF comparativement au controle (figure 2.8). Les cellules ont été traitées
dans un milieu DMEM/F12 sans sérum & 10nM de GSK. Lorsque 1’on compare les
résultats obtenus de GSK 10 nM au contrdle, une diminution significative de 12 % du
recouvrement cellulaire a été observée (figure 2.8). En effet, il y a eu plus de surface
couverte par les cellules dans les puits contrdle que dans les puits contenant le GSK
(figure 2.7). Cette inhibition a été renversée lorsque les cellules ont été traitées au
GSK en présence de 20 pM RRed ou 20 uM RN. La surface couverte par les cellules
aprés 16h de traitement se rapprochait de celle du contréle aprés 16h (figure 2.7).
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Figure 2.7 : Représentation en image de la migration cellulaire des MG-63. A
une confluence totale, des cellules ont été détachées. Les cellules ont été traitées avec
" le GSK 10 nM seul et en présence des inhibiteurs RRed (20 uM) ou RN (20 pM). Un
groupe de cellules a été traité avec les inhibiteurs seuls. Une photo a été prise au
microscope au temps O h et 16 h aprés les traitements. L’analyse du recouvrement
cellulaire a été effectuée avec le logiciel Imagel. Le contréle (CTL) représente les
cellules dans le milieu de culture DMEM/F12 sans sérum et la condition avec le
PDGF (50 ng/ml) représente le contrdle positif.
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Figui’éZ.S : Impact de P’activation de TRPV4 sur la migration des cellules MG-
63. A confluence, certaines cellules de la monocouche ont été détachées avec un
embout. Aprés une prise de photos, les cellules adhérentes ont été traitées durant 16
heures avec le milieu seul (CTL), le PDGF (50 ng/ml) comme contrdle positif pour la
migration, avec les inhibiteurs RRed (20 pM) ou RN (20 uM), en présence de GSK
seul (10 nM) ou en combinaison avec les inhibiteurs. A la fin du traitement, des
photos ont été prises pour les analyses. Les valeurs sont la moyenne + SEM du
recouvrement relatif au contréle de 7 expériences indépendantes et ont été analysées
par un test de variance de type Anova **p < 0.01, *p < 0.05.

2.2.3.3 Sécrétion de la cytokine IL-6 induite par ’activation
de TRPV4

Par la suite, nous nous sommes concentrés sur la sécrétion de cytokines. Nous avons
donc évalué la sécrétion d’interleukine 6 (IL-6) suite a un traitement au GSK. Les
cellules MG-63 ont été traitées 24 h a des concentrations croissantes de GSK (GSK 0-
10 nM). Nous avons par la suite mesuré la sécrétion d’IL-6 dans le milieu en

effectuant un dosage immuno-enzymatique ELISA sur le surnageant prélevé. Une
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stimulation dose-dépendante de la sécrétion d’IL-6 est observée dans la figure 2.9. La
stimulation de la sécrétion d’IL-6 par les MG-63 suite a I’activation des TRPV4 est
maximale a partir de 5 nM GSK.

*%
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Figure 2.9: Quantification de la sécrétion d’interleukine 6. Les cellules MG-63, &
80% de confluence dans des plaques de 96 puits, ont été traitées avec différentes
concentrations de GSK (0-10 nM) durant 24 h. Le surnagent a par la suite été prélevé,
centrifugé a 2500 rpm et ensuite utilisé pour le dosage d’IL-6 par un test ELISA. Un
essai MTT a aussi été effectué sur les cellules MG-63. La sécrétion d’IL-6 a été
- calculée par rapport a I’activité MTT des MG-63. Les résultats représentent les
moyennes £ SEM de 6 expériences évalués statistiquement par un test de variance 1-
Way Anova (post-test : Turkey **p < 0.01).

2. 2. 4 La différenciation des pré-ostéoblastes MC3T3

Les cellules pré-ostéoblastiques humaines MG-63 n’ont pas la capacité de se
différencier en condition de culture in vitro. Nous avons donc choisi d’utiliser la
lignée pré-ostéoblastique murine MC3T3 qui a la capacité de se différencier dans des

conditions de culture in vitro. Nous avons traité les cellules MC3T3 avec un milieu
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de différenciation contenant 50 pg/ml d’acide ascorbique et 5 mM de glycérol-2-
phosphate en présence de concentrations croissantes de GSK durant 3 semaines. Nous
avons effectué en paralléle un traitement similaire sur les cellules MC3T3 sans
induction de la différenciation. Le milieu de traitement de différenciation a été
remplacé par le milieu MEM. Ces deux conditions ont été utilisées dans différentes

“analyses présentées dans les sections suivantes.

2.2.4.1 Expression des canaux TRPV4 dans les cellules
MC(C3T13

Avant d’induire la différenciation des MC3T3, nous avons vérifié 1’expression
génique des canaux TRPV4 dans ces cellules murines. Nous avons effectué une
analyse par RT-PCR a partir de I’ARN des MC3T3 isolé de cellules mises en culture.
Les analyses par PCR ont été réalisées avec des amorces spécifiques au TRPV4
murin, Nous avons procédé ensuite & une migration des produits PCR sur gel
d’agarose 2% puis nous avons révélé I’ADN amplifié sous UV. La figure 2.10 montre
la présence d’une bande d’ ADN amplifié a un poids attendu (361 pb) pour le transcrit
de TRPV4.
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Figure 2.10 : Expression génique des canaux TRPV4 dans les ostéoblastes
murins MC3T3. L’ADNc a été obtenu par une transcription inverse. Cet ADNc a été
amplifi¢ par PCR puis migré sur gel d’agarose 2%. Un amplicon de 361 pb est
attendu. Le géne GAPDH a été utilisé comme géne de référence et la taille attendue
de I’amplicon est de 789pb. La photo est représentative de 4 expériences.

