UNIVERSITE DU QUEBEC A MONTREAL

VALIDATION DE L'INJECTION D'HEMINE, CHEZ LA SOURIS, COMME UN MODELE
POUR ETUDIER LES EFFETS SUR LES CELLULES OSSEUSES

MEMOIRE
PRESENTE
COMME EXIGENCE PARTIELLE

DE LA MAITRISE EN BIOLOGIE

PAR

NILSON JESUS QUINTANA

MARS 2014



UNIVERSITE DU QUEBEC A MONTREAL
Service des bibliothéques

Avertissement

La diffusion de ce mémoire se fait dans le respect des droits de son auteur, qui a signé
le formulaire Autorisation de reproduire et de diffuser un travail de recherche de cycles
supérieurs (SDU-522 — Rév.01-2006). Cette autorisation stipule que «conformément a
l'article 11 du Reéglement no 8 des études de cycles supérieurs, ['auteur] concéde a
I'Université du Québec a Montréal une licence non exclusive d’utilisation et de
publication de la totalité ou d’une partie importante de [son] travail de recherche pour
des fins pédagogiques et non commerciales. Plus précisément, [I'auteur] autorise
I'Université du Québec a Montréal a reproduire, diffuser, préter, distribuer ou vendre des
copies de [son] travail de recherche a des fins non commerciales sur quelque support
que ce soit, y compris I'Internet. Cette licence et cette autorisation n’entrainent pas une
renonciation de [la] part [de l'auteur] a [ses] droits moraux ni a [ses] droits de propriété
intellectuelle. Sauf entente contraire, ['auteur] conserve la liberté de diffuser et de
commercialiser ou non ce travail dont [il] posséde un exemplaire.»




REMERCIEMENTS

D’abord, j’aimerais remercier Dieu et ma famille.

Jaimerais aussi adresser mes remerciements aux personnes qui m’ont apporté de 1’aide
pendant mon parcours comme étudiant de la maitrise en biologie. Je tiens 4 remercier mes
deux directeurs, Dr Tatiana Scorza et Dr Robert Moreau, qui m’ont donné du soutien avec
leurs inestimables connaissances, leur patiente et leur disponibilité. Mes remerciements
s’adressent également & Jaime Sanchez pour sa collaboration et & d’autres collégues du
laboratoire, Diane, Ester, Véronique, Hugo, Corine, Olha, Rachel, Abdallah, qui chacun a sa

maniére, a contribué au cours de la réalisation de ma maitrise.

Mereci a tous,

Nilson Jesus Quintana Chaparro




TABLE DES MATIERES

CHAPITRE I
ETAT DES CONNAISSANCES..........ccoo......

1] INERODECTIOIN: oot i it sasbt Srs o sssr Brss b § AEERE reemshierss imsds

1.1. 1. L’anémie et I’hémolyse. .......coovrenieiiiiiiicc e

1.1, 1.1, La thalass€mi€. ..o.vvevevnreirienninreisinnnesressnnsessommeseescensssann

1. 1. 2. Catabolisme de |’hémoglobine (Hb) de I’héme. .............c.coeveeninnnens,
1. 1. 2. 1. L’haptoglobine et le catabolisme d’hémoglobine (Hb) libre......
1.1.2. 2, L heéme OXYZENaS8E. . ....ovivvnerinenerireenerenenrnenereneneranerennens
1. 1. 2. 3. Autres mécanismes €boueurs d’hémoglobine/héme................

1. 1. 3. L’ostéoporose associée & 1’anémie. ...........oevreerininniiennniinnesnenenennnn

15135 1L NIETaADO ] STHIC OSSR s 5.5v057s 575, 46TaTs 6 6T 5615756 BT BTN 5 TR R AT

1. 153,14, e remodelage OSsBlKi « ssmunaiinsss sodsont binsninasss

1. 1. 3. 2. Stress oxydatif et métaboliSme 0SS€UX........c.vvvvuirereenenenannns

1. 1. 3. 3. La régulation du remodelage osseux par la HO-1......

1 2 YPOTHESES Bl CBIBETINE -1 consiers semisrnonsison mummsuamorss seswmsnasiansss

CHAPITRENl
DEMARCHE METHODOLOGIQUE............ocvuriaiinmniiiniieiesincieeencasanns

vii

ix

xii

O O 0 o 3 S~ W NN

_— e ek e
wn W NN O O

—
(o))



2. 1. MATERIEL & METHODES.......ccccuttiiiiiniiie e eitieieee st st ere e
2. 1. 1. VOIEtS in VIVO €1 €X-VIVO. .ccnnnineiiieiiiiei it s s

2. 1. 1. 1. Cultures cellulaires a partir des cellules de la moelle osseuse de

souris BALB/c injectées ou non avec ’hémine (HE)..............

2. 1. 1. 2. Marquage des précurseurs des ostéoclastes.................eonen..

2. 1.2, VOIBt @X-ViVO. ..ot e e

2. 1. 2. 1. Formation d’ostéoclastes a partir des cellules de la moelle
osseuse de souris BALB/c exposées a I’ hémine (HE)............

2. 1. 2. 2. Effet d’un traitement in vitro avec de I’hémine ( HE) sur les
fonctions de lignées d’ostéoblastes...........ccceveieenninnna

2.1.2.2. 1. Détermination de la viabilité des lignées
ostéoblastiques traitées avec de 1’ hémine (HE)....

2. 1. 2. 2. 2. Mesure de I’activité phosphatase alcaline............

2.1.2.2.3. Dosage de protéines. .........c.coocvviriririrninemmnnnen.

2.1.2.2. 4. Electrophorése sur gel de polyacrylamide en

conditions dénaturantes (SDS-PAGE) et
immunobuvardage pour la détection de la HOL......

2. 1. 2.2. 5. Production d'especes réactives de l'oxygéne (ROS)
dans les lignées ostéoblastiques exposées a
" hématne (HE) oo o

2x ik 3 AATAlYSCS SIATISHQUES R ¢ temsatananenthnbohohi s Smnan s emsss o nw i sl § Rimar bhmmaiokiss
2. 2. RESULTATS . ettoeereeeeeeeeeensessrreessnreserreareee e eeeeriereeerarereeeeeesons

2. 2. 1. Ostéoclastogenése a partir de précurseurs cellulaires exposés in vivo &
VR R ETIR T i 5 s bmenes b b ebarmerns e breremaerses. svmossss s - masts o dbrsrn bt

2. 2. 2. L’analyse phénotypique des précurseurs des ostéoclastes dans la moelle
OBBIEIZE, . <o - s sammts s s s wrmomss <6 ws Sewimmes s SweBsas STTSESS § STHSAE 5984

2. 2. 3. Ostéoclastogenese a partir de précurseurs de la moelle exposés in vitro a I'
PICHIRIEE RIS A i h e Wbl ot im0k ot SR o bosnoars 3 o sl s 4 s

2. 2. 4. Formation de colonies mésenchymales (précurseurs des ostéoblastes) a
partir de la moelle de souris injectées avec I’hémine (HE)...................

2. 2. 5. Effet de I’hémine (HE) in vitro sur la viabilité de deux lignées

iv

16
16

16

17

18

18

18

19

19
20

20

22,

22

23

23

24

26

27



OStEODIAStIQUES. ... uiteetirteeie et et e e e e a e

2. 2. 6. Effet de I’hémine (HE) sur I’activité phosphatase alcaline dans les lignées
OStEODLASTIGUES . ...\ttt it i e e e

2. 2. 7. Evaluation de l'expression de HO-1 aprés exposition 4 I’hémine (HE)......

2. 2. 8. Production d'espéces réactives de l'oxygene (ROS) chez les lignées
ostéoblastiques exposées a I’hémine (HE).........c.cccovveieiiiiiivnnnennnnen

CHAPITRE III

DISCUSSION & CONCLUSION......ccoiuiiniiniiiiiiitiiirin s

301« EARNMOLRY SR s trbive  bimmmit  admibbit tewosit i biuimisdobmbis sl bbb b mebls Mtk immsiie

3 B LIONELASSIIN, cocummessbinie s i booabis sonitiss somsbdsiotasnssbobobil n nodums s dimmisrnbsssat

BIBLIOGRAPHIE

28

29

31

32
32

39
40




Figure

1.1

1:2
1.3
1.4

2.1

22

23
24

255

2.6

27

2.8

LISTE DES FIGURES

Mécanismes de défense et élimination de 1’hémoglobine (Hb) et de [’héme
16T e o 3 T 11 T0) £

Catabolisme de 'héme par I’héme oxygénase 1 (HO-1).........cceevvvvivnnnennn
e remOUEla e O8SEH K 0050075505 0300 S5 Slibis s Biiels oo ies S e Db T b Fervrie e

Effet de ’administration de phénylhydrazine sur la masse osseuse et les
niveaux des marqueurs sériques du remodelage osseux chez des souris

Différenciation des ostéoclastes a partir des cellules de la moelle osseuse des
souris BALB/c contréles (Ctrl) et injectées avec de ’hémine (HE)...............

Analyse phenotypique des précurseurs d’ostéoclastes chez des souris
BALB/c Ctrl et injectées avec de I’hémine (HE)...........cocvvivivnniinnninnnn
Effet de I’hémine (HE) sur 1’0sté0clastogenése i Vitro......ecerevvevvrseevssersesseenns
Impact de I’hémine (HE) in vivo sur la formation ex vivo des colonies

MESEAChYMATES:: sinss st sz el v apms s ST ot Sunth b ek e s v vk s/t

Effet de I’hémine (HE) sur la viabilité des cellules ostéoblastiques MG63 et
(O N TN 7 777 ) S

Effet de I’hémine (HE) sur l’activité phosphatase alcaline des lignées
ostéoblastiques MG63 et MC3T3.....ouiiiniiiiiiniiiiiiieeenieerccenecenenenens

Expression de I’héme-oxygénase (HO)- 1 chez les lignées osteoblastiques
MG63 et MC3T3 exposées a I’hémine (HE)......covvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiinan

Niveaux d’espeéces réactives de I’oxygéne (ROS) chez les lignées
osteoblastiques MG63 et MC3T3 exposées 4 ’hémine (HE).............c..unees

