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CURRICULUM VITAE

BROUX Odile

Née le 7 Octobre 1962 a Roubaix (59)

Mariée, 2 enfants

Situation professionnelle : Ingénieur de recherche - Universit¢é du Littoral Cote d’Opale — Laboratoire
Physiopathologie des Maladies Osseuses Inflammatoires. EA 4490. IFR114. Boulogne-sur-mer.

FORMATION

1997 Doctorat en Sciences Biologiques Fondamentales et Appliquées,
option Biologie Moléculaire. Mention tres honorable avec les félicitations du jury. Université
du Littoral Cote d’Opale (ULCO).

1989 D.E.A. de Biologie Moléculaire des Organismes Eucaryotes.
Université PARIS VII. Mention bien.

1985 Diplome d’ingénieur en Génie Biologique de I’'U.T.C. (Université
Technologique de Compiégne).
Filiére Produits Biologiques et Alimentaires.

1980 Baccalauréat C. Lille.

ACTIVITES PROFESSIONNELLES

Depuis octobre 1999 : Ingénieur de recherche a I"ULCO, dans le Laboratoire Physiologie des Maladies
Osseuses Inflammatoires (PMOI) (ex LR2B/LBCM) dirigé par le Pr. Pierre Hardouin. Participation au
développement de modéles de recherche pour 1’étude de la différenciation ostéoblastique.

Oct. 98 / Sept. 99 : Attachée Temporaire d’Enseignement et de Recherche, section 64. ULCO, LR2B/LBCM.
Qualifiée dans la section CNU 64 en 1999.

Mai 90 / Sept. 98 : Ingénieur de recherche au Généthon a Evry (91), dans I’équipe « Dystrophie des Ceintures »
dirigée par le Pr. Jacques Beckman. Participation a 1’identification de 2 génes responsables d’une maladie
génétique, la Dystrophie des Ceintures.

Mars 88 / Dec. 89 : - Ingénieur de recherche dans le service biologie moléculaire de la Société Chemunex
a Maisons-Alfort (94). Développement de techniques de biologie moléculaire pour I’identification de
microorganismes d’intérét industriel pour 1’agro-alimentaire.

- Stage de DEA sous la direction du Dr Brigitte Bertin : Mise au point d’une méthode
de détection de levure par hybridation in situ avec une sonde fluorescente.

Fev. 85 / Juil. 85: Etudiante en stage au CEA a Fontenay-aux-roses (92) dans le service de Pathologie
Expérimentale sous la direction du Dr. Gérard Frelat. Fixation d’anticorps sur chromosomes en suspension
préparés pour I’analyse cytométrique en phase liquide.




RESPONSABILITES SCIENTIFIQUES

ENCADREMENT :

Depuis Sept. 10 : Encadrement de Sara Zgheib, doctorante, PMOI. ULCO.

Depuis Nov. 08 : Encadrement d’Aline Claubaut, A.T.E.R, PMOI. ULCO

Oct. 07 / Juil. 10 : Particiption a I’encadrement de la thése d’Olfa Ghali. PMOI. ULCO.

Oct. 07 / Juil. 08 : Participation a I’encadrement du stage M2 de Fayza Bouri. LR2B. ULCO.
Avr. 07 / Sept. 07 : Encadrement du stage M1 de Romain Salomez. LBCM. ULCO.

Sept. 05 / Dec. 05 : Encadrement du stage de Tao Hairong, chirurgien orthopédiste de 1’Université de Shanghai.
LBCM. ULCO.

Oct. 01/ Juil. 05 : Participation a I’encadrement de la thése de Karine Bertaux. LBCM. ULCO.
Oct. 03/ Sept. 04 : Participation a I’encadrement du DEA de Cécilie Dufour. LBCM. ULCO.

Année 2004 : Encadrement technique et scientifique en Biologie Moléculaire de Francois Cornet, étudiant en
thése. LBCM. ULCO.

2000 : Encadrement du stage de Maitrise de Laetitia Vandeweghe. LBCM. ULCO.

OBTENTION DE FINANCEMENTS DE PROJETS DE RECHERCHE :

2000 et 2003 : Deux subventions aupres de la Société Frangaise de Rhumatologie (SFR) pour les travaux portant
sur les ossifications hétérotopiques.

2009 : Financement obtenu auprés de Merck &Co, Inc. pour les travaux portant sur 1’étude des effets des
adipokines sur la différenciation ostéoblastique.

VALORISATION :

U.S. Application N° 08/547, 182 : « B-sarcoglycan nucleic acid sequence, mutations and applications. » Duclos,
F., Broux, O., Lim, L.E., Sunada, Y., Jackson, C.E., Campbell, K.P. and Beckmann, J.S. 1995.

FONCTIONS DIVERSES :

Reviewer pour: Clinical Orthopaedics and Related Research

Calcified Tissue International

Membre de la Société Frangaise de Biologie des Tissus Minéralisés (SFBTM). Participation a I’organisation du
10™ congrés de la SFBTM, Saint-Valéry sur Somme, 24-26 mai 2007.




ACTIVITES PEDAGOGIQUES

Oct. 98 / Oct. 99 : Attachée Temporaire d’Enseignement et de Recherche. LBCM. Université du Littoral Cote
d’Opale. Enseignements dispensés en section 64 : Génétique niveau DEUG SV1 (TD), biologie cellulaire
DEUG SV1 (TD), biologie moléculaire L3 (TP).

Depuis 2008 : Participation a la co-organisation d’une journée thématique dans le cadre du Master Biologie
Santé de Lille 2.
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AVANT PROPOS

Avant de présenter plus en détails mes activités de recherche, il me semblait utile de retracer
brievement I’ensemble de mon parcours et d’en expliquer les étapes, ce qui fait ’objet de cet

avant-propos.

J’ai eu la chance d’étre intégrée en tant qu’ingénieur de recherche dans une des toutes
premieres équipes de Genéthon, organisme de recherche créé en 1990 par 1’Association
Francaise contre les Myopathies. Cette équipe de génétique moléculaire, initialement dirigée
par le Pr. Daniel Cohen puis par le Pr. Jacques Beckmann, travaillait sur les dystrophies des
ceintures, un groupe de maladies musculaires transmises de facon héréditaire. Au sein de cette
équipe, j’ai participé a la localisation primaire du gene responsable d’une forme récessive de
la maladie, a I’établissement de cartes génétiques et physiques de la région contenant le locus
morbide puis a I’identification du géne. C’est au cours de ces études génétiques que
I’existence d’un autre locus a été démontrée et j’ai alors été chargée de sa localisation puis de
la démarche de clonage positionnel nécessaire a son identification. L’identification de ce géne
ainsi que la détermination et I’analyse de sa séquence génomique ont ainsi constitué le sujet
de ma these de doctorat. C’est pour raison familiale que j’ai quitté Généthon et je qualifierais
les dix années que j’y ai passées, qu’il faut replacer dans le contexte scientifique du
programme « génome humain », d’exceptionnelles. Plus concrétement, elles constituent une
premiere expérience réussie de la recherche, associée a un important enrichissement personnel

scientifique et technique.

En octobre 1998, j’ai intégré, en tant qu’ATER, le Laboratoire de Biologie Cellulaire et
Moléculaire (LBCM, EA 2603) de I’Université du Littoral Cote d’Opale, dirigé par le Pr. J.
Jeanfils. Mon recrutement fut principalement motivé par mes apports et compétences en
biologie moléculaire. Au cours de cette année d’ATER, je me suis inscrite sur la liste de
qualification aux fonctions de maitre de conférences dans la section du Conseil National des
universités n° 64 dans le but de concourir sur un poste octroyé au laboratoire. Peu de temps
avant le concours, un poste d’ingénieur de recherche (IR) a également été attribué au
laboratoire. Hasard, chance ou destin ? Quoiqu’il en soit, j’ai choisi de devenir IR afin de
pouvoir me consacrer entierement a la recherche. Aprés ma prise de fonctions, le LBCM a

fusionné avec I’Institut de Recherche sur les Maladies de Squelette (IRMS) de Berck-sur-mer
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pour devenir le Laboratoire de Recherche sur les Biomatériaux et les Biotechnologies (LR2B,
EA 2603). Dans ce contexte, une réorganisation a eu lieu au sein du laboratoire afin de
recentrer ses activités. Nous avons alors forme, avec les Dr Christophe Chauveau et Jean-
Christophe Devedjian, une nouvelle équipe (équipe EDO, Etude de la Différenciation
Ostéoblastique) dont les voies de recherche se sont orientées vers 1’é¢tude des mécanismes
moléculaires impliqués dans le controle et la régulation de la différenciation osteéoblastique.
L’équipe a développé deux approches complémentaires basées sur 1’é¢tude de lignées

humaines génétiquement modifiées et d’une forme d’ossification hétérotopique.

