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Introduction

L'ostéoporose est une pathologie du squelette responsable d’une fragilité osseuse accrue
susceptible d’entrainer la survenue de fractures, méme lors de traumatismes a faible énergie. Il s’agit
d’un probléme de santé publique majeur touchant environ 3,5 millions de francais et responsable de
370000 fractures en 2010. La baisse de résistance mécanique du tissu osseux qu’elle entraine est
habituellement un phénomeéne physiologique lié a I’dge qui peut, dans les cas d’ostéoporose dite
secondaire, étre provoquée par une situation pathologique. C’'est le cas des situations de surcharges
en fer. Qu’elles soient d’origine génétique (hémochromatoses) ou secondaire (thalassémies), les
surcharges en fer favorisent la baisse de densité minérale osseuse et par conséquent I'apparition
d’une ostéoporose. Bien que des liens entre exces de fer et perte osseuse aient pu étre établis in vivo
et in vitro, les mécanismes cellulaires mis en jeu restent a ce jour incomplétement caractérisés,
notamment au niveau de |'ostéoblaste.

Notre objectif, avec ce travail, a donc été d’identifier et préciser les mécanismes conduisant a
I"altération phénotypique et fonctionnelle de la cellule ostéoblastique constatée en présence d’'une
surcharge en fer. Les travaux présentés ci-aprés ont porté sur I'étude de la voie de signalisation
S1P/S1PR au sein d’'un modele cellulaire ostéoblastique humain : la lignée MG-63. Ceux-ci ont été
motivé par réalisation préalable d’une étude transcriptomique nous ayant permis d’identifier, dans
cette lignée, une régulation par le fer de I'expression du géne SPNS2, dont la protéine permet
I’export de la Sphingosine-1-Phosphate (S1P).

Avant 'exposition des travaux, présentés sous forme d’un article scientifique, une mise au
point bibliographique initiale est proposée afin de présenter tous les éléments nécessaires a la
compréhension et a la discussion des résultats obtenus. Il a ainsi été abordé dans le chapitre | les
principaux éléments de la physiologie du tissu osseux sain et dans le chapitre Il, la physiopathologie
de I'ostéoporose. Dans le chapitre Ill sera présenté le métabolisme du fer ainsi que les principales
situations conduisant a I'apparition d’une surcharge de ce métal dans 'organisme. Le chapitre IV

9



proposera quant a lui une revue bibliographique complete des études réalisées sur le lien entre

I'exces de fer et I'altération du tissu osseux. Enfin, sera abordé dans le chapitre V une revue du

métabolisme des sphingolipides ainsi que des actions de la S1P sur 'lhoméostasie du tissu osseux.
Apres I'exposition des travaux, une discussion générale des résultats obtenus sera présentée

ainsi que les conclusions qui en sont issues.
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| Organisation et physiologie du tissu osseux sain

1. Généralités

Le tissu osseux constitue, au sein de I'organisme, un systéme de soutien rigide essentiel a la
réalisation des mouvements chez tous les vertébrés. Il s’agit d’un tissu conjonctif d’un type
particulier car celui-ci est physiologiquement minéralisé. Il est constitué d’'une population cellulaire
hétérogene (ostéocytes, ostéoblastes et ostéoclastes) et d’'une importante matrice extracellulaire
principalement constituée de fibres de collagéne minéralisées par de I’hydroxyapatite. L'os est donc
un matériau composite ayant des propriétés de résistance mécanique permettant au squelette
d’assurer a la fois maintien, protection et locomotion de |'organisme. Ce tissu, hautement
vascularisé, est également le siege de fonctions biologiques et métaboliques importantes telles que
I’'hématopoiese et le maintien de I’homéostasie phosphocalcique. Sous I'apparence rigide de 'os se
cache en réalité un tissu tres vivant en perpétuel renouvellement car soumis en permanence a un
processus de dégradation / réparation appelé remodelage osseux. Ce processus, dont I'objectif
principal est le remplacement de I'os endommagé, résulte d’une action coordonnée entre résorption
et formation de tissu osseux. Il s’agit d’'un phénomeéne essentiel pour le maintien de la densité et de
I'intégrité structurale de I'os au cours du temps. Il est chaque année a I'origine d’un renouvellement
de 5 a 10% du squelette, ce qui aboutit a terme au remplacement d’un squelette adulte complet tous
les 10 ans. Le maintien de la qualité du tissu osseux est donc conditionné par le contréle étroit de ce
processus de remodelage et par conséquent de I'équilibre entre destruction et formation de l'os.
Toute rupture de cet équilibre est ainsi génératrice de troubles osseux localisés ou systémiques et va

de ce fait altérer la robustesse de la structure osseuse.
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2. Anatomie et structure macroscopique du tissu osseux

L’organisation du tissu osseux est extrémement variable que ce soit au niveau de la forme
elle-méme de I'os ou au niveau de sa structure interne. En effet, les os composant le squelette
humain présentent des contraintes physiques différentes ayant nécessité au cours de I'évolution une
adaptation structurelle interne et externe. Il existe ainsi plusieurs types d’os regroupés en différentes
catégories ainsi que plusieurs schémas d’organisation structurale interne répondant aux besoins

spécifiques de chaque partie du squelette.

2.1. Catégories d’os

La classification des os selon leur forme n’est pas chose aisée, mais I'utilisation de criteres
anatomiques trés généraux a permis leur regroupement en quatre catégories : longs, courts, plats et
irréguliers. Les os longs présentent la particularité d’étre beaucoup plus longs sur un axe que sur
I'autre (ex. : fémur, phalange). Un os court ne présente pas, quant a lui, une telle dissymétrie et est
globalement de longueur, largeur et épaisseur égale (ex.: os du carpe). Les os plats (os du crane,
scapulas et cotes) présentent quant a eux une épaisseur moins importante que leur longueur et leur

largeur. Enfin, les os irréguliers comme les vertébres comprennent deux formes différentes ou plus.
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2.2. Organisations architecturales du tissu osseux

En plus de leur différence de forme, les os présentent au sein méme de leur structure interne
une organisation architecturale hétérogene. Deux schémas d’organisation peuvent étre définis,
chacun présentant des propriétés physiques et métaboliques différentes. Ainsi la plupart des os
présentent a la fois en leur sein une organisation de type corticale et une organisation de type

trabéculaire (1).

2.2.1. Tissu osseux cortical

L'os cortical (os compact) représente environ 80 % de I'ensemble du squelette humain. I
constitue la paroi externe de tout os ainsi que la partie centrale cylindrique des os longs (diaphyse)
ou il entoure le canal médullaire. Il est organisé en structures cylindriques appelées ostéons dont
I’axe central est constitué par le canal de Havers contenant capillaires sanguins et systéme nerveux.
Les ostéons sont reliés entre eux, ainsi qu’a la cavité médullaire et la surface de l'os, par
I'intermédiaire de canaux transverses appelés canaux de Wolkmann (Figure 1). Cette disposition
confere a I'os cortical un maximum de résistance mais peu de surfaces d’échanges ce qui en fait une

zone métaboliquement peu active.

2.2.2. Tissu osseux trabéculaire

L'os trabéculaire (spongieux) représente quant a lui 20 % de la masse osseuse totale et
présente une organisation architecturale lui conférant des propriétés différentes de I'os cortical. En
effet, sa structure, constituée de travées anastomosées, forme un réseau tridimensionnel alvéolaire

plus aéré, délimitant des cavités inter-trabéculaires principalement remplies de moelle osseuse
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(Figure 1). Il se situe essentiellement dans les os courts, plats et irréguliers ainsi que dans les parties
distales des os longs (épiphyses). Cette architecture lui confére a la fois résistance et flexibilité ainsi
gu’une surface d’échange importante avec le microenvironnement osseux, ce qui en fait un site
métaboliquement actif ou le renouvellement osseux (remodelage) est cing a six fois plus important

que dans I'os cortical (2).
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Figure 1: Organisation architecturale du tissu osseux (3)
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3. Composition du tissu osseux

Le tissu osseux est principalement composé d’'une matrice extracellulaire (MEC) qui doit étre,
d’un point de vue de sa composition, considérée comme un matériau composite. Elle est constituée
d’une matrice organique sur laquelle viennent se former des cristaux d’hydroxyapatite (HAP) par un
processus de nucléation. Ceux-ci représentent la phase dite « minérale ». En plus de la MEC, le tissu
osseux va également abriter différents éléments cellulaires ainsi que d’autres constituants tels que

de I'eau et des composants lipidiques.

3.1. Matrice extracellulaire

3.1.1. Matrice organique

La matrice organique, également appelée tissu ostéoide, représente environ 32% du volume
du tissu osseux. Elle est composée a 90% par du collagéne de type I, le reste étant constitué d’un
ensemble varié de protéines dites « non collagéniques » (PNCs) (4). Ces dernieres, bien qu’étant
guantitativement moins importantes, possedent un role physiologique essentiel. En effet, nombres
d’entre-elles interviennent de maniére plus ou moins directe dans le processus de minéralisation de

la trame collagénique.

3.1.1.1. Collagéne de type |

Le collagéne de type | est une protéine fibrillaire synthétisée dans le tissu osseux par les
cellules responsables de la formation de I'os : les ostéoblastes. Chaque molécule est constituée de

deux chaines identiques al et d’une chaine a2 codées respectivement par les génes COLIA1 et
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COL1A2. Produites tout d’abord sous forme de procollagéne, ces trois chaines vont s’agencer de
maniére a constituer une structure superhélicoidale. Ainsi constituées, les triples hélices vont ensuite
s’assembler de facon a former des fibrilles qui elles-mémes se rassemblent pour former des fibres

d’environ 10 um de diamétre (4) (Figure 2).

3.1.1.2. Protéines non collagéniques

Tout ce qui au sein de la MEC est protéique et n’est pas du collagene de type | est regroupé
sous le terme de « protéines non collagéniques ». A ce jour plus de 200 PNCs ont pu étre identifiées
et bien que trés nombreuses, celles-ci ne représentent que 10% des protéines de la MEC. Elles
peuvent résulter d’une synthese in situ par les cellules osseuses ou provenir des liquides interstitiels
en contact avec le tissu osseux. Les plus importantes d’un point de vue physiologique sont

I’ostéopontine, la Bone Sialoprotein, I'ostéonectine et I'ostéocalcine.

3.1.2. Phase minérale

Elle représente environ 43 % du volume du tissu osseux (4) et est constituée de cristaux
d’apatite phosphocalcique hydroxylé (ou hydroxyapatite (HAP)) de composition [(Ca;o(PO4)s(OH),].
Ces cristaux croissent principalement dans les espaces intermoléculaires des fibrilles de collagéne (4)
(Figure 2). Ils assurent la minéralisation du tissu ostéoide et conferent a I'os sa rigidité. lls sont un
facteur essentiel de la compétence biomécanique du tissu osseux qui est un matériau a la fois léger
et résistant. La phase minérale constitue également, de par sa composition, une réserve d’ions
calcium (Ca**) et phosphates (PO,>) facilement mobilisable pour assurer le maintien de ’'homéostasie

phosphocalcique de I'organisme.
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Figure 2 : Organisation architecturale de la matrice extracellulaire (MEC) (1)

3.2. Eléments cellulaires

En dehors des cellules sanguines et hématopoiétiques présentes dans I'os, on trouve
principalement trois types de cellules participant activement au maintien de I'intégrité structurelle

de ce tissu : les ostéoclastes, les ostéoblastes et les ostéocytes.
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3.2.1. Ostéoclastes

3.2.1.1. Description

Les ostéoclastes sont des cellules géantes (~ 150 um), multinucléées, responsables de la
résorption du tissu osseux. Ce sont les seules cellules de I'organisme a posséder cette propriété
biologique et représentent environ 1 a 2% des cellules osseuses (5). L'ostéoclaste est une cellule dont
la structure va évoluer au cours de son cycle de vie. Sans polarité pendant la majeure partie de son
existence, |'ostéoclaste va subir de profonds changements structurels lorsque celui-ci va acquérir sa
capacité a résorber une matrice collagénique minéralisée. Il va ainsi a terme présenter une polarité
importante lorsqu’il sera en activité au contact d’une surface osseuse (6). Il va en effet former une
membrane apicale hyperspécialisée constituée de deux zones distinctes aux fonctionnalités tres
différentes. Tout d’abord la « sealing membrane » formant la bordure extérieure de la zone apposée
sur I'os. Cette zone, grace a la présence de podosomes, va permettre a I’ostéoclaste de s’ancrer et de
former contre I'os un compartiment isolé de I'environnement extérieur. Le cytoplasme adjacent,
dépourvu d’organelles, se nomme « Clear zone » et 'ensemble des deux va former la « sealing
zone ». Au centre de la zone d’apposition va se trouver une membrane plissée, fonctionnement
hyperspécialisée, appelée « ruffled border ». En opposition a cette membrane apicale va se trouver
une membrane basolatérale exposée a I'environnement extérieur. L'organisation interne est elle
aussi asymétrique : les multiples noyaux sont situés du coté basolatéral et entourés par un appareil
de golgi et un réticulum endoplasmique rugeux clairsemé. Les trées nombreuses mitochondries sont
qguant a elles principalement localisées a proximité de la « Ruffled border ». Il en est de méme pour
I’ensemble des vacuoles et lysosomes. L'organisation cellulaire d’une cellule ostéoclastique en

fonction est représentée sur la figure 3.
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Figure 3 : Représentation d’un ostéoclaste ayant acquis ses fonctions de résorption (6)

Abréviations : N : Noyaux ; M : Mitochondries ; G : appareil de Golgi ; L : Lysosomes ; RER : Réticulum
Endoplasmique Rugueux

3.2.1.2. Origine et différenciation

Les ostéoclastes sont des cellules d’origine hématopoiétique dérivées de la lignée
monocytaire-macrophagique (CFU-GM) et dont la formation résulte de la fusion plusieurs
précurseurs mononucléés. Le processus de différenciation permettant la formation d’ostéoclastes

matures se réalise principalement sous I'impulsion de deux molécules :

- M-CSF : macrophage colony-stimulating factor

- RANKL : receptor activator of nuclear factor kB ligand

Néanmoins, I'ostéoclastogénése est un processus complexe faisant intervenir de multiples
acteurs. En effet de nombreuses hormones et facteurs de croissance tel que l'interleukine 6, les
cestrogenes, la 1,25-dihydroxyvitamine D; et la parathormone prennent part a celui-ci. lls agissent

notamment en régulant I'expression du M-CSF, de RANKL et de I'ostéoprotégérine (OPG) qui est un
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« récepteur leurre » de RANKL (7). L'ostéoclastogénése est un processus finement régulé dans le
temps et I'espace nécessitant I'intervention de plusieurs acteurs cellulaires. En effet, les principales
molécules nécessaires a I'ostéoclastogénése (notamment RANKL) sont majoritairement produites
dans le tissu osseux par les cellules de la lignée ostéoblastique (ostéoblastes, cellules bordantes et

ostéocytes) (8). La séquence d’événements constituant I'ostéoclastogénése est résumée dans la

figure 4.
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Figure 4 : Résumé des différentes étapes constituant I'ostéoclastogénése (9)

Représentation schématique des différentes phases de I'ostéoclastogéneése faisant figurer les
principaux genes associés a chaque étape de différenciation
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3.2.1.3. Fonction de résorption

La capacité de I'ostéoclaste a résorber une matrice minéralisée provient entre autre de son
aptitude a former un compartiment clos entre lui-méme et la MEC sous-jacente a dégrader. C’'est au
niveau de cette zone que l'ostéoclaste mature va former une membrane spécialisée, la « ruffled
border » devant son nom a la présence de nombreux replis contenant pompes a proton ATP-
dépendantes et canaux chlorure. Le compartiment formé va ainsi étre acidifié par la production
massive d’acide chlorhydrique, entrainant la dissolution de la phase minérale, premiére étape du
processus de résorption. Il va s’ensuivre une protéolyse, principalement sous l|’action de la
cathepsine K, de la matrice collagénique précédemment mise a nu. Les produits de dégradation sont
ensuite éliminés dans le milieu extracellulaire par transcytose. Une fois I'étape de résorption

achevée, I'ostéoclaste va entrer en apoptose ou se déplacer pour entrer a nouveau en phase de

résorption (10). L'ensemble du processus de résorption est représenté dans la figure 5.
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Figure 5 : Processus de résorption ostéoclastique (10)

Phase | : La dissolution de phase minérale est possible grace a la sécrétion active de protons via I'a3
V-ATPase et le transport passif d’ions chlorure via CIC-7 permettant localement la formation d’acide
chlorhydrique. La génération de quantité suffisante de protons et d’ions chlorure est obtenue grace a
I’action de la CAll catalysant la formation de d’H,CO; se dissociant spontanément en protons et
HCO?. Ce dernier est ensuite échangé contre un ion CI via Ae2.

Phase Il : La protéolyse du collagene de type | est principalement réalisée grace a I'action de la
cathepsine K ; des MMPs interviennent également mais de fagon plus minoritaire.

Abréviations : Ae2, Anion exchanger 2 ; a3 V-ATPase, a3 subunit of the osteoclast-specific V-ATPase ;
CIC-7, chloride channel 7 ; CAIl, carbonic anhydrase 2 ; MMPs, matrix metalloproteinases
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3.2.2. Lignée ostéoblastique

3.2.2.1. Description

La cellule ostéoblastique est souvent assimilée a I'ostéoblaste mature responsable de la
synthése du tissu ostéoide et de sa minéralisation. Cependant le réle de la cellule ostéoblastique ne
se limite pas a cette unique fonction car c’est une cellule, ou plutét une lignée cellulaire qui va
évoluer dans le temps et assurer différentes activités au cours de son processus de différenciation

(11,12).

3.2.2.2. Origine et différenciation

La lignée ostéoblastique prend sa source a partir d'un précurseur pluripotent présent dans le
stroma cellulaire de la moelle osseuse : la cellule souche mésenchymateuse (CSM). Ce précurseur,
également capable d’engendrer chondrocytes, adipocytes et myocytes (13), va engager sa
différenciation ostéoblastique principalement sous I'action du facteur de transcription RUNX2 (Runt-
related transcription factor 2) (14,15). Celle-ci va se poursuivre et aboutir a la formation
d’ostéoblastes dits « immatures » ne possédant pas encore la capacité fonctionnelle de former du
tissu ostéoide minéralisé. La cellule ostéoblastique va ensuite exprimer plusieurs caractéres
phénotypiques tels que le collagéne de type | et la phosphatase alcaline (PAL) définissant ainsi le
stade « ostéoblaste mature ». Elle va pouvoir alors prendre part a la constitution et au
renouvellement du tissu osseux notamment grace a ces deux marqueurs essentiels pour la synthese
de tissu osseux (16). Une fois sa fonction de synthese effectuée, I'ostéoblaste va ensuite entrer en

apoptose pour environ 60 a 80% de sa population (17). La fraction restante va pouvoir quant a elle
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évoluer de deux manieres : rester au niveau de la surface osseuse et se différencier en cellules

bordantes ou se faire emprisonner dans la matrice et se différencier en ostéocytes. (Figure 6).
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Figure 6 : Evolution de la lignée ostéoblastique au cours du processus de différenciation (5)

L'ensemble du processus de différenciation de la lignée ostéoblastique est régulé dans le
temps par l'action séquentielle de plusieurs facteurs de transcription dont I'expression est
conditionnée par de nombreux intervenants (hormones, facteurs de croissance, cytokines,
interactions mécaniques et physico-chimiques). On peut citer, en plus de RUNX2 précédemment

évoqué, les facteurs de transcription suivants :

- Osterix (Osx) décrit pour permettre I'engagement du précurseur ostéoblastique vers
I'ostéoblaste immature (18) ;

- LEF/TCF qui, liés a la B-catenine produite par I'intermédiaire de la voie canonique Wnt, vont
interagir avec RUNX2 et d’autres facteurs de transcription induisant I'ostéoblastogénése
(19);

- ATF4 dont I'invalidation induit une importante diminution de la formation osseuse (20) ;
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- Lafamille des facteurs de transcription AP-1 (21) ;

- Les facteurs de transcription Msx1, Msx2, DIx5 et DIx6 appartenant la famille des protéines
Homeobox, essentiels pour une ossification normale et donc susceptibles de participer a la
différenciation ostéoblastique (22) ;

- PPARY2 qui posséde la propriété d’inhiber la transcription de RUNX2 (23) et d’orienter la
différenciation des CSM vers I'adipocyte (24) ;

- La famille de facteurs de transcription C/EBPs dont I'inactivation de certains membres va

entrainer chez la souris une ostéopénie (25).

A I'exception d’Osterix qui est une cible de RUNX2 (26), la majorité des facteurs de transcription
suscités vont agir en modulant I'expression de RUNX2 aux différentes étapes de la différenciation
ostéoblastique (22). L’expression de ces facteurs de transcription va elle-méme étre conditionnée par
de nombreux médiateurs cellulaires appartenant a différentes familles biologiques. On peut ainsi
citer des hormones telles que la parathormone, I’hormone de croissance, la 1,25
dihydroxyvitamineD; et les cestrogénes, des facteurs de croissance comme le TGF-f (Transforming
Growth Factor-f5), BMP-2 (Bone Morphogenetic Protein 2), '|GF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) et la
protéine lhh (Indian Hedgehog) (22). C'est également le cas de quelques médiateurs lipidiques de la

famille des sphingolipides dont le plus étudié a ce jour est la sphingosine-1-phosphate (S1P) (27).
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3.2.2.3.  Stades cellulaires de la lignée ostéoblastique

3.2.2.3.1. Ostéoblaste mature minéralisant

Description

Les ostéoblastes matures sont des cellules mononucléées de forme cuboidale, caractérisées
par leur capacité a synthétiser puis minéraliser le tissu ostéoide. C'est une cellule hautement
spécialisée, riche en PAL, contenant un appareil de golgi juxtanucléaire abondant, un réticulum
endoplasmique rugueux (RER) développé ainsi que de nombreuses mitochondries (28). Ces
caractéristiques cytologiques sont le reflet d’'une activité de synthése importante. Les ostéoblastes
actifs sont organisés en un épithélium serré, présent uniquement au niveau de la zone de

minéralisation appelée ligne cémentante (ou front de minéralisation).