Page

11

13

23

25

25

26

27

28

29

30




ARNm
BCA
BR
BV
CCPA
c-FMS
CIPA
DMSO
Fe*
Fe*

GSH

HE
Hp
Hpr
HPx

HO-1

LISTE DES ABREVIATIONS

phosphatase alcaline

acide désoxyribonucléique

acide ribonucléique messager

acide bicinchoninique

bilirubine

biliverdine

Conseil Canadien de Protection des Animaux
récepteur du facteur de stimulation de colonies de macrophages
Comité institutionnel de protection des animaux
diméthylsulfoxyde

fer sous forme ferreux

fer sous forme ferrique

glutathion réduit

hémoglobine

hémine

haptoglobine

protéine homologue de haptoglobine
hémopexine

héme-oxygenase 1

interleukine

interleukine 1

interleukine 6



IL-10

M-CSF

MTT

NF«B

OCN

OPG

PBS

PHZ

PNP

PNPP

PTH

ROS

rpm
SOx

oMEM

viii

interleukine 10

facteur de stimulation de colonies de macrophages

bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium

facteur nucléaire kappa B
ostéocalcine
ostéoprotégérine

tampon phosphate salin
phénylhydrazine
para-nitrophényl
para-nitrophénylphosphate
hormone parathyroidienne
récepteur activateur du ligand NFkB
ligand du RANK

espéce réactive d’oxygene
rotation par minute

stress oxydatif

facteur de nécrose tumorale

«Minimum essential medium alpha»



cellules/mL
g/dL

M

mg/ml
mg/kg
ng/mL

nm
Unités/mL
14

%

g

ug/mL

uM

LISTE DES SYMBOLES

cellules par millilitre
gramme par décilitre

molaire

‘milligramme par millilitre

milligramme par kilogramme
nanogramme par millilitre
nanomole

unités par millilitre

volt

pourcentage

degré celsius

microgramme par millilitre

micromolaire




RESUME

La majorité des patients souffrant de P-hémoglobinopathies développent de
’ostéoporose. Dans ces maladies, une production d’hémoglobine (Hb) anormale provoque la
lyse prématurée des érythrocytes, ce qui induit un stress hématopoiétique au niveau de la
moelle osseuse. L’hypothése la plus acceptée pour expliquer les altérations du tissu osseux
associées a ces pathologies propose que le stress hématopoiétique conduit a une hyperplasie
de la moelle osseuse et inhibe le métabolisme osseux. Nous proposons que I’héme, un
oxydant puissant libéré lors de I’hémolyse, affecte aussi la physiologie des ostéoblastes et des
ostéoclastes. Cette hypothése s’appuie sur nos résultats préliminaires montrant que I’anémie
hémolytique induite chez des souris infectées avec le parasite Plasmodium chabaudi
adami ou par injection intra-péritonéale de phénylhydrazine, entraine une perte rapide de la
masse osseuse, et diminue |’expression des marqueurs plasmatiques de résorption et de
formation osseuses. Ces résultats suggérent que I’hémolyse modifie 1’activité des ostéoclastes
et/ou des ostéoblastes, cellules impliquées dans le remodelage de I’os. Notre étude avait
comme objectif d’utiliser un modéle d’administration d’héme ferrique (hémine, HE) chez la
souris Balb/c femelle et d’évaluer I’ostéoclastogenése ex vivo, et corroboré les résultats in
vitro. Nous avions aussi comme objectif d’étudier I’impact de I’HE sur la viabilité des lignées
cellulaires ostéoblastiques (MC3T et MG63), leur capacité & exprimer ’enzyme anti-
oxydante héme oxygénase-1 (HO-1) et leurs niveaux d’espéces réactives d’oxygene (ROS).
Nos résultats confirment que I’HE in vivo améne une diminution significative du nombre
d’ostéoclastes différenciés, ainsi qu’une réduction du nombre des précurseurs dans la moelle
osseuse. De plus, nous avons observé une réduction du nombre de colonies de cellules
mésenchymateuses provenant des cellules de la moelle des souris injectées avec I’HE. Chez
les lignées ostéoblastiques, ’'HE a diminué la viabilité¢ cellulaire et I’activit¢ de la
phosphatase alcaline (ALP), en plus d’induire 1’expression d’HO-1 chez les deux lignées
cellulaires et la production de ROS. Dans I’ensemble, nos résultats confirment une
modification importante de la physiologie des cellules de I’os par I’HE.

Mots clés : Hémine, ostéoblastes, ostéoclastes, stress oxydatif.




PROBLEMATIQUE

L'anémie hémolytique est définie comme une condition dans laquelle le nombre
d’érythrocytes en circulation chute dit a leur lyse prématurée et dans des proportions qui
dépassent leur remplacement. Ces conditions peuvent étre héréditaires ou déclenchées par des
mécanismes immunitaires, des infections (malaria), des hémorragies aigués suite a des
traumatismes, des lésions induites par des drogues ou d'autres agents chimiques. Le
renouvelement des érythrocytes manquants a lieu dans la moelle osseuse, dans une tentative
de maintenir la production d'érythrocytes prématurément détruits, ce qui conduit 4 une
hyperplasie de cet organe hématopoiétique primaire. Cette hyperplasie est souvent
mentionnée comme étant a 1’origine du développement de 1’ostéoporose. La destruction des
érythrocytes entraine une augmentation des niveaux d’héme libre (oxydé par la suite en héme
ferrique ou hémine, HE) dans 'organisme. L’HE est une molécule hautement oxydante, qui
induit la production des espéces réactives d'oxygeéne (ROS) et déclanche un stress oxydatif
(SOx). Les patients avec des maladies comme la beta-thalassémie et 1'anémie falciforme,
caractérisées par la perte constante d'érythrocytes, développent de 1’ostéoporose (Baldanzi et
al.,, 2011 ; Sarrai et al., 2007), et cette pathologie osseuse est aussi associée & des SOx
(Walter et al., 2006). En conditions normales, I’HE libérée par la lyse des érythrocytes est
catabolisée en biliverdine, en monoxyde de carbone (CO), et en fer (Fe**) par I’enzyme HO-
1. 11 est aussi connu que l’activité des cellules chargées du remodelage de l'os, les
ostéoclastes et ostéoblastes est modulée par I’activité de I’HO-1 (Lin et al., 2010 ; Zwerina et
al., 2005) et ces cellules sont aussi sensibles au SOx (Almeida et al.,, 2010; Sanchez-
Rodriguez et al., 2007; Srinivasan et al., 2010). Ainsi, nous émettons I’hypothése que I'HE
libre pourrait étre responsable des altérations du métabolisme osseux. Le présent projet vise &
documenter les effets de I’HE sur la différenciation des ostéoclastes in vivo/ex-vivo et in
vitro, ainsi que la viabilité, le potentiel de différenciation des ostéoblastes et 1’expression de

la HO-1 comme réponse de protection chez les ostéoblastes.




CHAPITRE I

ETAT DES CONNAISSANCES
1. 1. INTRODUCTION
1. 1. 1. L’anémie et ’hémolyse

L’anémie est une condition d'importance en santé publique, et affecte un nombre élevé
de personnes dans le monde (WHO, 2002). L'organisation mondiale de la sant¢ (OMS)
définit I’anémie comme toute condition associée a une concentration d’Hb inférieure & 12
g/dl chez les femmes et a 13 g/dl chez les hommes (WHO 2001). L'anémie hémolytique
comprend un groupe de troubles hémolytiques intravasculaires et extravasculaires qui
provoquent la diminution du nombre des érythrocytes en circulation. Contrairement a
I’anémie non-hémolytique (due & une carence en fer par exemple), le taux de survie des
érythrocytes dans le sang périphérique (entre 90 et 120 jours chez 1’étre humain) est diminué
dans l'anémie hémolytique. Il existe plusieurs types d'anémies hémolytiques et ces derniéres
sont classées selon la cause de la destruction prématurée des érythrocytes. Le défaut peut étre
au niveau des érythrocytes eux-mémes et associé & des anomalies de 1’hémoglobine (Hb) (B
hémoglobinophaties). Aussi, I’hémolyse peut étre causée par des facteurs extrinséques tels
une réponse anormale du systéme immunitaire, la formation de caillots dans les petits
vaisseaux sanguins, certaines infections et les effets secondaires de certains médicaments
(céphalosporines, anti-inflammatoires non stéroides, la pénicilline et ses dérivés,

phenazopyridine, quinidine, 1évofloxacine) (Mintzer ef Billet, 2009).

1. 1. 1. 1. La thalassémie

La thalassémie constitue un groupe de maladies & large spectre qui se manifestent par
de simples anomalies asymptomatiques jusqu'a une anémie sévere et fatale. L'Hb adulte se
compose de quatre chaines polypeptidiques : deux chaines alpha (o) et deux chaines beta (B).
Il existe deux copies du geéne qui code pour les chaines a de I'Hb (HBAIL et HBA2), situées

sur le chromosome 16 chez ’humain. Le géne codant pour les chaines p (HBB) est situé sur




le chromosome 11. Chez des individus normaux, la synthése de 1’a globine est assurée par
quatre génes dont deux copies se retrouvent sur le chromosome 16. Ce génotype correspond a
la nomenclature ao/ac. La forme o de la thalassémie peut provenir de la suppression de
I’expression de l'un (<o) ou des deux génes (-/-) du chromosome. A d’autres occasions, des
mutations ponctuelles dans des régions critiques peuvent provoquer la synthése de protéines
non fonctionnelles et le génotype est désigné o’a (Harteveld e Higgs, 2010). Cette forme de
globine a entraine un exces de chaines B et correspond & une anémie non-hémolytique qui est
associée a un transport déficient de I’oxygeéne et a I’hypoxie. De fagon réciproque, dans la -
thalassémie, des mutations peuvent étre responsables de la suppression de 1’expression des
chaines B, en altérant les sites d'épissage et en empéchant la suppression des introns, et des
mutations dans le site accepteur de poly-A qui affectent la maturation et la stabilité de
I'ARNm. Dans ce cas, l'exces de chaines o forme des agrégats insolubles qui s’attachent a la
membrane des érythrocytes et causent leur lyse, provoquant 1'anémie hémolytique (Galanello

et Origa, 2010).

1. 1. 1. 2. 1.’anémie falciforme

L’anémie falciforme est une maladie héréditaire qui se caractérise par l'altération de
I'Hb. L'allele S est une version anormale du geéne codant pour la chaine B de 1'Hb. Cette
mutation est responsable de la synthése de chaines p dont un acide glutamique en position 67
est remplacé par une valine. L'Hb qui en résulte, appelée HbS (hémoglobine S pour « Sickle-
cell disease », dénomination anglaise de la maladie), posséde la structure alpha2f2S, et se
distingue de 'Hb A normale, par sa mobilité électrophorétique plus lente, mais surtout par
l'insolubilité de sa forme désoxygénée, qui cristallise facilement. Cela forme de longues
fibres qui déforment 1’érythrocyte en lui faisant perdre son élasticité. Ces érythrocytes
déformés vont obstruer les capillaires et provoquer une ischémie par manque d'apport
d'oxygéne dans les tissus plus affectés. Les érythrocytes affectés sont plus fragiles et leur

rupture conduit a l'anémie de type hémolytique (Kohne, 2011).

1. 1. 2. Catabolisme de ’hémoglobine (Hb) de ’héme

Tel que décrit ci-dessus, les maladies hémolytiques se caractérisent par une

destruction importante des érythrocytes. Dans des conditions normales, seulement 10-20%




des érythrocytes subissent une hémolyse et libérent de I'Hb. En condition normale, 1'Hb se
trouve essentiellement a l'intérieur des globules rouges (13.5 a 17.5 g/dl chez I'homme et 12.5
215.5 g/dl chez la femme). A 1’extérieur de 1’érythrocyte, I’Hb est toxique d 4 la capacité de
ses groupes héme a participer & des réactions chimiques qui entrainent la génération de

radicaux libres.

L'Hb humaine est constituée de quatre chaines identiques deux & deux : deux chaines
a de 141 acides aminés chacune et deux chaines B de 146 acides aminés chacune. Chaque
chaine est associ¢e & un groupement prosthétique, 1’héme. L’héme est composé d’un cycle
hétérogene porphyrique (noyau tétrapyrrolique) et d’un atome de fer sous forme d’ion, qui est
le site de fixation de l'oxygéne. Physiologiquement, I'Hb contenue dans les érythrocytes
sénescents est éliminée par les macrophages. Les érythrocytes mourants expriment fortement
des molécules telles que la phosphatidylsérine sur le feuillet externe de la membrane
plasmique (phénomene connu comme eryptosis), ce qui permet leur reconnaissance et leur
élimination par phagocytose. Cette reconnaissance se fait par intermédiaire du récepteur
B2GP1 (Balasubramanian et al, 1997), et I’internalisation et dégradation des érythrocytes
sénescents se produisent de maniére ordonnée sans provoquer une réponse inflammatoire

(Foller et al., 2008).