En 2006, le laboratoire a intégré I’IFR114 et a fait évoluer sa thématique en concertation avec
cet institut. L’équipe EDO s’est alors focalisée sur I’influence de cytokines inflammatoires sur

la différenciation ostéoblastique.

Enfin, dans le cadre de la dernieére contractualisation, notre laboratoire a fusionné avec I’EA
4032 de Lille 2 dans le but de constituer une équipe unique consacréee a la recherche sur le
tissu osseux, le PMOI (Physiopathologie des Maladies Osseuses Inflammatoires, EA 4490),
dirigée par le Pr. P. Hardouin. Le projet de recherche de 1’équipe repose depuis lors sur
I’hypothése que des altérations intra-0sseuses, liees a I’adiposité médullaire, jouent un role
important dans la physiopathologie de 1’ostéoporose. Ces altérations locales, correspondant a
une modification de la répartition des différents constituants du tissu osseux, impliqueraient
des interactions entre ostéogenese et adipogenése. Ma participation actuelle a ce projet porte
sur 1’é¢tude de I’influence des adipocytes de la moelle osseuse sur la différenciation des

ostéoblastes.

Ce sont ces travaux les plus récents, ainsi que leurs perspectives, que j’ai choisi de développer
plus en détails dans ce mémoire. Ma participation aux travaux effectués a Généthon ainsi
qu’aux thémes de recherche abordés depuis ma prise de fonction a ’'ULCO sera au préalable

résumée de facon plus succincte.
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TRAVAUX ANTERIEURS A 1999

Les dystrophies musculaires des ceintures représentent un groupe de myopathies héréditaires,
se caractérisant principalement par une faiblesse et une atrophie des muscles proximaux des
membres chez I’enfant et le jeune adulte. Durant mes premicres années a Généthon, j’ai
participé a la localisation primaire du locus d’une forme transmise selon le mode récessif,
appelé LGMD2A (1). L’établissement de cartes génétiques et physiques de la région a permis
de mieux cerner l’intervalle génétique contenant le locus morbide puis la recherche des
transcrits de cet intervalle a mené a I’identification du géne responsable codant pour une
protéase spécifique du muscle, la calpaine 3 (2-10). C’est au cours des études génétiques que
I’existence d’un nouveau locus impliqué dans I'étiologie des formes récessives de la maladie a
été démontrée (11). Conformément a la nomenclature en usage, ce locus a été appelé
LGMD2E. Une démarche de clonage positionnel a été adoptée en vue de l'identification du
géne, conduisant a la localisation primaire du locus morbide dans la région péricentromérique
du chromosome 4. L'analyse génétique a permis la définition d'un intervalle, estimé a 3cM et
contenant le locus LGMD2E, sur lequel a été entreprise la construction d'une carte physique
sous forme d'un continuum de clones de YACS.

Parallélement a cette étude, le groupe du Dr Campbell (Université d'lowa, Etats-Unis) a cloné
et caractérisé le géne de la B-sarcoglycane, une glycoprotéine de 43 kDa du complexe associé
a la dystrophine. Ce géne, localisé en 4q 12, représentait un excellent candidat positionnel et
fonctionnel pour cette myopathie. Des travaux communs ont permis d'identifier une mutation
ségrégeant a I'état homozygote dans le gene de la B-sarcoglycane chez tous les patients
étudiés et de révéler une réduction concomitante de la protéine au niveau du sarcolemme,
confirmant son implication dans la dystrophie des ceintures de forme LGMD2E (12-14).

La détermination de la séquence compléte du gene de la B-sarcoglycane a par la suite été
entreprise, un cosmide contenant le géne a été entierement séquencé de facon aléatoire.
L'assemblage des séquences a conduit a I'établissement d'un continuum unique de 36159 pb.
L'organisation genomique du gene de la B-sarcoglycane a été déduite de cette séquence
consensus, Six exons ont été mis en évidence, représentant une séquence codante de 954
paires de bases. L’étude de la structure du géne a été complétée par des analyses in silico en

utilisant de maniére comparative des programmes de différents packages informatiques (15).
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L’identification du geéne responsable de la forme LGMD2A s’est faite au terme de cinq
années d’efforts en utilisant I’approche conventionnelle du clonage positionnel. L’ensemble
de I’équipe, composée de deux ingénieurs (dont moi-méme) et six techniciennes, s’est investi
dans ce travail qui a également constitué le travail de these de trois étudiantes. Lorsque
I’existence d’un autre locus a été démontrée, j’ai été chargée, avec I’aide d’une technicienne,
de sa localisation puis de la démarche de clonage positionnel nécessaire a son identification.
L’identification de ce geéne ainsi que la détermination et 1’analyse de sa séquence génomique
ont ainsi constitué le sujet de ma thése de doctorat. La combinaison des approches de clonage
positionnel et fonctionnel a permis un gain de temps considérable dans 1’identification du
locus morbide. L’obtention des résultats a également été accélérée par la mise a disposition
des marqueurs provenant de la carte génétique développée a Généthon et par 1’existence des
cartes physiques intégrées et des cartes de transcrits. Lorsque j’ai quitté Genéthon, 15 articles

relatifs a I’ensemble de ces travaux avaient été publiés.
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TRAVAUX REALISES DE 1999 & 2008|

Depuis ma prise de fonction a I’'ULCO, j’ai participé a plusieurs travaux de recherche.
Chacun d’entre eux est résumé briévement ci-dessous en suivant 1’évolution chronologique de
la thématique. J’ai personnellement initié la caractérisation des cellules de moelle osseuse lors
de mon année d’ATER. Par la suite, nous avons formé, avec les Dr Christophe Chauveau et
Jean-Christophe Devedjian, un petit groupe intitulé EDO pour Etude de la Différenciation
Ostéoblastique et nous avons abordé cette problématique par 1’intermédiaire des techniques de
biologie moléculaire et de génétique que nous maitrisions. C’est ainsi que nouS avons
développé au laboratoire les moyens d’établir et d’étudier des lignées cellulaires
génétiquement modifiées ainsi que d’analyser le phénotype de biopsies osseuses. Précisons
que je me suis plus particulierement impliquée dans 1’axe portant sur I’analyse du phénotype
ostéoblastique des ossifications hétérotopiques, tout en participant de facon active a I’avancée

des autres projets.

Caractérisation de cellules de moelle osseuse en culture

Les cellules a l’origine des ostéoblastes sont des cellules souches mésenchymateuses
multipotentes présentes dans la moelle osseuse. Ces cellules souches sont des cibles de choix
pour des thérapies cellulaires visant a régénérer 1’0s. Pour envisager ce type d’application, il
faut maitriser les mécanismes contrélant la prolifération et la différenciation ostéoblastique
lors des étapes de culture cellulaire in vitro. Les techniques de synthése d’ADN
complémentaire (ADNc) et d’amplification spécifique des ADNc par PCR (polymerase chain
reaction) permettent d’analyser le phénotype cellulaire et de caractériser 1’état de
différenciation des cellules. C’est ainsi que j’ai eu en charge a mon arrivée le développement
de ces techniques de biologie moléculaire. J’ai mis au point un ensemble de marqueurs
caractéristiques de 1’état de différenciation des cellules osseuses. Ces outils ont permis la
caractérisation phénotypique des cellules de mcelle osseuse avant leur mise en culture ainsi
que I'évaluation du potentiel ostéogénique de différents sérums et effecteurs. Les profils
d'expression génique obtenus nous ont renseignés sur I'état des cellules prélevées et sur les
effets des traitements et nous ont permis d'orienter les conditions de culture en vue d'ameliorer

la différenciation des ostéoblastes (16). Dans le cadre de ces projets, j’ai également mis au
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point la technique de « differential display » qui permet, dans des études comparatives, de
cloner, identifier et caractériser les genes codant pour des protéines exprimées
différentiellement. Cette technique a été appliquée a des cellules de moelle osseuse de lapin,
mises en culture en présence ou en absence de dexamethasone, ce qui a permis d’identifier les
génes dont I’expression est influencée par ce traitement (17). J’ai personnellement encadré
scientifiquement et techniquement ce travail, effectué dans le cadre de la thése de Doctorat de
Francgois Cornet (Mai 2003).