2.2.4.2 Effet du GSK sur ’activité mitochondriale des
MC3T3

Nous avons aussi déterminé la viabilité des cellules MC3T3 suite 3 un traitement au
GSK. Nous avons précédemment démontré que l’activation des canaux TRPV4
n’affecte pas I’activité MTT des cellules MG-63 a de faibles concentrations de GSK
(figure 2.6). Les résultats obtenus avec les cellules MC3T3 sont similaires (figure
2.11). Les traitements des cellules MC3T3 & des concentrations de I’ordre du

nanomolaire de GSK n’ont pas affecté la viabilité des cellules.
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Figure 2.11 : Effet de ’activation de TRPV4 par le GSK sur Pactivité MTT des
cellules MC3T3. Les cellules MC3T3 ont été traitées durant 48 h avec des
concentrations croissantes de GSK et des essais MTT ont été réalisés. La figure

présente les moyennes = SEM de ’activité MTT relative au contrdle sans GSK de 4
expériences indépendantes.

2.2.4.3 Effet d’un traitement prolongé avec le GSK sur
Pactivité MTT des MC3T3

L’activité MTT des cellules traitées durant 3 semaines au GSK dans un milieu de
différenciation ou dans un milieu MEM a été analysée. Les essais MTT ont été
effectués 4 la fin de chaque semaine de traitement. Les résultats pour chaque semaine
sont représentés dans la figure 2.12. Dans un premier temps, pour les cellules traitées
dans le milieu MEM en absence de GSK (0 nM) (Figure 2.13a), Dactivité
mitochondriale des MC3T3 pour les 3 semaines de traitement n’a pas été affectée.

Cette non-variation de ’activité mitochondriale est aussi observée pour les cellules en
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traitement de différenciation (figure 2.12b). L’analyse de chaque semaine
individuellement n’indique pas non plus de variation significative de I’activité MTT.
En effet, 1’activité MTT de la semaine 2 et de la semaine 3 en présence de GSK 1
nM, 5 nM et 10 nM pour les cellules sous traitement de différenciation ou non est

similaire a I’activité MTT de la semaine 1 4 0 nM GSK.
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Figure 2.12 : Activité MTT des cellules MC3T3 suite a des traitements prolongés
avec le GSK. Les cellules MC3T3, a4 100% de confluence, ont été traitées durant une
(S1), deux (S2) ou trois semaines (S3) en présence de GSK (0-10 nM) dans un milieu
MEM sans traitement de différenciation (a) ou un milieu permettant la différenciation
(b). A la fin de chaque semaine, un essai MTT a été réalisé sur un groupe de cellules.
Les valeurs représentent les moyennes + SEM de ’activité¢ MTT relative a la semaine
1 (S1) sans GSK de 3 a 4 expériences indépendantes.

2.2.4.4 Evaluation de la matrice de phosphate de calcium
produite par les MC3T3

Les cellules MC3T3 ont été différentiées durant trois semaines en présence de
différentes concentrations de GSK. Une coloration au rouge Alizarine a été réalisée a

la fin de chaque semaine de traitement. Les résultats obtenus démontrent qu’il y a une
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augmentation de la minéralisation pour les conditions en absence de GSK (figure
2.13). Le niveau de minéralisation déterminé par une coloration au rouge Alizarine
passe de 1.44 (= 0.05) 4 la semaine 2 & 1.76 ( 0.27) a la semaine 3 pour la condition
sans traitement de différenciation (figure 2.13a) et de 1.53 (£ 0.13) 4 2.11 (£ 0.16)
pour la semaine 2 et de la semaine 3 pour la condition avec traitement de
différenciation (figure 2.13b). Toutefois, la présence de GSK n'a pas d'effet sur le

niveau de coloration au rouge Alizarine.
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Figure 2.13 : Quantification de la minéralisation par coloration avec le rouge
Alizarine suite a des traitements de différenciation en présence de GSK. Les
cellules MC3T3 & 100 % de confluence ont été traitées durant une (S1), deux (S2) ou
trois semaines (S3) en présence de GSK (0-10 nM) dans un milieu MEM sans
traitement de différenciation (a) ou un milieu permettant la différenciation (b). A la
fin du traitement, une coloration au rouge Alizarine a été effectuée. Les résultats
représentent la moyenne + SEM de la coloration relative & la semaine 1 (S1) sans
GSK de 3 a 5 expériences indépendantes (post-test : Bonferoni ***p < 0.01).
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2.2.4.5 Effet du GSK sur la synthése de la phosphatase
alcaline