1. 1. 2. 1. I.’haptoglobine et le catabolisme de I’hémoglobine (Hb) libre

Au cours du processus d’élimination des érythrocytes sénescents par les
macrophages, la composante protéique de I'Hb est catabolisée en acides aminés pour étre
recyclés (Kumar et Bandyopadhyay, 2005). Le principal mécanisme d’internalisation et de
dégradation de I'Hb libre lors de 1’hémolyse implique les protéines plasmatiques :
haptoglobine (Hp) et le récepteur éboueur des monocytes/macrophages CD163. L’Hp est une
glycoprotéine abondante (0,45-3 mg/ml dans le plasma) produite par les hépatocytes. Les
concentrations d’Hp dans le plasma augmentent au cours de la phase aigu€ d’inflammation
suite & une réponse aux interleukines (IL) pro-inflammatoires (IL-6 et IL-1) (Carter et
Worwood, 2007). A I’opposé, les niveaux circulants d’Hp chutent radicalement lors des
épisodes hémolytiques car le complexe Hb-Hp est internalisé et dégradé. Ce complexe est
reconnu par les monocytes et macrophages, qui expriment le récepteur CD163. L’expression

de ce récepteur est régulée par les IL-6 et IL-10. Une fois internalisées par les phagocytes, les




molécules de globines sont dégradées dans les lysosomes et 'héme libéré est dégradé en

composés moins toxiques par 'HO-1 cytosolique (Nielsen et al., 2010) (Figure 1.1).

1. 1. 2. 2, 1.’héme oxygénase

L’HO est une enzyme ayant un réle majeur contre le SOx induit par I'héme. Cette
enzyme décompose l'anneau porphyrinique pour produire des quantités équimolaires de
biliverdine (BV), de fer libre (Fe’") et de monoxyde de carbone (CO). La bilirubine (BR)
insoluble produite a partir de BV par la biliverdine réductase, est libérée dans le plasma par
les macrophages, ou elle est captée par 1’albumine, pour ensuite étre acheminée via la
circulation sanguine au foie et ensuite internalisée par les hépatocytes, ou elle est rendue
soluble par conjugaison avec une molécule d'acide glucuronique. Ce complexe est ensuite
excrété dans la bile (Sarady-Andreews et al., 2005).

A ce jour, trois isoformes de HO ont été identifiés (HO-1, HO-2 et HO-3). Ce sont
des produits de différents genes et la régulation de leur expression différe grandement entre
les différents types de cellules, et selon les tissues. L’isoforme HO-1 fonctionne comme une
réponse antioxydante et est directement impliqué dans la dégradation de 'h¢me (Figure 1.2).
Les isoformes HO-2 et HO-3 fonctionnent comme premiére ligne de défense contre les
agressions oxydatives/inflammatoires. L’isoforme HO-2 est fortement exprimé dans le

cerveau et les testicules, et protége les neurones contre le SOx (Regan et al., 2004).
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Figure 1.1 : Mécanismes de défense et élimination de I’hémoglobine (Hb) et de
’héme lors de I’hémolyse. Les sous-unités (a2p2) de I’'Hb libérée, qui contiennent le Fe’',
se désagrégent spontanément en diméres Hb (ap). En présence de ROS, I’HbFe?* est oxydée
en HbFe® (metHb); la forme HbFe* intermédiaire est également générée et cause une
réponse inflammatoire. Dans des conditions homéostatiques, I’HbFe** est captée par
'haptoglobine (Hp), mais au cours de I’hémolyse, I’'Hp s’épuise et I’héme est libéré, une
partie duquel est capté par hémopexine (HPx) et I'albumine. L'héme qui entre en contact avec
les cellules est dégradé par I'HO-1. L'héme libre favorise la production de ROS qui exacerbe
l'oxydation de I’HbFe?, conduisant finalement & des dommages oxydatifs (Ferreira et al
2008).

L'expression du géne codant pour I’HO-1 est fortement induite par l'hypoxie, le
peroxyde d’hydrogéne (H,0,), 'héme et 1’épuisement de glutathion cellulaire. L'HO-1 joue
un rdle clé dans les mécanismes antioxydants, cyto-protecteurs et anti-inflammatoires. La
dégradation de I’héme par ’HO-1, les actions de signalisation du CO, les propriétés

antioxydantes de la BV, BR, et la séquestration du fer libre par la ferritine sont considérés




comme des effets anti-inflammatoires déclenchés par la HO-1. La molécule de CO semble
étre responsable de la plupart des actions anti-inflammatoires de I’HO-1. Dans les
macrophages, le CO inhibe la production de cytokines pro-inflammatoires, tel le facteur de

nécrose tumorale o (TNF-a) (Otterbein et al., 2000).
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Figure 1.2 : Catabolisme de I'héme par ’héme oxygénase 1 (HO-1). L’HO-1 catalyse la
premiére étape de la dégradation oxydative de 'héme libre ce qui produit le CO, le fer ferreux
(Fe™), et la BV. La BV formée par cette réaction est ensuite transformée en BR par la
biliverdine réductase, et le Fe** est rapidement capté par la ferritine et recyclé pour la
synthése de 'héme. Tirée de Kumar et Bandyopadhyay, 2005.

Le CO supprime également l'expression d'enzymes pro-inflammatoires, telles que
I’oxyde nitrique synthase inductible et la cyclo-oxygénase-2 (Suh ez al, 2006). Les effets
anti-inflammatoires de la BV se manifestent par une diminution de l'infiltration leucocytaire
et la prolifération plus faible des cellules T (Ollinger ef al., 2007). La BR inhibe l'activation
des cellules endothéliales par la suppression d’E-sélectine et 1’expression de la molécule 1
d'adhésion des cellules vasculaires (Soares ef al, 2004). Les effets de BV/BR semblent
associés a I’inhibition du facteur nucléaire kappa B (NF-kB), un facteur de transcription

strictement nécessaire a la transcription des génes pro-inflammatoires (Sarady-Andrews et

al, 2005). Le fer est une molécule extrémement pro-oxydante qui peut induire de




I’inflammation et son action est limitée par la ferritine, une protéine induite par ’'HO-1 qui

séquestre le fer (Pae er Chung 2009).

1. 1. 2. 3. Autres mécanismes éboueurs d’hémoglobine/hé¢me

Une autre protéine plasmatique, la protéine homologue de I’Hp (Hpr), a ét€ identifiée
comme une protéine liant I’Hb. En raison de la plus forte concentration de I’Hp dans le sang
par rapport & I’Hpr (40 pg/ml dans le sérum), la participation de I’Hpr est minimale dans des
circonstances normales, mais dans le cas d'hémolyse massive, I’Hpr contribue a inactiver 'Hb
sans amener pourtant d son internalisation par les monocytes/macrophages (Carter et al,
Worwood, 2007).

L’ Hb libérée a la suite de la destruction des cellules du sang se brise spontanément en
dimeres (Hbaf) qui, en présence de ROS, sont oxydés a 1'état ferrique Fe** (Winterbourn,
1985). Dans des conditions normales, 1'Hb est capturée par 1’Hp. Mais durant I’anémie
hémolytique, les quantités d’Hp décroissent fortement, et une portion de I’héme est libre dans
le plasma (Carter ez Worwood, 2007). L'héme libre est capté avec une grande affinité par
I’hémopexine (Hpx), une protéine plasmatique qui se retrouve a des concentrations de 4,0-5,0
g/L. Par la suite, le complexe Hpx-héme s'attache au récepteur CD91 qui permet son
internalisation par les hépatocytes (Ascenzi et Fasano, 2007). Dans les états d’anémie
hémolytique, les niveaux d’Hpx disponibles sont faibles a cause de la saturation des
molécules disponibles. A ce stade, l'albumine peut lier I'héme libre et peut contrer
temporairement ses effets pro-oxydants (Figure 1.1). Le glutathion réduit (GSH),
extracellulaire, joue également un réle important dans le mécanisme de détoxification de
I'héme. Le GSH offre une protection contre le SOx induit par I'héme en dégradant 'héme
directement et en piégeant les ROS générés. Le GSH est capable de dégrader I'héme en
solution a un pH optimum de 7. La dégradation de 1'héme dépend de la présence d'oxygene et
des concentrations de GSH. (Ballatori ez al, 2009). En présence de concentrations
importantes d’héme libre, la production de ROS est aussi importante et cause des dommages

oxydatifs (Ferreira et al., 2008).

Les mécanismes décrits ci-dessus interviennent en réponse aux épisodes

hémolytiques caractéristiques des maladies comme la thalassémie, 1’anémie falciforme et la




malaria. Ces mécanismes jouent un r6le important dans le contrdle du SOx induit par 1'Hb et
I'héme libre. 11 est évident que ces stratégies s’aveérent insuffisantes pour éliminer I’héme
libéré, étant donné que dans ces conditions, les concentrations d’héme libre, non lié & des
protéines plasmatiques, excédent 20 uM (Arruda et al., 2004). L’héme est un agent oxydant
fort, impliqué dans 1’induction du SOx chez les patients avec des anémies hémolytiques
(Phumalaa, et al 2003). Les concentrations d'héme supérieures & 1uM peuvent étre toxiques
pour la plupart des cellules, car I'néme catalyse la production de ROS formant des radicaux
libres qui sont générés dans la réaction de Fenton (H,0, + Fe¥’— Fe** + OH™ + OH) (Jomova

et Valko, 2011).
1. 1. 3. L’ostéoporose associée a ’anémie

L'ostéoporose est une maladie associée a une diminution de la masse osseuse, ce qui
entraine une fragilité des os et des fractures (Anapliotou et al., 1995). Chez les patients avec
de l'anémie hémolytique, le développement de l'ostéoporose résulterait de la perte prématurée
des cellules sanguines (Baldanzi et al, 2011; Galanello ef Origa, 2010; Sarrai et al., 2007;
Voskaridou et al., 2009). Cette ostéoporose a été liée a des facteurs tels que 1’érythropoiése
accrue (Mahachoklertwattana ef al., 2006), et les effets néfastes du SOx sur les ostéoblastes
(Barbagallo et al., 2010) et sur ’ostéoclastogenese (Lin et al., 2010;. Zwerina et al., 2005).

Tous ces facteurs renforcent la relation étroite qui existe entre les deux maladies.
1. 1. 3. 1, Métabolisme osseux

Le systéme squelettique est constitué des os et du cartilage. Il occupe deux fonctions
majeures. La premiére fonction, plut6t mécanique, en est une de protection et de support des
organes vitaux de méme que de points d’attache des muscles du corps. La deuxiéme fonction
en est une métabolique puisque I’0s sert de réserve d’ions calcium (Ca*) et phosphate (POy)
nécessaires au maintien de I’homéostasie de 1’organisme (Hadjidakis e Androulakis, 2006).
L’0s est une structure complexe et dynamique. A I’image des autres tissus conjonctifs, des
cellules spécialisées, désignées ostéoclastes et ostéoblastes, sont dispersées a I’intérieur d’une

matrice riche en constituants intercellulaires.



1.1. 3. 1. 1. Tissu osseux

La matrice osseuse, appelée ostéoide, comprend environ 25% d’eau, 25% de fibres
protéiques comme le collagéne et 50% de cristaux minéraux, principalement
d’hydroxyapatite (Ca;o(PO4)s(OH),;) (Hadjidakis et Androulakis, 2006). Deux types d’os
peuvent étre distingués: 1’os cortical (ou compact) et I’os trabéculaire (ou spongieux)
(Hadjidakis et Androulakis, 2006).

L’os cortical, qui représente environ 80% du squelette, est majoritairement retrouvé
dans les os longs (Holz et al., 2007). 1l est plus dense et compact, présente un faible taux de
remodelage et est résistant aux torsions (Hadjidakds et Androulakis 2006). Pour sa part, I’os
trabéculaire est majoritairement situé aux extrémités des os longs et dans les vertebres. Il

présente un taux de remodelage élevé, est moins dense et plus élastique (Holz, et al., 2007).

1. 1. 3. 1. 2. Les ostéoclastes

Les ostéoclastes sont les cellules responsables de la dégradation ou résorption de la
matrice osseuse. Ces cellules sont multinucléées et de grande taille, et occupent une cavité
appelée lacune de résorption, attachées fermement & la matrice osseuse. Les ostéoclastes sont
formés par la fusion de plusieurs cellules mononucléées dérivées de la lignée monocytaire
(Wilson et al., 2009). Les ostéoclastes se caractérisent par leur membrane plissée, en forme
de brosse, par laquelle ils adhérent a la surface de l'os au moyen d'intégrines. Le processus de
résorption osseuse requiere la libération de protéases dans le microenvironnement délimité
par la membrane plissée. Ce microenvironnement est maintenu & un pH acide par le transport
de protons généré par une pompe 2 protons, un échangeur Na'/H' et I'anhydrase carbonique
(Boyce et al., 2009). Ce faible pH permet la dissolution des cristaux d’hydroxyapatide et

assure une activité optimale des enzymes protéolytiques.