Recherche de marqueurs sous la dépendance du facteur de transcription ostéoblastique

Runx?2

La régulation transcriptionnelle des premiéres étapes de la différenciation ostéoblastique est
orchestrée par Runx2 (runt-related transcription factor 2, précédemment dénommé Cbfal),
géne indispensable a la mise en place du squelette et primordial dans le maintien des fonctions
ostéoblastiques chez I’adulte. Dans le but de mettre en évidence des génes sous la dépendance
de Runx2, la lignée d’ostéosarcome humain SaOs-2 a été transfectée de facon stable par des
constructions plasmidiques permettant la sur-expression d’une forme mutante dominante
négative (ACBFA1) pouvant bloguer les effets transcriptionnels de Runx2. La sélection des
clones s’est faite par Dot-Blot et PCR en temps réel afin d’isoler des clones présentant
différents niveaux d’expression du transgene. La comparaison de leurs profils d’expression
génique nous a permis d’identifier cing génes sous la dépendance de Runx2 (18) et de montrer
son implication dans la régulation au niveau transcriptionnel de GNAS1, qui code pour la
sous-unité o des protéines Gs (19). Ces travaux ont été réalisés dans le cadre de la these de

doctorat de Karine Bertaux soutenue au cours de 1’année 2005.

Analyse du phénotype ostéoblastique des ossifications hétérotopiques

L'ossification hétérotopique est un développement d'os mature dans des tissus ou il n'est
normalement pas present. Il s'agit d'une complication pouvant survenir apres un traumatisme
cranien. Cette ossification, encore appelée ostéome, se developpe a proximité des
articulations, provoquant douleurs et perte de mobilité nécessitant parfois une exérése
chirurgicale. Grace a une collaboration avec les hdpitaux du groupe Hopale de Berck-sur-mer,
nous avons eu I’opportunité d’étudier cette ossification anormale. Les travaux ont été menés

sur des prélévements humains d’os sains et d’ossifications hétérotopiques. Ils ont permis de
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comparer les profils d’expression génique de ces biopsies osseuses et d’étudier les voies de
régulation potentiellement impliquées dans ’apparition de ces excroissances osseuses. Cette
analyse nous a permis de démontrer I'existence d'une surexpression d'ostéocalcine dans les
ostéocytes des ossifications hétérotopiques (20). Des analyses complémentaires ont montré
une sur-expression significative du facteur de transcription Sp7 ainsi que du récepteur a la
vitamine D, suggérant une action combinée de ces facteurs sur la sur-expression
d’ostéocalcine (21). Par ailleurs, une recherche des autres voies de régulation potentiellement
impliquées dans 1’apparition de ces excroissances osseuses nous a permis de suggérer une
implication de la leptine, via le systeme nerveux central et le systtme B2 adrénergique (22).
Ces travaux ont fait I’objet de deux financements obtenus en 2000 et 2003 auprés de la

Societé frangaise de Rhumatologie (SFR).

Influence des cytokines inflammatoires sur la différenciation ostéoblastique

Le TNF-a (tumor necrosis factor-a) est une cytokine pro-inflammatoire majeure. 1l joue un
role important dans la perte osseuse inflammatoire, en stimulant I’activité de la résorption
osseuse par les ostéoclastes et en diminuant la formation osseuse par les ostéoblastes. De
nombreuses études récentes montrent son implication dans le contrdle de la différenciation
ostéoblastique. Or les régulations de la différenciation, de la prolifération et de 1’apoptose sont
étroitement coordonnées et, chez les ostéoblastes, le niveau d’expression de la protéine Runx2
semble jouer un role central dans cette régulation. En effet, I’expression de Runx2 augmente
au cours de la différenciation ostéoblastique et il semble aussi que ce facteur soit impliqué
dans I’arrét de la prolifération cellulaire. L’analyse de la prolifération des clones de la lignée
humaine SaOs-2 présentant différents niveaux d’expression de Runx2 a confirmé 1’effet
inhibiteur de ce facteur de transcription sur la croissance cellulaire, en suggérant que Runx2
agirait sur la vitesse de division et favoriserait la sortie du cycle prolifératif vers la voie de
différenciation. Le méme modéle a permis d’évaluer les effets du TNF-o sur la prolifération
et I’apoptose des cellules osseuse, en fonction du niveau de Runx2. Les résultats obtenus ont
montré que les clones exprimant la forme dominante négative de Runx2 semblent devenus
insensibles a 1’action antiproliférative et apoptotiques du TNF-a, soulignant le r6le de Runx2
dans la sensibilité au TNFa et notamment dans la voie de signalisation de 1’apoptose (23). Par

la suite, nous avons confirmé ces résultats dans un modeéle plus physiologique, en montrant
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que P’inhibition de Runx2 par de petits ARN interférents (SIRNA) protege des cellules
souches mesenchymateuses humaines des effets anti-prolifératifs et apoptotiques du TNFa's,
suggérant que Runx2 pourrait contréler la croissance cellulaire en régulant 1’expression
d’¢éléments impliqués dans la sensibilité aux hormones et aux cytokines (24). Ce travail a en
partie été réalisé dans le cadre du stage de Master 1 de Romain Salomez que j’ai encadré en
2007 et de la thése de doctorat d’Olfa Ghali soutenue en juillet 2010.

Conclusions

Les Pr. Jeanfils et Hardouin m’ont tous deux encouragée a développer une activité
correspondant davantage a celle d’un chercheur qu’a celle classiquement attribuée a un
ingénieur. Ils m’ont ainsi confié I’animation de I’équipe EDO au sein de laquelle j’ai
activement participé a la mise au point et au développement des projets de recherche, a
I’encadrement des étudiants, a la recherche de financement ainsi qu’aux échanges
collaboratifs, notamment avec les cliniciens dans le cadre du projet portant sur les
ossifications hétérotopiques. L’ensemble de ces travaux a fait I’objet de 10 publications dont

3 en dernier auteur.
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TRAVAUX ACTUELS

INFLUENCE DES ADIPOCYTES DE LA MOELLE OSSEUSE SUR
LA DIFFERENCIATION DES OSTEOBLASTES

I-Introduction

Dans le cadre de la derniére contractualisation, notre laboratoire a fusionné avec I’EA 4032 de
Lille 2 dans le but de constituer une équipe unique consacrée a la recherche sur le tissu
osseux, le PMOI (Physiopathologie des Maladies Osseuses Inflammatoires, EA 4490). Cette
équipe associe des rhumatologues, des odontologistes, des chirurgiens orthopédistes, des
radiologues, des physico-chimistes, des physiologistes et des biologistes cellulaires et
moléculaires. Le regroupement a conduit a 1’élaboration d’un projet scientifique commun
portant sur le role des facteurs locaux dans la pathogénie de 1’ostéoporose et de
I’ostéonécrose. L’objectif est d’étudier I’'impact des modifications locales, liées a
I’augmentation de I’adiposité médullaire, sur les pertes osseuses de 1’ostéoporose et sur
I’ostéonécrose fémorale ou maxillaire. Les compétences pluridisciplinaires apportées par
I’équipe permettent d’aborder les relations os/graisse au niveau cellulaire mais également au
niveau du tissu, les techniques de spectroscopie Raman et d’Imagerie a Résonance
Magnétique permettant de caractériser 1’os sur le plan minéral et adipeux. Deux sous-équipes
ont été constituées, chacune travaillant sur ’une des pathologies. De fortes interactions
existent entre les deux groupes étant donné que la problématique abordée reléve de la méme
hypothése et que certaines approches sont communes et utilisent les mémes compétences
(citons les aspects rhumatologiques, 1’imagerie ou la physiologie de 1’adipocyte). L’étude
portant sur 1’ostéoporose associe (1) une approche clinique explorant les pertes osseuses liees
a ’anorexie mentale, (2) une approche expérimentale animale permettant d’obtenir une vision
intégrée des relations os/graisse au cours de cette pathologie et (3) une approche in vitro afin
d’étudier les interactions au niveau cellulaire, plus particuliérement centrée sur I’influence des

adipocytes de la moelle osseuse sur la différenciation des ostéoblastes.
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Outre 1’évolution thématique, la création de 1’équipe PMOI a considérablement modifié
I’organisation du laboratoire. C'est-a-dire que le travail en équipe auquel nous étions habitués
dans le cadre de I’équipe EDO a fait place a une répartition plus personnelle des approches
utilisées. C’est ainsi qu’en étant chargée de développer 1’approche in vitro, il m’a fallu
acquérir une démarche plus autonome, de la réflexion initiale portant sur les hypotheses et la
fagon d’y apporter des éléments de réponse jusqu’a la mise au point du modele.