Fonctions

La fonction principale de la cellule ostéoblastique mature est de synthétiser et minéraliser la
matrice extracellulaire osseuse. Pour cela, I'ostéoblaste va, au niveau de sa surface apicale, entrer en
contact avec ligne cémentante et former une zone isolée, aux conditions maitrisables par la cellule. Il
va en premier lieu y secréter une quantité tres importante de collagéne de type | ainsi qu’une faible
guantité de PNCs (principalement ostéopontine et ostéocalcine) (29). Vient ensuite le processus de
minéralisation a proprement parler. Celui-ci n’est possible qu’a la condition d’une alcalinisation
locale du milieu rendue possible grace a I’extrusion de protons par I'ostéoblaste. Le pH ainsi modifié
va autoriser la précipitation des ions phosphates et calcium présents sous la forme de cristal d’"HAP

selon I’équation suivante (30) :

6HPO,” + 2H,0 + 10 Ca>* <> [(Ca;o(PO4)s(OH),] + 8H*
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Une fois I'étape de minéralisation localement achevée, une fraction des ostéoblastes matures va
rester emprisonnée dans les espaces lacunaires de la matrice nouvellement synthétisée et évoluer
vers un autre stade de la différenciation ostéoblastique : I'ostéocyte. L'ensemble du processus de

minéralisation est représenté de facon schématique dans la figure 7.
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Figure 7 : Représentation schématique du processus de minéralisation (30)
La formation de cristaux d’"HAP est possible grace a une alcalinisation locale permise par I’extrusion

de protons réalisée par les ostéoblastes ainsi que I'apport in situ d’ions calcium et phosphates en
provenance des liquides extracellulaires.

3.2.2.3.2.  Ostéocytes

Description

Les ostéocytes sont les cellules les plus abondantes de I'os puisqu’elles représentent environ
90 a 95% de I'ensemble des cellules osseuses (5). lls peuvent vivre plusieurs décennies la ou les
ostéoclastes ne vivent que quelques jours et les ostéoblastes matures quelques semaines (31). Ces
cellules sont régulierement dispersées le long de la MEC, connectées les unes aux autres ainsi qu’aux
cellules de la surface osseuse par l'intermédiaire d’'importantes expansions dendritiques (32). Un

réseau canaliculaire ostéocytaire est représenté dans la Figure 8.
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Figure 8 : Réseau canaliculaire ostéocytaire (33)

Visualisation d’un réseau canaliculaire (jaune) émanant d’un ostéocyte (blanc) reliant les cellules
ostéocytaires les plus proches (bleues)
Leur différenciation a partir des ostéoblastes emprisonnés dans la matrice minéralisée est un
processus actif entrainant un changement morphologique, génotypique et phénotypique. Le panel
des génes et marqueurs exprimés chez I'ostéocyte va se différencier de I'ostéoblaste tout en gardant
une base commune (34). La liste des principaux marqueurs spécifiques des ostéocytes est

représentée dans le tableau 1.

Protein Main function

El1l/gp38 Formation of cell process

MT1-MMP  Matrix degradation and canalicular formation

PHEX Eegulating phosphate metabolism

DMP1 Eegulating phosphate metabolism and mineralization
FGF23 Controlling phosphate metabolism

Dk 1 Inhibiting bone formation

Sclerostin Inhibiting bone formation

RANEKL Osteoclast differentiation and survival

OPG Inhibitor of osteoclast differentiation

Tableau 1 : Principaux marqueurs et leur fonction exprimé par I'ostéocyte (35)
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Fonctions

L'ostéocyte est le principal intégrateur de I'ensemble des signaux mécaniques, chimiques et
cellulaires permettant l'initiation et la coordination des processus de résorption et de formation
(31,34,36). ll est ainsi décrit pour participer activement a la régulation de I’activité ostéoblastique via
la voie Wnt/Bcatenine (34). Mais cette régulation ne se limite pas a la lignée ostéoblastique puisqu’il
a été démontré que I'ostéocyte exprimait de puissants régulateurs de |'ostéoclastogénese comme le
M-CSF, le RANKL et I'OPG. Certains auteurs suggerent méme que |'ostéocyte soit la principale source
de RANKL permettant ainsi I'initiation de I'ostéoclastogénése (8,37). D’ailleurs I'invalidation ciblée de
RANKL au sein de I'ostéocyte conduit chez la souris a une situation d’ostéopétrose (38). L'ostéocyte
posséde également des fonctions endocrines. Il est notamment le principal producteur de FGF-23

(Fibroblast Growth Factor-23), un puissant régulateur de I’'homéostasie des ions phosphates (39).

3.2.2.3.3. Cellules bordantes

Description

Les cellules bordantes sont des cellules affiliées a la lignée ostéoblastique, de forme aplatie,
formant une monocouche a la surface du tissu osseux. Elles sont en général considérées comme
étant des ostéoblastes quiescents ayant terminés leur fonction de minéralisation (12). Elles sont
définies par leur localisation et leur morphologie, mais I'absence de marqueurs spécifiques et leur

relative inaccessibilité rend difficile la détermination exacte de leur réle dans ’lhoméostasie osseuse.
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Fonctions

La fonction premiere attribuée aux cellules bordantes est de permettre une séparation
physique entre la MEC du tissu osseux et les liquides extracellulaires en contact avec celui-ci (30).
Cette séparation permettrait, en autre, un contréle strict de I'accessibilité a la surface de I'os. Cela
serait notamment le cas lors de l'initiation du processus de remodelage ou il a été décrit que les
cellules bordantes se détachaient pour faciliter I'accés des précurseurs ostéoclastiques a la MEC (40).
Il a également été décrit les cellules bordantes seraient susceptibles de se dédifférencier en
ostéoblastes matures, notamment sous I'action d’administrations intermittentes de parathormone

(41).

3.3. Autres constituants

La matrice extracellulaire et les éléments cellulaires associés ne sont pas les seuls
constituants du tissu osseux. En effet, I'os contient également une proportion importante d’eau ainsi

gu’une quantité non négligeable de lipides.

3.3.1. Eau

L’eau est un constituant a part entiére du tissu osseux puisqu’elle occupe environ 25 % du
volume de I'os. Elle est distribuée de fagon uniforme et est présente sous deux formats (4) :
- libre a l'intérieur des espaces vasculaires, lacunaires et canaliculaires,

- liée a l'intérieur de la matrice collagénique et de la phase minérale.
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3.3.2. Lipides

Il est traditionnellement admis que les lipides présents au sein du tissu osseux ne
proviennent que de la moelle osseuse hématopoiétique. Néanmoins, il s’avere que le tissu minéralisé
contient lui-méme une quantité non négligeable de lipides. En effet la quantité de lipides présents
dans cette fraction de 'os peut représenter jusqu’a 5 % du poids total de tissu délesté de moelle
hématopoiétique. Alors que la fraction lipidique présente dans la moelle osseuse est quasi
exclusivement constituée de triglycérides (localisés dans les adipocytes), il apparait que la
composition des lipides extraits de la MEC minéralisée est moins homogene (42). Ainsi chez
I’'homme, les principales fractions mises en évidence sont constituées de triglycérides, cholestérol
libre, cholestérol estérifié, acide gras libres et phospholipides (43). Classiquement reléguées a des
fonctions uniquement structurelles ou énergétiques, certaines molécules lipidiques sont dorénavant
considérées comme de véritables médiateurs cellulaires possédant une activité biologique propre,
dont les changements de concentration aboutissent a des conséquences fonctionnelles (44). Ces
médiateurs, généralement synthétisés in situ, exercent leur action biologique via des récepteurs
cellulaires spécifiques. Parmi ces médiateurs lipidiques, nombreux sont décrits pour exercer une
action biologique sur les cellules constituantes du tissu osseux et par conséquent sur la physiologie

de I'os. Un résumé est présenté dans la figure 9.
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Figure 9 : Médiateurs Lipidiques possédant une action biologique sur les ostéoblastes et les

ostéoclastes (42)

Abréviations : CHL, cholestérol; CER, céramides; CLA, isoméres conjugués de l'acide linoléique ;
ENDOC, endocannabinoides ; LPA, acide lysophosphatidique ; NFATc1, nuclear factor of activated T
cells; NF-kB, nuclear factor kB; OPG, ostéoprotégérine; OS, N-oleyol-L-Sérine; PGE,
prostaglandine E;; RANK, receptor activator of nuclear factor-«B ; RANKL, receptor activator of
nuclear factor-xB ligand; Runx2, runt related transcription factor 2; S1P, sphingosine-1-
phosphate ; TNAP, phosphatase alcaline tissu non-spécifique ; TRAP, phosphatase acide tartrate
résistante, 1,25D, 1,25-dihydroxyvitamine D3
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4. Physiologie du tissu osseux

Sous son apparence rigide, le tissu osseux est en réalité un tissu trés dynamique en
permanente évolution et adaptation au cours de la vie d’un individu. Deux processus distincts
controlent notre capital osseux : le modelage et le remodelage. D’apparence similaire, ces deux
termes font en réalité référence a deux mécanismes tres différents dans leur fonctionnement. En
effet, alors que le processus de remodelage nécessite le couplage de plusieurs effecteurs cellulaires
osseux au sein d’une unité structurelle circonscrite, le processus de modelage, lui, en est exempt
(45). Le modelage permet aux os de changer de forme et de taille et autorise la réalisation d’une
croissance harmonieuse pendant I’enfance et I'adolescence. Le remodelage possede quant a lui un
autre réle : celui de détruire le tissu osseux endommagé afin de le remplacer par la méme quantité
de matériel, au méme endroit. Il permet ainsi de maintenir I'intégrité structurale de I'os ainsi qu’une
densité minérale optimale tout au long de la vie d’un individu. La figure 10 illustre de fagon

schématique les différences entre les deux processus.

ostéoblaste

Ostéoclaste

Modelage Remodelage

Figure 10 : Représentation schématique des processus de modelage et remodelage osseux (46)
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4.1. Le modelage osseux

Le modelage osseux (ou ostéogénese) est le processus permettant la constitution puis la
croissance du tissu osseux lors de la période feetale, I'enfance et I'adolescence et ceci jusqu’a
maturation compléte du squelette (entre 18 et 25 ans). Deux mécanismes distincts pilotent
I'ostéogénese : i) I'ossification intramembranaire provoquant une conversion directe de tissu
mésenchymateux en tissu osseux ; ii) I'ossification endochondrale induisant le remplacement des
ébauches cartilagineuses préformées par du tissu osseux. Dans les deux cas, I'os nouvellement formé
est constitué d’un tissu fibreux appelé os primaire qui sera ensuite remplacé par du tissu osseux
lamellaire lors de l'ossification secondaire. Contrairement au remodelage, la constitution et la
croissance du tissu osseux implique une réduction du processus de résorption osseuse au profit de
celui de formation et nécessite un découplage de ces processus dans des sites anatomiquement

distincts (46).

4.2. Le remodelage osseux

Le remodelage osseux est un processus physiologique effectif tout au long de la vie d’un
individu permettant le remplacement du tissu osseux endommagé et donc le maintien de la
compétence biomécanique de I'os. C'est un processus différent du modelage dans la mesure ou
I'activité de formation osseuse est obligatoirement précédée d’'une phase de résorption. Il nécessite
donc linteraction et I'action coordonnée a la fois dans le temps et l'espace des effecteurs
ostéoclastiques et ostéoblastiques. Cette coordination porte le nom de couplage et prend place au
sein d’une structure anatomique appelée BMU pour Basic Multicellular Unit. Ces BMU sont
délimitées et isolées par une couche de cellules d’origine mésenchymateuses (47) formant ainsi une

structure vascularisée et hautement spécialisée : le Bone Remodeling Compartment (BRC) (48). Le
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processus de remplacement de I'os s’effectue donc par I'intermédiaire de ces unités de remodelage
anatomiquement distinctes les unes des autres et fonctionnellement indépendantes. L’ensemble des
BRC répartis sur le squelette travaillent de maniére totalement asynchrone et tandis que certaines

initient leur phase de résorption d’autres achévent leur phase de formation (12).

La compréhension du remodelage osseux étant la résultante d'une myriade
d’expérimentations explorant chacune des facettes de ce phénomeéene complexe, il est actuellement
difficile d’établir la mécanistique exacte de I'intégralité de ce processus tant la quantité et la diversité
de facteurs y prenant part sont importants et interdépendants. Néanmoins, pour étre opérationnel, il
est établi que le remodelage osseux doit associer quatre sous-processus au sein d’une structure

spécialisée (le BRC) créée extemporanément en fonction des besoins.

Le remodelage osseux est donc la combinaison :

- d’une structure anatomique : le BRC, qui forme un lieu confiné permettant une régulation
étroite du processus de remodelage,
- d’une phase d’initiation ciblée permettant la constitution du BRC (sous-processus 1),
- de précurseurs cellulaires (ostéoclastiques et ostéoblastiques) qui doivent :
o étre recrutés sur site (sous-processus 2)
o se différencier (sous-processus 3)

- d’un couplage des activités de résorption et de formation (sous-processus 4).

L’'ensemble de ces sous-processus constituant in fine le remodelage osseux sont soumis a I’action de

facteurs locaux et systémiques assurant leur régulation et leur coordination.
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4.2.1. Un site anatomiquement et fonctionnellement ultraspécialisé

Le remodelage osseux prend donc place au sein d’une structure anatomique spécialisée nommée
BMU, comprenant une lacune osseuse (lacune de Howship) ou sont présents a la fois ostéoclastes,
ostéoblastes et ostéocytes. La BMU est caractérisée a la fois par son aspect anatomique (la lacune) et
son aspect fonctionnel. En tant que site exclusif du renouvellement osseux, celle-ci présente en son
sein plusieurs zones distinctes, sieéges d’activités diamétralement opposées et pourtant
géographiquement tres proches. Ainsi coexistent au sein d’'une méme lacune des zones de résorption
et de formation selon un schéma organisationnel dépendant du type d’os. En effet les BMU
présentes dans I'os cortical vont étre différentes dans leur structure et leur maniere de remplacer le
tissu osseux de celles présentent dans I'os trabéculaire. Dans I'os cortical les ostéoclastes vont ainsi
creuser des tunnels a travers le tissu osseux alors que dans |'os trabéculaire ils vont creuser des
tranchées en surface. Les ostéoblastes comblant par la suite ces tunnels et tranchées vont ainsi

respectivement créer des ostéons et hémi-ostéons (49).

4.2.1.1. Organisation de la BMU dans I'os cortical

Dans I'os cortical, une BMU en pleine activité est constituée d’un cylindre allongé, rétréci en
ses deux extrémités, mesurant environ 2 mm de long pour 0,2 mm de large. Il prend naissance a la
surface d’un canal de Havers ou de Wolkmann et va progresser a travers le tissu cortical selon une
trajectoire généralement alignée sur I'axe de I'os a la vitesse d’environ 20 a 40 um / jour sur une
distance généralement comprise entre 2 et 6 mm (49). Tout au long de son existence, la BMU va
conserver 'organisation structurelle et temporelle de tous les éléments la composant et progresser
dans la direction appropriée en étant guidé par les contraintes mécaniques subies par 'os (50).
Chaque cylindre est constitué de la fagon suivante : a I'avant va se trouver le céne de résorption, ol

une dizaine d’ostéoclastes multinucléés vont résorber I'os (51) ; juste apres, coincidant avec I'arrét
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de I'activité ostéoclastique, va se trouver une zone de transition (« reversal phase »). Cette zone est
recouverte de cellules dérivées de la lignée ostéoblastique appelées « reversal cells ». C'est a ce
niveau qu’apparait la ligne de cément démarquant I'os ancien de I'os nouvellement synthétisé. Puis
immédiatement aprés vient la zone de formation, bordée par environ 2000 ostéoblastes matures
minéralisant le tissu ostéoide nouvellement synthétisé (52). Au centre de la lacune cylindrique se
trouve un capillaire sanguin contourné entouré de tissu conjonctif. Il est important de noter que le
maintien de cette organisation structurelle tout au long de la vie de la BMU (~ 120 jours (53))
implique le recrutement continu de cellules ostéoclastiques et ostéoblastiques ainsi que la croissance
coordonnée de I'ensemble des structures supports (capillaire, tissu conjonctif). La figure 11 illustre

de facon schématique la section longitudinale d’une BMU corticale.
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Figure 11 : Représentation schématique d’une section longitudinale d’une BMU corticale (49)

Le diagramme présenté fait apparaitre une section longitudinale de BMU corticale ainsi que plusieurs
coupes transverses au niveau des différentes zones qui la compose :

A : Extrémité de la zone de résorption (progression de la droite vers la gauche)
B : Ostéoclastes multinucléés élargissant la zone de résorption

C : Précurseurs ostéoblastiques et ostéoclastiques

D : Boucle du capillaire sanguin central

E : Zone de transition (« Reversal phase »)

F : Ligne de cément

G : Ostéoblastes (progression centripéte)

H : Tissu ostéoide

I : Cellules bordantes
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4.2.1.2. Organisation de la BMU dans l'os trabéculaire

L'organisation de la BMU au sein de I'os trabéculaire est différente de celle existante au sein
de l'os cortical. En effet, la zone de résorption créée par les ostéoclastes dans I'os trabéculaire va
constituer une tranchée a la surface des trabécules en lieu et place du céne cylindrique observé dans
I’os cortical. Ainsi, I'organisation d’'une BMU trabéculaire peut étre envisagée comme étant la partie
inférieure d’une demi-BMU corticale (54). Tout comme dans I'os cortical, la BMU va conserver
I'organisation structurelle et temporelle de tous les éléments la composant au cours de la
progression de la tranchée (49). Celle-ci va s’effectuer a la surface de I'os et progresser dans le sens
de la contrainte mécanique dominante subie par la partie osseuse ou se localise la tranchée (50). La
figure 12 représente de facon schématique I'organisation d’'une BMU trabéculaire. Celle-ci est
composée de plusieurs segments juxtaposés correspondant chacun a une séquence du cycle du
remodelage osseux. Tout comme dans la BMU corticale, chaque zone est recouverte d’éléments
cellulaires différents exercant leurs activités respectives et complémentaires. L’'objectif reste ici le
méme : chaque zone de résorption initiée est remplacée par une quantité équivalente de tissu
nouvellement synthétisé. Ainsi vont se succéder plusieurs zones segmentées selon la population
cellulaire présente a la surface de 'os: en premier lieu la zone de résorption creusée grace a
I'intervention d’ostéoclastes actifs. Celle-ci va s’achever lorsque les ostéoclastes présents vont entrer
en apoptose et libérer la surface érodée (55). Immédiatement colonisée apres la disparition des
ostéoclastes, cette surface n’est quasiment jamais exempte de cellules (56). Il s’ensuit ainsi
immédiatement une zone de transition tapissée de cellules mononuclées (« reversal cells »)
constituant un « pont » entre ostéoclastes et ostéoblastes. Ces cellules de forme allongée sont
réparties de facon plus dense que les cellules bordantes et leur forme devient de plus en plus
cuboidale au fur et a mesure de leur proximité avec les ostéoblastes minéralisants (57). Leur filiation
a été longuement discutée et une étude récente a permis d’établir leur origine ostéoblastique grace

a la mise en évidence d’une expression importante de marqueurs tels que la PAL et RUNX2 (57). De
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nombreuses observations suggérent que cette zone de transition participe activement au couplage
des activités biologiques de la BMU en permettant notamment l'initiation de la phase de formation
(40)en:

-« préparant » la surface de I'os érodé par les ostéoclastes,

- contribuant a la formation de la ligne de cément,

- participant a la différenciation des précurseurs ostéoblastiques recrutés dans la BMU.
En conséquence, la zone de transition est donc immédiatement suivie de la zone de formation ou la
surface de I'os est recouverte d’'une monocouche d’ostéoblastes minéralisants. Il est possible de
discerner au sein de cette zone deux segments différenciés par la morphologie changeante des
ostéoblastes. Tout d’abord de forme cuboidale, ils deviennent progressivement plats et fins au fur et
a mesure qu’ils s’éloignent de la zone de transition. Leurs capacités de formation du tissu osseux
diminuent de fagcon concomitante ; ceci est probablement provoqué par I'augmentation de la surface
couverte par une méme cellule ainsi que par son vieillissement (49). On peut ainsi arbitrairement
délimiter deux zones, une « précoce » et une « tardive », en rapport avec I'aspect et la capacité de
minéralisation des ostéoblastes présents. Cette capacité de formation devient quasiment nulle
lorsque la lacune est totalement comblée; c’est a ce niveau qu’une partie des ostéoblastes
terminent leur différenciation en cellules bordantes quiescentes, délimitant ainsi la fin de la zone

active de formation osseuse.
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Figure 12 : Représentation schématique tridimensionnelle d’'une BMU trabéculaire
(d'apres Parfitt (49))

Le diagramme présenté fait apparaitre les différentes sections fonctionnelles composant une BMU
trabéculaire selon une progression allant de la droite vers la gauche :

: Extrémité de la zone de résorption initiée par les ostéoclastes

: Zone d’élargissement de la zone de résorption

: Zone de transition (« Reversal Phase ») tapissée de cellules mononucléées (« Reversal Cells »)
: Zone de minéralisation « précoce »

: Zone de minéralisation « tardive »

: Hémi-Ostéon complété

TmMmQoOOm®>

Une BMU trabéculaire mesure entre 2 et 3 mm selon son plus grand axe (58) pour une profonde

ur

maximum d’environ 50 um soit légerement moins que le rayon d’'une BMU corticale (~ 80 um) (48).
La durée compléte d’un cycle de remodelage dans I'os trabéculaire est d’environ 200 jours dont 30 a

40 jours attribués a la résorption (59) et environ 150 jours a la formation (60).
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4.2.1.3. Organisation du microenvironnement de la BMU : le BRC

Il apparait, depuis la réalisation des travaux de Hauge et al. que le contenu des BMU
trabéculaires n’est pas en contact direct avec le compartiment hématopoiétique grace a la présence
d’une couche monocellulaire recouvrant la BMU appelée « canopée » (61). La continuité de cette
derniere avec les cellules bordantes présentes a la surface de I'os quiescent permet ainsi a la BMU
d’étre totalement isolée de I’environnement extérieur (Figure 13). Ce confinement permet la
création d’un microenvironnement directement associé a la BMU facilitant ainsi le controle de
I’ensemble des sous-processus constituant le remodelage osseux. Il est en effet probable que cet
espace clos permette de maintenir localement des concentrations adaptées de médiateurs cellulaires

nécessaires au couplage des différentes activités biologiques de la BMU.