Comme dans les expériences précédentes, la différenciation cellulaire en ostéoblastes
matures a été induite sur des cellules MC3T3 durant 3 semaines. Un dosage de
1’activité de la phosphatase a €té réalisé a la fin du traitement sur les cellules traitées
au GSK (0-10 nM) dans le milieu avec ou sans traitement de différenciation. Les
résultats, normalisés a la quantité totale de protéines, montrent une augmentation de
Iactivité de la phosphatase alcaline de 56% a la semaine 3 pour les cellules non-
traitées a la vitamine C et la BGP en absence de GSK (figure 2.14a). Cette
augmentation correspond a la différenciation spontanée des cellules MC3T3 aprés 3
semaines de culture. Pour les cellules induites en absence de GSK (figure 2.14b), il y
a une augmentation de la phosphatase alcaline de 55 % pour la semaine 2 et de 98%
pour la semaine 3. Lorsqu’on évalue I’effet de GSK par semaine de traitement, les
résultats démontrent que GSK n’influence pas I’activité enzymatique de la
phosphatase alcaline dans les deux conditions (a et b). En effet, lorsque 1’on compare
les valeurs obtenues en présences de GSK & la condition sans GSK, il n’y a pas de

différences significatives (figure 2.14).
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Figure 2.14 : Quantification de D’activité enzymatique de la phosphatase alcaline
des cellules suite & des traitements prolongés avec le GSK. Les cellules MC3T3
ont été traitées a différentes concentrations de GSK (0-10nM) durant une (S1), deux
(S2) ou trois semaines (S3) dans un milieu MEM sans traitement de différenciation
(a) ou un milieu permettant la différenciation (b). A la fin des traitements, un dosage
de I’activité de la phosphatase alcaline ainsi qu'un dosage de protéines totales ont été
réalisés. Les valeurs représentent les moyennes + SEM de I’activité de la phosphatase
alcaline relative a la semaine 1 (S1) sans GSK de 3 & 5 expériences indépendantes et
ont été évaluées statistiquement par une analyse de variance 2-Way Anova (post-test :
Bonferoni *p <0.1).
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CHAPITRE i :

DISCUSSION & CONCLUSION

3.1 DISCUSSION

Les canaux TRPV4, par leur transport du calcium, sont 8 méme de réguler plusieurs
activités cellulaires. En effet, le calcium intracellulaire agit comme second messager
dans plusieurs fonctions cellulaires et participe a I’accomplissement de la synthése de
protéine jusqu’a la réplication de I’ADN et la prolifération des cellules. Bien que
certaines études aient associées les canaux TRPV4 a la régulation de certaines
fonctions cellulaires, leur expression dans les ostéoblastes reste & étre confirmée et
leurs roles dans ces cellules ne sont pas connus. Cette étude consistait a étudier le réle

des canaux TRPV4 dans les ostéoblastes.

3.1.1 Expression génique des TRPV4 dans les MG-63

Pour cette étude, nous avons tout d’abord vérifié 1’expression des canaux TRPV4
dans le modéle ostéoblastique MG-63. La présence de 2 bandes correspondant a
I’amplification d’ADN en présence d’amorces spécifiques pour les canaux TRPV4
indique I’expression génique de TRPV4 dans les cellules MG-63. En effet, la bande
obtenue présente une taille similaire & celle attendue pour les canaux TRPV4. Ces
résultats correspondent aux données publiées précédemment par notre laboratoire
(Abed et al., 2009). Le produit PCR de 686 pb correspond aux variants
2(NM _147204.2) et 3 (NM_001177433.1) et le produit PCR de 868 pb correspond
aux variants 1 (NM_021625.4) 4 (NM_001177431.1) et 5 (NM_001177428.1).

I’exon 7 est absent dans les variants 2 et 3 et celui-ci code pour un domaine Ankyrin
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et un site de phosphorylation tyrosine (Liedtke, et al., 2000). Aucune autre
publication n’a démontré 1’expression de TRPV4 dans les ostéoblastes humains. Par
contre la littératures rapporte son expression chez les ostéoblastes murins (Mizoguchi
et al., 2008). Nous nous sommes intéressés par la suite a I’expression des autres
membres des canaux TRPV dans les cellules MG-63. L’expression de plus d’un type
de canal TRPV a été démontrée 3 mainte reprise dans d’autres modéles cellulaires
(Vennekens et al., 2008). 1 est possible de voir I’apparition d’hétérotétramere formés
de sous-unités d’un type de TRPV (par exemple TRPV?2) et de sous-unités d’un autre
type (par exemple TRPV4). Ainsi, ’activation de ce canal impliquerait les
caractéristiques communes des 2 types de canaux TRPV. Ceci rendrait difficile
I’identification de ’action spécifique d’un canal dans la cellule. Parmi les autres
membres de la famille des canaux TRPV, nos résultats indiquent que TRPV2 est
aussi exprimé dans les cellules MG-63. N’ayant pas détecté de transcrit pour les
autres TRPV, ceux-ci sont absents ou a des niveaux faibles ce qui nous laisse croire a
I’absence ou & des niveaux faibles des protéines. Bien que nos résultats indiquent la
présence de transcrit pour les canaux TRPV4, ils ne confirment cependant pas la

présence d’une protéine fonctionnelle.