Par la suite, grace au recrutement d’Aline Clabaut, ATER, qui m’a secondée dans ce projet,
les premiers résultats ont été obtenus rapidement et ont fait 1’objet d’une publication.

Dans cette partie, seront présentés successivement le contexte de 1’¢tude, ses objectifs, les

résultats expérimentaux et leur discussion.

IT-Contexte

Tissu osseux, remodelage et ostéoporose

Le tissu osseux est un tissu conjonctif spécialisé, caractérisé par une matrice extracellulaire
solide. 1l a un rdle primordial de soutien et de protection des autres tissus de 1’organisme, de
maintien de 1’homéostasie minérale et représente également une source de cellules
hématopoiétiques pour la régénération du systéme sanguin et immunitaire. Le tissu osseux a
la particularité d’étre en constant renouvellement, grace a 1’action séquentielle et opposée de
deux cellules: les ostéoblastes qui assurent la formation de l’os et les ostéoclastes
responsables de sa résorption. C’est du bon fonctionnement de ce processus, appelé
remodelage, que dépend le maintien de la masse osseuse. Tout déséquilibre entre formation
et résorption est associé a des pathologies osseuses, notamment 1’ostéoporose. Cette affection
est caractérisée par une diminution de la densité osseuse et une altération de la
microarchitecture du tissu osseux, ce qui entraine fragilité de 1’os et risque de fracture. Chez
I’homme, le capital osseux diminue lentement a partir de 40 ans environ. Cette perte osseuse
liée a I’age peut conduire a 1’ostéoporose si le capital osseux en fin de croissance était
insuffisant ou si l'activité de remodelage a un bilan tres déficitaire. Chez la femme, la perte
osseuse s’accélere nettement a la ménopause, du fait de la carence en oestrogenes, et
augmente considérablement le risque de fractures. L’ostéoporose sénile et post-ménopausique
constituent les deux types d’ostéoporose primaire. L'ostéoporose peut également étre

secondaire a certains traitements, a une immobilisation prolongée, ou a une autre pathologie.
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C’est ainsi qu’elle représente une complication sérieuse de I’anorexie mentale, les adaptations
physiologiques a la privation énergétique affectant le metabolisme osseux (25-27). Une
caractéristique particuliere retrouvée a la fois dans 1’ostéoporose liée a 1’age, 1’ostéoporose
post-ménopausique et 1’ostéoporose de 1’anorexie mentale est 1’augmentation de 1’adiposité

au sein de la moelle osseuse (28).

Le milieu de la moelle osseuse, les cellules souches mésenchymateuses et leur

différenciation.

La moelle osseuse est présente chez I’adulte dans les cavités des os plats et des extrémités
proximales des épiphyses des os longs. Elle comprend le tissu myéloide et le stroma
médullaire. La cellule souche hématopoiétique du tissu myéloide va se différencier pour
donner les différentes cellules des lignées hématopoiétiques. Dans le stroma, se trouvent les
cellules souches mésenchymateuse (CSMs), les fibroblastes, les ostéoblastes et les adipocytes.

Blood vessel

Adipocytes and fat

Hematopoietic
stem cells

Osteoclasts

\

Osteocytes —_ =

Figure 1 : Environnement de la moelle osseuse. D’aprés Walsh et al. 2006 (29).

Les ostéoblastes, cellules ostéoformatrices, dérivent des cellules souches mésenchymateuses
alors que les ostéoclastes, cellules ostéorésorbantes, proviennent de la lignée hématopoietique
monocytaire. Les CSMs sont des cellules multipotentes capables de se différencier en divers

types cellulaires tels que 1’ostéoblaste, le chondroblaste ou I’adipocyte (30-32).
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Figure 2 : Expression génique au cours de la différenciation des CSMs en ostéoblaste ou
en adipocyte.

La différenciation des CSMs en ostéoblastes est caractérisée par 1’engagement et la
prolifération des cellules ostéoprogénitrices qui, aprés arrét de la multiplication cellulaire, se
différencient en pré-ostéoblastes puis en ostéoblastes matures fonctionnels chargés de la
synthese et de la minéralisation de la matrice osseuse. Les différentes séquences de la
différenciation nécessitent I’expression du facteur de transcription majeur Runx2 et d’autres
facteurs régulateurs tels que Msx-2, DIx-5, ostérix et Twist, qui contrélent I’expression de
genes spécifiques. La phosphatase alcaline (ALP) est exprimée dans les premiers stades de
I’ostéogénése, 1’osteonectine (ON), I’osteopontine (OP) et I’ostéocalcine (OC) sont exprimées
par les ostéoblastes matures (Figure 2). L’ostéogénése est sous le contrdle de nombreux
facteurs locaux tels que les protéines morphogéniques osseuses (BMP), le TGFp
(Transforming growth factor B), les FGF (Fibroblast growth factor) et systémiques, 1’hormone

parathyroidienne, les hormones sexuelles, la vitamine D, les glucocorticoides (33).
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D’une maniere similaire, I’induction de 1’adipogénese des CSMs est régulée par une balance
entre signaux pro et anti-adipocytaires. Parmi les facteurs pro-adipogéniques, citons
I’hormone de croissance, I’'IGF (Insulin-like growth factor), les glucocorticoides et les
prostaglandines, tandis que les protéines wnt, TGFB et Sonic Hedgehog ont un effet
inhibiteurs. La compréhension du réle exact de ces signaux et de leur hiérarchisation reste
incompléte, une complexité supplémentaire venant de certains agents qui peuvent a la fois
étre activateurs ou inhibiteurs. 1l est a I’heure actuelle admis que ces voies de signalisation
coordonnent I’action de facteurs de transcription, principalement PPARY (peroxysome
proliferator-activated receptor gamma) et la famille des CAAT/enhancer binding family
(C/EBP), qui jouent un rdle séquentiel et coopératif dans le déroulement de la différenciation.
Dans les premiers stades de la différenciation, les protéines C/EBPB et C/EBPS sont
synthétisées de facon précoce et transitoire. Elles agissent directement au niveau du
promoteur de PPARYy pour augmenter 1’expression de ce géne. Par la suite, I’induction de la
protéine C/EBPa permet de maintenir 1’expression de PPARY, ces deux protéines nécessaires
a I’adipogénése se régulant mutuellement de fagon positive (Figure 3). L’action régulatrice de
ces facteurs transactive de nombreux genes spécifiques de I’adipocyte par I’intermédiaire de
sites présents dans leurs régions régulatrices: Séquence CCAAT pour C/EBPa et PPRE
(Peroxysome Proliferator Response Element) pour PPARy. lls dirigent entre autre
I’expression de la lipoproteine lipase, d’une protéine vectrice des acides gras (FABP4 ou aP2)
et du transporteur au glucose GLUT4 (Figure 2). Une autre protéine de la famille des C/EBP,
CHOP-10 (C/EBP homologous protein-10), entraine une séquestration des C/EBP et empéche
leur action activatrice en s’hétérodimérisant avec eux. Enfin, ADD1/SREBP1 (adipocyte
determination- and differentiation-dependent factor 1/sterol regulatory element binding
protein 1) est un facteur transcriptionnel a motif hélice-boucle-hélice (HLH) qui participe

¢galement, de facon plus limitée, a I’induction de I’adipogénése [pour revue (35, 36)].
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Figure 3 : Interactions entre les facteurs transcriptionnels de I’adipogénése PPARY et
CEB/P.

Le processus de différenciation peut schématiquement étre divisé entre événements précoces
et tardifs. Les étapes précoces sont caractérisées par des remodelages du cytosquelette et
I’émergence de marqueurs tels la lipoprotéine lipase. Au cours de la différenciation terminale,
les adipocytes présentent un accroissement de leur activité métabolique, en rapport avec
I’induction d’enzymes spécifiques, qui se traduit par ’accumulation dans le cytoplasme de
goutelettes lipidiques qui augmentent de volume puis fusionnent. L’augmentation de
I’expression de GLUT4 et de aP2 participe a cette lipogénese. L’adipocyte produit alors de
nombreux facteurs sécrétés qui participent a la régulation du métabolisme du tissu adipeux et
des tissus voisins ainsi qu’au contréle de I’homéostasie énergétique de 1’organisme.