Figure 13 : Représentation schématique de la canopée recouvrant une BMU (61)

Représentation schématique (non a I’échelle) d’'une BMU trabéculaire, avec I'ensemble des éléments
cellulaires du cycle de remodelage, et isolée au sein de la lacune osseuse par la présence d’une fine
couche cellulaire mononucléée d’origine ostéoblastique : la canopée.
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Il apparait également grace aux travaux de Kristensen et al. (47,62) que cet espace est étroitement
vascularisé par un réseau de capillaires particulierement dense au niveau de la canopée. Cette
organisation constitue également un élément essentiel du processus de remodelage en permettant
I'acces et donc le recrutement des précurseurs cellulaires osseux. L'ensemble structurel représenté
par I'association d’'une BMU, sa canopée et son réseau capillaire dédié constitue le compartiment de
remodelage osseux (« Bone Remodeling Compartment »). |l est a noter que le méme type
d’organisation a été observé au sein de BMU corticales avec toutefois une vascularisation différente

(capillaire central en boucle) (48).

4.2.2. Sous-processus 1 : phase d’initiation

La compétence biomécanique de I'os est maintenue dans un état stable tout au long de
I’existence d’un os physiologiquement sain uniquement parce que le processus de remodelage ne
s’initie qu’a des sites nécessitant le remplacement d’un os ancien ou endommagé. Pour cette raison
une étape essentielle du remodelage est la sélection des sites a renouveler parmi I'ensemble des
possibilités offertes au méme moment dans le squelette. L’'initiation du remodelage osseux est donc
une étape cruciale pouvant étre définie comme le passage d’une surface osseuse d’un état quiescent
a un état actif. Il a longtemps été considéré que la premiere étape de cette initiation était
représentée par |'activation de la population ostéoclastique. Ceci n’est pas tout a fait correct dans la
mesure ou aucune cellule ostéoclastique n’est présente a la surface de I'os quiescent (49). Bien que
I'activation ostéoclastique soit effectivement un événement précoce du processus de remodelage, la
premiere étape de l'initiation est en réalité représentée par la constitution de la canopée. Cet
évenement, probablement piloté par I'entrée en apoptose d’ostéocytes situés a proximité de zones
osseuses détériorées (63,64), va potentiellement induire I'émission de signaux a l'origine du
décollement de la couche de cellules mésenchymateuses (47) recouvrant les cellules bordantes
guiescentes présentes a la surface de I'os. La dissociation de ces deux couches est visible au moment
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de la phase d’initiation du remodelage ou I'on peut observer la couche de cellules
mésenchymateuses passer par-dessus des ostéoclastes pour ensuite former la canopée recouvrant
I'intégralité de la BMU comme illustré sur la figure 14. Il est supposé que I'élévation de cette
enveloppe mésenchymateuse est provoquée par la transmigration de précurseurs ostéoclastiques
(65). Il a été proposé que la constitution du réseau capillaire associé a la canopée coincide avec la
formation de cette derniére et fasse partie intégrante de la phase d’initiation du remodelage osseux
(62). Néanmoins, la contribution de ce réseau vasculaire a l'initiation du site de remodelage est

toujours en cours d’investigation.

Lifted BME  Canopy

oC

Figure 14 : Coupe transversale au point d’initiation d’une unité de remodelage (40)

L’enveloppe hématopoiétique d’origine mésenchymateuse est soulevée par un ostéoclaste au point
d’initiation d’'une unité de remodelage osseux.

Abréviations:

BME : bone marrow envelope
BLC : bone-lining cell

OC : osteoclast

Rv.C : reversal cell
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4.2.3. Sous-processus 2: recrutement des précurseurs ostéoclastiques et

ostéoblastiques

4.2.3.1. Provenance et attraction des précurseurs ostéoclastiques

Le recrutement des précurseurs ostéoclastiques est un composant crucial du remodelage
osseux. En effet, I'absence de cellules inactives ou de précurseurs dans le tissu osseux implique un
recrutement extérieur au BRC. Plusieurs hypotheses sont envisageables quant a leur acheminement.
L’existence d’un réseau capillaire connecté a la canopée (62) représente une voie potentielle,
notamment pour les précurseurs en provenance de la circulation générale (66). La moelle osseuse
adjacente aux sites de remodelage représente également une source de précurseurs. Leur migration
pourrait se réaliser directement par diapédése a travers la canopée. Les mécanismes responsables de
|'attraction des précurseurs ostéoclastiques restent a ce jour méconnus. Néanmoins, plusieurs
facteurs chimiotactiques possiblement impliqués viennent d’étre identifiés. Nous pouvons tout
d’abord citer SDF-1 (CXCL12), capable d’exercer un effet chémo-attracteur sur des précurseurs
ostéoclastiques murins (67) tout comme les trois chémokines MIP-1a, RANTES et MCP-3 (68).
Néanmoins, le facteur le plus documenté a ce jour implique un médiateur lipidique : la sphingosine-
1-phosphate (S1P). Il a en effet été démontré que la S1P était capable d’exercer sur les précurseurs
ostéoclastiques un pouvoir chémo-attracteur (69) ou chémo-répulsif (70) en fonction du récepteur
impliqué (respectivement S1PR1 et S1PR2). Les études réalisées in vivo démontrent méme que le
trafic des précurseurs ostéoclastiques serait guidé par le gradient de concentration en S1P existant
entre la circulation sanguine (concentration élevée) et les liquides interstitiels (concentration faible).
Il a également été observé (in vitro et in vivo) que la 1,25(0OH), VitamineD; inhibait I'expression du
récepteur S1PR2. Elle augmenterait ainsi la migration des précurseurs ostéoclastiques vers le

compartiment sanguin (riche en S1P) et limiterait par ce mécanisme la perte osseuse (71).
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4.2.3.2. Provenance et attraction des précurseurs ostéoblastiques

Le recrutement des précurseurs ostéoblastiques est également un élément capital du
remodelage osseux. Il a récemment été proposé par Kristensen et al. un modele faisant coexister
trois sources potentielles de précurseurs ostéoblastiques acheminés par trois voies différentes (47)
(Figure 15). Ces trois sources auraient pour finalité de constituer et maintenir la zone de transition

pourvoyeuse de précurseurs ostéoblastiques destinés a alimenter la zone de formation (40).

Route 1 : en provenance des cellules bordantes

Hypothese : les cellules bordantes viendraient coloniser la surface de I'os érodé laissée vacante au
moment de la rétraction des ostéoclastes pour constituer la zone de transition qui alimenterait
ensuite la zone de formation en précurseurs ostéoblastiques.

Route 2 : en provenance de la canopée

Hypothése : la canopée contribuerait a I'enrichissement cellulaire observé au niveau de la zone de
transition nécessaire a I'induction de la zone de formation.

Route 3 : en provenance du réseau capillaire associé au BRC

Hypothése : les péricytes associés au réseau capillaire connecté a la canopée seraient susceptibles de

contribuer a I’enrichissement cellulaire observé au niveau de la zone de transition.
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Bone marrow

Route 3

=\

Route 2

Route 1

Figure 15 : Représentation schématique du recrutement des précurseurs ostéoblastiques au sein
d’un BRC trabéculaire (47)

Les effecteurs cellulaires responsables de la migration des précurseurs ostéoblastiques lors de leur
recrutement vers la zone de transition ne sont actuellement pas connus. Néanmoins, un certain
nombre de molécules exergant un effet chimiotactique sur les précurseurs ostéoblastiques ont pu
étre a ce jour identifiées. Nous pouvons tout d’abord citer le TGF-B1, connu pour étre présent en
guantité importante dans la MEC et dont le relargage en réponse a une résorption ostéoclastique
induit la migration sur site de cellules souches mésenchymateuses (72). C'est également le cas du
Platelet-derived growth factor (PDGF) qui exerce un effet chémo-attracteur sur des précurseurs
ostéoblastiques murins (73). C'est enfin le cas de la sphingosine-1-phosphate (S1P) qui via ses
récepteurs S1PR1 et/ou S1PR2 va moduler la migration des précurseurs ostéoblastiques avec des
résultats parfois contradictoires (73-76). Il est a noter qu’aucune étude n’a été réalisée afin de
déterminer in vivo les conséquences d’une altération de la voie de signalisation S1P/S1PR sur la

migration des précurseurs ostéoblastiques.
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4.2.4. Sous-processus 3 : différenciation des précurseurs ostéoclastiques et

ostéoblastiques

La différenciation des précurseurs ostéoclastiques et ostéoblastiques recrutés au sein du BRC est
un élément essentiel du remodelage osseux. Cette étape est indispensable a I'acquisition des
compétences fonctionnelles de la cellule ostéoclastique et ostéoblastique, a savoir la résorption et la

formation du tissu osseux.

4.2.4.1. Différenciation ostéoclastique et acquisition des fonctions de

résorption

L'ostéoclastogénese (précédemment décrite dans le § 1.3.2.1.2) va permettre la constitution
de cellules différenciées et multinucléées susceptibles d’étre incluses dans une unité de remodelage.
L'ultime stade de différenciation va étre alors représenté par l'acquisition des fonctions de
résorption de 'ostéoclaste. Celle-ci va s’effectuer lorsque I'ostéoclaste va entrer en contact direct

avec la surface de I'os a détruire. Cette étape va induire :

- la polarisation de la cellule,
- l'organisation de la « sealing membrane »,
- la création de la membrane plissée « ruffled border »,

- l'organisation du trafic endosomal et lysosomal.

Cette séquence d’événements semble étre déclenchée par le contact de I'intégrine ayPs avec la
matrice minéralisée. Ce récepteur va s’activer en reconnaissant la séquence Arg-Gly-Asp de
protéines contenues dans la MEC telles que |'ostéopontine et la bone sialoprotein 2 (77). Il va ainsi

induire la constitution de podosomes a la périphérie de I'ostéoclaste et contribuer a I'organisation de
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la « sealing membrane ». Cette derniére va permettre I'adhésion de I'ostéoclaste et la création d’'un
espace isolé de I'environnement extracellulaire. C'est a l'intérieur de cet environnement que va
prendre place l'activité de résorption grace a la création de la bordure plissée. L'activité de
résorption va prendre fin au moment ou I'ostéoclaste va entrer en apoptose et ainsi libérer la surface

d’os précédemment occupé.

4.2.4.2. Différenciation ostéoblastique et acquisition des fonctions

minéralisantes

La différenciation ostéoblastique (précédemment décrite dans le § 1.3.2.2.2) va permettre
I’obtention d’une population d’ostéoblastes matures ayant la capacité de réaliser la synthése et la
minéralisation de la MEC. L’acquisition de cette capacité fonctionnelle va, comme pour I'ostéoclaste,
s’obtenir au moment ou I'ostéoblaste va entrer en contact avec la surface osseuse a reconstruire. Il a
en effet été récemment démontré que [I'ablation fonctionnelle d'intégrines permettant
I’attachement des précurseurs ostéoblastiques a la MEC induisait un défaut de minéralisation (78).
Deux autres arguments suggeérent également que cette différenciation s’acheve dans le BRC au
contact de la zone de formation : les capacités prolifératrices s’atténuent au contact du tissu

ostéoide ; I'expression d’Osx s’éléve a proximité de la zone de formation (47).
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4.2.5. Sous-processus 4: couplage des activités ostéoclastiques et

ostéoblastiques

Un élément essentiel nécessaire a la réalisation d’un processus de remodelage équilibré est la
nécessité de faire coincider exactement au sein de chaque BRC la quantité de tissu formé a la taille
de la cavité élaborée par les ostéoclastes. Cet impératif n’est possible qu’a la condition d’une
coordination stricte des activités de résorption et de formation. C'est a cette coordination que fait
référence le terme de « couplage » lorsqu’il est employé dans le cadre du remodelage osseux. Il
existe ainsi de nombreux facteurs participant au couplage des activités du BRC: facteurs de
croissance libérés par la MEC, signaux ostéocytaires, médiateurs solubles et membranaires. lls vont
permettre la coordination des activités opposées de résorption et formation et permettre in fine la
progression du BRC grace au comblement successif de la zone de tissu osseux détruite.

La premiére voie de signalisation ayant fait état d’'une coopération entre différent type de
cellules osseuses est la voie RANK/RANKL/OPG (79). Elle fut la premiére explication moléculaire a un
phénoméne observé jn vitro: la différenciation des précurseurs ostéoclastiques nécessite
I'intervention d’ostéoblastes (80). Ainsi, il fut proposé que cette voie de signalisation soit responsable
de la différenciation des ostéoclastes. Bien que I'implication de cette voie ne fasse désormais plus
I’objet d’aucun doute, la question du contributeur majoritaire de RANKL demeure toujours ouverte. ||
semblerait en effet que la population ostéoblastique ne soit pas la seule impliquée et que la
population ostéocytaire puissent étre la principale contributrice (37,38,81) notamment via les
ostéocytes situés a proximité des zones de microfissures (82).

La voie de signalisation RANK/RANKL/OPG n’est pas la seule voie de communication concourant
a la coordination des activités du BRC. En effet, une multitude d’interactions de ce type ont pu étre
mises en évidence au cours des deux dernieres décennies. Ainsi, il a été démontré que I'apoptose des
ostéocytes était également susceptible d’induire le recrutement des précurseurs ostéoclastiques via

la protéine HMGB1 (high mobility group box 1) (83). Il apparait également que les ostéocytes
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exercent un contrdle de I'activité ostéoblastique par I'intermédiaire de la voie Wnt. En effet, il a été
mis en évidence in vivo que I'expression ostéocytaire de la sclérostine (inhibiteur de la voie Wnt)
était diminuée en cas d’exposition a des charges mécaniques, favorisant ainsi la formation osseuse
(84). Les ostéoclastes vont également contribuer a la régulation de I'activité ostéoblastique. En
exercant leur activité de résorption, ces derniers vont en effet induire le relargage de nombreux
facteurs pro-ostéoblastiques emprisonnés dans la MEC (TGF-p, BMPs, PDGF, FGFs, IGFs) (85).
D’autres facteurs similaires vont également étre directement produits par les ostéoclastes ; c’est le
cas de la S1P (86,87), de Wnt 10b (87), de BMP-6 (87), de CTHRC1 (88), du C3a (89), de la
cardiotrophin-1 (90), de TRAcP (91) et de I'Ephrin-B2 (92). Il est probable que la cible de ces facteurs
pro-ostéoblastiques soit les précurseurs ostéoblastiques plutot que les ostéoblastes minéralisants
eux-mémes.

Il apparait donc que I'ensemble des populations cellulaires du BRC communiquent entre elles
afin de coordonner leurs activités via une multitude de facteurs de couplage. Leur identification in
vitro représente a chaque fois une potentielle cible thérapeutique ; néanmoins, seule la validation in

vivo de leur action permettra d’évaluer leur réelle contribution a ce phénoméne.
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4.2.6. Synthese du processus de remodelage osseux

Le remodelage osseux est un processus physiologique unique permettant le maintien de la
compétence biomécanique de I'os au cours de la vie d’un individu. Il est rendu possible grace a une
maitrise totale du microenvironnement au niveau des sites de remodelage. Cette maitrise est
permise grace a la création d’espaces clos tres localisés et hermétiques a I’environnement extérieur.
La sécrétion de facteurs de régulation a l'intérieur de ces espaces confinés va ainsi permettre une
régulation ciblée du remodelage osseux en limitant I'action potentiellement interférente de facteurs
de croissance émis par les cellules hématopoiétiques de I'espace médullaire. L’action séquentielle et
coordonnée des différents protagonistes par I'intermédiaire de facteurs locaux et/ou systémiques
peut ainsi étre tres finement régulée. Il en résulte une balance équilibrée entre les activités de
résorption et de formation au sein du BRC. Tout déséquilibre de cette balance naturellement neutre
est alors susceptible de favoriser la destruction ou la formation osseuse avec des répercussions
désastreuses en terme d’augmentation du risque fracturaire ou de syndrome de compression (48).
L’ostéoporose constitue la pathologie du tissu osseux la plus fréquemment associée a la perturbation

de cet équilibre.
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Il Ostéoporose

1. Définition

En mars 2000, une conférence de consensus réalisée sous I'égide du NIH (National Institutes
of Health) s’est tenu avec |'objectif de « clarifier les facteurs associés a la prévention, le diagnostic et
le traitement de I'ostéoporose ». Il a ainsi été proposé, afin de répondre a cet objectif, d’adresser 5
guestions a un comité d’expert afin d’établir des réponses consensuelles permettant in fine une
meilleure prise en charge de cette pathologie. Il a ainsi été posé la question suivante : « qu’est-ce
que l'ostéoporose et quelles sont ses conséquences ? ». La réponse élaborée a ainsi permis de
redéfinir cette pathologie et de faire évoluer la définition proposée en 1993 (93). L’ostéoporose a
donc été définie comme étant « une maladie du squelette caractérisée par une diminution de la
résistance osseuse prédisposant a un risque fracturaire élevé, le terme de résistance osseuse
faisant ici tout aussi bien référence a la densité de I'os qu’a sa qualité » (94).

Cette définition, avec I'emploi du terme « résistance », fait directement référence a la
compétence biomécanique de I'os et a sa capacité a résister a un choc. Elle précise également les
contours de ce terme en incluant les notions de densité et de qualité osseuse. Ainsi, il est défini lors
de cette méme conférence que la densité osseuse correspond a la quantité de minéral présente dans
le tissu osseux. La qualité de I'os fait, quant a elle, référence aux propriétés intrinséques de ce tissu
représentées par (94) :

- sa microarchitecture,
- sacapacité de renouvellement,

- la qualité de sa minéralisation,

la quantité et la nature d’éventuels dommages subis (ex. micro-fractures).
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D’un point de vue plus fonctionnel, I'ostéoporose est donc une pathologie responsable d’une
fragilité osseuse accrue susceptible d’entrainer la survenue de fractures, méme lors de traumatismes
a faible cinétique. La fragilisation du squelette n’étant pas un phénomene douloureux, I'expression
clinique de l'ostéoporose repose donc sur la survenue de fractures conséquentes a cet état de
fragilisation. Une des conséquences de cet aspect est donc linexistence de critéres cliniques
permettant I'évaluation du risque fracturaire. Ainsi, la compétence biomécanique (c’est a dire la
résistance) du tissu osseux ne va pouvoir étre déterminée que sur la base d’examens paracliniques.
Parmi les examens paracliniques disponibles, un seul est actuellement inclus par I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) en tant que critére diagnostic de I'ostéoporose : il s’agit de I'absorption
bi-photonique aux rayons X (DXA pour Dual energy X-ray Absorptiometry). Cet examen permet de
déterminer la densité minérale osseuse (DMO) en mesurant la quantité de substance minérale
présente au site étudié. Cette quantité est ensuite rapportée a la surface (ou volume) de la zone
évaluée et aboutit a I'expression d’un résultat en g/cm? (ou g/cm?). Afin de s’affranchir de la
variabilité inhérente aux calibrations effectuées sur différents types d’appareils, le résultat de DMO
obtenu est normalisé sur une population de référence. La DMO suivant chez le jeune adulte une
distribution Gaussienne, cette normalisation va s’effectuer sur I'écart-type (ET) de cette distribution

selon la formule ci-apres. Le résultat obtenu va étre nommé le T-score.

DM Opatient - DM Oréférence

T-Score

ETréférence
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Quatre catégories ont ainsi été proposées par I'OMS (puis révisées par I'International Osteoporosis
Fondation) pour interpréter les résultats obtenus au moyen de cette technique chez la femme post-

ménopausée (95,96) :

Normalité : T-Score 2-1

Ostéopénie : T-Score<-1let>-2,5

Ostéoporose : T-Score<-2,5

Ostéoporose sévere : T-Score <-2,5 en présence d’une ou plusieurs fractures de fragilité

Cette interprétation est proposée pour les mesures réalisées au niveau de la hanche. Il est
recommandé d’utiliser comme référence les valeurs issues de la NHANES Ill (National Health and
Nutrition Examination Survey) chez les femmes agées de 20 a 29 ans (96). Il n’existe pas de
recommandations officielles émanant de I’'OMS pour l'interprétation des DMO mesurées sur d’autres
sites anatomiques ainsi que dans d’autres populations que la femme post-ménopausée. Il est
néanmoins d’usage d’utiliser les mémes seuils dans ces cas de figure en dépit du fait que la
prédiction en terme de risque fracturaire associé ne soit pas identique (97). Des ajustements ont
ainsi été proposés par I'ISCD (International Society for Clinical Densitometry) (98) et les
recommandations des sociétés savantes quant a leur utilisation font régulierement |'objet de
réactualisations avec parfois des conclusions différentes, notamment au niveau des sites

anatomiques a évaluer (99,100).