t

3. 1. 2 Induction d’un influx calcique par I’activation des
canaux TRPV4

Aprés avoir confirmé 1’expression génique des canaux TRPV4 dans notre modéle
d’ostéoblastes, nous avons voulu déterminer 1’expression protéique des canaux
TRPV4 dans les cellules MG-63. Toutefois, il n’a pas été possible de déterminer
I’expression protéique de TRPV4 par immunobuvardage considérant le manque de
spécificité des anticorps utilisés. Nous avons donc utilisé la microscopie confocale
pour évaluer la présence de protéines fonctionnelles. En utilisant un activateur sélectif
des canaux TRPV4, le GSK, nous avons observé un influx calcique induit par le GSK

suite & I’ajout de calcium au milieu d’incubation. Il est & noter qu’au départ, 1’ajout de
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GSK a été fait dans un milieu sans calcium afin de déterminer sa capacité a induire
une mobilisation du calcium du RE. L’absence d’une mobilisation du calcium du RE
en présence de GSK indique que cet agent n’a pas d’effet sur la voie impliquant la
PLC et I'IP;. Suite a I’ajout du calcium dans le milieu d’incubation, une
augmentation de la fluorescence a été enregistrée. Cette fluorescence représente
I'influx du calcium du milieu extracellulaire vers le cytosol cellulaire. L’influx
calcique obtenu en présence de GSK permet de confirmer la localisation de canaux
TRPV4 fonctionnels au niveau de la membrane cellulaire. Le passage du calcium se
fait selon le gradient électrochimique, car la concentration intracellulaire en calcium
(100 nM) est extrémement plus faible que celle du milieu extracellulaire (~2 mM)
(Clapham, 2007). Il a été rapporté que les canaux TRPV4 démontrent un ratio de
perméabilité au calcium et au sodium (Pc./Pn), entre 6 et 10, ce qui est environ 10
fois plus faible que celui pour les canaux TRPVS5 et TRPV6 (Everaerts ef al., 2010;
Plant et Strotmann, 2007). Ainsi, les TRPV4 sont des canaux non-sélectifs, ce qui
permet le passage du calcium et aussi d’autres cations tels le sodium. Toutefois,
Ientrée du sodium dans des cellules non-excitables comme les ostéoblastes ne permet
pas d’induire une dépolarisation membranaire suffisante permettant ’ouverture de
canaux activés par le voltage et I’entrée de calcium (Mahaut-Smith et al., 1999).
L’influx possible du sodium n’affecterait donc en rien ’influx du calcium dans la
cellule. Ainsi, la non-sélectivité ionique des canaux TRPV4 n’affecte pas I’influx

enregistré en présence de GSK.

Nos résultats indiquent aussi que I’effet du GSK sur I’influx de calcium dépend de la
concentration. L’influx de calcium induit par le GSK augmente en fonction de la
concentration de GSK utilisée. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Jin et
al., (Jin et al, 2011). Dans leur étude, I’augmentation maximale du calcium
intracellulaire était atteinte 4 10 nM. A partir de cette concentration, la variation en

calcium est restée stable avec ’augmentation de la concentration de GSK. Nous
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avons aussi observé que des concentrations supérieures a2 10 nM n’augmentaient pas
davantage lesl niveaux de fluorescence. Bien que 1’utilisation d’un activateur sélectif
des canaux TRPV4 permette d’obtenir un influx, on ne peut pas exclure I’implication
d’autres canaux TRP. Plus spécifiquement, des canaux TRPV2 pourraient étre
impliqués puisque nos résultats indiquent que les cellules MG-63 expriment aussi les
canaux TRPV2.

3.1.2.1 GSK induit un influx en activant TRPV4

Afin de confirmer que I'influx observé avec le GSK provient de ’activation des
canaux TRPV4, I'utilisation de bloqueurs sélectifs & ces canaux a été nécessaire. Le
RRed, un inhibiteur sélectif des canaux TRPV, a tout d’abord été utilisé (Vriens ef al.,
2009). Dans cette expérience, I’incubation avec le RRed s’est effectuée 10 minutes
avant I’ajout du GSK et I’inhibition est totale autant pour GSK 1nM que GSK 10nM.
La sélectivité du RRed pour les canaux TRPV a été démontrée ici. L’inhibition par le
RRed démontre que I’influx obtenu par le GSK provient bien des canaux de la famille
des TRPV. Cependant comme nous avons présenté ci-dessus, les canaux TRPV2 sont

aussi exprimés dans les cellules MG-63.

Nous avons, pour cela, utilisé le RN 1734, un inhibiteur reconnu comme étant sélectif
pour les canaux TRPV4 (Vincent ef al., 2009). Lorsque les cellules MG-63 ont été
incubées avec le RN 1734, I’influx initialement obtenu avec le GSK a 10 nM a été
inhibé & 87%. Lorsque nous avons diminué la concentration de GSK a 1 nM,
I'inhibition de I’influx a été totale en présence de RN 1734. Une explication possible
pour I’inhibition incompléte en présence de RN 1734 est la différence d’affinité de
I'inhibiteur et de 1’activateur pour les canaux TRPV4, Ainsi, lorsqu’une concentration
plus faible de GSK a été utilisée, I’inhibition en présence de RN 1734 a été totale. Le
méme principe serait visible si, a la place de la diminution de la concentration du

GSK, la concentration de I’inhibiteur augmentait. Nos résultats indiquent que le GSK
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a une affinité et une efficacité supérieures au RN 1734 pour les canaux TRPV4. Ainsi,
nos résultats confirment que l’influx calcique obtenu avec le GSK est dii a

I’activation des canaux TRPV4.