Les enzymes lysosomiales des ostéoclastes, impliquées dans le processus de
dégradation de la matrice osseuse, sont des cystéine-protéases comme la cathepsine et la

phosphatase acide tartrate-résistante (cette derniére est utilisée comme marqueur du
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phénotype ostéoclastique). La formation des ostéoclastes est régulée par les hormones

parathyroidienne (PTH) et calcitonine, ainsi que par I’TL-6.
1. 1. 3. 1. 3. Les ostéoblastes

Les ostéoblastes sont les cellules responsables de la formation de 1'os. Les ostéoblastes
proviennent des cellules ostéoprogénitrices de la moelle osseuse, les cellules mononucléées
dérivées de cellules mésenchymateuses (Boyce et Xing, 2008). Ces cellules
ostéoprogénitrices expriment le facteur de transcription Cbfal/Runx2. Lorsque les cellules
ostéoprogénitrices entreprennent leur différenciation, elles expriment différents composants
du tissu osseux incluant le collagéne de type I, I’ALP, I’ostéocalcine, 1’ostéonectine, etc.
Ainsi, les ostéoblastes sont des cellules osseuses spécialisées a produire la matrice
particuli¢re qui constitue 1'os. Les ostéoblastes conservent leur capacité a se répliquer et a
produire la matrice osseuse jusqu'au moment ou ils se retrouvent entourés par cette matrice et
passent & un état de quiescence, alors appelés ostéocytes, ou ils assurent un réle de maintien

du tissu osseux (Kobayashi e Kronenberg, 2005).
1. 1. 3. 1. 4. Le remodelage osseux

L'activation des ostéoclastes est régulée par plusieurs signaux moléculaires, dont le
RANKL (le ligand du récepteur activeur du facteur nucléaire kB). Cette molécule stimule le
RANK, une protéine de surface des pré-ostéoclastes. Le RANKL est une molécule
importante du métabolisme osseux, qui s’exprime a la surface des ostéoblastes, Sa principale
fonction est l'activation des ostéoclastes (Kearns et al., 2008). La surproduction de RANKL
est impliquée dans une grande variété de maladies dégénératives du tissu osseux, comme
l'arthrite rhumatoide ou l'arthrite psoriasique (Findlay et al., 2008). Dans ces cas, 'activation
des lymphocytes T induit I'expression du gene de RANKL chez les osteoblastes et entraine

un accroissement de l'ostéoclastogenése et la résorption du tissu osseux (Graham et al.,
2009)(Figure 1.3).

Le RANK est une protéine homotrimérique transmembranaire qui fait partie de la
superfamille des récepteurs du TNF. Cette protéine est exprimée dans plusieurs tissus, et plus

particuliérement par les précurseurs des ostéoclastes. Lorsque le RANKL active RANK, il y a
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activation de la kinase anti-apoptotiques AKT/PKB & travers un systéme complexe de

signaux qui implique les kinases Src et TRAF6, ce qui indique que cette protéine peut étre

aussi impliquée dans la régulation de l'apoptose (Mizukami et al., 2002).
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Figure 1.3:Le remodelage osseux. Le remodelage osseux débute lorsque les cellules
souches myéloides se différencient en ostéoclastes et résorbent la matrice osseuse. Par la
suite, les cellules mononucléaires terminent la préparation de la surface osseuse et les
ostéoblastes débutent la synthése d’une nouvelle matrice. Celle-ci devient par la suite
minéralisée, et les cellules deviennent des ostéocytes, ce qui compléte le cycle de remodelage
(Kapinas et Delany, 2011 ).

L'ostéoprotégérine (OPG) est connue comme un facteur d’inhibition de
l'ostéoclastogenese. Cette molécule est aussi un membre de la superfamille du facteur
récepteur tumoral de nécroses 11B (Simonet et al, 1997). L’OPG est sécrétée par les
ostéoblastes et agit comme récepteur pour le RANKL (Schoppet et al, 2004) ce qui
I’empéche de se lier a RANK sur les pré-osteoclastes. Ce récepteur peut réduire la production

des ostéoclastes par l'inhibition de la différenciation des précurseurs.

Le facteur de stimulation de colonies de macrophages (M-CSF) est une cytokine
sécrétée entre autre par les ostéoblastes, qui active les cellules hématopoiétiques de la lignée
monocytes-macrophages (Hodge ef al, 2011). A partir de cellules souches totipotentes

hématopoiétiques, le facteur de transcription PU.1, avec le M-CSF, entrainent l'engagement
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de cellules souches communes vers la lignée des macrophages et des ostéoclastes. Le M-CSF
stimule la prolifération des précurseurs ostéoclastiques et augmente l'expression de RANK,
tandis que le PU.1 régule positivement la transcription de c-FMS, le récepteur du M-CSF.
Avec l'expression de c-FMS et des récepteurs RANK, les précurseurs sont pleinement

engagés vers la diferentiation ostéoclastique (Glantschnig et al., 2003; Hodge, 2011).
1. 1. 3. 2. Stress oxydatif et le métabolisme osseux

Le SOx représente un déséquilibre entre la production et 1’élimination de ROS et la
capacité d'un systéme biologique a détoxifier les intermédiaires réactifs ou a réparer les
dommages causés. La perturbation de l'état normal d'oxydoréduction des cellules peut
provoquer des effets toxiques a travers la production de peroxydes et de radicaux libres qui
endommagent les composants cellulaires, incluant les protéines, les lipides et l'acide
désoxyribonucléique (ADN). Certaines formes de ROS peuvent méme agir comme messagers
par un phénomene appelé signalisation redox (Touyz, 2004). Dans le remodelage osseux, le
SOx a été identifié comme étant la cause de l'inactivation possible de I'expression de RANK-
L et RANK (Forman et Torres, 2002). D'autre part, le SOx a également été impliqué comme
élément régulateur de la fusion des ostéoclastes dépendant de la nicotinamide adénine
dinucléotide phosphate (NADPH) oxydase (Quinn et Schepetkin, 2009). Sanchez-Rodriguez
et collaborateurs ont fait un inventaire de différents marqueurs du SOx chez les patients
atteints d'ostéoporose, et ont constaté que les SOx sont des facteurs de risque pour

l'ostéoporose (Sanchez-Rodriguez ef al,. 2007).

Une étude préliminaire réalisée par T. Scorza et R. Moreau a révélé une chute
importante des marqueurs sériques de résorption et formation osseuses chez des souris
BALB/¢ soumises & une anémie hémolytique par injection de phénylhydrazine (PHZ) (Figure
1.4). La chute des marqueurs de formation étaient plus marquées que celle associée a
Pactivité des osteoclastes, menant & un niveau de remodelage en faveur de la resorption.
Comme ces altérations n’étaient pas observées suite a l’induction d’une anémie sans
hémolyse par saignement, les chercheurs ont émis ’hypothése que 1’héme libre affecte les

cellules remodelatrices de 1°0s, ainsi que la fonction hématopoiétique de la moelle osseuse .
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Au niveau de I’0s, une réduction du volume trabéculaire chez les souris exposées a
I'hémolyse aigu€ par rapport aux souris saignées, suggére que I'hémolyse exerce un stress
distinct du saignement dans la moelle de l'os et peut contribuer & l'ostéoporose par un
mécanisme indépendant de I’hyperplasie associée & une production accrue d’érythrocytes

(Moreau et al., 2012).
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Figure 1.4 : Effet de ’administration de phénylhydrazine sur la masse osseuse et les |
niveaux des marqueurs sériques du remodelage osseux chez des souris BALB/c. A) La
densité de la masse osseuse est exprimée en pourcentage du volume osseux (BV) sur le
volume total (TV). Le sérum des souris traitées a la phénylhydrazine (PHZ) et des souris
naives a été utilisé pour le dosage par ELISA du marqueur de résorption osseuse, I’isoforme
5b de la phosphatase acide résistante au tartrate (TRAP5b) et du marqueur de formation
osseuse, 1’ostéocalcine (OCN). L’injection de PHZ entraine une diminution de la masse
osseuse, ainsi qu’une inhibition importante du remodelage osseux (test T de Student
**%P<0.001, n>5) (Moreau et al., 2012).

1. 1. 3. 3. La régulation du remodelage osseux par la HO-1

L'activité de I’HO-1 a été étudiée dans différents organismes et processus métaboliques
tel que décrit ci-dessus. On attribue a cette enzyme un réle dans le métabolisme osseux
comme inhibitrice de l'ostéoclastogenése (Zwerina et al., 2005). Ces auteurs ont trouvé que
l'induction de I’HO-1 dans les cellules spléniques contribue & une diminution de la formation
des ostéoclastes, & une augmentation de 1’expression d’HO-1 dans les cellules mononucléées

et & une absence dans les cellules multinucléées (Zwerina et al., 2005). L'activité de I’HO-1 a
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également été évaluée dans les ostéoblastes et des études montrent qu’une augmentation de
I’expression d’HO-1 entraine une diminution des niveaux d’ARNm des marqueurs
ostéoblastiques tels I’ALP, I’OCN et du facteur de transcription « Runt-related transcription
factor 2 (RUNX2) » dans des cultures cellulaires de la moelle osseuse (Lin et al., 2010).
Toutefois, Barbagallo et collaborateurs ont constaté que 1’augmentation de 1’expression
d’HO-1 est associée a une augmentation de la formation d’ostéoblastes a partir de cellules
souches mésenchymateuses (Barbagallo et al, 2010). Dans ’ensemble, ces résultats

suggérent une relation étroite entre le métabolisme osseux et I HO-1.
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1.2. HYPOTHESES ET OBJECTIFS

La réduction de la masse osseuse et la chute des niveaux sériques de marqueurs de
métabolisme osseuse en condition d’anémie hémolytique mesurées lors de nos études
préliminaires nous incitent & proposer une corrélation entre la protoporphyrine héme et les
perturbations du mécanisme de remodelage osseux. Notre hypothése est que ’héme libéré
lors de conditions hémolytiques inhibe le remodelage osseux et cause une baisse dans
Iactivité des ostéoblastes et ostéoclastes. Dans le contexte de cette hypothése nous avons
étudié in vivo et in vitro l'effet de ’HE, en utilisant des lignées cellulaires ostéoblastiques et
des cellules de la moelle osseuse de souris. Le présent projet de recherche a été réalisé selon

les objectifs suivants:

1. Ftudier les effets de I’injection d’HE sur la différenciation des ostéoclastes & partir de

précurseurs de la moelle osseuse de souris BALB/c in vivo.

2. Ftudier les effets de ’ajout in vitro ’HE sur la différenciation des ostéoclastes & partir

de précurseurs de la moelle osseuse de souris BALB/c.

3. En utilisant des lignes d’ostéoblastes (MG63 et MC3T3), évaluer in vitro 'impact de
I’HE sur leur viabilité, I’expression de ’'HO-1 comme un mécanisme de protection et les

niveaux de ROS.




CHAPITRE I

DEMARCHE METHODOLOGIQUE

2.1. MATERIEL & METHODES
2. 1. 1. Volets in vivo et ex-vivo

2. 1. 1. 1. Cultures cellulaires a partir des cellules de la moelle osseuse de souris BALB/c

injectées ou non avec I’ hémine (HE)

Le protocole expérimental utilisé a été¢ approuvé par le Comité institutionnel de
protection des animaux (CIPA) (protocole 0611-725-1011) et a été réalisé en conformité avec
les lignes directrices du Conseil Canadien de Protection des Animaux (CCPA), du

gouvernement de Canada.