55



2. Epidémiologie

2.1.Epidémiologie de I'ostéoporose densitométrique

L'ostéoporose est un probleme de santé publique majeur comme l'attestent les dernieres
estimations de prévalence réalisées aux Etats-Unis a partir des données densitométriques issues de
la NHANES 2005-2010. En effet, il a été estimé qu’en 2010, 10,3% de la population américaine de
plus de 50 ans (ne vivant pas en institution) souffrait d’ostéoporose, I'ostéopénie concernant quant a
elle 43,9% de cette méme population. Ainsi, en cumulant ces deux prévalences, il a été donc estimé
gu’environ 54 millions d’américains de plus de 50 ans présentaient une densité minérale osseuse
insuffisante (101). En se basant sur les projections d’évolution de la population américaine, 17,2
millions de personnes supplémentaires (+32%) devraient étre concernées en 2030 (101).

Cette méme étude nous permet également d’apprécier I'importance du sex-ratio clairement
en défaveur de la population féminine du fait de I'accélération de la perte osseuse liée a la carence
cestrogénique provoquée par la ménopause. En effet, alors que I'ostéoporose ne concerne que 4,3%
de la population masculine de plus de 50 ans, cette prévalence atteint 15,4% pour les femmes du
méme age. Il en est de méme pour la prévalence de I'ostéopénie (qui n’est pas une maladie) qui
atteint respectivement 35,2% et 51,4% des populations masculine et féminine de plus de 50 ans. La
prévalence de I'ostéoporose augmente avec I'age quel que soit le sexe concerné et il existe des
disparités en fonction de I'origine ethnique de la population concernée. L’ensemble des données est

présenté dans le tableau 2.
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Total Population, N QP Prevalence? % (SE) OP,N (95% CI)? LBM Prevalence? % (SE) LBM, N (95% CI)?

Both Sexes
Total Population 99,048,838 10.3(0.37) 10.2 (9.4,10.9) 439 (0.72) 43.4(42.0,44.8)
Age
50-39 41,962,930 3.1(0.60) 22(1.72.0) 40.2(1.12) 16.9(16.0,17.8)
60-69 29,253,187 8.0(0.87) 23(1.828) 43.0(1.18) 12.8(12.1.134)
70-79 16,595,961 16.4(0.94) 27(243.0) 473 (141 79(7483)
80+ 11.236.760 26.2(1.59) 29(2634 529(223) 5.9(55.64)
Race/Ethnicity®
NH-White 75,272,600 10.2(047) 17(7.084) 449 (0.89) 33.8(325.351)
NH-Black 0.830.977 4.9(0.65) 0.5(0.4.006) 207(151) 20(2632)
Mexican American 4,505,535 13.4(1.10) 0.6(0.5.07) 432(141) 20(1.9.21)
Women
Total Population 53,151.450 15.440.03) 8.2(7.58.9) 51.4(093) 217.3(20.3,.28.3)
Age
30-39 21.506.008 6.8(0.83) 15(1.1.1.8) 493 (169 10,6 (9.9.11.3)
60-69 15.323.140 123(144) 19(1523) 534(154) 82(7786)
70-79 9.169.601 25.7(1.56) 24(2126) 518(1.70) 47(4451)
80+ 7.152.707 349(244) 25(2228) 52.7(3.07) 383342
fwpoRace/E thnicity©
NH-White 40,089.289 15.8 (0.81) 6.3(57.7.0) 526(1.17) 21.1(202,22.0)
NH-Black 3.534.149 17(1.10) 04(03.05) 36.2(2.03) 20(1.8.22)
Mexican American 2371.001 20.4 (1.70) 0.5(04.0.6) 478(233) 1.1(1.0.1.2)
Men
Total Population 45,807,382 4.3(0.40) 2.0(16.2.3) 35.2(0.93) 16.1 (15.3.17.0)
Age
50-59 20,456,922 3.4(0.68) 0.7(04.1.0) 30.7(1.78) 6.3(5.6.7.0)
70-79 7.426.360 5.0(0.78) 0.4 (0.3.0.5) 41.8(251) 3.1(2.7.35)
80+ 4.084.053 109(1.7) 0.4 (0.3.0.6) 53.1(2.82) 22(1924)
Race/Ethnicin®
NH-WWhite 35,183,320 3.9(0.39) 14(1.116) 36.0 (113) 127(119,134)
NH-Black 496,828 13* (040) 0.1(0.02.0.1) 213 (175) 0.9 (0.8.1.1)
Mexican American 2224 444 5.9(1.08) 0.1(0.1.0.2) 383 (259) 0.9(0.7.1.0)

aPrev:{lence from NHANES 2005-2010 has been adjusted to the age. sex, and race/ethnic distribution of the US population at the time of the 2010 Census using the direct method.
b

Count expressed in millions; 95% CI=95% confidence limits
“Other races not shown separately

*
may be statistically unreliable, standard error/percent is 31-39% or sample size is < 30

OP = osteoporosis; LBM= low bone mass: NH= non-Hispanic

Tableau 2 : Estimation du nombre de résidents américains atteints d’ostéoporose ou d’ostéopénie
densitométrique au niveau du col du fémur ou du rachis lombaire en 2010 (101)
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En France, il a été estimé qu’en 2010, parmi la population agée de plus de 50 ans, environ
3,48 millions de personnes souffraient d’ostéoporose (T-Score < -2,5 au niveau du col du fémur)
(102). Cette importante prévalence, également constatée pour I'ensemble des pays européens, a
pour conséquence d’augmenter considérablement la survenue de fractures liées a cet état et

d’impacter gravement la qualité ainsi que I'espérance de vie des personnes atteintes.

2.2. Epidémiologie des fractures ostéoporotiques

C'est la survenue de fractures ostéoporotiques qui fait toute la gravité de la maladie. Une
fracture survient lorsqu’une force appliquée a un os est supérieure a sa résistance. L'ostéoporose, en
diminuant les compétences biomécaniques du tissu osseux, a donc pour conséquence d’augmenter
le risque de survenue de fracture dite de fragilité, survenant aprés un traumatisme a faible cinétique
(ex. une chute de sa hauteur) qui en temps normal n’entraine pas de fracture. C'est ce qui fait toute
la différence avec les fractures dites traumatiques. Ainsi, pour I'année 2010, il a été estimé qu’en
France, 377 000 fractures étaient la conséquence d’un état ostéoporotique (102). L'ensemble de ces

fractures était réparti de la facon suivante :

- Hanche:~ 74000

- Vertébres : ~ 56 000

- Avant-bras: ~ 56 000

- Autres (pelvis, cotes, humérus, tibia, fibula, clavicule, scapula, sternum et autres fractures

fémorales) : ~ 191 000
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Le capital osseux diminuant avec I’age, la population la plus exposée au risque fracturaire lié a
I'ostéoporose se trouve donc également étre la population la plus exposée au risque de chute. En
effet, la baisse d’acuité visuelle, la polymédication (psychotropes), les troubles locomoteurs,
neuromusculaires et autres pathologies neurodégénératives sont autant de facteurs augmentant le
risque de chute chez la personne agée. Ainsi, la survenue de fractures ostéoporotiques est tres
souvent synonyme de morbidité et de mortalité associée tres importantes, notamment en cas de
fractures dites « séveres » (extrémité supérieure et diaphyse fémorale, extrémité supérieure de
I’'humérus, vertebres, pelvis, sacrum). Il a été évalué via I'indice QALYs (Quality adjusted life years)
que 139400 années de « qualité de vie » étaient perdues en France, en 2010, a cause de
I'ostéoporose (102). Quant a la mortalité, il a été déterminé au Royaume-Uni que 22% des patients
ayant été hospitalisés pour une fracture de la hanche sont décédés dans I'année suivante (103).
Enfin, tout comme pour la prévalence de I'ostéoporose densitométrique, les projections a I’horizon
2025 prévoient une augmentation d’environ 30% du nombre de fractures ostéoporotiques annuelles

ce qui portera en France ce nombre de fractures a 491 000 (102).

2.3. Evaluation financiere de la prise en charge des fractures

ostéoporotiques

Comme nous avons pu le voir ci-dessus, l'importante prévalence de I'ostéoporose
densitométrique est responsable d’une forte incidence de fractures séveres chez le sujet de plus de
50 ans. Les morbidités et mortalités associées a ce type de fracture étant tres importantes, les co(ts
engendrés pour leur prise en charge sont par conséquent treés élevés. Il a ainsi été estimé qu’elles
étaient responsables en France, pour I'année 2010, d’'une dépense d’environ 4 853 millions d’euros

(102).

59



3. Etiologies et Physiopathologie

Il est possible de distinguer deux types d’ostéoporoses : I'ostéoporose dite « primitive », liée
a I'age et 'ostéoporose dite « secondaire » constituée par toutes les autres causes d’ostéoporose ne

correspondant pas a une évolution naturelle et physiologique du squelette humain.

3.1. Ostéoporose primitive

L'ostéoporose « primitive » correspond a 'ostéoporose liée a I'dge. Elle survient de facon
quasi-inévitable chez tout individu pour peu qu’il ait une espérance de vie suffisamment importante.
La diminution de la résistance mécanique de I'os est donc un processus dégénératif que I'on peut
considérer comme une évolution « naturelle » et seul le délai de passage a un état pathologique va
différer d’un individu a I'autre. De nombreux facteurs vont conditionner I’dge de survenue de cet état
comme par exemple I'importance du capital osseux acquis lors de I'enfance et de I'adolescence. En
effet, I'dge de passage d’'une DMO en dessous du seuil diagnostic de I'ostéoporose densitométrique
est lié a I'importance du pic atteint a la fin de la seconde décennie de vie (104). Il a ainsi été évalué
(in silico) qu’un pic de DMO 10% supérieur a la moyenne retardait de 13 années la survenue
d’ostéoporose chez un adulte (105). La ménopause est I'autre facteur essentiel a prendre en compte
dans le délai d’apparition d’'une DMO insuffisante. A I'origine du sex-ratio nettement en défaveur de
la population féminine, la chute brutale des sécrétions cestrogéniques provoque chez la femme une
diminution supplémentaire de la DMO venant se surajouter a celle déja provoquée par le

vieillissement (Figure 16).

60



12

NON-MENOPAUSAL FI.I'IEI":IDPA'USAI-._
LOSS
R LOSS
MOM-MENOPALISAL
10 LOSE 1
NMON-MENQOPAUSAL LOSS
gt 1 MAGHIFIED BY

POSTMENOPALISAL STATE

o ? OSTEOPOROSIS

/////// 77

06
=20 -15 10 -5 10 15 20 25 M
YEARS SINCE MENOPAUSE

BONE MINERAL DENSITY {gfem®)

“///////

Figure 16 : Diagramme théorique illustrant I’accélération de perte osseuse en lien avec la
ménopause (105)

Afin de mieux visualiser dans son ensemble les variations physiologiques de la masse osseuse chez
I'homme et la femme au cours de la vie, la figure 17 représente les mesures de densité osseuse
volumétriques réalisées par Quantitative Computed Tomography (QCT) au niveau de I'extrémité du
radius (constitué a 95% d’os cortical) et au niveau de la colonne vertébrale (constituée a 80% d’os

trabéculaire) sur une population agée de 20 a 97 ans.
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Figure 17 : Evolution de la DMO corticale et trabéculaire au cours de la vie (106)

Mesures densitométriques osseuses (mg/cm’) réalisées au niveau du radius (a) et de la colonne
vertébrale (b) dans une population dgée de 20 a 97 ans. Les mesures effectuées dans la population
féminine sont représentées en rouge pour femmes non ménopausées et en bleu apres la
ménopause. Les mesures réalisées dans la population masculine sont quant a elles représentées en
noir.
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En plus des deux facteurs principaux évoqués précédemment, d’autres éléments vont également
influencer I'dge de survenue d’une ostéoporose densitométrique. Ainsi, des différences liées a
I'origine ethnique s’observent dans les études de prévalence de I'ostéoporose densitométrique. En
effet, aux Etats-Unis, les populations d’origine Africaine présentent une prévalence moindre que les
populations Caucasiennes qui elles-mémes sont moins touchées que les populations d’origine Sud-
Américaine (101,107-109). L’activité physique va également impacter de facon importante le capital
osseux d’un individu. La baisse de stimulation mécanique va avoir un impact délétere sur la
résistance du tissu osseux comme cela a pu étre observé chez 'homme a l'issue de vols orbitaux
prolongés (110). Le tabagisme a également été associé a un risque accru de survenue de fractures

ostéoporotiques (111).
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3.2. Ostéoporose secondaire

L'ostéoporose dite « secondaire » correspond aux différentes causes d’ostéoporoses ne
relevant pas d’une évolution naturelle du squelette humain. Il existe de tres nombreuses causes
d’ostéoporose secondaire, parmi celles-ci nous allons brievement décrire celles en rapport avec un

trouble endocrinien ainsi que I'ostéoporose associée aux surcharges en fer.

3.2.1. Ostéoporose liée a un trouble endocrinien

3.2.1.1. Hyperparathyroidie primaire et secondaire

L’hyperparathyroidie, qu’elle soit d’origine primaire ou secondaire, va induire une
augmentation du remodelage osseux via une augmentation de la sécrétion de parathormone. Cette
sécrétion, qu’elle soit appropriée ou non, va ainsi provoquer lorsqu’elle est prolongée la mobilisation
du calcium contenu dans le tissu osseux. Cette mobilisation va étre obtenue grace a 'augmentation
de la résorption ostéoclastique, probablement de maniére indirecte via l'intervention des
ostéoblastes (112). Elle va aboutir a une dégradation de I'os et étre a I'origine d’une baisse de DMO.
Ainsi la prévalence de l'ostéoporose est estimée entre 39 et 62,9% chez les patients atteints
d’hyperparathyroidie primaire (113); quant aux patients insuffisants rénaux (principale cause
d’hyperparathyroidie secondaire), la survenue de fractures est estimée pour étre 2 a 14 fois plus

importante que dans la population générale (114).
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3.2.1.2. Hyperthyroidie

L’hyperthyroidie est également une source d’élévation du « turn-over osseux » et va induire
une augmentation du nombre de sites de remodelage. Les cycles de remodelage vont également étre
réduits et un déséquilibre entre résorption et formation va s’installer, engendrant une perte osseuse
nette d’environ 10% par cycle. En conséquence, une hyperthyroidie va induire une baisse de DMO et
une augmentation du risque fracturaire. L'ostéoporose sévére associée a une hyperthyroidie non
traitée est désormais quelque chose de rare. Néanmoins, il a été démontré qu’une I'hyperthyroidie
non diagnostiquée était chez les patients hospitalisés pour fracture un important facteur de risque
d’ostéoporose secondaire. De plus, des études de population ont mis en évidence que la
thyrotoxicose augmentait le risque fracturaire, particulierement chez la femme post-ménopausée

(115).

3.2.1.3. Hypercortisolisme

Le syndrome de Cushing est une maladie endocrinienne caractérisée par une exposition
inappropriée a de hautes concentrations en cortisol produit par les glandes surrénaliennes. Cette
production inadaptée peut étre la conséquence d’un adénome hypophysaire corticotrope, d’une
sécrétion ectopique d’ACTH ou encore d’une surproduction surrénalienne autonome (116). La
survenue de fractures de fragilité est une complication fréquente de cette pathologie en dépit de la
faible diminution de densité minérale osseuse associée (117). Ceci est peut-étre la conséquence du
mécanisme physiopathologique particulier de cette ostéoporose généralement considérée comme
étant provoquée par une diminution de l'activité ostéoblastique (118). Il a en effet été montré in
vitro que les glucocorticoides diminuaient la différenciation des CSM vers la lignée ostéoblastique
(119) et qu’ils inhibaient la différenciation ostéoblastique en impactant de fagon négative la voie de

signalisation Wnt/B-catenine (120). De plus, il a récemment été constaté que la canopée recouvrant
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le BRC était altérée de facon prématurée chez 1/3 des patient souffrant d’hypercortisolisme (121).
Tout comme dans le syndrome de Cushing, I'ostéoporose cortico-induite consécutive a la prise
prolongée de glucocorticoides est responsable d’'une augmentation du risque fracturaire importante
(prévalence estimée entre 30 a 50% des patients traités de facon chronique (118)). Bien que les
fractures puissent survenir en début de traitement, leur incidence est reliée a la dose et la durée

d’exposition au traitement (122).

3.2.1.4. Hypogonadisme

Les situations d’hypogonadisme ne se rencontrent pas uniquement en situation
physiologique de ménopause chez la femme ou de vieillissement chez ’homme. Elles se rencontrent
également chez des sujets plus jeunes lors de situations pathologiques et les conséquences sur la
résistance du tissu osseux sont les mémes. Ainsi chez la jeune fille, 'ensemble des causes
d’hypogonadisme hypo et hypergonadotrope sont associées a une diminution de la densité minérale
osseuse (123). Il en est de méme chez la femme adulte en cas d’insuffisance ovarienne précoce (124).
Les conséquences de I’hypogonadisme non physiologique sont moins documentées chez ’homme.
Néanmoins, il apparait qu’a age équivalent, I’'hypogonadisme est également associé a une baisse de
la DMO (125). Que cela soit chez I’homme ou chez la femme, les hypogonadismes d’origine iatrogéne
sont également une cause de perte osseuse et doivent dans certains cas bénéficier d’une prise en

charge spécifique (126).
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3.2.1.5. Anorexie

L’anorexie est connue pour avoir un profond impact sur le métabolisme osseux a la fois chez
les adultes et chez les adolescents. En effet, environ 92% des adultes atteints présentent au
minimum une ostéopénie et une ostéoporose est constatée dans environ 38% des cas a au moins un
site. Cette prévalence est moins importante chez les adolescents. Cependant, il est estimé qu’environ
50% des adolescentes anorexiques présentent au minimum une ostéopénie (127). Cette ostéopénie
d’origine multifactorielle est en lien avec I'ensemble des modifications endocriniennes liées a cette
pathologie. Ainsi I'hypogonadisme, la baisse d’IGF-1 circulant et la relative hypercortisolémie
associée a cet état nutritionnel sont autant de facteurs favorisant la baisse de densité minérale

osseuse observée (127).
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3.2.2. Ostéoporose associée aux surcharges en fer

L'ostéoporose est une complication des surcharges en fer survenant tout aussi bien au cours
de I’hémochromatose génétique (HG) que lors de surcharges secondaires (thalassémie,
drépanocytose). Longtemps attribuée a I’hypopituarisme engendré par la survenue de dépots
ferriques hypophysaires, il apparait dorénavant que I'accumulation de fer puisse étre un facteur
indépendant a l'origine d’'une baisse de DMO. Cette cause d’ostéoporose secondaire sera revue en

détail ultérieurement lors du Chapitre IV « Fer et Ostéoporose ».

4. Synthese

La revue des différentes étiologies de I'ostéoporose fait apparaitre qu’en dépit d'une
expression clinique commune (la survenue de fractures de fragilité), les mécanismes
physiopathologiques conduisant a la baisse de résistance osseuse sont divers et variés. Il en résulte
des profils d’altération osseuse variés, différents pour chaque étiologie et associés a un risque
fracturaire spécifique. Ainsi, il n’existe par une mais des ostéoporoses et la compréhension des
mécanismes cellulaires impliqués dans chaque processus physiopathologique est d’'une importance
capitale pour le développement d’un arsenal thérapeutique adapté a la prise en charge spécifique de

chacune d’entre elles.
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lll Métabolisme du fer et situations de surcharge

1. Métabolisme du fer

1.1.Généralités

Le fer est un élément chimique faisant partie de la sous-famille des éléments de transition. Il
est I'un des métaux les plus abondants sur Terre et sa capacité unique a se comporter comme
accepteur ou donneur d’électrons en a fait un élément irremplacable dans le monde du vivant. Il va
ainsi étre associé a de nombreuses protéines et contribuer a leur activité biologique grace a ses
caractéristiques intrinséques. De par ses propriétés physico-chimiques, ce métal est peu soluble dans
le cytosol et les liquides biologiques. Aussi, lorsqu’il n’est pas lié a des protéines, il va se retrouver
sous une forme chimique réactive et devenir délétere pour les tissus environnants en générant des
especes réactives de I'oxygene (ROS) hautement toxiques. Ainsi est résumée toute I'ambivalence de
ce métal : bien que toxique, il n"'en demeure pas moins indispensable aux processus biologiques
fondamentaux. En conséquence, les organismes ont su mettre en place des moyens permettant de
limiter sa toxicité tout en le rendant accessible pour une utilisation physiologique. Il en résulte des
mécanismes de régulation complexes, étroitement contrdolés et basés sur un ensemble de protéines

capables de stabiliser et lier le fer de fagon réversible.
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1.2.Distribution du fer dans I'organisme

La quantité totale de fer présente dans I'organisme Humain est comprise entre 3 et 4
grammes dont plus des deux tiers est intégré au sein de I’hémoglobine présente dans les
érythrocytes. Le tiers restant est réparti de la facon suivante :

-~ 1000 mg sont au sein des hépatocytes (lié a la ferritine),

-~ 600 mg sont contenus dans les macrophages du systeme réticulo-endothélial,

-~ 300 mg sont présents dans les muscles intégrés dans la myoglobine,

- ~ 8 mg représentent l'intégralité du pool intracytoplasmique contenu dans diverses
protéines et enzymes,

- ~13a2mgsont présents dans le plasma sous forme liée a la transferrine.