Nous avons démontré que les canaux TRPV2 seraient aussi exprimés dans les
ostéoblastes Nous avons décidé de vérifier si I’influx induit par le GSK était dii 4 une
activation des canaux TRPV2. Le GSK n’est pas reconnu comme étant un activateur
des canaux TRPV2. Toutefois, nous ne pouvons exclure I’existence d’hétérotétramére
TRPV2-TRPV4 (Vennekens er al., 2008), bien que de tels canaux n’aient pas été
observés. Nous avons donc effectué des mesures de calcium intracellulaire en
incubant les cellules avec le tranilast, un inhibiteur reconnu des canaux TRPV2
(Hisanaga et al., 2009). L’influx calcique induit par le GSK n’a pas été inhibé avec le
tranilast, ce qui indique que les canaux TRPV2 ne sont pas impliqués dans I’influx

généré par le GSK.

Une étude publiée par notre laboratoire a démontré que les TRPC seraient aussi une
autre sous-famille de canaux TRP exprimée dans les ostéoblastes (Abed et al., 2009).
Afin d’exclure ces canaux TRPC, nous avons réalisé des expériences en utilisant le
gadolinium, un inhibiteur des TRPC (Zhou e al., 2008). Nos résultats indiquent que
I’influx induit par le GSK n’a pas €té inhibé en présence du gadolinium, permettant

ainsi d’exclure I’implication des TRPC dans I’influx induit par le GSK.

3.1.2.2 De faibles concertations de GSK n’ont pas d’effet
cytotoxique dans les MG-63

Apres avoir démontré 1’expression génique et protéique des canaux TRPV4 dans les
cellules MG-63, des études de leurs fonctions dans ces cellules ont été effectuées.
Avant de débuter les études fonctionnelles et puisque les mesures de calcium

n’impliquaient que des expositions des cellules au GSK que de quelques minutes,
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nous avons déterminé 1’effet d’une incubation prolongée des cellules au GSK. Pour
débuter, une évalu.ation de I’effet de 1’activation des canaux TRPV4 par le GSK sur la
prolifération et la viabilité cellulaire a été effectuée. Nous avons mesuré 1’activité
MTT des MG-63 suite 4 un traitement de 48 h 4 des concentrations croissantes de
GSK. Le GSK a un effet cytotoxique sur les cellules MG-63 seulement & partir de 20
uM. Ces résultats sont en accord avec les travaux de Zaninetti et al. (2011). Ces
derniers recommandent une utilisation du GSK comme ligand des canaux TRPV4 4
des nM. Leur suggestion est basée sur l’obsewz}tion d’un taux de survie de 35% des
cellules endothéliales 4 100 nM GSK suite & un traitement de 24 h. Leur modéle
cellulaire, des cellules endothéliales, étant différent du nétre, des cellules osseuses,
nous avons donc voulu vérifié si nous aurions des résultats similaires. Leurs études
relatent une mortalité cellulaire de 65% & 100 nM d’un traitement de 24 h tandis que
notre expérience présente une mortalité de 35% a 20 pM pour un traitement de 48 h.
Malgré les divergences au niveau de la méthodologie utilisée ainsi qu’au niveau des
résultats obtenus, la mortalité est visible aux concentrations supérieures aux
nanomolaires. D’autre publications ont aussi suggéré ['utilisation du GSK & des
concentrations faibles pour une utilisation en lien avec les TRPV4 (Earley, 2010;
Willette et al., 2008). A partir de ces observations, nous avons donc dééidé d’utiliser,

dans nos expériences suivantes, le GSK a des concentrations maximales de 10nM.

3.1.2.3 L’activation des canaux TRPV4 régule la migration
cellulaire

Connaissant maintenant l’intervalle de concentrations de GSK ne causant pas de
mortalité cellulaire et afin de déterminer les fonctions des canaux TRPV4 dans les

ostéoblastes, nous avons entrepris des expériences de migration cellulaire. Nous nous

sommes inspirés de précédents travaux qui rapportaient que I’activation des canaux.