Il a été proposé que les CSMs se différencieraient par défaut en adipocytes et que la
différenciation en ostéoblastes ne se ferait que sous certaines conditions : nombre de CSMs et
état de confluence, vascularisation, niveaux de facteurs de croissance dans le milieu (37, 38).
Dans I’ostéoporose, ces conditions ne seraient plus présentes, et il a €té suggéré que la
différenciation prédominante des CSMs en adipocytes serait a 1’origine de I’infiltration
progressive de la moelle osseuse par le tissu adipeux médullaire, au détriment des ostéoblastes
et donc de la formation osseuse. La biologie et la fonction de I’adipocyte médullaire sont
encore mal connues. Le tissu adipeux médullaire a longtemps été considerée comme un
composant de 1’os jouant un role passif de remplissage de I’espace laissé vacant par la perte
osseuse (39). Par la suite, 1’existence de fonctions endocrines a été suggérée. Ainsi, un des
roles les mieux caractérisés des adipocytes médullaires est de supporter 1’hématopoiese en

produisant les cytokines nécessaires au développement cellulaire. Il semble qu’ils pourraient
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également participer au metabolisme lipidique de la moelle et représenter un réservoir
d’énergie locale pour 1’ostéogenése par exemple (40). L’adipocyte de la moelle produit un
certain nombre de facteurs solubles, pouvant avoir un effet sur la formation osseuse ; parmi
eux, des adipokines, dont la leptine et I’adiponectine actuellement trés étudiées pour leur
implication dans la régulation de la masse osseuse, des cytokines inflammatoires capables de
promouvoir la résorption osseuse et des acides gras suspectés de toxicité (41). Certains de ces
facteurs, telle la leptine, sont impliqués dans la régulation conjointe de 1’ostéoblastogénése et
de I’adipogénése, ce qui laisse supposer des mécanismes d’interactions complexes entre les

deux types cellulaires.

Interactions entre I’ostéoblaste et ’adipocyte au sein de la moelle osseuse

L’hypothese de I’existence d’une relation inverse entre 1’adipocyte médullaire et 1’ostéoblaste
est soutenue par de nombreuses études. L’augmentation de 1’adiposité médullaire au
détriment de la masse osseuse dans I’ostéoporose a été rapportée des 1971 (42). Les résultats
d’études menées in vitro dans des systemes de culture de CSMs ont conduit a suggérer que la
régulation de ’ostéogénése et de ’adipogénése pourrait se faire au niveau du précurseur
cellulaire commun (43). Par la suite, dans le modéle de sénescence chez la souris SAMPS, il
a été montré que la perte osseuse liée a 1’age résulterait d’une diminution de la capacité des
CSMs a se différencier en ostéoblastes accompagnée d’une augmentation de la différenciation
adipocytaire (44-46). Une autre théorie propose que cette relation inverse existe de par 1’inter-
conversion possible des cellules déja engagées dans une voie de différenciation,
ostéoblastique ou adipocytaire. L’idée de plasticité entre les deux types cellulaires a été
suggerée pour la premiére fois dans une étude portant sur la différenciation adipocytaire de
cellules primaires osseuses sous certaines conditions de culture (47). Ce concept, soutenu par
d’autres études menées in vitro (48, 49) reste cependant controverse.

Le paradigme de la relation inverse a récemment été remis en question par I’hypothése de
I’existence dans la moelle osseuse de cellules progénitrices pré-osteoblastiques ou pré-
adipocytaires répondant a des mecanismes de régulation distincts (50). Il a également été
observé dans quelques modeles de souris génétiquement modifiées des variations
indépendantes des tissus osseux et adipeux (51). L’équipe de Lecka-Czernik, en montrant que
les activités pro-adipocytaires et anti-ostéogéniques de PPAR-y peuvent étre modulées de
fagcon simultanée ou indépendante selon la nature du ligand utilisé, suggeére une

complémentarité des deux hypothéses (40, 52). Des mécanismes multiples, évoluant avec
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I’4ge et I’environnement, pourraient ainsi, selon ces auteurs, étre mis en ceuvre dans les

relations entre ostéoblastes et adipocytes.
Objectifs

Méme si de nombreux travaux ont été publiés sur le sujet ces toutes dernieres années, il reste
de multiples interrogations concernant le role des adipocytes au sein de la moelle osseuse, leur
éventuelle implication dans la survenue de I’ostéoporose mais aussi la nature des interactions
entre adipocytes et ostéoblastes dans le stroma médullaire. Le lien entre augmentation de la
graisse médullaire et diminution osseuse ne fait cependant plus aucun doute et, avec la
possibilité d’une régulation commune des deux voies de différenciation, il est fort probable
que I’adipocyte joue un rdle dans le développement de I’ostéoporose. Dans ce contexte, notre
hypothése est que 1’adipocyte médullaire, par une action paracrine, pourrait intervenir sur la
régulation de la différenciation des CSMs voire des ostéoblastes. Dans le but d’y apporter des
éléments de réponse, nous avons développé un modele de coculture utilisant des CSMs
commerciales humaines non différenciées ou cultivées en milieu ostéogenique, placées en

coculture avec des CSMs préalablement cultivées en milieu adipogénique.
III-Resultats Experimentaux

La différenciation adipocytaire s’installe au laboratoire

En raison des thématiques de recherche jusqu’alors développées, les techniques de culture
cellulaire touchant a I’expansion des CSMs et a leur différenciation ostéoblastique étaient
bien maitrisées au laboratoire. Il a par contre fallu mettre au point I’ensemble des protocoles
relatifs & la différenciation adipocytaire et & son évaluation : milieux de culture, coloration
spécifique, geénes cibles et genes de référence pour I’analyse de 1’expression génique. Une
cinétique conduite avec 4 milieux de culture différents nous a permis de déterminer les
conditions nous permettant d’obtenir en 14 jours de culture de 20% a 40% de cellules

différenciées (Figure 4).
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Figure 4 : Coloration Oil Red O effectuée sur des CSMs cultivées en milieu
adipogénique. L’oil Red O marque spécifiguement les gouttelettes lipidiques et
permet la visualisation et le comptage des adipocytes.
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Figure 6 : Schematisation du protocole expérimental de coculture
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Mise au point des cocultures

Nous avons mis au point un systeme de coculture utilisant des inserts 8 membrane poreuse
(figure 5). Dans ce systeme, les CSMs commerciales humaines d’un méme donneur sont soit :
- ensemencées sur insert de culture et cultivées apres confluence en milieu adipogénique
durant 14 jours (Al4)
- ensemencées en plaque 6 puits et cultivées en milieu de prolifération jusqu’a
confluence (CSM)
- ensemencées en plaque 6 puits et cultivees apres confluence en milieu ostéogénique
durant 7 (O7) ou 21 jours (O21)
Les inserts sont ensuite transférés dans les puits et la coculture se fait en milieu de base sans
sérum durant 48h (O7/Al14, 021/A14, CSM/A14). Les cellules cultivées dans les mémes
conditions mais sans insert sont considérées comme controle (07, 021, CSM). Un autre
contréle consiste en une coculture dans laquelle des CSMs cultivées en milieu de prolifération
durant 21 jours remplacent les adipocytes sur I’insert (O21/CSM21). Aprés coculture, les
cellules des plaques six puits sont récupeérées, leur phénotype est analysé par PCR en temps
réel et détermination de I’activité phosphatase alcaline. La différenciation adipocytaire sur les
inserts a été vérifiée par coloration a 1’0Oil Red’O et par recherche de marqueur spécifique par

RT-PCR. Le protocole expérimental est représenté dans la Figure 6.

Modifications phénotypiques observées apres coculture

La réalisation d’expériences de coculture sur des CSMs obtenues a partir de trois donneurs
différents nous a permis de mettre en évidence une altération de la différenciation au sein de
la population ostéoblastique (34). Les cellules présentent ainsi apres coculture (Figure 7) :
= Une diminution du niveau d’expression de 1’ostéocalcine (OC), marqueur tardif de la
différenciation ostéoblastique tandis que les niveaux d’expression de Runx2 et du
collagene de type 1 (COL1) ne varient pas.
= Une augmentation du niveau d’expression du facteur de transcription PPARYy,
régulateur essentiel de la différenciation adipocytaire.
= L’apparition de 1’expression des marqueurs adipocytaires leptine et lipoprotéine
lipase (34) tandis que 1’expression du marqueur tardif GLUT4 n’est pas détectée.
Apres coculture des CSMs avec les adipocytes, seule 1’apparition de 1I’expression de la leptine
est observée (Figure 7) (34).
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Figure 7 : Effets de la coculture sur le phénotype des CSMs et des ostéoblastes issus des
CSMs.