1.3. Cycle du fer dans I'organisme

1.3.1. Besoins quotidiens en fer

Le fer n’est pas produit par I'organisme; en conséquence, celui-ci doit étre apporté par
I'alimentation. Sur les 10 a 20 mg ingérés chaque jour, seulement 10% sont absorbés par la
mugqueuse duodénale (~ 1 a8 2 mg/j) et suffisent a compenser les pertes incompressibles dues a la
desquamation cellulaire, intestinale et cutanée. Néanmoins, cet apport journalier est insuffisant pour
répondre a la demande en fer générée par I'érythropoiése (~ 20 mg/jour). C'est I'action des
macrophages (en particulier spléniques) qui va combler cette demande grace au recyclage du fer

héminique contenu dans le pool érythrocytaire sénescent.
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1.3.2. Recyclage du fer érythrocytaire

Les macrophages vont, au cours du processus d’érythrophagocytose, dégrader les molécules

d’héme au moyen d’hémes oxygénases et libérer le fer ferreux inorganique (Fe®*). Le fer ainsi recyclé

va pouvoir, en fonction des besoins, étre stocké dans la cellule au sein d’une molécule de ferritine,

ou bien remis en circulation dans le plasma a un taux correspondant globalement a la demande

engendrée par I'érythropoiése (128). Pour cela, le fer va étre exporté via un transporteur

membranaire (ferroportine), ré-oxydé en fer ferrique (Fe**) par la céruloplasmine circulante dans le

plasma, puis se lier a la transferrine (129). La balance journaliere ferrique est résumée de facon

schématique dans la figure 18 ci-apres.
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Figure 18 : Représentation schématique de la balance ferrique journaliére (130)
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1.3.3. Absorption intestinale du fer

L'absorption du fer alimentaire est principalement effectuée au niveau du duodénum et de la
partie haute du jéjunum (131). Afin de maintenir le pool de fer présent dans I'organisme, la quantité
de fer alimentaire absorbée au niveau intestinal doit étre équivalente a celle éliminée par
I’organisme chaque jour. Chez 'Homme, aucun mécanisme de contréle ne permet de réguler les
pertes en fer de I'organisme. En conséquence, le maintien de ’"homéostasie du fer est dépendant de
la régulation intestinale de son absorption (132,133). Pour atteindre la circulation systémique, le fer
alimentaire doit traverser les membranes apicales et basolatérales des entérocytes. Deux types de
fer sont susceptibles d’étre assimilés et les mécanismes de franchissement de la membrane apicale

entérocytaire vont différer en fonction de leur intégration ou non dans une molécule d’héme.

1.3.3.1. Fer non-héminique

Pour franchir la lumiére apicale, le fer non-héminique (principalement sous forme ferrique Fe**) doit
préalablement étre réduit par une ferriréductase : DCYTB (duodenal cytochrome b) (134). Il va
pouvoir ainsi étre pris en charge par le transporteur membranaire DMT1 (divalent metal transporter

1) et franchir la membrane apicale de I'entérocyte (135).

1.3.3.2.  Fer héminique

Le franchissement apical du fer héminique fait intervenir (bien que cela reste discuté) le transporteur
spécialisé de I’heme HCP1 (heme carrier protein 1). L’'heme va ensuite étre dégradé au niveau

. . 2 s . e 2
intracellulaire par une héme oxygénase qui va libérer du fer ferreux (Fe”").
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Une fois a I'intérieur de I'entérocyte, le fer ferreux (Fe?) intégré va étre pris en charge par un
mécanisme peu connu puis exporté a travers la membrane basolatérale grace a la ferroportine.
Aprés cet export, le fer ferreux va étre ré-oxydé via une ferroxidase membranaire, I’héphaestine, afin
d’étre pris en charge par la transferrine. L'ensemble des mécanismes d’absorption entérocytaire du

fer sont représentés dans la figure 19.
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Figure 19 : Représentation schématique des mécanismes entérocytaires d’absorption du
fer (d’aprés (130))

1.3.4. Circulation plasmatique du fer

Le fer n’est pas un élément soluble dans le plasma. De par sa susceptibilité a générer des
especes réactives de I'oxygene, il ne peut ni circuler, ni étre stocké sous forme libre dans I'organisme.
Dans le compartiment sanguin, le fer plasmatique est ainsi physiologiquement pris en charge par la
transferrine & raison de 2 atomes de fer ferrique (Fe®') par molécule. Toutes les molécules de

transferrine circulantes ne sont pas porteuses de fer et la détermination de leur saturation peut étre
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évaluée par le calcul du coefficient de saturation de la transferrine (CST). Cette saturation va ainsi
étre influencée par : I'apport alimentaire en fer, la quantité de fer recyclé par les macrophages du
systéme réticulo-endothélial et la quantité de fer consommée par I'érythropoiése et les autres tissus.
En situation normale, le CST est compris entre 20 et 45 % et un CST inférieur a 15 % indique la
présence d’'un déficit plasmatique en fer. Un CST supérieur a 45 % peut faire évoquer la présence
d’un trouble du métabolisme du fer pouvant favoriser le développement d’une surcharge en fer.
Quand la CST dépasse les 45 %, une nouvelle espece de fer fait son apparition dans le plasma : le fer
non lié a transferrine (NTBI pour Non-Transferrin Bound Iron) (136). Celui-ci est en fait lié aux
groupements carboxyliques de I'albumine ou a de petits acides organiques type citrate ou acétate ; il
va néanmoins présenter des caractéristiques biologiques bien différentes du fer lié a la transferrine.
Il va notamment montrer un tropisme préférentiel pour les cellules parenchymateuses et tout
particulierement les hépatocytes (137,138). Quand le CST est supérieur a 75 % une forme particuliére
de fer non lié a la transferrine, appelée fer labile plasmatique (LPI pour labile Plasma Iron) va faire
son apparition. Ce type de fer, parfois dénommé « reactive plasma iron », est caractérisé par sa

capacité a produire des espéces réactives de I'oxygéne et donc une importante toxicité cellulaire.

1.3.5. Régulation cellulaire du fer

1.3.5.1. Incorporation cellulaire et utilisation

La mise a disposition du fer pour les cellules consommatrices fait principalement intervenir le
récepteur membranaire de la transferrine de type 1 (TfR1) permettant I'incorporation du fer lié a la
transferrine par endocytose (139). Une fois a I'intérieur du compartiment endosomal, le fer ferrique
(Fe*') libéré de la transferrine va devoir & nouveau étre réduit par STEAP3 pour traverser la

membrane endosomale via DMT1 et ainsi rejoindre le cytoplasme. Le fer ainsi présent dans le
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compartiment cytoplasmique va alors incorporer de facon transitoire un pool labile de fer (140)
avant d’étre associé a des protéines cytosoliques ou d’étre adressé a la mitochondrie via la
mitoferrine (141,142). Une fois a I'intérieur de la mitochondrie, le fer va étre majoritairement utilisé
pour la biosynthése de molécules héminiques (principalement I’hémoglobine) et de protéines fer-

souffre.

1.3.5.2.  Stockage intracellulaire

Le fer intracellulaire non immédiatement incorporé dans une voie métabolique peut rester
dans le cytosol sous une forme non toxique grace a I'action de la ferritine. Cette protéine constituée
de 24 sous-unités (de deux types H et L) va en effet former une « coquille » capable de contenir en
son sein environ 4500 atomes de fer sous forme ferrique (Fe*). La ferritine constitue ainsi le pool de
stockage du fer intracellulaire (143). La ferritine est également retrouvée dans le plasma. Sa
concentration est un reflet, plus ou moins précis, de la charge en fer tissulaire ; néanmoins, il est peu

probable qu’elle joue un rdle significatif dans le transport plasmatique du fer.

1.3.5.3.  Coordination de la régulation intracellulaire

L'incorporation, 'utilisation, le stockage et le transport du fer intracellulaire sont étroitement
controlés et coordonnés grace a I'action d’'un mécanisme de régulation post-transcriptionnel appelé
systéeme IRE/IRP (lron Responsive Element [ Iron Responsive Protein). Un certain nombre de
protéines du métabolisme du fer contiennent dans leur ARNm une ou plusieurs séquences IRE dans
leurs régions non traduites (UTR; Untranslated Transcribed Region). Ces séquences, dites « en
épingles a cheveux » (« Hairpin structure »), constituent un site de liaison pour des protéines IRP
(IRP1 et IRP2), disponibles pour se lier sur les séquences IRE lorsque la cellule est en manque de fer

(144). Uinteraction IRE/IRP va inhiber la traduction des ARNm de protéines telles que la ferritine et la
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ferroportine via leur séquence IRE localisée en 5’-UTR. A l'inverse, 'interaction IRE/IRP va stabiliser
les ARNm du récepteur a la transferrine de type 1 et de DMT1 grace a la présence d’'une séquence
IRE dans leur zone 3’-UTR. Ainsi, en situation de carence cellulaire en fer, les principales protéines
intervenant dans le trafic du fer sont régulées de facon a contrecarrer cette carence. Le systeme
IRE/IRP fonctionne également en cas d’excédent en fer en réduisant la fixation des IRP sur les
séquences IRE, ce qui aboutit a I'exacte régulation opposée. Les principes de régulation du systeme

IRE/IRP sont résumés dans la figure 20.
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Figure 20 : Représentation schématique des mécanismes de régulation IRE/IRP
d’apres (145)

A. Etat d’exces de fer : les protéines IRP ne sont pas capables de se lier aux séquences IRE
Conséquences :

=» 5’-UTR-IRE : augmentation de la traduction

=>» 3’-UTR-IRE : dégradation de 'ARNm

B. Etat de carence en fer : les protéines IRP se lient aux séquences IRE

Conséquences :
=>» 5’-UTR-IRE : diminution de la traduction

=>» 3’-UTR-IRE : stabilisation de ’ARNm
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1.3.6. Elimination du fer

Une faible fraction du fer (~1 a 2 mg) est éliminée de I'organisme chaque jour au travers de
plusieurs mécanismes non spécifiques. Ainsi, I'exfoliation intestinale, la desquamation cutanée, la
transpiration, l'urine, la bile et les menstruations chez la femme engendrent une perte
incompressible de cet élément. Il est généralement admis que le corps humain n’est pas capable de
réguler ses sorties en fer. En conséquence, toute modification de la balance ferrique ne peut étre
adaptée par le contréle des sorties. De ce fait, le corps humain est particulierement sensible a toute
modification positive de sa balance en fer et présente naturellement une susceptibilité au risque de

surcharge en fer.
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1.4.Régulation du fer dans 'organisme

1.4.1. L’hepcidine : hormone peptidique régulatrice du fer

L’absorption intestinale du fer représente un point critique de la régulation systémique de ce
métal qui permet de prévenir dans une certaine mesure les risques de déficit ou d’exces. Cette tache
complexe est assurée par I’hepcidine (gene HAMP), une hormone peptidique d’origine hépatique
dont la synthése est régulée par plusieurs constantes biologiques telles que I'hypoxie, I'anémie,
I’érythropoiese, la disponibilité du fer et I'inflammation.

L'hepcidine exerce son action biologique en se liant a la ferroportine membranaire. Elle va
induire la phosphorylation, l'internalisation et enfin la dégradation lysosomale de cette derniére
(146). La ferroportine est I'unique exportateur cellulaire du fer chez les mammiféres (147). La baisse
de son expression entérocytaire et macrophagique sous I'effet de I"hepcidine va donc diminuer la
quantité de fer absorbée au niveau intestinal et celle libérée par le systéme réticulo-endothélial.
L'hepcidine est donc un régulateur négatif du fer plasmatique dans |'organisme. Les niveaux
d’hepcidine vont s’élever en cas d’augmentation des concentrations en fer de I'organisme afin de
prévenir tout risque de surcharge en limitant la quantité de fer biodisponible dans le plasma et son
absorption digestive du fait de la dégradation de la ferroportine (148). La régulation inverse est
également vraie en cas de carence ou d’augmentation des besoins en fer. Le mode d’action et les
principes de régulation des concentrations en fer de I'organisme par I’hepcidine sont schématisés

dans la figure 21.
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Figure 21 : Représentation schématique des modes et principes de régulation des concentrations
en fer de I'organisme par I’hepcidine (131)

1.4.2. Mécanismes cellulaires de régulation de I'hepcidine par le fer

Les études cliniques chez I'lhomme et in vivo chez la souris ont mis en évidence que

I’expression d’hepcidine était modulée par les concentrations hépatiques et systémiques en fer. Les

données expérimentales suggérent d’ailleurs un mécanisme cellulaire de régulation différent pour

chacune de ces sources de fer. Ainsi, il est admis que I'expression d’hepcidine est régulée par le fer

hépatique via la voie de signalisation BMP6/SMAD tandis que le fer circulant exerce son action via le

complexe HFE/TfR2 (131).
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1.4.2.1. Concentration hépatocytaire en fer et régulation de I'hepcidine

Le fer hépatique va induire I'expression d’hepcidine via une voie de signalisation faisant
intervenir les BMPs (Bone Morphogenetic Proteins). Parmi I’ensemble des BMPs connues, BMP6 est
la plus @ méme d’étre impliquée dans la régulation de I'hepcidine. Par un mécanisme inconnu,
I’'expression de BMP6 va étre augmentée par le fer contenu dans I’'hépatocyte et va former un
complexe avec les récepteurs BMPR | et Il et I'hémojuvéline (HJV). Ce complexe va ensuite induire la
phosphorylation intracellulaire des SMAD1, SMAD5 et SMADS8 qui vont alors interagir avec SMADA4.
L'ensemble va étre transloqué dans le noyau et se lier avec deux séquences situées sur le promoteur
de I'hepcidine et ainsi activer sa transcription (149,150). Le modéle évoqué ci-dessus est représenté

schématiquement dans la figure 22.

Hepatocyte

Figure 22 : Représentation schématique du mode de régulation de I’hepcidine par le fer
hépatocytaire (151)
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1.4.2.2. Concentration systémique en fer et régulation de I'hepcidine

La régulation de I'hepcidine par le niveau de saturation de la transferrine est probablement
contrblée par la protéine HFE et les récepteurs de la transferrine 1 et 2, capables de percevoir les
changements de saturation en fer de la transferrine. Le modéle actuellement établi fait I’hypothése
que le TfR1 séquestre la protéine HFE et empéche son interaction avec TfR2 nécessaire a I'induction
d’hepcidine. Ainsi, lorsque la saturation de la transferrine augmente, I’holotransferrine (transferrine
chargée en fer) va libérer HFE et autoriser son interaction avec TfR2 provoquant I'augmentation de la
synthése d’hepcidine (152). Le modele cité ci-dessus est représenté schématiquement dans la figure

23.

Tf-Fe [:J
[:] [:] hepcidin

signaling
Efﬂi E i complex
= Twr ! @
Hepatocyte
Signal
transduction

—  mrra

Figure 23 : Représentation schématique du mode de régulation de I’hepcidine par le fer
plasmatique (152)
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1.4.3. Autres mécanismes cellulaires principaux de régulation de I'hepcidine

L'inflammation est également un régulateur positif de I'expression hépatique de I’hepcidine.
La voie de signalisation impliquée est celle de I'lL-6/STAT3. Sécrétée au cours de la réponse
inflammatoire, I'interleukine 6 (IL-6) se lie a son récepteur situé sur la membrane hépatocytaire. Il
s’ensuit une phosphorylation de STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3). Le
facteur de transcription STAT3 phosphorylé migre vers le noyau, se fixe sur le promoteur du gene
de I'hepcidine et déclenche sa transcription.

A linverse, I'expression de I'hepcidine est réprimée lorsque les demandes en fer sont
augmentées lors de situations entrainant une accélération de I’érythropoiése (ex. hypoxie, anémie,
hémolyse). Cette régulation négative ferait intervenir un facteur érythropoiétique, I'érythroferrone
(ERFE), dont la synthese, réalisée par les précurseurs érythroblastiques, est induite par
I’érythropoiétine (EPO) (153). Ainsi libérée dans le plasma, I'érythroferrone agirait directement sur
les hépatocytes et induirait une régulation négative de la synthése d’hepcidine. Le mécanisme
reste encore a étre précisé.

Enfin, la synthése d’hepcidine étant principalement hépatocytaire, toute insuffisance

hépatocellulaire est susceptible d’entrainer une hepcidino-déficience.
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2. Situations de surcharge en fer

Les pathologies de surcharge en fer peuvent étre définies comme un ensemble d’affections

dont la caractéristique commune est I'accumulation progressive, par l'organisme, de quantités

importantes de fer a I'origine de dommages tissulaires. Les surcharges en fer sont classiguement

subdivisées en deux groupes :

- les surcharges en fer génétiques,

- les surcharges en fer secondaires.

2.1.Surcharges en fer génétiques

Les hémochromatoses génétiques (HG) sont des surcharges en fer viscérales dont le

développement est sous-tendu par la survenue de mutations dans un ou plusieurs génes impliqués

dans le métabolisme du fer précédemment évoqué. Il existe plusieurs types d’'HG en fonction du

géne impliqué. Leur classification est présentée dans le tableau 3 ci-apres :

Type HG Géne Chr Trait Début Phénotype

HFE (Type 1) HFE 6p21,3 AR Tardif Articulaire et hépatique

Hémojuvéline (Type 2A) HV 1p21 AR Précoce Cardiaque et endocrinien

Hepcidine (Type 2B) HAMP 19q13,1 AR Précoce Cardiaque et endocrinien

Récepteur 2 de la Tf (type 3) TFR2 7q22 AR Tardif Hépatique

Maladie de la ferroportine (type 4 B) SLC40A1 2q32 AD Tardif Articulaire et hépatique

(Type 4A) Idem Idem Idem Idem Rare (surcharge en fer macrophagique) STf normale

HG : hémochromatose génétique ; Chr: chromosome ; AR : autosomique récessif; AD : autosomique dominant ; Tf : transferrine ; STf: saturation de la transferrine.

Tableau 3 : Classification des hémochromatoses génétiques (154)
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Il est également possible de classer les HG en deux catégories en fonction du mécanisme sous-

tendant le développement de la surcharge génétique en fer :

- Hepcidino-déficience :

o Déficit quantitatif : type | (HFE) ; type 2A (HJV) et 2B (HAMP) ; Type 3 (TFR2)

o Résistance a I'action de I’'hepcidine : Type 4B (SLC40A1)

- Maladie de la ferroportine : perte de fonction de la ferroportine : Type 4A (SLC40A1)

2.1.1. Hémochromatose lié au géne HFE (typel)

L’hémochromatose de type 1 en lien avec le géne HFE est de loin la forme la plus fréquente
des HG et I’'homozygotie pour la mutation p.Cys282Tyr (C282Y) explique a elle seule 90% de cette
derniere. L'atteinte du géne HFE va provoquer un défaut de synthése hépatocytaire d’hepcidine et
entrainer une élévation des concentrations plasmatiques en fer et de la saturation en transferrine. Le
fer non lié a la transferrine (NTBI) et sa forme réactive (LPI) vont ainsi faire leur apparition. Leur
tropisme pour les cellules parenchymateuses du foie, du coeur et d’autres glandes endocrines va étre
a l'origine de I'expression clinique de la maladie. La présence de dépbts de fer au sein de ces
différents organes va alors étre responsable d’atteintes hépatiques, de diabéte insulino-dépendant
et d’hypogonadisme. Le stress oxydant facilité par la genése d’espéces réactives de I'oxygene (ROS)
que le fer induit est impliqué dans ces lésions. Il est également trés souvent fait état d’atteintes
osseuses et articulaires a I'origine d’ostéoporose et d’arthrose. Les patients présentent également
souvent une hyperpigmentation de la peau ainsi qu’une asthénie chronique. La prévalence de la
mutation p.Cys282Tyr dans la population caucasienne est d’environ 10 % a I'état hétérozygote et la
présence d’une homozygotie touche environ 3 personnes / 1000. La pénétrance de cette pathologie
est tres incompléete et bien que les présentations cliniques séveres soient rares, la pénétrance
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biologique est quant a elle élevée (155). En cas d’expression clinique de la maladie, celle-ci est plutot

tardive et survient souvent a partir de 40 ans chez ’lhomme et 50 ans chez la femme.

2.1.2. Hémochromatose juvénile (type 2)

L’'hémochromatose de type 2, dite juvénile, peut étre liée a des mutations du géne HJV
(hémojuvéline ; forme 2A) ou du gene HAMP (hepcidine ; forme 2B). Cette forme se caractérise par
une apparition précoce du tableau d’hepcidino-déficience, chez I'adolescent et I'adulte jeune (moins

de 30 ans) et par la prédominance des atteintes cardiaques et endocriniennes (155).

2.1.3. Hémochromatose de type 3

L’'hémochromatose de type 3 est en rapport avec des mutations du géne TFR2 (Récepteur a
la transferrine de type 2). Elle survient en régle générale chez I'adulte, mimant une hémochromatose
de type 1 car elle est liée a une hepcidino-déficience, mais peut aussi survenir chez le sujet jeune et

présenter un tableau proche de ’hémochromatose juvénile (155).