TRPV4 inhibait la migration des cellules neuronales (Zaninetti e al., 2011). La

migration a été évaluée sur 16h en présence de GSK ainsi que des inhibiteurs RRed et
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RN 1734. Une inhibition de la migration des cellules MG-63 est observée en présence
de GSK. Nous avons déterminé précédemment que ’activation des canaux TRPV4
par le GSK n’affecte pas la prolifération et la viabilité cellulaire. A partir de ce point,
nous sommes confiants que durant ’essai de migration, il y n’y a pas eu de mortalité
cellulaire et que le GSK inhibe la migration cellulaire, Il est possible de voir sur la
méme figure que le RRed seul n’a aucun effet sur la migration cellulaire. Par contre,
lorsque mis en combinaison avec le GSK, il renverse I’inhibition de la migration de
celui-ci. Ces résultats corroborent ceux obtenus par Zaninetti ef al. (2011). Ils ont
observé une inhibition de la migration de cellules neuronales en présence de GSK.
Semblable 4 nos observations, 1’inhibition a été renversée en présence de RRed.
Lorsque nous avons réalisé ’expérience avec le RN 1734 nous avons aussi observé
un renversement de l’inhibition. Toutefois, il n’est pas aussi prononcé que celui
observé avec le RRed. Ceci est dii en partie a I’affinité du GSK et du RN 1734 pour
les canaux TRPV4. Nous avons démontré précédemment par I’étude de I’inhibition
de I’influx par le RN qu’une diminution de la concentration du GSK (de 10 nM a 1
nM) permettrait d’inhiber I’influx totalement. Puisque 1’inhibition de la migration
observée avec 10 mM de GSK est de 12%, nous n’avons pas réalisé cette expérience
avec une concentration plus faible de GSK considérant qu’une inhibition plus faible
serait observée avec une concentration inférieure de GSK. Ceci nous ne nous aurait
pas permis de mettre en évidence I’effet antagoniste du RN démontré par les mesures
de fluorescence en présence d’une faible concentration de GSK. Maintenant,
I’explication justifiant 1’effet des canaux TRPV4 sur la migration cellulaire pourrait
étre en lien avec l’interaction des canaux TRPV4 avec le cytosquelette. Selon
Zaninetti et al. (2011), I’activation des canaux TRPV4 occasionnerait une rétraction
des lamellipodes. 1l a été suggéré que les canaux TRPV4 interagiraient directement
avec les filaments d’actine et les microtubules (Goswami et al, 2010). Cette
interaction s’effectuerait par I’extrémité C-terminale des canaux TRPV4. Une étude
plus approfondi'e de I’'implication des canaux TRPV4 au niveau du cytosquelette de la

cellule, des protéines d’adhésion et de la migration aurait été intéressante. En effet,
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d’autres publications ont démontré 1’implication des canaux TRPV4 dans différentes
structures du cytosquelette. Par exemple, les canaux TRPV4 seraient aussi impliqués
au niveau de la vitesse de battements des cils des cellules endothéliales (Lorenzo et
al., 2008). IIs participeraient en plus aux changements morphologiques observés chez
les cellules hépatocytaires (Waning ez al., 2007). La migration cellulaire implique
différentes forces de déplacement et les structures contrdlant ces forces sont
nombreuses (Lauffenburger et Horwitz, 1996). L’utilisation d’une vidéo-microscopie
serait aussi une autre méthode trés intéressante pour étudier la migration cellulaire. La
vitesse de déplacement des ostéoblastes, les différents mouvements effectués par la
cellule ainsi que la trajectoire effectuée par les cellules lors de leur déplacement
pourraient étre évalués. Ces parameétres déterminent entre autres les structures
cellulaires employées par la cellule lors de la migration (Lauffenburger et Horwitz,
1996). 11 est aussi a noter que différentes étapes interviennent lors de la migration
d’une cellule (Ridley et al., 2003). En premier lieu, la cellule va se polariser et ainsi
distribuer certains complexes protéiques dans le cytoplasme selon la direction de la
migration. Ainsi, la protéine Cdc42 se localise a un péle et va ainsi dicter la direction
(Ridley e al., 2003). A ce péle, il y aura la formation d’extensions de la membrane
plasmique sous [I’influence d’une réorganisation et une polymérisation
cytoplasmiques de microtubules. De nouveaux points de contact vont alors se former
sous ’influence de la formation dans le cytoplasme de filaments d’actine et de
’interaction des intégrines de surface avec la matrice extracellulaire, ce qui va
stabiliser les extensions de la membrane et 1’adhésion des cellules (Ridley ef al.,
2003). L’établissement des nouvelles structures de microtubules et de filaments
d’actine fait intervenir une multitude de protéines accessoires. Il est 4 noter que le
calcium est impliqué dans plusieurs de ces étapes. Par exemple, des concentrations
élevées de calcium favorisent 1’association de gelsolin, une protéine qui agit comme
une coiffe & I’extrémité des filaments d’actine et ainsi bloque son élongation, ce qui
prévient la polymérisation des filaments d’actine (Lauffenburger et Horwitz, 1996).

L’implication des canaux TRPV4 dans la migration des ostéoblastes serait peut étre
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lié & une étape spécifique de la migration ce qui inhiberait le processus de migration

de la cellule. Les différentes étapes sont autant importantes les unes des autres.

3.1.2.4 L’activation des canaux TRPV4 régule la sécrétion
d’interleukine 6 )

Par la suite, nous avons évalué I’implication de I’activité des canaux TRPV4 dans la
sécrétion d’interleukine-6. Il a été démontré qu’au niveau des cellules intestinales, les
canaux TRPV4 régulaient la sécrétion de cytokines (D'Aldebert ef al., 2011). Un
essai de type ELISA a donc été réalisé sur les surnageants de culture suite & un
traitement de 24 h avec différentes concentrations-de GSK. Les résultats démontrent
une stimulation dose-dépendante de la sécrétion d’IL-6 par les ostéoblastes en
présence de GSK. Cette augmentation d’IL-6 dans le milien peut provenir d’une
augmentation de la sécrétion et de ’augmentation de la transcription du géne.
Présentement, nous ne somme pas en mesure de statuer sur I’implication de GSK
dans la stimulation de la transcription du géne de I’IL-6 A notre connaissance, aucune
étude ne rapporte que le GSK puisse activer le facteur nucléaire NFkB, un facteur
essentiel 2 la stimulation de la transcription du gene de I’IL-6. L’ajout d’inhibiteur de
du facteur NFxB lors du traitement avec GSK aurait penﬁis d’évaluer la contribution

de la transcription dans I’augmentation d’IL-6 dans le milieu.