Afin d’étudier les effets de I’HE sur la différenciation des ostéoclastes a partir de
précurseurs de la moelle osseuse, des souris BALB/c (provenant de Charles River) de 6 & 8
semaines d'dge ont été injectées avec de I’HE (Sigma) par la voie intra-péritonéale a une
concentration de 10 mg/kg de poids corporel. Cette concentration a été utilisée car elle se
retrouve la gamme de concentrations d’héme intracellulaires présentes dans des conditions
pathologiques. I’HE a été administrée trois fois par semaine, chaque deux jours, pendant
deux semaines. Des souris contrdles ont été injectées avec un volume comparable de tampon
phosphate salin (PBS: 137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na,HPO-2H,0 et 2 mM
KH,PO,, pH 7,4) servant de véhicule pour I’HE.

Les souris ont ét¢ sacrifiées aprés deux semaines de traitement et les cellules de la
moelle oseuse ont été prélevées par dissection des tibias et femurs, et centrifugation. Les
cellules ont été ensemencées dans des pétris de 100 mm (Sarstedt) et incubées dans du milieu

« Minimum essential medium alpha» (¢MEM, Invitrogen) supplémenté avec 10% de sérum
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bovin feetal (FBS, PAA) et antibiotiques (pénicilline 100 unités/ml et streptomycine 100
pg/ml) (Hyclone). Apres 24 heures, les cellules non adhérentes ont été retirées des contenants
de culture et les cellules adhérentes ont été conservées en culture dans du milieu complet
oMEM durant 15 jours, avec des changements périodiques de milieu chaque 5 jours. Par la
suite, les cellules ont été fixées au méthanol et colorées au Giemsa, et le nombre de colonies

cellulaires a été déterminé par dénombrement au microscope optique.

Les cellules non adhérentes récupérées ont été resuspendues dans le milien cMEM
supplémenté avec 10% de FBS 4 une concentration de 1x10° cellules/ml, et 200 pl de cette
suspension ont ét¢ ensemencés dans des puits d’une plaque de 96 puits (Costar). Pour
stimuler la formation d’ostéoclastes a partir des précurseurs, les cellules non-adhérentes de la
moelle osseuse ont été traitées avec du M-CSF (50ng/ml) et du RANK-L (100 ng/ml)
(eBioscience). Les cellules ont été gardées en culture pendant 7 jours avec un changement du
milieu de culture supplémenté avec le M-CSF et le RANKL apres 3 jours. Au septiéme jour,
le milieu de culture a été retiré et les cellules ont été rincées avec du PBS. Par la suite, les
cellules ont été fixées et 1’activité TRAP a été détectée en utilisant la trousse de Sigma selon
les recommandations du fournisseur. Les cellules avec plus de trois noyaux colorées pour
I’activité TRAP (TRAPS5+), correspondant aux ostéoclastes différenciés ont été ensuite

comptées.
2. 1. 1. 2. Marquage des précurseurs des ostéoclastes

Nous avons caractérisé les cellules provenant de la moelle osseuse qui agissent comme
précurseurs des ostéoclastes. Une fraction des cellules provenant de la moelle osseuse des
souris contrble et traitées avec I’HE a été marquée avec des anticorps anti CD11b-FITC en
combinaison soit avec un anticorps anti-RANK-PE ou anti-M-CSFr-PE (Invitrogen,
Burlington, Canada). Les niveaux d’expression de RANK et du récepteur pour le M-CSF
(correspondant 4 la fluorescence moyenne, Gmean) parmi les cellules positives pour CD11b
(CD11b+, précurseurs d’ostéoclastes) ont été estimés par cytométrie de flux (FACScan
Becton Dickinson, Oakville, Canada). Les données ont été analysées & 1’aide du logiciel
WinMDI version 2.6.
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2. 1. 2. Volet ex-vivo.

2. 1. 2. 1. Formation d’ostéoclastes a partir des cellules de la moelle osseuse de souris

BALB/c exposées a I’ hémine (HE)

Afin de confirmer I’étude avec les cellules de la moelle provenant de souris injectées
avec I’HE, nous avons évalué l’effet de 1’ajout d’HE sur la différenciation in vitro des
ostéoclastes a partir de précurseurs de la moelle osseuse de souris BALB/c naives. Des souris
femelles de 6 a 8 semaines d'age ont été sacrifiées et les cellules de la moelle osseuse ont été
prélevées par dissection. Les cellules ont été ensemencées dans des pétris de 100 mm et
incubées dans du milieu aMEM supplémenté avec 10% de FBS et antibiotiques (pénicilline
10 unités/ml et streptomycine 10 pg/ml). Apres 24 heures, les cellules non adhérentes ont été
récupérées et amenées & une concentration de 1x10° cellules/ml, et 200 il de cette suspension
ont été ensemencés dans des puits d’une plaque de 96 puits. Les cellules non-adhérentes de la
moelle osseuse ont été stimulées avec du M-CSF (50 ng/ml) et du RANK-L (100 ng/ml) en
absence ou présence d’HE (25 pg/ml). Les cellules ont été gardées en culture pendant 7 jours
avec un changement du milieu de culture supplémenté avec du M-CSF et du RANKL, aprés
3 jours. Au septieme jour, le milieu de culture a été enlevé et suite & un lavage avec du PBS,
les cellules ont été fixées et 1’activité TRAP a été détectée en utilisant la trousse de Sigma.
Les cellules avec plus de trois noyaux colorées (TRAPS5+), correspondant aux ostéoclastes

différenciés ont ensuite été comptées.

2, 1. 2, 2, Effet d’un traitement in vitro avec I’ hémine (HE) sur les fonctions de lignées

d’ostéoblastes

Afin de déterminer ’effet de I’HE sur les fonctions ostéoblastiques, nous avons
utilisé les lignées ostéoblastiques MG-63 et MC3T3 provenant de I’« American Type Culture
Collection » (ATCC) qui représentent respectivement des modéles de pré-ostéoblastes
humains et d’ostéoprogéniteurs murins. Les cellules ont été conservées en culture avec du
milieu de culture « Dulbecco’s Modified Eagle Medium/HamF12 (DMEM/F12, Sigma) pour
les cellules MG-63 et « Minimal Essential Medium » (MEM, Sigma) pour les cellules
MC3T3. Le milieu de culture a été supplémenté avec 10% de FBS et antibiotiques
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(pénicilline 10 unités/ml et streptomycine 10 pg/ml). L’effet de I’'HE sur les différentes

fonctions cellulaires a ét€ évalué selon les expériences décrites dans les sections suivantes.

2. 1. 2. 2. 1. Détermination de la viabilité des lignées ostéoblastiques traitées avec de I’

hémine (HE)

Pour les mesures de viabilité, les cellules ont été ensemencées dans des plaques de 96
puits et maintenues en culture pendant cinq jours. Par la suite, les cellules ont été exposées
pendant 48 heures a des concentrations croissantes d’HE (0 & 60 pM) dans un milieu de
culture sans FBS. La viabilité a été déterminée a 1’aide du bromure de 3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium (MTT). L’anneau de tétrazolium qu’il contient est réduit en
formazan par la succinate déshydrogénase mitochondriale des cellules métaboliquement
actives, qui précipite et donne une couleur violette. La quantité de précipité formée est
proportionnelle a la quantité de cellules vivantes. Les cristaux de formazan sont solubilisés
dans du diméthylsulfoxyde (DMSO). La mesure de la densité optique & 570 nm a ’aide d’un
spectrophotométre a permis de déterminer la quantité relative de cellules vivantes et actives
métaboliquement. Les résultats ont été exprimés selon un ratio de la viabilité cellulaire

comparée aux cellules contrdle sans HE.
2. 1. 2. 2. 2. Mesure de I’activité phosphatase alcaline

L’ALP est une enzyme hydrolytique qui enléve les groupements phosphates, et dont
I’activité est optimale en condition alcaline. Cette enzyme représente un marqueur de
I’activité ostéoblastique. Pour évaluer in vitro I'impact de I'HE sur D’activité ALP des
ostéoblastes, les cellules MG-63 et MC3T3 ont été ensemencées dans des plaques de 24
puits (Sarstedt) et maintenues en culture pendant cing jours. Par la suite, les cellules ont été
exposées durant 48 heures a des concentrations croissantes d’HE (0 a 60 pM) dans le milieu
de culture sans FBS. Par la suite, les cellules ont ét€ solubilisées dans le tampon de réaction
(100 mM glycine, 1 mM MgCl,6H,0, 1% Triton X-100, dont le pH est ajusté a 10,5) et
l'activité ALP a été évaluée en présence de PNPP (para-Nitrophényl Phosphate). L’ALP
catalyse I'hydrolyse du PNPP en libérant le PNP (para-nitrophényl) et du phosphate, selon la

réaction suivante:
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PNPP + H,0 = PNP + phosphate

Le taux de formation du PNP, mesurée par spectrophotométric a 410 nm, est

proportionnel a la concentration catalytique de I’ ALP présente dans I'échantillon.
2. 1. 2. 2. 3. Dosage de protéines

Afin de normaliser les résultats de l’activit¢ ALP, la concentration des protéines
cellulaires ont été quantifiées. La quantification des protéines a été effectuée par la méthode
de dosage des protéines par I'acide bicinchoninique (BCA) qui combine la réduction du Cu®*
en Cu'” par des protéines, dans un milieu alcalin, avec la détection colorimétrique hautement
sensible et sélective du cation cuivreux (Cu'") par le BCA. La premiére étape est la chélation
du cuivre par les protéines dans un milieu alcalin pour former un complexe bleu clair. Dans
cette réaction, connue comme la réaction de Biuret, des peptides contenant au moins trois
résidus d'acides aminés sous forme d'un complexe chélate des ions cuivriques dans un
environnement alcalin contenant du tartrate de potassium sodium. Dans la deuxieme étape de
la réaction de développement de la couleur, le BCA réagit avec le cation cuivreux qui a été
formé a la premiére étape. L'intense couleur pourpre est produite par la réaction de chélation
de deux molécules de BCA avec un ion cuivreux. Le complexe BCA/cuivre est soluble dans
l'eau et présente une forte absorbance linéaire a 562 nm avec les concentrations de protéines.
Le réactif BCA est environ 100 fois plus sensible (limite inférieure de détection) que la
couleur bleu pale de la premiére réaction (Walker, 1994). La réaction qui conduit a la
formation de la couleur BCA est fortement influencée par quatre résidus d'acides aminés
(cystéine ou de cystine, la tyrosine et le tryptophane) dans la séquence d'acides aminés de la
protéine. La courbe standard a été préparée a partir d'une solution mére de BSA (albumine de
sérum bovin) (Sigma) 4 2 mg/ml. La coloration des échantillons de la courbe standard a été

évaluée a 570 nm.

2. 1. 2. 2. 4. Electrophorése sur gel de polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-
PAGE) et immunobuvardage de ’héme oxygénase 1 (HO-1)

Nous avons déterminé les niveaux d’expression d’HO-1 suite & une exposition des

cellules & ’HE. Les ostéoblastes ont été ensemencés dans des plaques de 12 puits (Sarstedt)
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et maintenus en culture cinq jours. Aprés une incubation avec I'HE (0 & 60 uM) pendant 48h,
les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS et lysées pendant 30 minutes a 4°C avec 75
pL du tampon de Iyse (1 M Tris pH 6,8, S M NaCl, 20% Glycerol, 2% IGEPAL Co0-630, 300
mM PMSF, 10 mg/ml Aprotinine, 5 mg/ml Leupeptine, 100 mM Na;VO,, 500 mM NaF).
Les cellules ont ensuite €t€ centrifugées a 13000 rotation par minute (rpm) pendant 15
minutes a 4°C, et le surnageant a été récupéré et conservé a -80°C. Une quantification des

protéines a été effectuée par la méthode BCA tel que décrit ci-dessus.