2.1.4. Hémochromatose de type 4

L’'hémochromatose de type 4 implique la survenue de mutations au sein du géne SLC40A1
codant la ferroportine. Elle est la seule forme de surcharge en fer héréditaire a transmission
dominante et peut étre subdivisée en deux sous-groupes distincts. Cette séparation basée sur la
conséquence fonctionnelle de la mutation va ainsi distinguer les mutations « perte de fonction
d’export du fer » (type 4A) des mutations « gain de fonction d’export du fer » (type 4B) (130). Le

tableau clinique de ces présentations ne va pas étre semblable du fait des mécanismes
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physiopathologiques différents. Alors que I’'hémochromatose de type 4B va étre trés proche de celle
de type 1 du fait de I'hepcidino-résistance induite par les mutations en cause, 'hémochromatose de
type 4A va quant a elle se présenter avec un tableau clinique bien particulier lié au défaut d’export
cellulaire du fer normalement permis par la ferroportine. Ce dernier va entrainer une rétention
macrophagique du fer et I'imagerie par résonnance magnétique va principalement mettre en
évidence une surcharge en fer splénique. A cela va s’ajouter un profil biologique particulier avec
hyperferritinémie et normalité (ou baisse) du taux de saturation en transferrine. L’hémochromatose

de type 4A est le type de surcharge en fer génétique le plus fréquent apreés le type 1.

2.1.5. Autres surcharges génétiques en fer

Il est a noter qu’il existe en plus des HG évoquées ci-dessus d’autres causes de surcharge en
fer d’origine génétique. Ces présentations, exceptionnelles, sont provoquées notamment par des
mutations au sein des genes suivants: CP (céruloplasmine); TF (transferrine); SLC11A2 (DMT1)

(130).

2.1.6. Synthese

Les HG comprennent donc un groupe hétérogéne de pathologies pouvant parfois différer
dans leur présentation clinique en fonction du gene impliqué. L'ensemble des mécanismes

physiopathologiques conduisant a la survenue des HG est résumé dans la figure 24.
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2.2.Surcharges en fer secondaires

Il existe d’autres situations pouvant conduire a une accumulation de fer aussi importante que
celles observées dans les HG. Parmi les plus causes les plus fréquentes de surcharge secondaire on
peut citer les hémoglobinopathies. Bien que ces pathologies soient également héréditaires,
I"accumulation en fer n’est pas liée a une anomalie du métabolisme du fer : elle est la conséquence
de la pathologie sous-jacente. Ainsi les surcharges en fer sont une complication tres fréquente des

syndromes thalassémiques et drépanocytaires, nécessitant parfois une prise en charge spécifique.

2.2.1. Origines de la surcharge en fer

L’accumulation de fer observée dans les hémoglobinopathies est la résultante de trois

mécanismes plus ou moins impliqués en fonction de la pathologie :

2.2.1.1. Hémolyse

L’'hémolyse constitutionnelle provoquée par ces hémoglobinopathies est a I'origine d’un
relargage important de fer héminique. Ainsi, en cas d’hémolyse chronique, le « turn-over » habituel
du recyclage du fer va s’accroitre et le CST va étre augmenté et entrainer |'apparition de NTBI une

fois la saturation de la transferrine supérieure a 45 % (156).
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2.2.1.2. Hyperabsorption digestive du fer

L'existence d’'une érythropoiése inefficiente va paradoxalement entrafiner une hepcidino-
déficience du fait de I'anémie, de I’hypoxie et de I'élévation de I'activité érythropoiétique due a la
surproduction d’EPO. Cette baisse paradoxale des concentrations en hepcidine va provoquer une
hyperabsorption digestive du fer alimentaire en dépit de la surcharge en fer plasmatique et tissulaire
(157,158). Ce mécanisme est probablement a l'origine des surcharges en fer constatées chez les

patients thalassémiques ne nécessitant pas de transfusion sanguine.

2.2.1.3. Transfusion

La réalisation de transfusions régulieres chez les patients souffrant d’hémoglobinopathies est
également une source majeure d’apport en fer. Ainsi, 1 mL de culot globulaire apporte environ 1,08
mg de fer et un an de transfusions régulieres chez un patient thalassémique représente un apport

total d’environ 9 g de ce métal (156).

2.2.2. Répercussions cliniques des surcharges en fer secondaires

Tout comme dans le cas des HG, les surcharges en fer secondaires aux hémoglobinopathies
sont responsables de complications liées a I'apparition de fer non lié a la transferrine. Celles-ci sont
comparables a celles observées dans les HG et des dépots de fer sont également observés dans le
foie, le cceur, le pancréas ainsi que d’autres glandes endocrines. Ainsi, les surcharges en fer des [3-
thalassémies majeures sont responsables de nombreuses complications endocriniennes telles que les
aménorrhées secondaires, I’hypogonadisme, le développement pubertaire incomplet et le diabéte de

type | (159). La plupart de ces complications sont prévenues par la prise en charge appropriée des
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surcharges en fer au moyen de chélateurs (159) ce qui ne semble pas étre le cas des ostéoporoses
associées aux thalassémies (160,161). Chez les patients atteints de drépanocytose, les complications
liées a I'excés de fer sont plutét d’ordre hépatique (162) mais tout comme chez les patients
thalassémiques, la prévalence d’une densité minérale osseuse basse est également importante chez

ces patients (163,164).
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IV Fer et ostéoporose

Qu’elles soient d’origine primaire ou secondaire, les surcharges en fer ont toujours été
associées a la survenue d’'une baisse de DMO. Historiquement, cette perte osseuse était attribuée a
I’hypogonadisme engendré par la surcharge en fer. Toutefois, a l'inverse de la plupart des
complications générées par les exceés de fer, il semble que la meilleure prise en charge de ces
pathologies n’ait pas eu d’impact significatif sur la perte osseuse. La persistance d’atteintes osseuses
en absence d’hypogonadisme suggere que le fer puisse étre un facteur de risque indépendant
d’ostéoporose. Les données cliniques, associées a I'ensemble des études in vivo et in vitro, laissent
supposer que le fer puisse avoir un impact direct sur ’homéostasie du tissu osseux. Ces différents

éléments vont étre présentés dans le chapitre suivant.

1. Ostéoporose et situations de surcharges en fer chronique

1.1. Surcharge en fer d’origine génétique

La baisse de DMO des patients souffrant d’"HG a été décrite bien avant la mise en évidence du
caractére génétique de la maladie (165-167). Cette perte osseuse était cependant attribuée a la
présence de dépots ferriques pituitaires (168,169) provoquant un hypogonadisme hypogonadotrope
trés fréquemment observé a cette époque (~ 2/3 des patients) (170). Actuellement, le diagnostic
d’HG est réalisé a un stade beaucoup plus précoce de la maladie et la réévaluation contemporaine de
I’hypogonadisme ne fait état que d’une prévalence de 6,4% chez les hommes et 5,2% chez les
femmes (171). Alors que cette complication endocrinienne tend a disparaitre avec I'amélioration de
la prise en charge des patients, la prévalence de I'ostéoporose (T score <-2,5), estimée entre 25,3 et

34,2 % (172-174), reste bien supérieure a celle observée dans la population générale (10,3% de la
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population américaine de plus de 50 ans (101)). L'examen attentif des études réalisées chez les
patients souffrant d’'HG nous indique que |'ostéoporose observée dans ce contexte présente des
caractéristiques bien particulieres. En effet, I'étude réalisée par Guggenbuhl et al. (173) sur une
cohorte de patients hémochromatosiques non traités (n = 38), tous homozygotes pour la mutation
C282Y du gene HFE, nous permet de mesurer que |'écart en terme de prévalence avec la population
générale est encore bien plus élevé. En effet, la population hémochromatosique étudiée correspond
ici @ une tranche de la population normalement épargnée par I'ostéoporose. Exclusivement
masculine et relativement jeune (3ge moyen : 50,8 ans + 7,9), cette population présente malgré tout
34,2% de patients ostéoporotique. A titre de comparaison, la prévalence de I'ostéoporose dans la
population masculine américaine agée de 50 a 59 ans n’est que de 3,4% (101) (cf. tableau 2). Il en est
de méme pour l'ostéopénie (T-score <-1) constatée chez 78,9% de ces mémes patients et évaluée a
30,7% dans la population évoquée ci-dessus. Au-dela de cette considérable différence de prévalence,
il est important de noter que 76,9% des patients ostéoporotiques de cette étude ne présentaient pas
d’hypogonadisme. De plus, il n’a été relevé aucune différence significative de testostéronémie entre
les groupes ostéoporotique et non ostéoporotique. Néanmoins, les patients hémochromatosiques
hypogonadiques présentaient des T-Score significativement plus bas que les patients eugonadiques.
Ainsi, bien que I'"hypogonadisme soit un facteur aggravant, ces résultats tendent a prouver qu’il ne
peut expliquer a lui seul la baisse de DMO fréquemment constatée chez les patients souffrants d’HG.
Ainsi, I'importante prévalence de patients ostéoporotiques ne peut étre uniquement expliquée par la
survenue d’un hypogonadisme. L'étude réalisée par Valenti et al. (174) aboutit aux mémes
conclusions sur une cohorte de patients hémochromatosiques plus importante (n = 87) mais moins
bien définie sur le plan génétique. Dans cette étude, 25,3% des patients (hommes et femmes)
présentaient une ostéoporose ; a titre de comparaison la prévalence dans la tranche de population
américaine équivalente n’est que de 5,1% (101) (cf. tableau 2). Bien que la présence d’un
hypogonadisme ou d’une situation de ménopause soit significativement plus fréquente chez les

patients ostéoporotiques de cette étude, cette caractéristique n’a pas été identifiée comme étant un
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facteur de risque. De plus, 69% des patients présentant une surcharge en fer sans hypogonadisme
associé étaient atteints a minima d’ostéopénie. Au total, ces deux études suggeérent une probable
contribution directe du fer sur la baisse de DMO. Ceci est notamment étayé par la mise en évidence
une corrélation négative entre ferritine et DMO du rachis lombaire pour l'une (174) et entre

concentration hépatique en fer et DMO de la téte fémorale pour l'autre (173).

1.2. Surcharge en fer secondaires

1.2.1. Thalassémies

Tout comme pour les patients atteints d’HG, I'atteinte osseuse des patients thalassémiques
est une complication connue depuis longtemps (175-177). La baisse de DMO est également un
phénomeéne trés fréquent, présent dans toutes les formes de thalassémies, qu’elles nécessitent ou
non la réalisation de transfusions réguliéres (161,178,179). Ainsi, une ostéopénie est retrouvée chez
50 a 74% des enfants et adolescents porteurs de ce syndrome (161). L'implication du fer sur la perte
osseuse est moins évidente chez ces patients que dans les HG car I'hypogonadisme reste une
complication fréquemment associée a la baisse de DMO constatée (161,178). Néanmoins, les
hormonothérapies substitutives mise en place chez les patients hypogonadiques restent
apparemment sans effet sur la DMO (161,178). Une seule étude a jusqu’a présent été réalisée sur
une série de patients thalassémiques peu hypogonadiques (4,2%). La prévalence de I'ostéopénie
reste toujours aussi importante (76% des patients étudiés) et les auteurs suggerent un lien
étiologique avec la surcharge en fer dans la mesure ou la totalité des patients présentaient des

concentrations hépatiques en fer importantes (180).
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1.2.2. Drépanocytose

La baisse de densité minérale osseuse des patients drépanocytaires est également une
complication connue et bien documentée (181-186). Tout comme pour I'HG ou les syndromes
thalassémiques, la prévalence a minima d’une ostéopénie (T Score <-1) est relativement élevée. Elle
est estimée sur de petites séries entre 32 et 72% en fonction des études (184-186). Les causes de
cette ostéopénie semblent multifactorielles et cette derniere est parfois imputée a la survenue
d’infarctus osseux (186). Néanmoins des liens entre fer et ostéopénie ont été mis en évidence dans
cette pathologie. Ainsi Sarrai et al. (164) ont observé des ferritinémies plus élevées chez les patients
drépanocytaires adultes souffrant d’ostéopénie ou d‘ostéoporose. De plus, la quasi-totalité des
patients ayant une surcharge en fer avérée étaient atteint a minima d’ostéopénie. Il est a noter
gu’aucun patient de cette cohorte ne présentait d’hypogonadisme. Sadat-Ali et al. (163) ont
également observé au sein de leur cohorte que les patients drépanocytaires ayant des

concentrations sériques en fer élevées étaient plus fréquemment atteints d’ostéopénie.

1.3. Surcharge en fer physiologique

Comme nous avons pu le voir précédemment, I’élévation de la ferritinémie est fréquemment
associée a une baisse de DMO dans les situations de surcharge en fer chronique (164,174). De fagon
naturelle, les concentrations sanguines de cette protéine s’élevent chez la femme de facon
importante aprés la ménopause (187). Cette observation a donc conduit certains auteurs a penser
que I"élévation du stock en fer entrainée par la ménopause puisse contribuer a I'ostéoporose induite
par cet état physiologique (188). Cette hypotheése a ainsi été investiguée lors de plusieurs études et a

abouti aux résultats suivants :
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i) les sujets de plus de 40 ans (homme et femme) présentant les concentrations en ferritine les plus
élevées (4°™ quartile) montrent une accélération significative de leur perte osseuse (au niveau

fémoral) en comparaison des sujets du 1% quartile (189) ;

i) les femmes de plus de 45 ans présentent des ferritinémies inversement corrélées aux valeurs de

DMO mesurées au niveau du rachis lombaire et de la téte fémorale (190) ;

iii) chez les femmes post-ménopausées, les ferritinémies sont significativement plus élevées dans le

groupe ostéoporotique que dans les groupes ostéopénique et témoin (191).

L’'ensemble de ces données suggére qu’un accroissement des quantités en fer de I'organisme puisse
étre un facteur de risque indépendant de baisse de DMO et cela méme dans une population en

bonne santé.

2. Modeéles d’étude animaux

L’évaluation de I'impact osseux des surcharges en fer sur modeles in vivo a été réalisée a
plusieurs reprises. Comme nous avons pu le voir, les études réalisées chez I’homme suggérent un lien
direct entre surcharge en fer et perte osseuse. Néanmoins ces pathologies sont souvent associées a
de multiples causes d’ostéoporoses secondaires parfois a I'origine d’une interprétation délicate des
résultats. L'étude in vivo sur modéles animaux permet de mieux cibler I'effet du fer sur le tissu
osseux en maitrisant davantage les causes secondaires d’atteinte osseuse. Les différents travaux

réalisés jusqu’a présent sont présentés ci-apres.
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2.1. Modeles murins

Le retentissement osseux des surcharges en fer a été déterminé a plusieurs reprises sur
différents modele murins. Dans la plupart des cas, les expérimentations ont été réalisées sur des
souris males afin de s’affranchir d’'une éventuelle carence cestrogénique responsable d’ostéoporose
primaire. Les surcharges en fer ont été induites de manieres diverses et on recense aussi bien des
modeles de surcharges endogéenes (type HG) (192-194)que des modeles de surcharges exogenes
(injection de fer) (195,196). Dans toutes les configurations, la surcharge martiale a été correctement
documentée et les résultats similaires : les souris surchargées présentaient toutes une altération du
tissu osseux. Les résultats obtenus par micro-computed tomography (LCT) ont ainsi invariablement
montré une réduction du volume osseux, du nombre et de I'épaisseur des travées de |'os
trabéculaire (192,194-196). lIs ont également mis en évidence un amenuisement des surfaces de I'os
cortical et de son épaisseur (192,195,196). Une étude a de plus démontré que ces anomalies étaient
dose-dépendantes (195). Les études histomorphométriques ont également systématiquement révélé
une modification des parameétres osseux. Elles ont permis de constater une élévation du nombre
d’ostéoclastes (193—195) parfois associée a une augmentation des surfaces de résorption (195). Bien
qgue classiquement perturbés, les résultats en rapport avec l'activité ostéoblastique sont moins
uniformes : Tsay et al. ont mis en évidence un défaut de minéralisation (195) tandis que Doyard et al.
ont objectivé une réduction du nombre d’ostéoblastes et une diminution de la fonction de formation
osseuse constatée au double marquage a la calcéine sans altération de la composition osseuse (193).
D’une maniere plus générale, il a également été observé que le réseau trabéculaire présentait des
signes de désorganisation (193,194). Des modeles de souris femelles ovariectomisées ont également
été utilisés. De fagon intéressante, il a ainsi été montré que la présence d’cestrogénes atténuait la
perte osseuse associée au fer (197). Il a également été mis en évidence que la chélation du fer

prévenait la perte osseuse provoquée par une carence ocestrogénique induite par ovariectomie (198).
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2.2. Modeles de rat

La détermination du retentissement osseux des surcharges martiales a également été
entreprise a diverses occasions sur différents modéles de rats. Tout comme chez la souris, les rats (de
sexe masculin), surchargés en fer de facon exogene via I'alimentation, ont subi une altération du
tissu osseux. L'étude histomorphométrique trabéculaire a en effet montré une diminution du volume
osseux, du nombre de travées et de leur épaisseur ainsi qu’une augmentation du nombre
d’ostéoclastes présents a la surface de I'os (199). De fagon intéressante, une autre étude réalisée sur
des rates ovariectomisées a démontré |'effet bénéfique d’une chélation préventive du fer sur le tissu
osseux (200). Elle a démontré par la méme occasion que le fer s’accumulait de facon plus importante
dans le tissu osseux des rates ovariectomisées suggérant ainsi une exposition systémique en fer plus

importante en cas de carence cestrogénique.

2.3. Autres animaux

Le retentissement des surcharges en fer sur le tissu osseux a également été évalué in vivo sur
d’autres modeles animaux n’appartenant pas a I'ordre des rongeurs. Ainsi le poisson-zébre a servi de
modele a deux reprises avec un mode de surcharge différent : i) endogene, grace a un knock-out de
I’hepcidine (201) ; ii) exogene via une exposition des larves a du fer ammonium citrate (FAC) (202).
Dans les deux cas, la présence de tissu minéralisé a été réduite par I'exposition au fer. Il en a été de
méme pour I'expression de génes « ostéoblastiques » tel que runx2a, runx2b et alp. Un modeéle
porcin, plus proche de ’lhomme, a également été utilisé (203). L’étude réalisée a mis en évidence que
les porcs surchargés en fer présentaient une baisse de la formation osseuse. |l a également été

observé un accroissement des zones de transition présentes dans les BRC, similaire a celui observé
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chez la femme ménopausée souffrant d’ostéoporose, suggérant ainsi un « découplage » des activités

de remodelage (57).

2.4. Conclusions

Les données collectées via les modeles animaux utilisés ont permis de confirmer les
répercussions négatives du fer sur la qualité et la densité du tissu osseux. Ces résultats ont permis de
renforcer I'idée que la présence chronique d’une surcharge martiale représentait bien a elle seule un
facteur de risque ostéoporotique. Néanmoins, les mécanismes a I'origine de cette baisse de qualité
de I'os demeurent méconnus. Les études in vitro décrites ci-aprés vont cependant nous fournir

quelques éléments de réponse.

3. Modeles d’étude cellulaire

La derniere décennie a vu émerger un nombre important d’études in vitro en rapport avec le
métabolisme osseux et les surcharges en fer. Différents modeles de cellules ostéoblastiques et
ostéoclastiques ont ainsi été utilisés pour étudier le mécanisme des pertes osseuses liées au fer. Une

synthése de ces différents travaux est proposée dans les paragraphes ci-aprés.

3.1. Modeles ostéoclastiques

Plusieurs types de modeles cellulaires ont été utilisés in vitro pour évaluer I'action du fer sur
les cellules responsables de la résorption osseuse. Ceux-ci ont mis en évidence que la cellule

ostéoclastique augmentait ses besoins en fer au cours de sa différentiation. En effet, il a été montré
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qgue I'expression du récepteur a la transferrine de type 1 était naturellement augmentée au cours de
I'ostéoclastogénése (198,204). Ainsi, I’adjonction de fer a des précurseurs ostéoclastiques en culture
est responsable d’un accroissement de leur différenciation (196-198). Il a également été mis en
évidence que le fer potentialisait la fonctionnalité des ostéoclastes matures en augmentant leur
mobilité et leur aptitude a dégrader une MEC (198). A 'inverse, une privation du fer disponible est
capable de réduire les capacités de résorption d’une cellule ostéoclastique mature (204) et d’inhiber
la différentiation de précurseurs (198). Il a également été prouvé a plusieurs reprises que I’exposition
au fer engendrait une élévation de production de ROS (196,198,205). Il a ainsi été proposé que cette
production soit responsable d’une surexpression du facteur de transcription CREB stimulant
I'ostéoclastogénése (198,206). Ainsi, I'effet bénéfique de la N-Acyl-Cystéine (196) et de I'estradiol
(205) sur la production de ROS serait a I'origine de I'effet protecteur de ces molécules vis-a-vis de

I’activation ostéoclastique fer-induite.

3.2. Modeles ostéoblastiques

De nombreux modeles ostéoblastiques ont été utilisés pour I’étude des surcharges martiales.
D’origine murine ou humaine, primaire ou immortalisé, tous les modeéles cellulaires utilisés ont mis
en évidence le méme phénomeéne : le fer induit une diminution des capacités de minéralisation
(197,207-212). Cette réduction est systématiquement accompagnée d’une diminution des niveaux
d’ARNm de marqueurs ostéoblastiques (194,197,207-211) et d’une diminution d’activité de la
phosphatase alcaline (197,208-210,212). Pour autant, les mécanismes cellulaires a I'origine de ces
observations restent méconnus. Une surproduction de ROS a été retrouvée a plusieurs reprises
(197,212,213) mais celle-ci était soit modeste (197,213) soit obtenue au moyen d’une surcharge en
fer colossale (212). Il en est de méme pour I'apoptose dont la mise en évidence nécessitait une
exposition martiale bien supérieure a celle entrainant une altération du phénotype ostéoblastique

(207,212-214). D’autres hypothéses ont été explorées afin d’expliquer ces changements

99



phénotypiques. Ainsi, Zarjou et al. ont démontré que I'activité ferroxidase associée a la ferritine
reproduisait les effets d’'une surcharge en fer suggérant par conséquent son implication dans
I’altération phénotypique ostéoblastique fer-induite (209). Il a également été mis en évidence que
I'inhibition d’'un géne de la voie hedgehog (HHIPL2) réduisait I'expression de genes ostéoblastiques
(213). Enfin, plus récemment, il a été suggéré que la voie Wnt soit impliquée dans les baisses de
minéralisation associées au fer. En effet, il a été démontré que Wnt5a était un acteur critique des
effets pro-ostéogéniques engendrés par une déprivation ferrique des milieux de culture (211). Au
total, bien que I'impact négatif du fer sur les ostéoblastes ne soit plus contestable, les mécanismes

responsables de ce dernier ne sont pas a I’heure actuelle clairement établis.