A. Analyse du gene LPL (lipoprotéine lipase) par RT-PCR a partir de 3 donneurs

différents (CSM1, CSM2 et CSM3). En référence, le gene PPIA : Peptidylpropyl
isomerase A.
07, 021: Cellules cultivées aprés confluence en milieu de différenciation
ostéogénique pendant 7 ou 21 jours. CSM: Cellules cultivées en milieu de
prolifération jusqu’a confluence. A14 : Cellules cultivees aprés confluence en milieu
de différenciation adipocytaire pendant 14 jours. O7/Al4, O21/Al14, CSM/A14 :
Coculture O7, 021 et CSM avec Al4 pendant 48 heures.

B. Analyse des marqueurs adipocytaires (PPARY et leptine) et ostéoblastiques

(OC : Ostéocalcine et ALP : Phosphatase alcaline) par PCR en temps réel. Les niveaux
d’expression en ARNm sont normalisés par rapport a I’expression de deux génes de
réference, PPIA: Peptidylpropyl isomerase A et YWHAZ: tyrosine 3-
monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase-activation protein. *P<0.05, P**<0.01,
pour les cellules cocultivées par rapport aux cellules cultivées seules.
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Figure 8A : Analyse par PCR en temps réel de ’expression de ’ALP.

Les niveaux d’expression sont normalisés par rapport a deux génes de référence, 18S et
tyrosine 3-monooxygenase/tryptophane 5-monooxygenase activation protein (YWHAZ).
CSM : Cellules souches mésenchymateuses cultivées en milieu de prolifération jusqu’a
confluence. A7, A14 et A39 : CSMs cultivées aprés confluence en milieu adipogénique
pendant 7, 14 et 39 jours. 021 : CSMs cultivées en milieu ostéogénique pendant 21 jours.
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Figure 8B : Détermination de I’activité ALP.

CSM : Cellules souches mésenchymateuses cultivées en milieu de prolifération jusqu’a
confluence. A7, Al4 et A39 : CSMs cultivées apres confluence en milieu adipogénique
pendant 7, 14 et 39 jours. 021 : CSMs cultivées en milieu ostéogénique pendant 21 jours.
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La phosphatase alcaline, un marqueur adipocytaire ?

La coculture induit ainsi dans la population ostéoblastique I’augmentation voire I’apparition
de I’expression de marqueurs adipocytaires tandis que le niveau d’expression des marqueurs
osteoblastiques reste stable ou diminue. Curieusement, nous avons observé une augmentation
du niveau d’expression de 1’alcaline phosphatase (ALP) aprés coculture de la population
ostéoblastique, accompagnée, pour les cellules cultivées 21 jours avant coculture (O21/A14),
d’une augmentation de 1’activité enzymatique (34). La phosphatase alcaline est un marqueur
ostéoblastique bien connu mais il a été¢ également montré la présence de 1’expression et de
I’activité de cette enzyme dans différents modeles de cultures adipocytaires (53-55). C’est
pourquoi nous avons analysé et comparé les niveaux d’expression et d’activité de I’ALP de
cultures de CSMs placées ou non en milieux de différenciation ostéoblastique ou adipocytaire.
Les résultats préliminaires confirment bien la présence d’expression et d’activité de I’ALP
dans des CSMs cultivées durant 14 jours en milieu d’induction adipogénique. De fagon
encore plus surprenante, les niveaux d’expression et d’activité obtenus dans ces conditions
sont plus élevés que ceux observés pour les CSMs cultivées en milieu ostéogénique (Figure
8). Par ailleurs, la réalisation de colorations in situ a permis de corroborer la présence d’une

activité ALP au niveau des cellules de type adipocytes (Figure 9).
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Figure 9 : Coloration ALP in situ.
CSMs cultivées 14 jours en milieu de prolifération, en milieu de différenciation ostéoblastique

ou adipocytaire.

Différenciation ostéoblastique

Différenciation adipocytaire
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Quelques réflexions sur les résultats obtenus

Dans le systeme que nous avons developpé, la coculture induit dans la population
ostéoblastique dérivée des CSMs des modifications phénotypiques importantes, certaines
d’entre elles sont également retrouvées dans les CSMs non différenciées mais de fagon
atténuée. Les cellules souches mésenchymateuses représentent une population cellulaire
hétérogéne. L’analyse in vitro de CSMs de diverses especes a révelé que seulement 20 a 40%
de la population cellulaire serait multipotente, le phénotype des autres cellules étant mal
défini (56). Dans ces conditions, on peut se demander si les effets observés aprés coculture ne
seraient pas le fait d’une modification phénotypique, non pas des CSMs différenciées en
ostéoblastes, mais des cellules « contaminantes » présentes dans la population de départ.
Cependant, I’absence d’expression d’ostéocalcine et de LPL dans les CSMs non différenciées,
cocultivées ou non, écarte la possibilit¢ d’une contribution significative des cellules non
différenciées ou bien des cellules « contaminantes » dans le phénotype observé. Quant a la
variation d’amplitude observée dans les modifications phénotypiques entre les CSMs
différenciées ou non, elle provient certainement de I’état de différenciation des cellules. On
peut en effet supposer que les voies de signalisation empruntées différent selon 1’état de
différenciation cellulaire, de la méme facon que le niveau d’expression de nombreux

récepteurs.

Peu de travaux consacrés a I’¢tude in vitro des relations adipocytes/ostéoblastes ont été
publiés et, a notre connaissance, aucun n’utilisant des CSMs humaines. Il a été montré une
action néfaste d’adipocytes matures extramédullaires sur la prolifération d’ostéoblastes
primaires, due aux acides gras polyinsaturés sécrétés par les adipocytes (57, 58). Dans une
autre étude utilisant les mémes types cellulaires, ce sont des acides gras saturés, les acides
palmitique et stéarique, qui affectent la prolifération, la fonction et la survie des ostéoblastes
(59). Un papier publié a la méme période que le ndtre rapporte une diminution des niveaux
d’expression de Runx2, du collagene de type 1, de 1’ostéocalcine et d’ostérix ainsi qu’une
augmentation du niveau d’expression de PPARy pour des cellules des lignées murines
ostéoblastiques MC3T3-L1 et BMS2 suite a la coculture avec des adipocytes différenciés de
la lignée 3T3-L1 (60). Par contre, la coculture induit une diminution de 1’expression et de
I’activité de I’ALP. Il existe de nombreuses disparités entre les deux études, citons I’espece, le
temps de coculture et plus encore les types cellulaires et leur état de différenciation qui

peuvent cependant expliquer ces différences de résultats. Les relations adipocytes/ostéoblastes
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Les niveaux d’expression sont symbolisés par 1’épaisseur des fléches, bleues pour les
marqueurs ostéoblastiques et jaunes pour les marqueurs adipocytaires.
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ont également été étudiées par le biais des milieux conditionnés (MC). C’est ainsi que la mise
en présence de CSMs murines différenciées en ostéoblastes avec un MC adipocytaire a
entrainé une augmentation de ’activité ALP. Les auteurs suggérent une action positive du
TNFa, secrété par les adipocytes et présent dans le MC, sur la fonction ostéoblastique (61).
Une autre hypothése, en relation avec nos observations, serait que cet accroissement de
I’activité ALP corresponde a I’acquisition de caractéres adipocytaires, mais 1’absence

d’analyse d’expression génique ne permet pas de 1’approfondir.

La diminution du niveau d’expression de I’ostéocalcine associée a I’apparition de 1’expression
de marqueurs adipocytaires dans la population ostéoblastique nous conduit a suggérer
I’existence d’une conversion phénotypique de la population ostéoblastique vers la voie
adipocytaire. Notre hypothése est celle d’une dé-différenciation des cellules de type
ostéoblastique, accompagnée d’une réorientation vers la voie de différenciation adipocytaire
(Figure 10). Selon cette supposition, 1’absence de modification dans les niveaux d’expression
de Runx2 et du collagene de type 1 n’est pas surprenante car ces marqueurs sont exprimés
tout au long du processus de différenciation ostéoblastique. Quant a I’augmentation du niveau
d’expression de I’ALP, elle peut s’expliquer par un retour a un stade moins différencié (si I’on
considere ce marqueur comme ostéoblastique) ou a I’acquisition d’un phénotype adipocytaire
(si ’on considére que I’ALP est associ¢e a I’adipogénése). Ce phénomeéne de commutation
entre adipocytes et ostéoblastes a déja été décrit dans divers systemes de culture cellulaire, les
cellules différenciées étant capables de modifier leur programme de différenciation en réponse
a un changement de milieu inducteur (48, 49, 62, 63). Dans notre étude, ce sont les adipocytes
eux-mémes qui entrainent une altération du phénotype des ostéoblastes, et méme s’il faut
rester prudent face a des résultats obtenus in vitro, il est tentant de les extrapoler & un possible

mécanisme qui impliquerait les adipocytes médullaires dans la survenue de 1’ostéoporose.