Les protéines cellulaires ont été resuspendues dans le tampon Laemmli (63 mM Tris
HCI, 10% Glycérol, 2% de sodium dodécylsulfate (SDS), 0,0025% de bleu de bromophénol,
pH 6,8) contenant 5% de B-mercaptoéthanol et séparées dans un gel de polyacrylamide a 12%
avec un tampon de migration (0,25 M Tris base, 1,92 M Glycine, 1% SDS). La migration des
protéines a eu lieu a 100 volt (V) pendant 15 minutes et ensuite 3 140V pendant 1 heure 30

minutes (Criterion Bloter — Biorad).

Les protéines résolues sur SDS-PAGE ont ensuite été transférées sur une membrane de
nitrocellulose (BIORAD Trans-Blot® Pure Nitrocellulose membrane 0.45 pm) en présence du
tampon de transfert (0.025 M Tris base, 0.192 M glycine, 10% méthanol), en utilisant un
appareil de transfert (BIORAD CRITERION BLOTTER ®). Les protéines ont été transférées
a 100V pendant 90 min avec agitation & 4°C. Le transfert de protéines a été vérifié par une
coloration au rouge de Ponceau (0.1% ponceau S, 1% acide acétique) (Sigma). La membrane
a été ensuite bloquée avec la solution SuperBlock® (Thermo scientific) contenant 0.05%
Tween pendant 3 heures & température ambiante. Aprés le blocage, la membrane a été
incubée pendant 3 heures a température ambiante avec un anticorps primaire polyclonale anti
HO-1 de lapin (SPA-894, Stressgen) dilué 1/1000 dans du PBS contenant 3% de lait écrémé.
Suite aux trois lavages avec PBS contenant 0,05% Tween, la membrane a été incubée avec un
anticorps secondaire anti-lapin couplé a la peroxydase (A 9169, Sigma) a une dilution de
1/10000 dans du PBS contenant 0,05% Tween. Une incubation d’une heure a ensuite été
réalisée & température ambiante suivie de 3 lavages avec PBS contenant 0,05% Tween. Pour
la détection par chemiluminescence, le Kit Super Signal ® West Pico Chemiluminescent
(Thermo Scientific) a été utilisé et les signaux ont été visualisés par chimioluminescence
amplifiée en utilisant un film Kodak X-OMAT LS.
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2. 1. 2. 2. 5. Production d'espéces réactives de l'oxygéne (ROS) dans les lignées

ostéoblastiques exposées a I’hémine (HE)

Afin de déterminer la production de ROS en présence d’HE, les cellules MG-63 et
MC3T3 ont été exposées 4 I’'HE (25 uM) dans du milieu de culture sans sérum pour 1 heure.
Un marquage avec la sonde 2°,7° —dichlorofluorescein diacetate (D-CFDA) (10 uM) (Sigma)
a été réalisé afin de mesurer la fluorescence moyenne correspondant aux niveaux de ROS a
l'aide d'un cytofluoromeétre (FACScan Becton Dickinson, Oakville, Canada). Les données ont
été analysées a ’aide du logiciel WinMDI version 2.6.

2. 1. 3. Analyses statistiques

Afin de comparer les résultats, le logiciel GraphadPad Prism® version 5 a ét€ utilisé.
Les résultats ont été analysés par un test de T de Student lorsque qu’il y a eu seulement deux
groupes de données a comparer. Le test de Dunnett 4 comparaisons multiples a été utilisé afin
de comparer trois groupes et plus & un groupe contrdle. Le seuil de significativité a été fixé a
p <0,05.
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2.2. RESULTATS

2. 2. 1. Ostéoclastogenése a partir de précurseurs cellulaires exposés in vivo a 1'hémine
(HE)

Les résultats que nous avons publiés récemment (Moreau et al., 2012) indiquent que
I’induction d’une anémie hémolytique aigué par un traitement avec la PHZ ou par une
infection avec Plasmodium chabaudi entraine une diminution du volume de ’os trabéculaire
des tibias des souris. Afin de déterminer le réle de 1’héme libéré lors de 1’hémolyse dans la
dérégulation du métabolisme osseux, des souris ont été injectées avec I’HE (10 mg/kg de
poids corporel) pendant trois semaines. Une diminution significative de la formation
d'ostéoclastes a été mesurée en utilisant les cellules non-adhérentes de la moelle provenant de
souris injectées avec I’HE, par rapport aux cellules provenant de souris n’ayant pas été

injectées avec I’HE (Figure 2.1).
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Figure 2.1 : Différenciation des ostéoclastes a partir des cellules de la moelle osseuse des
souris BALB/c contrdles (Ctrl) et injectées avec de I’ hémine (HE). Des souris BALB/c
femelles ont regu 10 mg/Kg de poids d’HE par la voie intra-péritonéale, 3 fois par semaine,
durant 2 semaines. Les souris contrdles ont regu des injections de PBS. Les cellules non
adhérentes provenant de la moelle mise en culture ont été récupérées aprés une nuit de
culture, ensemencées et stimulées avec 50 ng/ml de M-CSF et 100 ng/mL. de RANKL. Sept
jours apres, le nombre des cellules avec plus de 3 noyaux et positives pour 1’activité TRAP a
été determiné. Les données proviennent de 7 a 8 souris par groupe et expriment la moyenne +
SEM. Un test t de Student a été utilisé pour 1’évaluation statistique des résultats. ***P<0,001.
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2. 2. 2. L’analyse phénotypique des précurseurs des ostéoclastes dans la moelle osseuse

Puisque nous observons une diminution de ’ostéoclastogené¢se des cellules provenant
de la moelle de souris injectées avec I"HE, nous avons déterminé le nombre total de cellules
précurseurs des ostéoclastes (cellules positives pour CD11b; CD11b+) chez les souris
traitées avec HE (Figures 2.2A et B). La protéine de surface CD11b est une intégrine
exprimée par les précurseurs myéloides de la moelle osseuse, et ces précurseurs générent
normalement des ostéoclastes en réponse & une stimulation par RANKL et M-CSF. Nous
avons aussi déterminé le niveau d'expression des récepteurs RANK et du M-CSF (M-CSFr)
par cytométrie de flux (Figure 2.2C). Une diminution significative du nombre de cellules
CD11b" a été mesurée 2 partir des cellules de la moelle des souris injectées avec I’HE (Figure
2.2D). De plus, nos analyses ont montré une tendance & une diminution de RANK (non
statistiquement significative) (Figure 2.2.E), alors que I'expression du M-CSFr n'a pas été
affectée par le traitement (Figure 2.2F).
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Figure 2.2 : Analyse phenotypique des précurseurs d’ostéoclastes chez des souris
BALB/c Ctrl et injectées avec de I’ hémine (HE). Les cellules de la moelle osseuse des
souris BALB/c femelles controles (Ctrl) ou traitées avec de I’HE ont été isolées , et leur taille
(FSC-H) et granularité¢ (SSC-H) ont été analysées par cytofluorometrie de flux (A). Un
marquage avec un anticorps anti- CD11b a permit de selectionner (région R1) les cellules
CD11b" (précurseurs d’ostéoclastes) (B). L’application simultanée de soit un anticorps anti-
RANK-PE ou anti-M-CSFr-PE (C) a été realisée pour estimer les niveaux d’expression de
RANK et M-CSFr (fluorescence G moyenne) (C) . Les cellules CD11b" (D) et 1’expression
de RANK (E) et M-CSFr (F) ont été quantifiées. Les résultats de deux expériences
indépendantes avec I'HE in vivo regroupant 7 a 8 souris ont été compilés et comparés. Un test
t de Student a été utilisé pour 1’évaluation statistique des résultats. ***P<0,001. Les résultats
représentent les moyennes + SEM des valeurs relatives de fluorescence comparées aux
valeurs basales.
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2. 2. 3. Ostéoclastogenése a partir de précurseurs de la moelle exposés in vitro a I'

hémine (HE)

Nos résultats avec des cellules de la moelle de souris traitées avec de I’HE in vivo ont
montré une diminution significative du nombre de précurseurs CD11b +, accompagnée d’une
diminution du nombre d'ostéoclastes différenciés ex vivo. Afin d'évaluer si I'HE inhibe
directemment la capacité des précurseurs des ostéoclastes a se différencier in vitro, les
cellules provenant d’animaux naifs ont été récupérées et traitées avec de I’HE a 25 pg/mL
(équivalent a 38 uM). Cette concentration a été choisie en considérant que les niveaux d’HE
libre augmentent au-dela de 20 uM chez des souris souffrant d'anémie hémolytique (Seixas E
et al., 2005). Les cellules de la moelle osseuse ont été exposées & I’HE et immédiatement
stimulées par ajout de M-CSF (50 ng/ml) et de RANK-L (100 ng/ml). Aprés sept jours, les
cellules ont été fixées et 1’activité TRAP a été révélée. Une diminution importante du nombre
d'ostéoclastes a été mesurée chez les cellules traitées avec 1I’HE par rapport aux cellules non

exposées (Figure 2.3). Ces résultats suggérent que I'HE est capable d'inhiber la

différenciation des ostéoclastes directement.
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Figure 2.3: Effet de ’hémine (HE) sur I’ostéoclastogenése in vitro. Les cellules de la
moelle ont é&é récupérées et mises en culture. Aprés 24 heures, les cellules non adhérentes
ont été récupérées et stimulées en présence d’HE a 25 pg/ml durant les 3 premiers jours de
différenciation. La stimulation a été réalisée avec 50 ng/ml M-CSF et 100 ng/ml RANK-L
Au jour 7, les cellules TRAP positives avec trois noyaux ou plus ont été comptées sous
microscope de contraste. Les résultats représentent les moyennes + SEM de 8 expériences
indépendantes. Un test t de Student a été utilisé pour I’évaluation statistique des résultats.
**¥P<0.001. A droite, une photo représentative des ostéoclastes TRAP positifs comptant
plusieurs noyaux (grossissement 60X).
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2. 2. 4. Formation de colonies mésenchymales (précurseurs des ostéoblastes) & partir de

la moelle de souris injectées avec ’hémine (HE)

Afin de déterminer si I’HE influence les ostéoblastes, nous avons déterminé le
potentiel de formation de colonies des cellules mésenchymateuses, représentant les
précurseurs des ostéoblastes. Les cellules de la moelle de souris injectées avec I’HE (10
mg/kg de poids) pendant trois semaines et de souris contréle ont été récupérées et mises en
culture afin de récupérer les cellules adhérentes aprés 18 heures. Par la suite, les cellules
adhérentes ont été conservées en culture pendant 15 jours, et les colonies de cellules
mésenchymateuses ont ét€ fixées a 1'éthanol et colorées au Giemsa. De maniére analogue 3 la
formation des ostéoclastes, un nombre significativement plus faible de colonies

mésenchymales a été obtenu a partir de la moelle osseuse des souris traitées avec I’HE in vivo
(Figure 2.4).
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Figure 2.4 : Impact de Phémine (HE) in vivo sur la formation ex vivo des colonies
mésenchymales. Des souris BALB/c femelles dgées de 4 6 semaines ont été injectées par la
voie intra-péritonéale avec 10 mg/Kg d’HE 3 fois par semaine, durant deux semaines; des
souris controles (Ctrl) ont recu des injections de PBS. Un jour aprés la derniére dose d’HE, la
moelle osseuse du fémur a été récupérée stérilement. Les cellules totales ont été mises en
culture a raison de 5 x 10 cellules/ml dans du milieu complet. Aprés 18 heures, les cellules
non-adhérentes ont été retirées et les cellules adhérentes ont été périodiques de milieu chaque
5 jours. Par la suite, les cellules ont été fixées au méthanol et colorées au Giemsa, puis les
colonies ont ét¢ comptées sous microscope de contraste. Les résultats représentent les
moyennes + SEM de 4 expériences indépendantes. Un test t de Student a été utilisé pour
I’évaluation statistique des résultats. ***P<0,001. A droite, une photo représentative des
colonies mésenchymales colorées au Giemsa (grossissement 60X).
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2. 2. 5. Effet de I’ hémine (HE) in vitro sur la viabilité de deux lignées ostéoblastiques