4. Synthese

L’ensemble des études cliniques, in vivo et in vitro permettent aujourd’hui d’affirmer
que le fer, lorsqu’il est en exces, a un retentissement négatif sur la qualité du tissu osseux. Il a ainsi
été objectivé qu’une élévation des quantités de fer était a méme de modifier les caractéristiques
intrinseques de la MEC en impactant tout aussi bien les processus de résorption que de formation
osseuse. En effet, tandis que I'activité ostéoclastique apparait comme augmentée, I'activité
ostéoblastique semble, quant a elle, étre atténuée par la présence d’un exces de fer. La toxicité du
fer est normalement liée a une surproduction intracellulaire d’espéces réactives de I’oxygene
provoquée par 'augmentation du pool de fer non lié a la transferrine. Probablement responsable de
la sur-activation ostéoclastique, son implication dans la dépression ostéoblastique est moins
évidente. Aussi, l'atteinte ostéoblastique constatée a de nombreuses reprises in vitro n’est
probablement pas en lien avec la production accrue d’especes réactives de I'oxygéne. En effet,
I'intégralité des études abordant cet aspect ont mis en évidence des atteintes phénotypiques et

fonctionnelles pour des exces de fer n’induisant pas de stress oxydatif supplémentaire. Ces résultats
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suggerent ainsi que d’autres mécanismes et médiateurs cellulaires puissent étre impliqués dans la

diminution des capacités de formation osseuse constatée en présence d’un excés de fer.
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V Sphingosine-1-phosphate et homéostasie osseuse

Il a récemment été mis en évidence dans un modele cellulaire eucaryote (S. cerevisiae) que la
toxicité du fer pouvait étre indépendante du stress oxydatif et médié par le métabolisme des
sphingolipides (215). Cette observation, associée a celles évoquées dans le chapitre précédent,
permet de suggérer une implication de cette famille de lipides complexes dans I'altération
ostéoblastique liée aux surcharges en fer. Cette hypothése a été renforcée par des travaux
précédemment réalisés dans notre équipe et mettant en évidence, par approche transcriptomique,
que lI'expression du géne SPNS2 (dont la protéine permet I'export de la S1P) était positivement
régulée par le fer dans la lignée ostéoblastique MG-63. De facon intéressante, la S1P, médiateur
lipidique de la famille des sphingolipides, est impliquée dans I'ensemble des processus
physiologiques liés au remodelage osseux. Le lien entre S1P, altération ostéoblastique et surcharges
en fer a donc constitué un axe de recherche intéressant et non décrit, motivant la réalisation des
travaux présentés ci-apres (Chapitre VIl « Résultats »). Les éléments exposés dans ce chapitre ont
pour but de fournir I'ensemble des données nécessaires a la compréhension et a la discussion des

résultats obtenus au cours des recherches effectuées.
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1. Famille des sphingolipides

1.1.Généralités

Les sphingolipides constituent l'une des huit catégories de lipides définies par
I’« International Lipid Classification and Nomenclature Committee » en 2005 (216). lls représentent
une famille de lipides complexes possédant une structure commune constituée d’une base
sphingoide synthétisée de novo a partir d’une sérine et d’un acyl-CoA. Chez les mammiféres la base
sphingoide est quasi-exclusivement constituée par la sphingosine (dénommé également (2S,3R,4E)-
2-aminooctadec-4ene-1,3diol) ou encore D-erythro-sphingosine ou sphing-4-enine). D’autres bases
sphingoides peuvent exister dans la nature. Celles-ci varient au niveau de la longueur de leur chaine
alkyle, du nombre et de la position de leurs doubles liaisons et de leurs groupes hydroxyles. Les bases
sphingoides peuvent ensuite subir diverses modifications, notamment par I'adjonction de chaines
latérales trés variées. Les sphingolipides constituent ainsi une famille de molécules lipidiques
extraordinairement diversifiée comptant 1181 membres (217). Les sphingolipides sont subdivisés en
plusieurs classes (énumérées dans le tableau 4) sur la base de caractéristiques structurelles
communes. Un schéma représentant la structure générale des sphingolipides est proposé dans la

figure 25.

Lipid backbone Headgroups

-H (Ceramide)

-Phosphate (Sphingosine 1-Phosphate,
OH 0— Headgroup

Sphingoid 5 ¢ S1P; Ceramide 1-Phosphate, Cer1P)
Base ‘E\}(/\\‘)\) -Fatty acid (1-O-Acyl-Ceramide)
ot NH -Phosphocholine (Sphingomyelin)
Amide-linked
lalmy e'acid f‘a;\/\( -Phosphoethanolamine (Cer PE)
o -Glucose (and higher glycan derivatives)

-Galactose (and higher glycan derivatives)

Figure 25 : Structure générale des sphingolipides (d’apres (218))
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Sphingoid bases [SP01]
Sphing-4-enines (sphingosines) [SPO101]
Sphinganines [SP0102]
4-Hydroxysphinganines (phytosphingosines) [SP0103]
Sphingoid base homologs and variants [SP0104]
Sphingoid base 1-phosphates [SP0105]
Lysosphingomyelins and lysoglycosphingolipids [SP0106]
N-Methylated sphingoid bases [SP0107]
Sphingoid base analogs [SP0108]

Ceramides [SP02]
N-Acylsphingosines (ceramides) [SP0201]
N-Acylsphinganines (dihydroceramides) [SP0202]
N-Acyl-4-hydroxysphinganines (phytoceramides) [SP0203]
Acylceramides [SP0204]
Ceramide 1-phosphates [SP0205]

Phosphosphingolipids [SP03]
Ceramide phosphocholines (sphingomyelins) [SP0301]
Ceramide phosphoethanolamines [SP0302]
Ceramide phosphoinositols [SP0303]

Phosphonosphingolipids [SP04]

Neutral glycosphingolipids [SP05]
Simple Glc series (GleCer, LacCer, etc.) [SP0501]
GalNAcB1-3Galal-4Galp1-4Glc- (globo series) [SPO502]
GalNAcB1-4Galp1-4Gle- (ganglio series) [SPO503]
GalB1-3GIecNAcB1-3GalB1-4CGlc- (lacto series) [SP0504]
Galp1—4GIcNAcB1-3Galp1-4Glc- (neolacto series) [SP0505]
GalNAcB1-3Galal-3GalB1-4Glc- (isoglobo series) [SP0506]
GIcNAcR1-2Manal-3ManB1-4Glc- (mollu series) [SP0507]
GalNAcB1-4GlcNAcB1-5ManpB1-4Glc- (arthro series) [SPO508]
Gal- (gala series) [SP0509]
Other [SP0510]

Acidic glycosphingolipids [SP06]
Gangliosides [SP0601]
Sultoglycosphingolipids (sulfatides) [SP0602]
Glucuronosphingolipids [SPO603]
Phosphoglycosphingolipids [SP0604]
Other [SP0600]

Basic glycosphingolipids [SP07]

Amphoteric glycosphingolipids [SP08]

Arsenosphingolipids [SP09]

Other [SP00]

Tableau 4 : Classification des Sphingolipides [SP] (classes et sous classes) (216)

Les sphingolipides sont des molécules présentes dans toutes les cellules eucaryotes et sont
principalement utilisées en tant que composants structurels des membranes cellulaires. Néanmoins,
plusieurs molécules issues de cette famille semblent désormais avoir un réle dépassant le simple
cadre énergétique ou structurel classiqguement attribué aux lipides. Elles sont biologiquement
actives, induisent des modifications fonctionnelles lorsque leur concentration varie et sont désormais

considérées comme étant de véritables médiateurs cellulaires. Ces molécules sont regroupées sous
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le terme de « médiateurs lipidiques » (en anglais: « bioactive lipids ») et interviennent dans
différents processus cellulaires tels que la différentiation cellulaire, I'inflammation, I'angiogeneése,
'immunité ou encore les mouvements cellulaires (219). La sphingosine-1-phosphate (S1P)

représente a ce jour le médiateur lipidique le plus étudié de cette famille moléculaire.

1.2. Métabolisme des sphingolipides

Le métabolisme des sphingolipides posséde, dans sa voie de synthése de novo, un point
d’entrée métabolique unique, catalysé par la sérine palmitoyl transférase (SPT) permettant la
synthése du premier sphingolipide de cette voie de synthese. |l possede également un point de sortie
unique constitué par la dégradation non réversible de la S1P en hexadecenal et phospho-
éthanolamine au moyen de la S1P lyase (SPL). Les multiples étapes métaboliques situées entre ces
deux points constituent un réseau complexe connectant le métabolisme de nombreux sphingolipides
(44). On peut considérer que les céramides (et dans une moindre mesure les dihydrocéramides)

constituent I’axe central de cette voie de métabolisation.

Description :

Les sphingolipides sont synthétisés de novo a partir de sérine et de palmitoyl-CoA qui se
condensent sous l'action de la SPT en 3-keto-dihydrosphingosine immédiatement réduite en
dihydrosphingosine. Une acylation est ensuite réalisée au moyen d’une dihydro-céramide synthase
(Lass ou CerS) aboutissant a la formation de dihydrocéramides dont la désaturation aboutit a la
formation de céramides. Ces céramides peuvent ensuite :

- étre phosphorylés (via une céramide kinase),
- étre glycosylés (via une glucosyl ou galactosyl céramide synthase),
- recevoir une phosphocholine via une sphingomyéline synthase et ainsi former des

sphingomyélines.
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L’hydrolyse des sphingolipides évoqués ci-dessus permet la régénération de céramide sous I'action
d’hydrolases spécifiques. Les céramides peuvent étre clivés sous I'action de nombreuses céramidases
aboutissant a la formation de sphingosine. La sphingosine formée peut étre ensuite a nouveau
transformée en céramide grace a I'action de céramide synthase ou étre phosphorylée sous I'action
de deux sphingosine kinases (SPHK1 et SPHK2) aboutissant ainsi a la synthése de S1P. La S1P peut
qguant a elle étre ensuite déphosphorylée et régénérer de la sphingosine grace a une sphingosine
phosphate phosphatase ou étre définitivement clivée par une S1P lyase. |l est a noter que la diversité
des chaines acyle susceptibles d’étre associées a la dihydrosphingosine est a I'origine d’une grande
diversité de céramides et dihydrocéramides potentiellement bioactifs. Une représentation
schématique simplifiée du métabolisme des sphingolipides est proposée dans la figure 26. Il est
important de noter qu’il existe au sein de cette voie métabolique de nombreuses interconversions
entre différents sphingolipides et qu’il existe des différences notables de quantités entre les
différentes sous-classes de sphingolipides (cf. figure 27). La prise en compte de ces considérations
permet d’envisager qu’un processus cellulaire modifiant une enzyme du métabolisme des
sphingolipides puisse modifier en fin de cascade les concentrations d’un médiateur lipidique qui ne
soit pas le produit direct de cette enzyme (44). Par exemple, |'activation d’une sphingomyélinase
génere une production directe de céramides ; néanmoins, les actions séquentielles de céramidases et
sphingosine kinases peuvent aboutir a un signal biologique porté par une molécule de S1P.
L'interconnectivité de différents médiateurs lipidiques au sein d’'une méme voie métabolique rend la
compréhension de leurs mécanismes de régulation difficile. Ainsi, I'implication d’une enzyme telle
gu’une sphingomyélinase dans un processus cellulaire n’indique pas a coup sir que I'effet biologique

soit produit par un céramide.
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Figure 26 : Représentation schématique simplifiée du métabolisme des sphingolipides et des
interconnexions entre médiateurs lipidiques de cette famille (44)

N.B 1: La voie métabolique présentée ne fait pas état de la diversité des différentes familles de
sphingolipides (notamment céramides et dihydrocéramides). Elle est proposée pour des molécules
« génériques ».

N.B 2: Le schéma présenté ne fait pas état de la multiplicité des différentes localisations
intracellulaires des voies de métabolisation exposées.

Abréviations : CDase, ceramidase; CK, ceramide kinase; DAG, diacylglycerol; GCase, glucosyl
ceramidase ; GCS, glucosylceramide synthase ; PC, phosphatidylcholine ; SK, sphingosine kinase ;
SMase, sphingomyelinase; SMS, sphingomyelin synthase; SPPase, sphingosine phosphate
phosphatase; SPT, serine palmitoyl transferase

| SM. ¥
Sphingomyelin 12725 IEeamide
(30,000) w (3000)

CDase Sphingosine

J-phosphate (1)

Figure 27 : Représentation schématique des quantités relatives de sphingolipides (44).
Légende : les chiffres entre parenthéses correspondent a la quantité relative de chaque classe

(sphingomyélines et céramides) ou molécule (Sphingosine et S1P) appartenant a la catégorie des
sphingolipides.
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2. Sphingosine-1-phosphate

2.1. Généralités

La sphingosine-1-phosphate (S1P) est un sphingolipide dérivé de la sphingosine, principale
structure commune (base sphingoide) de cette catégorie de lipide chez les mammiferes. Longtemps
percu comme un simple intermédiaire permettant la dégradation de la sphingosine, elle est
désormais considérée comme un véritable médiateur lipidique biologiquement actif. La découverte
de son action anti-apoptotique (220) et de son implication dans la prolifération cellulaire (221) fut a
I'origine de cette modification de perception. La mise en évidence de récepteurs membranaires
spécifiques a par la suite permis la réalisation de nombreuses études a I'origine de I'engouement
suscité par cette molécule désormais impliquée dans la régulation de nombreux processus
biologiques majeurs tels que l'angiogenése, le contréle migratoire des cellules immunitaires,

I'inflammation et le remodelage osseux.

2.2. Métabolisme de la S1P

2.2.1. Formation

La sphingosine, précurseur direct de la S1P, n’est pas une molécule synthétisée de novo, et sa
formation n’est que la résultante d’une déacylation de céramides inclus dans le métabolisme des
sphingolipides. Les céramides proviennent de deux sources :

- la synthese de novo initiée par la SPT,

- lerecyclage a partir de sphingomyélines ou de glycosphingolipides.
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La S1P est ensuite formée a partir de sphingosine grace a I'action de deux sphingosines-kinases
(SPHK1 et SPHK2) catalysant la phosphorylation ATP-dépendante de la sphingosine. Ces deux
isoenzymes ne présentent pas la méme localisation. Alors que SPHK1 est principalement localisée
dans le cytosol, SPHK2 va plutot se situer a I'intérieur des compartiments intracellulaires de la cellule
(222). Ces deux isoenzymes possédent des affinités de substrat semblables et sont toutes deux
capables de phosphoryler la sphingosine et la dihydrosphingosine (223). Néanmoins, SPHK2 possede
une plus large spécificité de substrat et peut phosphoryler d’autres bases sphingoides comme les
phytosphingosines. SPHK1 semble étre la principale source de production de S1P au sein de la cellule
et de nombreuses molécules sont capables de modifier son expression et son activité (224). SPHK1

est ainsi souvent présentée comme un régulateur critique des concentrations intracellulaires en S1P.

2.2.2. Dégradation

La déphosphorylation de la S1P (aboutissant a la formation de sphingosine) peut étre réalisée par
I'intermédiaire de deux isoenzymes spécifiques et intracellulaires localisées dans la membrane du
réticulum endoplasmique : les sphingosine phosphate phosphatases 1 et 2 (SPP1 et SPP2) (225). La
S1P extracellulaire peut également étre déphosphorylée sous l'action de lipide phosphate
phosphatases (LPPs) non spécifiques, présentes a la membrane plasmique (226,227). La S1P peut
étre enfin dégradée de maniére définitive au moyen d’une enzyme intracellulaire située au niveau de
la face cytosolique de la membrane du réticulum endoplasmique : la S1P lyase (SPL) (228). Dans
cette réaction, la base sphingoide est clivée au niveau des carbones 2 et 3, aboutissant a la formation
simultanée d’hexadécénal et de phospho-éthanolamine. Les concentrations intracellulaires en S1P
sont, comme pour la plupart des médiateurs cellulaires, trés basses, finement régulées et
étroitement dépendantes de la balance entre leur synthése et dégradation (225). Cette balance est

représentée de facon schématique dans la figure 28.
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Figure 28 : Formation et dégradation intracellulaire de la S1P (225)

2.3. Mode d’action cellulaire de la S1P

La S1P est capable d’exercer une activité biologique de deux maniéres. Au niveau
intracellulaire en tant que second messager ou aprés sécrétion de maniere autocrine (ou paracrine)
via I'activation de récepteurs membranaires spécifiques (S1PR). Ces différents modes d’action vont

étre détaillés dans les paragraphes suivants.

2.3.1. Action intracellulaire

L’action directe de la S1P au niveau intracellulaire est un fait suggéré depuis longtemps. Il a
en effet été montré au moyen de modeéles exempts de S1PR que la perturbation du métabolisme de
la S1P pouvait affecter la prolifération cellulaire, 'apoptose ou encore la mobilisation du Ca** (225).
Néanmoins, les cibles intracellulaires de la S1IP demeurent peu caractérisées et leur implication est
parfois sujette a caution. Les différentes cibles intracellulaires identifiées de la S1P sont exposées

dans la revue réalisée par Spiegel et al. qui fait état, entre autres d’interactions avec TRAF2 et les
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histones déacétylases HDAC1 et HDAC2 (222). Ces travaux permettent désormais de confirmer que la

S1P est bien capable d’agir au niveau intracellulaire en tant que second messager.

2.3.2. Action extracellulaire

La S1P se comporte comme un agoniste vis-a-vis de 5 récepteurs spécifiques couplés aux
protéines G : S1PR,;. Elle est le ligand naturel de ces cinq récepteurs transmembranaires également
capables d’interagir avec la dihydrosphingosine-1-phosphate (dhS1P). Les S1PR sont couplés a
plusieurs types de protéines G responsables de I'activation ou de I'inhibition de différentes voies de
signalisation intracellulaire. Un récapitulatif de ces multiples associations est présenté dans le
tableau 5. Les récepteurs a la S1P sont exprimés de facon ubiquitaire avec une intensité d’expression
dépendante du type cellulaire. Le pattern d’expression spécifique a chaque type cellulaire combiné a
la diversité des protéines G couplées a ces récepteurs est a I'origine de la grande hétérogénéité de
réponses physiologiques induites par la S1P (229). Cest par l'intermédiaire de ces récepteurs
membranaires et de son action extracellulaire que la S1P exerce la plupart des actions biologiques

qui lui sont actuellement attribuées.
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Receptor

G Protein Coupling

Signaling Pathways

Tissue Distribution

S1P,

1P,

S1P,

S1P,

S1P;

| AC. TERK. [ PLC. 1 PI3K/Akt,

T eNOS. T Rac. T Rho

1 AC.TPLC, T JNK. 1 p38. |
Rho. | Rac

| AC. T ERK. 1 PLC. T Rac, |
Rho
1ERK. 1 PLC

| AC. | ERK. | INK. T p54INK

Wide

Wide, vascular smooth muscle
cells

Heart, lung, spleen, kidney,

intestine, diaphragm. cartilage

Immune cells. leukocytes

Central nervous system, NK
cells

Tableau 5 : Récapitulatif des 5 récepteurs de la S1P, leurs protéines G associées, les voies de

signalisation transduites par leur activation et leur distribution, d’apres (230)

Abréviations : AC, adenylyl cyclase ; ERK, extracellular signal regulated kinase ; PLC, phospholipase C;
PI3K, phosphatidylinositol 3-kinase; eNOS, endothelial nitric oxide synthase; JNK, c-Jun NH,-

terminal kinase

2.4. Efflux cellulaire de la S1P

De par la présence d’une téte polaire au sein de sa structure, la S1P est incapable de passer

librement au travers des membranes cellulaires (231). En conséquence, la S1P synthétisée a

I'intérieur de la cellule requiert I'intervention de transporteurs pour étre exportée. Deux modes

d’efflux ont jusqu’a présent été décrits : un premier faisant intervenir des membres de la famille des

transporteurs ATP-binding cassette (ABC) et un second impliquant la protéine transmembranaire

SPNS2 (Spinster homolog 2).
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2.4.1. Transporteurs de la famille des ATP binding cassette (ABC)

La famille de transporteurs ABC fut la premiere a étre impliquée dans I'efflux cellulaire de
S1P. Parmi les membres de cette famille, un certain nombre de transporteurs ABC possédent en effet
la capacité d’exporter des molécules lipidiques au travers des membranes cellulaires. Ce mode
d’efflux fut d’abord envisagé dans cadre du relargage plaquettaire et érythrocytaire de la S1P. Il a en
effet été montré que l'utilisation du glyburide, un inhibiteur de ABCA1, diminuait le relargage de S1P
(232,233). Il a ensuite été démontré que d’autres membres de cette famille (ABCC1 et ABCG2)
étaient susceptibles d’exporter la S1P dans différents types cellulaires (234-237). Néanmoins, bien
que leur contribution a I'export de la S1P ait été démontrée, leur surexpression dans un modeéle de
cellules CHO exprimant SPHK1 n’a pas été en mesure de modifier les concentrations extracellulaires
en S1P (238). De plus, il a été mis en en évidence que les concentrations plasmatiques en S1P de
souris déficientes pour Abcal et Abccl n’étaient pas modifiées (239). Au total, bien que ces
transporteurs soient en mesure de permettre I'export cellulaire de la S1P, leur implication

physiologique reste sujette a caution.
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2.4.2. SPNSZ2 (Spinster homolog 2)