L’absence de contact physique entre les cellules cocultivées suggere que la population
ostéoblastique réponde a un ou plusieurs facteurs solubles sécrétés par les adipocytes. Les

acides gras, incriminés dans les études précédemment décrites pour leur impact negatif sur la
prolifération, la fonction et 1’apoptose des ostéoblastes (58, 59), apparaissent comme de bons
candidats. Parmi les processus potentiellement provoqués, ils pourraient activer le facteur de
transcription PPARy. En effet, les acides gras et leurs dérivés ont été décrits comme des

ligands endogenes de PPARY (64, 65). De plus, il a été montré qu’ils sont capables d’induire
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la différenciation adipocytaire de lignees ostéoblastiques humaines et murines, et ceci en
transactivant PPARy (62). Dans le modele de coculture développé, il est possible que les
adipocytes libérent une quantité d’acides gras suffisante pour provoquer les effets observés.
Or, les CSMs non différenciées ou différenciées en ostéoblastes expriment dans ce méme
modele un niveau basal de PPARy. Il est donc envisageable que les modifications
phénotypiques induites par la coculture soient dues a I’activation de PPARY dans les CSMs et
la population ostéoblastique, activation qui pourrait étre induite par les acides gras secréetés
par les adipocytes. C’est sur la base de cette hypotheése que j’ai choisi d’orienter la suite des

travaux, selon une approche développée dans la partie suivante.
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PROJETS DE RECHERCHE
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Les projets de recherche que j’envisage de développer découlent des résultats obtenus au
cours de I’étude précédemment décrite et consistent a :
1. Caracteriser de facon plus approfondie les phénomenes observés suite a la coculture et
optimiser le modele.
2. Etayer I’association phénotype adipocytaire/ALP.
3. Comprendre les mécanismes impliqués dans les modifications phénotypiques induites
par la coculture.
Il est certain qu’il ne s’agit pas d’un travail d’ermite et j’espére qu’Aline Clabaut pourra
poursuivre cette «aventure » avec moi. Par ailleurs, je compte beaucoup sur 1’aide de
Séverine Delplace, pour ses savoirs et compétences en biologie cellulaire, et de Stéphanie
Lucas, Maitre de conférences nouvellement recrutée dans I’équipe pour ses compétences en

physiologie de I’adipocyte.

I-Optimisation et caractérisation du modéle de coculture

De nombreuses questions se posent suite aux modifications observées aprés coculture. Dans la
mesure ou il nous semble possible d’obtenir assez rapidement réponse a certaines d’entre
elles, la mise en ceuvre des expériences nécessaires constitue un objectif a court terme. Ci-
dessous sont ainsi listées ces quelques questions ainsi que la méthodologie que nous

comptons employer pour y répondre :

La coculture induit dans la population ostéoblastique dérivée des CSMs 1’apparition d’un
phénotype « hybride » caractérisé par la détection concomitante de 1’expression de marqueurs
ostéoblastiques et adipocytaires. Cette détection peut découler de la modification
phénotypique de toutes les cellules de type ostéoblastique ou bien signifier la présence d’un
mélange hétérogene de cellules, certaines ayant acquis un phénotype adipocytaire tandis que
d’autres conserveraient le phénotype ostéoblastique. Dans le but de mieux cerner le
phénomene engendré par la coculture, nous envisageons d’analyser par immunofluorescence
la possible co-localisation de protéines adipocytaires et ostéoblastiques (la lipoprotéine lipase

et I’ostéocalcine par exemple) au sein d’une méme cellule.

L’émergence d’un marqueur tel que la lipoprotéine lipase indique un engagement dans le
processus de différenciation adipocytaire, engagement non abouti comme le dénotent a la fois

I’absence d’expression de GLUT4 et I’absence de gouttelettes lipidiques. Nous nous

39



interrogeons sur la possibilit¢ d’exacerber 1’acquisition des caractéristiques adipocytaires
jusqu’a I’apparition dans le cytoplasme de ces gouttelettes. Pour cela, nous projetons
d’augmenter le temps de coculture jusqu’aux limites de tolérance cellulaire, en renouvelant
éventuellement les inserts adipocytaires. Il faudra alors peut-étre supplémenter le milieu d’un

minimum de sérum pour fournir les acides gras nécessaire a la lipogénese.

Nos résultats portent essentiellement, si I’on excepte la mesure de I’activité phosphatase, sur
des variations d’expression génique et nous souhaitons y ajouter une analyse fonctionnelle en

¢tudiant I’influence de la coculture sur les capacités de minéralisation des cellules.

Enfin, il serait intéressant d’étudier I’influence des ostéoblastes cocultivés sur le phénotype
des adipocytes, en effet il est fort probable qu’il existe un « dialogue » entre ces deux cellules

voisines et que la présence des ostéoblastes puisse modifier la physiologie de I’adipocyte.
II-Confirmation de |'association ALP/phénotype adipocytaire

La présence surprenante d’une activité ALP dans des CSMs cultivées en milieu d’induction
adipogénique nous incite par curiosité a quelques expériences supplémentaires. Une cinétique
de culture sur 30 jours est actuellement menée afin de comparer au cours du temps les
niveaux d’expression et d’activité de I’ALP pour des CSMs cultivées en milieu adipocytaire
ou ostéogénique. Par ailleurs, nous avons vérifié que les CSMs différenciées en adipocytes
exprime le collagene de type 1 et nous souhaitons tester la possibilité d’une minéralisation de
ces cellules en les cultivant en présence d’une source de phosphate. 1l a été montré que I’ALP
de cellules 3T3-L1 ne serait pas localisée a la membrane plasmique mais plutdt a la
membrane entourant les gouttelettes lipidiques (54). Nous souhaitons vérifier cette donnée
dans notre systeme cellulaire en recherchant parmi les protéines associées a cette membrane la
présence d’une activité phosphatase alcaline. Toujours dans le méme papier, il a été suggéré
que I’ALP serait impliquée dans le processus de ’adipogénese et agirait sur le stockage des
lipides (54). C’est pourquoi il est tentant de reproduire une coculture en supprimant I’activité
ALP des CSMs différenciés en ostéoblastes par I’emploi d’un inhibiteur tel que le levamisole.
Nous espérons que ces quelques manipulations nous permettront de mieux cerner le role de
I’ALP dans les adipocytes. Le sujet ne sera a priori pas développé davantage a la fois par

manque de temps et pour ne pas trop s’¢loigner du projet en cours.
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III-Recherche des mécanismes impliqués dans les
modifications phénotypiques induites par la coculture

Parmi les facteurs sécrétés par les adipocytes, nous pensons que les acides gras sont
susceptibles d’altérer le phénotype des ostéoblastes dérivés des CSMs. En effet, en tant que
ligands potentiels, ils pourraient activer le facteur de transcription PPARY. Or il est attribué a
PPARy un role anti-ostéoblastique critique dans la perte osseuse. Il a ainsi été montré que
I’activation de PPARy favorise 1’adipogénése et inhibe 1’ostéoblastogénese de cellules
primaires de moelle osseuse (66-68). Inversement, I’invalidation de PPARy entraine in vitro
une diminution de la différenciation adipocytaire au profit de la différenciation ostéoblastique
et produit in vivo une augmentation du volume osseux trabéculaire (69). Chez I’homme, une
augmentation de la perte osseuse et du taux de fractures a été rapportée chez les patients
diabétiques traités par des thiazolidinedione (TZD), ligands synthétiques de PPARYy (70).
PPARy présente quatre isoformes : PPARy1l et PPARY2, les deux isoformes majeures, ne
difféerent que par 30 reésidus acides aminés dans leur extrémité N-terminale. PPARy1 est
exprimé par divers types cellulaires et représente 1’isoforme exprimée a 99% dans 1’os tandis
que PPARY2 n’est exprimé que par les adipocytes (71, 72). 1l est maintenant connu que les
variants PPARy3 et PPARy4 produisent des protéines identiques a PPARy1; PPARY3 a été
localisé dans le tissu adipeux, les macrophages et 1’intestin tandis que la distribution tissulaire
de PPARY4 reste & déterminer (73). Il existe une controverse sur la capacité de PPARyl a
induire 1’adipogénése. Pour certains auteurs, PPARY1 serait capable d’induire 1’adipogénése
quoique que moins efficacement que PPARYy2 (74, 75) tandis que pour d’autres, en absence de
ligand exogene, I’isoforme 1 ne présente pas de fonction régulatrice de 1’adipogénése (76). En
fait, il semblerait que les 30 acides aminés supplémentaires dans I’extrémité N terminale de
I’isoforme 2 lui confére un domaine activateur indépendant du ligand (75).