Afin de déterminer si le traitement avec 1’HE affecte la viabilité des ostéoblastes in
vitro, des tests MTT ont été effectués avec les cellules MG63 et MC3T3 exposées a4 I’HE (0 a
60 pum) pour 48 heures. Le traitement a entrainé une diminution dose-dépendante de 1’activité
MTT des deux lignées cellulaires (Figure 2.5A), avec des différences significatives a partir
des concentrations de 20pM. Une diminution des niveaux de protéines cellulaires a été mise

en évidence chez les cellules MC3T3 (Figure 2.5B).
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Figure 2.5 : Effet de I’hémine (HE) sur la viabilité des cellules ostéoblastiques MG63 et
MC3T3 (in vitro). Les cellules MG-63 et MC3T3 ont été exposées a des concentrations
croissantes d’HE dans du milieu de culture sans sérum. La viabilité a ét¢ déterminée 2 jours
plus tard avec un test MTT (A) ou un dosage des protéines cellulaires (B). Les résultats
représentent les moyennes + SEM des valeurs relatives au contrdle sans HE de 5 a4 10
expériences indépendantes. Un test de variance ANOVA, suivi d’un post-test Dunnett, ont été
utilisés pour comparer le contréle avec les cellules traitées. *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001.
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2. 2. 6. Effet de ’hémine (HE) sur P’activité phosphatase alcaline dans les lignées

ostéoblastiques

L'activité ALP représente le potentiel de formation osseuse des ostéoblastes. Afin
d'évaluer l'effet de l'exposition de I’HE sur 1’activité ALP des ostéoblastes, les deux lignées
ostéoblastiques ont été traitées avec des concentrations croissantes d’HE (0 a 60 pM) durant 2
jours. Les résultats montrent une diminution significative de l'activité ALP dans les cellules
MG-63 (Figure 2.6A). Toutefois, I'activité ALP des cellules MC3T3 n'a pas été altérée par le
traitement avec I’HE (Figure 2.6B).
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Figure 2.6: Effet de ’hémine (HE) sur Pactivité phosphatase alcaline des lignées
ostéoblastiques MG63 et MC3T3. Les cellules (A) MG-63 et (B) MC3T3 ont ét¢ exposées a
des concentrations croissantes d’HE dans du milieu de culture sans sérum durant 2 jours. Par
la suite, les cellules ont été solubilisées et I’activité ALP a été évaluée en présence de PNPP.
Les résultats représentent les moyennes + SEM des valeurs relatives au contrfle sans HE de 5
a4 10 expériences indépendantes. Les résultats ont été analysés par un test de variance
ANOVA, suivi d’un post-test Dunnett; ***P<0,01.




30

2. 2.7. Evaluation de I'expression de HO-1 aprés exposition a I’ hémine (HE)

L’enzyme HO-1 joue un r6le important dans la protection cellulaire contre le SOx
causé par I’HE et d'autres facteurs. Cette enzyme métabolise I’HE, et les métabolites générés
activent plusieurs mécanismes de protection dans la cellule. On a procédé a I’évaluation de
I'expression de HO-1 dans les deux lignées ostéoblastiques par immunodétection. Les cellules
ont été exposées a différentes concentrations d’HE (0 & 60 pM) durant 48 heures. Par la suite,
les cellules ont été lysées, et les proteines cellulaires ont été migrés sur un gel de
polyacrylamide. Par la suite, les protéines ont été transférées sur une membrane de
nitrocellulose pour la détection de HO-1. La figure 2.7 montre une augmentation dose-

dépendante des niveaux de HO-1 dans les deux lignées cellulaires.

rHO-1 0 5 10 20 40 60  HE (uM)

MC3T3

Figure 2.7 : Expression de ’héme-oxygénase (HO)-1 chez les lignées ostéoblastiques
MG63 et MC3T3 exposées a I’ hémine (HE). Les cellules MG-63 et MC3T3 ont été
exposé€es a de concentrations croissantes d’HE dans du milieu de culture sans sérum pour 48
heures. Un total de 20 pg de protéines de chaque échantillon a ét€ séparé dans un gel de SDS-
PAGE (10%) et transférées sur une membrane de nitrocellulose pour la détection de la HO-1.
La détection de I’HO-1 dans les lysats cellulaires a été comparée a celle de la protéine
recombinant (tHO-1). La photo est représentative de 2 expériences indépendantes.
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2. 2. 8. Production d'espéces réactives de 'oxygene (ROS) chez les lignées

ostéoblastiques exposées a I’ hémine (HE)

Dans des conditions d'hémolyse et en raison de la saturation des différents mécanismes
de protection, I’HE libre s’accumule en circulation. Cette molécule est hautement pro-
oxydante et peut déclencher la formation de ROS qui sont toxiques pour les cellules et
activent différents mécanismes cytoprotecteurs et/ou la mort cellulaire. La production de
ROS dans les lignées cellulaires MG-63 (Figure 2.8A) et MC3T3 (Figure 2.8B) exposées a
I’HE (25 pM) pendant 1 a 4 heures a été mesurée. Les cellules ont été marquées avec la
sonde D-CFDA et les niveaux de ROS ont été déterminés a l'aide d'un cytofluorométre.
L'analyse indique une augmentation dose-dépendante et significative des niveaux de ROS

intracellulaires dans les deux types cellulaires traités avec I’HE.
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Figure 2.8: Niveaux d’espéces réactives de D’oxygéne (ROS) chez les lignées
osteoblastiques MG63 et MC3T3 exposées a 1’ hémine (HE). Les cellules MG-63 et
MC3T3 ont été exposées a I’HE (25uM) dans du milieu de culture sans sérum pour 1, 2 ou 4
heures. Un marquage avec la sonde D-CFDA (10 pM) a été réalisé afin de mesurer la
fluorescence moyenne (« Gmean fluorescence ») correspondant aux niveaux de ROS. Les
résultats sont les moyennes + SEM de 4 expériences indépendantes. Un test de variance
ANOVA, suivi d’un post-test Dunnett, a été utilisé afin de comparer le contréle avec les
celtules traitées. **P<0,01; ***P<0,001




CHAPITRE III

DISCUSSION & CONCLUSION

3. 1. DISCUSSION

Les patients qui souffrent de maladies hémolytiques chroniques, telles la beta-
thalassémie et I'anémie falciforme, développent de l'ostéoporose (Korkmaz et al, 2013 ;
Laudisio et al., 2009). Plusieurs chercheurs postulent que la production accrue de globules
rouges pour contrer I’anémie amene 3 une hyperplasie de la moelle osseuse, qui entraine un
déséquilibre du remodelage osseux. Nous suggérons qu’en plus de cette hyperplasie, la
rupture des globules rouges entraine la libération d’héme, qui affecte rapidement les cellules

0OSSCUSCs.

Des travaux précédents du laboratoire de Moreau et Scorza ont indiqué un remodelage
osseux altéré chez deux modéles murins d’anémie hémolytique (infection par Plasmodium
chabaudi adami ou traitement avec la PHZ) (Moreau et al., 2012). En effet, des baisses des
niveaux des marqueurs sériques de formation osseuse (OCN) ont été mesurées chez ces deux
modéles d’anémie hémolytique. Ces résultats suggérent une inhibition de la formation
osseuse. De plus, une chute significative des niveaux sériques du marqueur de résorption
TRAP5b a été mesurée, ce qui suggere une diminution du nombre d’ostéoclastes. En
concordance avec ce dernier résultat, une différenciation déficiente des précurseurs de la
moelle osseuse en ostéoclastes a été constatée. Dans I’ensemble, ces résultats suggerent que
I’anémie hémolytique affecte la viabilité et/ou la différenciation des ostéoblastes et
ostéoclastes. Comme la concentration sérique du produit de la dégradation du collagéne par
les ostéoclastes, le télopeptide C-terminal du collagéne (CTX), ne semblait pas affectée par
I’anémie hémolytique (Moreau et al., 2012), et comme le CTX est un marqueur de 1’activité
de résorption osseuse par les ostéoclastes, ces résultats suggerent plutét un déséquilibre du
remodelage osseux en faveur de la résorption osseuse. Ce postulat est en accord avec la

diminution de la masse osseuse trabéculaire mesurée chez des souris ayant une anémie
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hémolytique (Moreau et al., 2012). Par contre, aucune altération importante des marqueurs
sériques de remodelage osseux ni de la masse osseuse n’a été constatée chez des souris

rendues anémiques par phlébotomie (saignement) (Moreau et al., 2012).

Puisque nous postulons que la libération d’HE lors de I’anémie hémolytique joue un
role important dans les altérations du meétabolisme osseux, le but du présent projet de
recherche était d’étudier 1'impact de 1’HE sur les cellules osseuses. Nous avons combiné des
approches ex vivo a partir des cellules de la moelle de souris ayant regues des injections intra-
péritonéales d’HE et des traitements in vitro des cellules osseuses avec de I’HE. Nos résultats
démontrent une diminution significative de la formation des ostéoclastes & partir des
précurseurs provenant de la moelle osseuse de souris traitées avec ’HE (Figure 2.1). Ces
résultats sont en accord avec les travaux précédents qui indiquaient une diminution de la
différenciation des ostéoclastes a partir de cellules de la moelle osseuse de souris infectées
par Plasmodium ¢ adami ou traitées avec la PHZ. Ainsi, la libération d’HE suite a I’anémie
induite par l’infection ou la PHZ serait en partie responsable de la diminution de

1’ostéoclastogenése.

La diminution du nombre d’ostéoclastes a partir des cellules de la moelle osseuse peut
prendre son origine a plusieurs niveaux, allant d’une réduction du nombre de précurseurs,
jusqu’a une altération des mécanismes de différenciation et de fusion cellulaire. Afin de
mieux comprendre les effets de I’HE, nous avons caractérisé la population des précurseurs
des ostéoclastes dans la moelle osseuse. Nous avons constaté une réduction du nombre de
cellules qui expriment 1’intégrine CD11b (CD11b"), considérée comme un marqueur des
cellules myéloides, qui sont les précurseurs des ostéoclastes (Quinn et al., 1998). De plus,
nous avons mesuré une tendance & la baisse (non significative toutefois) de l'expression de
RANK (Figure 2.2), des récepteurs nécessaires & la différenciation des ostéoclastes. Ces
résultats suggérent que I'HE affecte négativement la population de cellules CD11b". La
réduction du nombre de cellules CD11b+ peut provenir d’une diminution de leur survie ou
d’une interférence avec leur différenciation & partir de cellules souches vers la voie myéloide,
sans affecter directement les récepteurs cellulaires impliqués dans 1’ostéoclastogenése. Des
travaux futurs viseront 4 déterminer si I’HE induit 1’apoptose des cellules CD11b". Toutefois,

cet effet est peu probable car I’HE induit 1’expression/activité de 1'enzyme anti-apoptotique
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HO-1 (Immenschuh et Ramadori, 2000). De plus, aucun changement significatif de la densité
des cellules en culture n’a été observé, et le traitement était plut6t associé a une augmentation
du nombre de cellules mononuclées TRAP+, suggérant plutét une inhibition de la fusion

cellulaire.