L’IL-6 est impliquée dans le processus de remodelage osseux. Elle est en fait sécrétée
par les ostéoblastes lors du recrutement et de la différenciation des ostéoclastes
(Manolagas, 2000). I a été démontré cependant que 1'IL-6 serait sécrétée par les
ostéoblastes suite & une mobilisation du calcium intracellulaire (Bradford et al., 2000).
Suite & une stimulation d’un récepteur couplé a une protéine G, il y aurait activation
de la phospholipase C qui induirait le clivage de PIP, en DAG et IP;. L’IP; se lierait
a son récepteur IP3R au niveau du RE ce qui induirait la libération du calcium qui

stimulerait par la suite la sécrétion d’IL-6 (Clapham, 2007). Il n’y a pas encore eu
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d’étude rapportant I’implication d’un influx calcique dans la sécrétion d’interleukine.
Toutefois, le calcium est reconnu pour induire la fusion des vésicules intracellulaires
avec la membrane plasmique et permettre ainsi la libération de facteurs par exocytose
(Troadec et al., 1998). Ce processus impliquerait différentes protéines tels la protéine
soluble d’attachement au facteur sensible a la N-éthylmaleimide (SNARE) et Munc13,
une autre protéine qui se joint au complexe de translocation/fusion des vésicules
(Barclay et al., 2005). Le calcium induirait le changement de conformation des
protéines au sein du complexe ce qui ménerait a la translocation de la vésicule formée
vers la membrane plasmique. La concentration intracellulaire faciliterait la fusion de
la membrane vésiculaire & celle de la cellule suivie d’une expulsion de son contenu
dans le milieu extracellulaire (Barclay et al., 2005; Coorssen et al., 2003). Ces
mécanismes pourraient étre activés par I’influx de calcium induit par le GSK. Il serait,
toutefois, intéressant d’étudier I’implication de TRPV4 dans la stimulation de la
sécrétion d’IL-6 par le GSK en utilisant le RN 1734,

3.1.2.5 Différenciation des ostéoblastes

La capacité de différenciation des ostéoblastes leur permet de produire une matrice
extracellulaire et d’en assurer la minéralisation. La production de cette matrice est
une caractéristique unique des ostéoblastes. La régulation de la différenciation
cellulaire par les canaux TRPV4 a été démontré dans les chondrocytes (Muramatsu et
al.,, 2007). En effet, les au’teurs rapportent que l’activation de TRPV4 stimule la
synthése du facteur de transcription SOX9, un facteur central dans la différenciation
_des chondrocytes. L’augmentation de ’expression de SOX9 suite & I’activation des
canaux TRPV4 est associée 5 I’apparition des marqueurs de différenciation des
chondrocytes tels le collagéne de type II et les glycosaminoglycanes. Ainsi, nous

avons voulu étudier I’implication d’une activation des canaux TRPV4 dans la
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différenciation des ostéoblastes. Cependant, le modéle cellulaire utilisé depuis le
début de cette étude, soit la lignée ostéoblastique humaine MG-63, ne nous permettait
pas d’entreprendre cette étude puisque les cellules MG-63 n’ont pas la capacité de se
différencier in vitro. De ce fait, nous avons décidé d’utiliser pour les expériences
suivantes la lignée ostéoblastique murine MC3T3 dont la différenciation peut étre

stimulée in vitro.

Avant de débuter la différenciation des cellules MC3T3, nous nous sommes assurés
que les canaux TRPV4 étaient aussi exprimés dans ces cellules. Nous avons donc
déterminé 1’expression génique des canaux TRPV4 murins par RT-PCR selon le
méme procédé utilisé pour les cellules humaines MG-63. La présence d’un transcrit
du géne des canaux TRPV4 dans les MC3T3 a été confirmée par RT-PCR.

Nous avons aussi déterminé 1’effet du GSK sur la prolifération et la viabilité des
cellules MC3T3. Comme les résultats obtenus avec les MG-63, nous n’avons observé
aucun effet du GSK sur 1’activité MTT lorsque les cellules MC3T3 ont été traitées au
GSK (0-100 nM). Cela nous permet d’affirmer que 1’activation des canaux TRPV4,
aprés 24 heures de traitement au GSK, n’affectent pas la prolifération ou la viabilité
des cellules MC3T3.

Nous avons induit la différenciation des cellules MC3T3 en traitant les cellules avec
la vitamine C et le B-glycérophosphate (Vitamine C et PGP) (Lin et Hankenson,
2011). Suite 4 la différenciation des cellules MC3T3, nous avons mesuré 1’activité
MTT des MC3T3 pour les 3 semaines de traitement. Un traitement prolongé des

cellules avec le GSK n’a eu aucun effet sur ’activité MTT.