Nous avons vérifié I’expression des deux isoformes dans notre systéme de culture. PPARYy1
est exprimé quoique assez faiblement dans les CSMs, les CSMs différenciées en ostéoblastes
ou en adipocytes. PPARy2 est uniquement exprimé dans les CSMs différenciées en
adipocytes. Par contre, son expression est détectée aprés coculture dans les CSMs
différenciées en ostéoblastes, ce qui est déterminant et prometteur pour la suite envisagée.
Pour valider notre hypothése, deux approches seront suivies qui consisteront a vérifier que (1)

les acides gras libérés par les adipocytes constituent bien un facteur déterminant dans les
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effets observés et que (2) PPARYy est bien impliqué dans les modifications phénotypiques de la
population ostéoblastique.

Le premier volet de ce projet sera assuré par Stéphanie Lucas. Afin de définir si les adipocytes
provoquent les effets d’altérations phénotypiques des ostéoblastes par I’intermédiaire d’une
libération d’acides gras, elle propose en premier lieu :

- de stimuler la lipolyse et de s’assurer que cette stimulation provoque une exacerbation
de la régression du phénotype ostéoblastique et une augmentation de I’expression des
marqueurs adipocytaires

- d’incuber les CSMs différenciés en ostéoblastes avec des acides gras présentant
différents degrés de saturation puis de vérifier I’impact de ces molécules sur la
différenciation ostéoblastique.

En ce qui concerne la seconde approche, la méthodologie consistera a activer ou inhiber
PPARy dans les CSMs et la population ostéoblastique avant la coculture. L’activation de
PPARy se fera en utilisant un ligand synthétique de la classe des TZDs, la rosiglitazone.
L’expression de PPARY sera inhibée par I’emploi de la méthode d’extinction des ARN (RNA
silencing). L’analyse de I’expression génique permettra de déterminer si 1’activation ou
I’inhibition de PPARy entrainent respectivement une exacerbation ou au contraire une
diminution des effets induits par la coculture sur le phénotype ostéoblastique. Si c’est bien le
cas, il serait alors trés intéressant d’analyser in vivo les effets d’une invalidation du géne
PPARy2 sur les populations ostéoblastiques et adipocytaires de la moelle osseuse. Divers
modeles ont déja été développés et analysés. C’est ainsi que les souris invalidées de fagon
hétérozygote pour le géne PPARy (PPARy +/-) présentent une augmentation de la formation
osseuse due a une stimulation de 1’ostéoblastogénése des progéniteurs de la moelle (69). Chez
les souris lipodystrophiques PPARy ™P™P  |’absence compléte de PPARY2 accompagnée
d’une diminution importante de PPARy1 dans le tissu adipeux blanc conduit également a
I’augmentation de la masse osseuse grace a une différenciation ostéoblastique favorisée (77).
Dans ces modeles, il est clair que la deficience en PPARy ou en 'une ou l’autre de Ses
isoformes affecte 1’ensemble des tissus, ce qui ne permet pas de s’affranchir de variations
endocrines importantes. C’est le cas des taux circulants d’adipokines impliquées a la fois dans
le metabolisme des cellules osseuses et des cellules adipocytaires, telles que la leptine et
I’adiponectine par exemple. Pour analyser les interactions entre ostéoblastes et adipocytes au
sein de la moelle osseuse, une invalidation conditionnelle permettrait de se focaliser sur les

effets locaux. Dans I’idéal, il s’agirait d’invalider PPARy2 uniquement dans la lignée
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ostéoblastique et d’en évaluer les conséquences par des analyses histologiques et

fonctionnelles.

Au terme de la rédaction de ce mémoire est paru un article décrivant des travaux similaires
aux notres mais pousses plus avant et intégrant une partie de nos perspectives. C’est ainsi que
la coculture de lignées murines ostéoblastiques MC3T3-L1 et BMS2 avec des adipocytes
différenciés de la lignée 3T3-L1 entraine une diminution des niveaux d’expression de Runx2,
du collagene de type 1, de I’ostéocalcine et d’ostérix ainsi qu’une augmentation du niveau
d’expression de PPARy. Se focalisant sur un possible réle de PPARYy, les auteurs montrent
que son extinction a I’aide de siRNA prévient les modifications phénotypiques observées,
concluant a son implication dans I’inhibition de la différenciation ostéoblastique suite a la
sécrétion de ligands par les adipocytes (60). La lecture de ce papier m’a confortée dans les
hypothéses que nous avions émises ainsi que dans la démarche que nous avons choisie et nous

incite a poursuivre dans cette voie.

IV-Conclusions

Les idées ne manquent pas pour développer et approfondir les résultats que nous avons
récemment obtenus et si je ne les ai pas toutes exposées c’est dans un souci de cohérence avec
la taille de I’équipe et les moyens dont nous disposons. Les projets présentés évolueront de
toute fagon vraisemblablement en fonction des résultats obtenus, de I’apport bibliographique

mais aussi des personnes qui s’y impliqueront.

Les résultats que nous avons obtenus dans cette étude menée in vitro suggéerent que 1’
adipocyte médullaire puisse, par une action paracrine, intervenir sur la différenciation des
CSMs et des ostéoblastes. Comment les extrapoler a un mécanisme physiologique impliqué
dans le développement de 1’ostéoporose au sein de la moelle osseuse ? On pourrait supposer
que la co-existence des cellules du stroma soit perturbée par une modification de
I’environnement cellulaire ou bien que leur dialogue soit altéré suite au dysfonctionnement
d’un mécanisme compensateur. Localement, la diminution du niveau de molécules ostéo-
anaboliques pourrait intervenir dans la mise en place d’un processus pathologique. C’est ainsi
qu’il a été montré une baisse des taux circulants d’IGF-1 lors de la perte osseuse liée a 1’age

mais aussi chez les anorexiques (78, 79). Plus globalement, on peut supposer que des facteurs
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systémiques soient également a 1’origine du déréglement local, citons I’implication de
I’insuffisance en vitamine D ou en estrogenes ainsi que 1’incidence du systéme nerveux
central. L’équilibre de la balance adipogénése/ostéogénese est vraisemblablement régulé a
plusieurs niveaux de maniére complexe et subtile, sa comprehension offrira certainement de

nouvelles perspectives dans le traitement de 1’ostéoporose.
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Dans ’engrenage des urgences de la vie quotidienne d’un laboratoire, il est rare de décider
volontairement de prendre du temps pour « faire le point ». La rédaction de ce mémoire a
constitué 1’occasion d’une prise de distance bénéfique par rapport aux travaux de recherche en
cours et aux projets en découlant. Par ailleurs, la possibilité de soumettre cette réflexion a
I’analyse des membres du jury me semble tout aussi bénéfique et enrichissante. Ce sont les
principales raisons qui m’ont incitée a m’inscrire en HDR, si 1’on excepte bien sdr la

possibilité d’encadrement d’étudiants en these.

Depuis septembre 2010, j’encadre Sara Zgheib, étudiante en premiéere année de doctorat, dont
le travail porte sur le modéle animal d’anorexie mentale développé par Christophe Chauveau
qui co-encadre cette these. Nous souhaitons obtenir par le biais de ce travail une interaction et
une convergence des résultats apportés par 1’approche cellulaire et I’approche expérimentale
animale qui permettront de mieux cerner I’impact de I’adipocyte médullaire dans Ia

pathogénie de 1’ostéoporose.

Gréce aux récents travaux qui placent désormais 1’ostéoblaste au cceur de la régulation du
métabolisme énergétique de I’organisme, il est clair que 1I’étude de la physiopathologie du
tissu 0sseux ne peut se faire qu’en tenant compte des tissus et cellules environnants. Dans ce
contexte, les travaux initiés par notre équipe lors de la derniere contractualisation me
semblent particuliérement prometteurs et j’espere de tout cceur pouvoir continuer a y

participer.
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