L’ostéoclastogénese est un processus de différenciation cellulaire qui implique la
fusion des précurseurs (cellules myéloides CD11b"). Les facteurs RANKL et M-CSF produits
par les cellules stromales de la moelle osseuse sont nécessaires et suffisants pour l'activation
de l'ostéoclastogenése. Ensemble, le M-CSF et le RANKL, lorsqu’ils se lient & leurs
récepteurs M-CSFr et RANK 4 la surface des pré-ostéoclastes, induisent l'expression des
génes qui caractérisent la lignée des ostéoclastes, entre autres 1’expression de la TRAP, la
cathepsine K (CATK), le récepteur a la calcitonine et I’intégrine-p’, conduisant au
développement des ostéoclastes matures (Suda et al., 1999). Tout d’abord, les précurseurs
sont stimulés par le facteur de croissance M-CSF et ils acquiérent le phénotype F4/80" (pré-
ostéoclastes). Apres cette étape, et par l'activation induite par RANKL, les cellules vont
fusionner et deviennent multinucléées, pour acquérir le phénotype F4/80°, TRAP', CTR", B3+
caractéristique des ostéoclastes matures, qui pourront accomplir leur travail de remodelage de
I’0s (Boyle et al,, 2003). Nos résultats montrent que ce processus n'est pas entiérement
bloqué et que les cellules progénitrices acquiérent un phénotype TRAP®, mais ne parviennent

pas a fusionner.

L’effet de I’HE sur ’ostéoclastogenése a été aussi étudié in vitro. Des cellules de la
moelle osseuse de souris ont été traitées avec I’HE (25 pg/ml). Nos résultats indiquent que
I’ajout ’HE au milieu de culture diminue le nombre d’ostéoclastes issus des cellules de la
moelle osseuse (Figure 2.3). Ces résultats suggerent que I'HE inhibe directement la
différenciation des progéniteurs des ostéoclastes, étant donné que la méme concentration de
cellules CD11b" a été utilisée pour les conditions témoin et traitées avec I’HE. Il reste &
déterminer si 'HE affecte la survie des cellules. Nos résultats sont en accord avec les travaux
de Swerina et colaborateurs qui indiquent une forte inhibition de la formation d'ostéoclastes
obtenus de cultures de splénocytes exposés a I’HE (Zwerina et al., 2005). Il est important de

souligner que ces auteurs ont utilisé des cellules myéloides de la rate pour cette étude, et que
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nos résultats in vitro corroborent aussi une inhibition importante de la différenciation de

précurseurs myéloides de la moelle osseuse.

Par la suite, nous avons étudié les effets de I’HE sur les ostéoblastes, les cellules qui
synthétisent la partie non-minérale des os (ostéoide) et participent ensuite a la minéralisation
de cette méme matrice. Ainsi, des cellules de la moelle osseuse de souris injectées avec I’HE
ont été prélevées et mises en culture afin d’évaluer la formation de colonies
mésenchymateuses (précurseurs des ostéoblastes). Nos résultats indiquent une diminution de
la formation de colonies mésenchymateuses des cultures provenant de souris traitées avec
I’HE lorsque comparé aux souris non injectées (Fig. 2.4). Ces résultats indiquent que I'HE, en
plus d’affecter les ostéoclastes, altére aussi les cellules mésenchymateuses qui vont se

différencier ensuite en ostéoblastes.

Considérant que les cellules mésenchymateuses sont & 1’origine de la formation des
ostéoblastes, nous avons évalué in vitro 'effet de ’HE sur deux lignées cellulaires
osteoblastiques, la lignée humaine MG63 et la lignée murine MC3T3. Nos résultats indiquent
que I’exposition a des concentrations croissantes d’HE tend a réduire la viabilité¢ de ces
cellules (Figure 2.5). De plus, I’HE réduit 1’activité ALP des cellules MG-63, sans toutefois
avoir d’effet sur cette activité dans les cellules MC3T3 (Figure 2.6). Ainsi, en plus d’avoir un
effet sur les cellules mésenchymateuses, I’HE semble affecter la viabilit¢ des cellules
ostéoblastiques. De fagon intéressante, I’HE inhibe Il'activit¢ ALP chez la lignée
ostéoblastique humaine MG63 mais n’a pas d’effet sur celle des cellules MC3T3. Bien que
cette différence puisse étre reliée a I’espéce, il est a noter que les cellules MG63 sont des pré-
ostéoblastes exprimant des niveaux importants d’activité de la phosphatase alcaline, tandis
que les cellules MC3T3 sont des ostéoprogéniteurs en début de différenciation, et
n’expriment que de faibles niveaux d’ALP. Ainsi, ’'HE peut affecter différemment les
cellules ostéoblastiques selon leur niveau de différenciation. Nos résultats sont en accord
avec les travaux de Lin et collaborateurs (2010), qui ont rapporté une inhibition de la
différenciation de cultures primaires d’ostéoblastes provenant de calvaria de rat, mis en

évidence entre autres par une réduction de 1’activité ALP.
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Puisque I’HE est reconnu pour induire un SOx et des mécanismes de protection
cellulaire, nous avons déterminé 1’expression de I’'HO-1 et les niveaux de ROS chez nos
modeles cellulaires exposés & I’HE. Nous avons constaté une augmentation dose-dépendante
des niveaux des protéines HO-1 dans les deux lignées cellulaires (Figure 2.7) et une

augmentation de la production de ROS (Figure 2.8).

En plus de se différencier en ostéoblastes, les cellules mésenchymateuses peuvent
devenir des adipocytes, myocytes et chondrocytes, (Pittenger et al, 1999) selon les
conditions d’induction, le milieu de culture et la présence de facteurs de différenciation
caractéristiques. Dans ce contexte, Puri et collaborateurs ont rapporté que I’HE favorise la
différenciation des cellules mésenchymateuses humaines en adipocytes, un effet qui est
associé a la diminution de 1’expression du facteur de régulation de la transcription sirtuin 1
(Puri et al., 2012). Puisque les adipocytes et les ostéoblastes proviennent du méme type
cellules, ces résultats seraient en accord avec nos travaux ou I’HE montre un effet négatif sur
la voie de différenciation ostéoblastique, possiblement en faveur de la différenciation des
cellules mésenchymateuses en adipocytes. Par contre, une autre étude plus récente reperte
aporté que 1’augmentation des niveaux et de 1’activité de HO-1, induite par des traitements au
cobalt protoporphyrine IX (CoPP), inhibe la différenciation de cellules mésenchymateuses
humaines en adipocytes, selon une régulation positive de la signalisation canonique Wnt
(Vanella et al., 2013). Les différences des résultats entre ces deux études pourraient étre dues

a ’agent inducteur de la HO-1 utilisé.

Les travaux de Barbagallo et collaborateurs (2010) ont indiqué que 1’expression de
I’HO-1 diminue au début de la différenciation ostéoblastique des cellules mésenchymateuses
humaines, pour ensuite augmenter dans la deuxiéme phase de différenciation, ce qui laisse
croire & un role complexe de HO-1 dans la différenciation ostéoblastique. L augmentation de
l'expression de HO-1 par le CoPP diminue I’adipogenése et stimule 1’ostéoblastogenése, mis
en évidence par une augmentation des niveaux des marqueurs ostéoblastiques tels ’ALP et la
protéine BMP-2 (« Bone morphogenic protein-2 ») et une diminution des niveaux de PPARy
(« Peroxisome proliferator-activated receptor gamma »), connu comme un facteur de
transcription de l'adipogenése. (Barbagallo, 2010; Vanella et al., 2010). Bien que le CoPP

soit largement reconnu et utilisé comme un inducteur de I’HO-1, les travaux de Barbagallo
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(2010) et de Vanella et al (2010) n’incluent pas ’utilisation d’inhibiteurs de I’HO-1 afin de
confirmer son réle clé dans la différenciation. Le CoPP et I'HE, sont deux protoporphyrines
qui activent l'expression de HO-1, et la différence entre ces deux molécules se retrouve sur
I’atome métallique. Le cobalt (Co) est plus stable et posséde moins de capacité pro-oxydante
que I’HE (Larsen et al., 2012 ; Jeney et al., 2002 ; Higdon et al., 2012). 1l est aussi possible
que I’HE déclenche des effets cytotoxiques plus élevés et agisse de maniére distincte sur la

signalisation et la différenciation cellulaire.

En 2012, Gu et collégues ont confirmé le potentiel de I'HO-1 comme régulateur du
processus de différenciation des ostéoblastes et des adipocytes, suite a l'activation d”’HO-1 par
la curcumine, un composé dérivé de Curcuma longa. (Gu et al,, 2012) Ces auteurs ont
rapporté une hausse de la différenciation ostéoblastique et une diminution de la
différenciation adipocytaire des cellules mésenchymateuses. 11 convient de préciser que la
dose de curcumine utilisée pour 1'étude était trop faible pour induire des ROS (10uM a
15uM). En effet, les doses de curcumine capables d’induire des ROS ont été estimées égales
ou supérieures a 25 pM ( McNally et al., 2007), et cette réponse implique l'activation de la
voie de la p38 MAPK, la méme voie activatrice de la HO-1. Finalement, I’étude de Lin et
collaborateurs (2010) indique que I’inhibition causée par I’HE sur la formation d’ostéoblastes
3 partir de cultures de cellules primaires est renversée par un inhibiteur de HO-1 (Lin et al,

2010).

Nos résultats indiquent que 1’exposition in vitro des cellules ostéoblastiques a I’'HE
s’accompagne d’une production de ROS (Figure. 2.8). Le peroxyde d'hydrogéne (H,0,),
l'anion superoxyde (O,-) et le radical hydroxyle (HO*), sont des espéces radicalaires et non
radicalaires de ’oxygéne formées par la réduction partielle de l'oxygéne (Droge, 2002). Les
ROS cellulaires sont générés de fagon endogeéne lors du processus de phosphorylation
oxydative mitochondriale mais peuvent provenir de sources exogénes (Wang et al., 2013).
L’incapacité des systémes anti-oxydants a neutraliser efficacement ces radicaux améne au
SOx (Valko et al., 2007). L’HO1 est activée par la voie Nrf2 et la signalisation cellulaire
redox impliquant le Refl, comme réponse au SOx oxydatif généré par les ROS et comme

réponse protectrice suite aux dommages cellulaires (Ray et al,, 2012).
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Chez les ostéoblastes, les facteurs de transcription forkhead box O (FoxO) participent &
la protection cellulaire contre le SOx. Lorsque le systéme atteint son maximum de capacité de
protection cellulaire, des ostéoblastes entrent en apoptose (Ambrogini et al 2008).
L’observation de la cytotoxicité de 1’HE in vitro, un processus dépendant de la dose, pourrait
correspondre & une surcharge des mécanismes de protection, entrainant une réduction de
I’activité ALP et ultimement la mort cellulaire. Par ailleurs, la protéine multifonctionnelle -
caténine joue un rdle important dans l'activation du facteur de transcription FoxO (Essers et
al 2005), et il est possible que I’HE et/ou le SOx altére la signalisation associée a cette

protéines et ainsi, compromette les mécanismes de protection cellulaire.

La capacité de ’HE d’induire des ROS est bien connue. Dans le contexte des cellules
osteoblastiques, plusieurs études rapportent un lien entre le SOx, les ROS et une diminution
de la différenciation (Arai et al., 2007), une inhibition de la prolifération (Zhong et al., 2009),
Pinduction de I’apoptose (Almeida et al., 2010) et I’inhibition de la minéralisation (Mazicre
et al., 2010). Ces études montrent comment l'incidence du SOx, créé par les ROS, influencent
négativement les différentes fonctions des ostéoblastes. Nos résultats indiquent que ’HE a la

capacité d’induire la production de ROS chez les cellules ostéoblastiques.
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3.2. CONCLUSION

Comme conclusion, notre étude démontre que I’HE crée un déséquilibre métabolique
de 1’0s, en affectant autant 1’ostéoblastogenése que 1’ostéoclastogenése. L’hyperplasie de la
moelle osseuse, associée & une forte activité érythropoiétique en combinaison avec le SOx
généré par ’héme, défavorisent la formation osseuse et contribuent ainsi & une réduction de
la masse osseuse. Nos résultats contribuent & mieux comprendre la relation entre le

métabolisme de 1’os et les maladies hémolytiques du sang.
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