Par la suite, nous avons évalué I’effet du GSK sur I’activité de la phosphatase alcaline,
un marqueur de la différenciation des ostéoblastes. Les cellules MC3T3, en absence

de GSK, présentent une augmentation de 1’activité de la phosphatase alcaline en
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fonction du temps de culture et d’un traitement de différenciation. Dans les cellules
induites, cette augmentation débute dés la semaine 2. Comme mentionné
précédemment, la vitamine C et la PGP sont utilisés pour stimuler davantage la
différenciation. Cette stimulation favorise une augmentation de la synthése du
marqueur dés la semaine 2 comparativement a une stimulation visible seulement & la
semaine 3 pour les cellules qui n’ont pas été stimulées. Ces résultats concordent avec
ceux de la littérature. En effet, une plus grande activité de la phosphatase alcaline est
observée 10 & 14 jours suivant le traitement avec la vitamine C et PGP (Beck, Jr. et
al., 1998; Malaval et al., 1999). Lorsqu’on observe maintenant 1’effet du traitement
de GSK sur ’activité enzymatique de la phosphatase alcaline, aucun changement
- n’est remarqué. L’activité de la phosphatase alcaline obtenue en présence de GSK est
maintenue autant dans les cellules non traitées que celles ou la différenciation a été
induite. Nous pouvons donc conclure que ’activation des canaux TRPV4 n’a aucun
effet sur ’activité de la phosphatase alcaline comme marqueur de la différenciation

des ostéoblastes.

Afin de déterminer I’effet du GSK sur la différenciation ostéoblastique, nous avons
déterminé le niveau de formation d’une matrice minéralisée par une coloration au
rouge Alizarine sur des cellules MC3T3 traitées a des concentrations croissantes de
GSK en présence ou non d’un milieu stimulant la différenciation durant 3 semaines.
L’essai au rouge alizarine permet de marquer les dépdts de calcium de la matrice
extracellulaire (Beck, Jr. et al., 1998). Nous avons observé une augmentation de la
minéralisation de la matrice avec les cellules MC3T3 en fonction du temps de culture
et du traitement de différenciation. C’est le phénomeéne caractéristique de la
différenciation des cellules ostéoblastiques. Une observation des résultats en présence
de GSK permet d’affirmer que GSK n’a aucun effet sur la minéralisation de la
matrice produite par les cellules MC3T3. En effet, 1’augmentation hebdomadaire

observée ne varie pas avec une augmentation de la concentration de GSK autant pour
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les cellules induites ou non. Nos résultats nous laissent croire que ’activation des

canaux TRPV4 n’influence pas le processus de différenciation ostéoblastique.

En résumé, nos résultats indiquent que les canaux TRPV4 sont exprimés dans les
ostéoblastes humains MG-63 et murins MC3T3. Nous avons démontré que 1’activité
de ces canaux régule la sécrétion de I’IL-6 et la migration cellulaire. Cependant, le

meécanisme ceuvrant dans cette régulation est encore a déterminer.
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CONCLUSION

Le but de ceite étude était de déterminer le role des canaux calciques TRPV4 dans les
ostéoblastes. Nos résultats indiquent que I’activation des canaux TRPV4 est associée
a un influx de calcium qui stimule la sécrétion d’JL-6 et diminue la migration des
cellules MG-63. Cet influx n’influence ni la prolifération, ni la viabilité de ces

cellules, et n’a aucun effet sur la différenciation ostéoblastique des cellules MC3T3.

Ces résultats ne sont qu’un début dans la compréhension du réle de TRPV4 dans les
ostéoblastes. L’implication des canaux TRPV4 dané la régulation de la migration des
ostéoblastes pourrait aider 3 mieux comprendre certaines maladies osseuses sachant
que les ostéoblastes régulent le remodelage osseux responsable du maintien du tissu
osseux. Considérant que la migration d’une cellule implique plusieurs étapes,
I’inhibition de ce processus lors de I’activation des canaux TRPV4 ne permet pas de
se positionner face a I’impact positif ou néfaste de cette inhibition dans 1’ensemble
des étapes du remodelage osseux. La compréhension des rdles que jouent les TRPV4
dans la sécrétion de cytokines n’est pais aussi claire que ’est la migration. Le rdle
reconnu de I’IL-6 au niveau de 1’inflammation et des maladies inflammatoires laisse
croire qu’une augmentation de sa sécrétion n’aurait pas un effet bénéfique sur la
régulation du remodelage osseux. Il aurait été intéressant d’effectuer des expériences
avec des cellules n’exprimant pas les canaux TRPV4 afin de confirmer son

implication dans la migration cellulaire et la sécrétion d’IL-6.

En résumé, nos travaux ont permis d’associer les canaux TRPV4 & certaines fonctions
ostéoblastiques et ainsi 4 mieux -comprendre la régulation de I’activité des
ostéoblastes. Notre étude est un pas supplémentaire vers la compréhension du
remodelage osseux, visant a offrir des stratégies de prévention et de traitement de

I’ostéoporose.
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ANNEXE

COMMUNICATION EN LIEN AVEC LE SUJET D’ETUDE

Colloque BioMed, Université du Québec A Montréal, Avril 2012

Caractérisation des canaux «Transient Receptor Potential Vanilloid 4» (TRPV4) dans
la lignée ostéoblastique MG-63

Rachel Pierre, Ai:)dallah Fallah et Robert Moreau
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