L'implication de la protéine SPNS2 dans I’export cellulaire de la S1P fut pour la premiere fois
démontrée dans le cadre d’expérimentations réalisées sur le poisson-zébre (240). Cette
fonctionnalité a depuis été étudiée in vitro sur différents modeles cellulaires et confirmée au moyen
de plusieurs modes opératoires. Le récapitulatif de ces expérimentations est présenté dans le
tableau 6. Ces études permettent de préciser les propriétés d’efflux de la protéine SPNS2 vis-a-vis de
la S1P et de quelques membres de la famille des sphingosines. Il peut ainsi étre affirmé que :

SPNS2 permet I'efflux cellulaire de S1P ;

L’efflux de S1P est passif et dépend du gradient de concentration intra/extracellulaire ;
SPNS2 permet I'efflux d’autres sphingosines proches de la S1P ;

L'efflux d’autres sphingosines semble plutét concerner les molécules phosphorylées ;

La surexpression de SPNS2 n’a pas d’incidence sur les concentrations intracellulaires en S1P ;

@ v W N PR

L'utilisation de SiRNAs spécifiques de SPNS2 n’induit pas systématiquement d’augmentation
intracellulaire des concentrations en S1P ;

7. Chez la souris, Spns2 n’est pas impliqué dans I'export érythrocytaire et plaquettaire de la
S1P.

Les études in vivo réalisées au moyen de modeéles murins SpnsZ'/' suggerent elles aussi une fonction
d’export de la S1P pour la protéine Spns2. En effet, a I'exception d’une étude (241), I'ensemble de
ces modeles ont présenté une diminution de leur concentration plasmatique en S1P (242-246)
probablement en lien avec 'altération endothéliale son efflux (243). De facon intéressante, plusieurs
modeles ont mis en évidence une augmentation des concentrations tissulaires en S1P (poumon,
foie....) suggérant ainsi une accumulation cellulaire de cette molécule (245,246). Les principales
anomalies physiologiques identifiées impliquaient le systéme immunitaire. En effet, la totalité des
modéles murins Spns2”" étaient lymphopéniques et montraient des anomalies du trafic
lymphocytaire (241-246). Au total, I'ensemble de ces études ont permis la confirmation des
capacités d’export de la protéine SPNS2 vis-a-vis de la S1P et ont démontré I'implication

physiologique de cette fonction.
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Références Modeéle cellulaire Méthodologie expérimentale Principaux Résultats Conclusions

Augmentation des [extracellulaire]
en S1P et dhS1P en présence de
hSPNS2

sans
supplémentation

Export de S1P et des
analogues de la Sph ayant
subit une phosphorylation a
I'intérieur de la cellule via

Augmentation des [extracellulaire]
avec en dhS1P, C17-Sph1P, phyto-Sph1P,
supplémentation en|FTY720-P et pas de modification des

+/-expression| b €-5ph, |[extracellulaire] de dhSph, C17-Sph, hSPNS2
human SPNS2
phyto-Sph, FTY720 | phyto-Sph en présence de hSPNS2
(n.b : FTY720 non testé)
Cellules
Hisano et al. ; cHO CI-IO Augmentation croissante des Export de S1P via hSPNS2 est
2011 (Chinese Hamster Ovary) | exprimant supplémentation | . & - ) passif et dépend du gradient
SPHK1 i [intracellulaire] et [extracellulaire] .
croissante en Sph de concentration

en S1P en présence de hSPNS2 . .
intra/extracellulaire

+/- expression

ABC e . Les ABC transporteurs testés
transporteurs avec Pas de modification des n'exportent pas la SIP et le
(mouse Abcal, | supplémentation |[extracellulaire] de S1P ou FTY720-P FTY720-P bhosbhorviés 3
human ABCBL, |  Sph ou FTY720 en présence d'ABC transporteurs I'intérieupr derl’a ce::ule

mouse Abccl,
human ABCG2)

Tableau 6 : Récapitulatif des résultats obtenus in vitro en rapport avec I’étude de I’efflux cellulaire des sphingosines via SPNS2 (partie I)

Abréviations : Sph, sphingosine ; S1P, sphingosine-1-phosphate ; dhSph, dihydrosphingosine ; dhS1P, dihydrosphingosine-1-phosphate ; C17-Sph, C17-sphingosine ; C17-
Sph1P, C17-sphingosine-1-phosphate ; phyto-Sph, phytosphingosine ; phyto-Sph1P, phytosphingosine-1-phosphate.
Légende : [intracellulaire] = concentration intracellulaire ; [extracellulaire] = concentration extracellulaire ; données issues de Hisano et al. (238)
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Références

Modele cellulaire

Méthodologie expérimentale

Principaux Résultats

Conclusions

Hisano et al.
2012

MAECs
(Mouse aortic Endothelial
Cells)

Erythrocytes/Plaquettes

cellules isolées de souris Spns2 -/-

Disparition des [extracellulaire] en
S1P avec les cellules issues de souris
Spns2 -/-

Spns2 seul permet I'export de
la S1P dans les cellules
endothéliales murines

Pas de modification du relargage en
S1P p/r au témoin

Spns2 n'est pas impliqué dans
I'export plaquettaire et
érythrocytaire de la S1P chez
la souris

HUVECs
(Human Umbilical vein ECs)

SiRNAs dirigés contre SPNS2

Diminution des [extracellulaire] en
S1P et pas de modification des
[intracellulaire] en S1P p/rau

SPNS2 exporte la S1P dans les
cellules endothéliales

2012

Fukuhara et al.

HPAECs L humaines
temoin
(Human pulmonary artery
Ecs)
SPNS2 telaS1Pd |
HUVECs Diminution des [extracellulaire] en €xporte fa ansies

(Human Umbilical vein ECs)

SiRNAs dirigés contre SPNS2

S1P p/r au témoin

cellules endothéliales
humaines

Erythrocytes

cellules isolées de souris Spns2 -/-

Pas de modification du relargage en
S1P p/r au témoin

Spns2 n'est pas impliqué dans
I'export érythrocytaire de la
S1P chez la souris

Tableau 6 : Récapitulatif des résultats obtenus in vitro en rapport avec I’étude de I’efflux cellulaire des sphingosines via SPNS2 (partie Il)

Abréviations : Sph, sphingosine ; S1P, sphingosine-1-phosphate ; dhSph, dihydrosphingosine ; dhS1P, dihydrosphingosine-1-phosphate ; C17-Sph, C17-sphingosine ; C17-
Sph1P, C17-sphingosine-1-phosphate ; phyto-Sph, phytosphingosine ; phyto-Sph1P, phytosphingosine-1-phosphate.
Légende : [intracellulaire] = concentration intracellulaire ; [extracellulaire] = concentration extracellulaire ; données issues de Hisano et al. (243) et FuKuhara et al. (242)
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Références Modeéle cellulaire Méthodologie expérimentale Principaux Résultats Conclusions

Augmentation des [extracellulaire]
en Sph, S1P et dhS1P p/r au témoin

Surexpression de SPNS2
Pas de modification des
[intracellulaire] en Sph, dhSph, S1P
HEK 293 cells et dhS1P p/r au témoin SPNS2 exporte la S1P (+/-
d'autres sphingosines) dans
les cellules HEK 293

(Human Embryonic Kidney)

Nagahashi et al.
2013

Diminution des [extracellulaire] en

SiRNAs dirigés contre SPNS2 S1P et dhS1P p/r au témoin

Augmentation des [extracellulaire]

TIME cells Surexpression de SPNS2 en S1P p/r au témoin

SPNS2 exporte la S1P (+/-
d'autres sphingosines) dans
les cellules TIME

(Telomerase-immortalized
human microvascular

endothelial) SiRNAs dirigés contre SPNS2

Diminution des [extracellulaire] en
S1P et dhS1P p/r au témoin

Tableau 6 : Récapitulatif des résultats obtenus in vitro en rapport avec I’étude de I’efflux cellulaire des sphingosines via SPNS2 (partie Ill)
Abréviations : Sph, sphingosine ; S1P, sphingosine-1-phosphate ; dhSph, dihydrosphingosine ; dhS1P, dihydrosphingosine-1-phosphate ; C17-Sph, C17-sphingosine ; C17-

Sph1P, C17-sphingosine-1-phosphate ; phyto-Sph, phytosphingosine ; phyto-Sph1P, phytosphingosine-1-phosphate.
Légende : [intracellulaire] = concentration intracellulaire ; [extracellulaire] = concentration extracellulaire ; données issues de Nagahashi et al. (245)
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Références

Modele cellulaire

Méthodologie expérimentale

Principaux Résultats

Conclusions

Surexpression de SPNS2

Augmentation des [extracellulaire]
en dhSph, Sph et S1P p/r au témoin

SPNS2 exporte la S1P (+/-
d'autres sphingosines) dans
les cellules A549.

Pas de modification [intracellulaire]

L'absence de modification

Laurenzana et al.
2015

(human microvascular
endothelial cells)

SiRNAs dirigés contre SPNS2

Augmentation des [intracellulaire]
en S1P p/r au témoin

NSCLC cells
Bradley et al. I cell | en dhS1P, Sph et S1P p/r au témoin | des [intracellulaires] en S1P
2014 (non-small cell lung cancer) mais augmentation des niveau est di I'adaptation du
A549 d'ARNm de SPHK1 & SPHK2 et métabolisme intracellulaire
diminution de SGPP1 de la S1P
. L, Augmentation des [intracellulaire] |SPNS2 exporte la S1P dans les
SIRNAs diriges contre SPNS2 en S1P des p/r au témoin cellules A549.
Diminution des [extracellulaire] en
S1P p/r au témoin
H-MVEC

SPNS2 exporte la S1P dans les
cellules H-MVEC

Tableau 6 : Récapitulatif des résultats obtenus in vitro en rapport avec I’étude de I’efflux cellulaire des sphingosines via SPNS2 (partie V)

Abréviations : Sph, sphingosine ; S1P, sphingosine-1-phosphate ; dhSph, dihydrosphingosine ; dhS1P, dihydrosphingosine-1-phosphate ; C17-Sph, C17-sphingosine ; C17-
Sph1P, C17-sphingosine-1-phosphate ; phyto-Sph, phytosphingosine ; phyto-Sph1P, phytosphingosine-1-phosphate.
Légende : [intracellulaire] = concentration intracellulaire ; [extracellulaire] = concentration extracellulaire ; données issues de Bradley et al. (247) et Laurenzana et al. (248)
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2.5. Concentrations plasmatiques et tissulaires de S1P

La S1P plasmatique circule principalement liée aux HDL (via I'apolipoprotéine M (249)) ou

associée a l'albumine (250). Cette matrice est caractérisée par sa concentration relativement

importante en S1P en regard des faibles concentrations tissulaires généralement observées. En effet,

alors que les concentrations plasmatiques sont de l'ordre du pmol/L, il apparait que les

concentrations tissulaires relévent du pmol/mg de tissu (230). Il a ainsi été proposé I'existence d’un

gradient de concentration entre sang périphérique et liquides interstitiels a I'origine de migrations

cellulaires S1P-dépendantes (71,251).

2.6. Récapitulatif

L'ensemble des mécanismes liés a la synthése de S1P, sa dégradation, son export, sa liaison

aux récepteurs membranaires ainsi qu’a ses cibles intracellulaires sont représentés dans la figure 29.
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Figure 29 : Schéma récapitulatif des mécanismes cellulaires de la S1P (252)
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3. Actions de la sphingosine-1-phosphate sur les cellules osseuses

Le répertoire des processus biologiques influencés par la S1P ne cesse de croitre depuis la
caractérisation de ses propriétés de médiateur lipidique. En effet, la S1P est désormais impliquée
dans la régulation de fonctions biologiques telles que la prolifération, la différentiation et la
migration cellulaire, notamment dans le cadre de I'immunité, de I'inflammation, de I'angiogenése et
de la progression tumorale (253). Il est ainsi peu surprenant que la S1P soit dorénavant citée comme
cible thérapeutique potentielle de pathologies telles que I'athérosclérose, le diabéte, les cancers ou
encore les maladies auto-immunes. La S1P est également un régulateur important de I’"homéostasie
osseuse en intervenant a la fois sur les ostéoclastes, les ostéoblastes et les ostéocytes. Ces

différentes actions vont étre détaillées dans les paragraphes ci-apreés.

3.1.Actions sur la lignée ostéoclastique

3.1.1. Migration des précurseurs ostéoclastiques

Il a été mis en évidence que la S1P se comportait comme une chemokine vis-a-vis des
précurseurs ostéoclastiques via les récepteurs SIPR1 et S1IPR2 permettant ainsi a la S1P d’exercer
respectivement un pouvoir chémo-attracteur (69) ou chémo-répulsif (70). Ces propriétés mises en
évidence in vitro ont une réelle incidence physiologique car la réalisation de modéles murins knock-
out pour les genes SPR1 et SPR2 ont permis la mise en évidence d’anomalies osseuses. Ces modeles
suggerent ainsi que l'important gradient de concentration en S1P existant entre la circulation
périphérique (forte [S1P]) et les tissus (faible [S1P]) guide le trafic des précurseurs ostéoclastiques
présents dans les sinusoides de la moelle osseuse. En effet le modéle spécifiquement déficient en

S1PR1 dans la lignée monocytaire/macrophagique présentait une ostéoporose associée a une
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augmentation du nombre d’ostéoclastes présents a la surface de I'os (68). A l'inverse, le modéle
déficient en S1PR2 révélait une légere ostéopétrose associée a une diminution de la résorption
ostéoclastique (70). Ces résultats ont été également corroborés par [utilisation d’agents
pharmacologiques spécifiques de ces récepteurs (JTE013 et SEW271) (69,70). |l a également été
montré que I'administration de FTY720 (agoniste de S1PR1) prévenait la perte osseuse induite chez

la souris par ovariectomie en augmentant la recirculation des précurseurs ostéoclastiques (69).

3.1.2. Différenciation ostéoclastique

La S1P est également impliquée dans le processus de différenciation permettant I'obtention
d’ostéoclastes matures fonctionnels. Il a ainsi été montré que le transporteur SPNS2 était exprimé in
vivo par les ostéoclastes multinucléés présents a la surface de I'os (254) et que I'expression de son
géne était augmentée au cours de l'ostéoclastogénése (254,255) tout en étant corrélée a une
diminution des concentrations intracellulaires en S1P (254). De fagon tres intéressante, |'utilisation
d’inhibiteurs spécifiques de SPHK1 (enzyme productrice de S1P) atténue I'ostéoclastogéneése in vitro
(255). Ces inhibiteurs induisent: i) une réduction significative du nombre d'ostéoclastes
multinucléés ; ii) une baisse des niveaux d’ARNm de la cathepsine K et de génes « ostéoclastiques » ;
iii) une diminution des cones de résorption produits a la surface d’'une matrice osseuse synthétique
(255). L'ensemble de ces résultats suggerent une implication de la S1P dans la différentiation
ostéoclastique terminale et une potentielle application thérapeutique des inhibiteurs de SPHK1 en

tant gu’inhibiteur de I'ostéoclastogéneése.
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3.2. Actions sur la lignée ostéoblastique

La S1P représente un acteur majeur de la régulation ostéoblastique de par sa capacité a
intervenir sur 'ensemble des processus aboutissant a la réalisation de ses fonctions minéralisantes

au sein du BRC. Ces différents aspects vont étre abordés dans les paragraphes suivants.

3.2.1. Migration des précurseurs ostéoblastiques

Il a été mis en évidence que la S1P était capable d’influencer la migration des précurseurs
ostéoblastiques. Plusieurs études in vitro ont démontré cet effet mais leurs résultats ne sont pas
toujours équivalents. Ainsi, il a été observé que le blocage des récepteurs S1PR1 et S1IPR2 annulait la
mobilité de précurseurs ostéoblastiques (75,87). Néanmoins, d’autres études ont mis en évidence
que l'inactivation de S1PR2 augmentait la migration de CSM (76) et diminuait une chémo-répulsion
S1P-dépendante préalablement constatée (73). Bien que la S1P semble se comporter comme une
chemokine vis-a-vis de précurseurs ostéoblastiques, il n’est pas possible de déterminer dans quelle

mesure cet effet a une réelle incidence physiologique.

3.2.2. Prolifération ostéoblastique

Il a été mis en évidence a plusieurs reprises que la S1P induisait in vitro une augmentation de

la prolifération cellulaire de différents modéles ostéoblastiques humains et animaux (256—258).
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3.2.3. Différenciation ostéoblastique

La S1P est impliquée dans le processus de différenciation permettant ['obtention
d’ostéoblastes minéralisants. La différenciation in vitro de précurseurs ostéoblastiques a mis en
évidence que I'expression et I'activité de SPHK1 était augmentées de facon spontanée au cours de ce
processus (259,260). L’accroissement de cette activité enzymatique était systématiquement
accompagnée d’une élévation des concentrations extracellulaires en S1P (259,260). De fagon tres
intéressante, il a été mis en évidence une surexpression concomitante du géne Spns2 selon un ratio
pouvant atteindre 50 fois la valeur basale (259). L'ensemble de ces résultats indique que la
production et I'export de la S1P sont donc fortement augmentés au cours de la différenciation
ostéoblastique. Au-dela de cette régulation spontanée, il a été démontré que la S1P inhibait la
différentiation adipogénique de CSM murin (261). Il a également été mis en évidence que la S1P
amplifiait la minéralisation et I'expression de marqueurs ostéoblastiques dans de nombreux modeéles
in vitro (254,261-264). La diminution des capacités de minéralisation induite par ['utilisation
d’inhibiteurs de SPHK1 (259,260) suggéere avec I'ensemble des résultats précédemment cités que la
S1P contribue activement a I'acquisition des fonctions de minéralisation de I'ostéoblaste en agissant
de maniére autocrine et/ou paracrine lors de la différenciation ostéoblastique. Il a été démonté que
les effets pro-ostéoblastiques de la S1P sont dépendants du récepteur S1PR3 (259,260) ; néanmoins,
d’autres résultats suggerent que les récepteurs S1PR1 et S1PR2 puissent aussi étre impliqués
(76,263,264). Enfin, deux études proposent que cet effet soit permis grace a une activation de la voie

Whnt par la S1P (263,265).
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3.3. Actions sur les ostéocytes

Comme nous avons pu le voir précédemment les ostéocytes sont les principales cellules du
tissu osseux (5) et sont souvent proposées comme principal intégrateur des signaux
mécanostransduits probablement a l'origine de linitiation du remodelage osseux (63,64). Il a
récemment été montré que la S1P reproduisait in vitro sur une lignée ostéocytaire les effets d’'une
stimulation mécanique (266) et que les concentrations intracellulaires en S1P étaient augmentées
lors de telles stimulations (267). Il a ainsi été proposé que la S1P fasse partie des médiateurs
cellulaires permettant la propagation des signaux mécanostransduits a travers le réseau lacuno-
canaliculaire formés par les ostéocytes. La S1P participerait ainsi aux modifications du tissu osseux

induites par les charges et contraintes mécaniques subies par I'os.

3.4. Synthese

Au total, il a été mis en évidence que la S1P était impliquée dans la régulation de la plupart

des processus biologiques nécessaires a la réalisation d’'un remodelage osseux équilibré :

- Régulation du trafic des précurseurs ostéoclastiques (69,70),

- Différenciation ostéoclastique (254,255),

- Migration de CSM et précurseurs ostéoblastiques (73,75,76,87),

- Prolifération des précurseurs ostéoblastiques (256—258),

- Différenciation des précurseurs en ostéoblastes minéralisants (76,254,259-265),

- Propagation ostéocytaire des signaux mécanostransduits (266,267).
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L’ensemble de ces résultats font de la S1P un acteur central du remodelage osseux et on peut ainsi
raisonnablement extrapoler que toute perturbation de son homéostasie au sein du BRC est
susceptible de générer un déséquilibre de ce processus essentiel au maintien des compétences

biomécaniques de I'os.
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VI Cadre et objectifs du travail

Les surcharges en fer, qu’elles soient d’origine génétique ou secondaire, favorisent la baisse
de densité minérale osseuse et par conséquent |'apparition d’une ostéoporose. L'ensemble des
études cliniques, in vivo et in vitro, permettent dorénavant de confirmer qu’une accumulation de fer
au sein de I'organisme a un retentissement négatif sur la qualité du tissu osseux. Il apparait que le
déséquilibre du remodelage osseux induit par le fer impacte tout autant I'activité ostéoclastique
(augmentation) qu’ostéoblastique (diminution). Alors que la sur-activation ostéoclastique semble
étre en lien avec la génération de ROS provoquée par I'excés de fer, les mécanismes cellulaires a
I’origine de la dépression ostéoblastique restent quant a eux incompletement caractérisés. Ce travail
a donc été entrepris avec |'objectif d’identifier et préciser les mécanismes cellulaires impliqués dans
les altérations phénotypiques et fonctionnelles induites par le fer sur la population ostéoblastique.
Nous avons pour cela tiré bénéfice d’une étude transcriptomique préalablement effectuée par notre
équipe. Celle-ci a révélé que le gene SPNS2 (Spinster Homolog 2), dont la protéine permet I'export
cellulaire de la S1P, était potentiellement régulé par le fer dans la lignée ostéoblastique humaine
MG-63. Nos objectifs ont donc été de :

i) caractériser les relations entre I'expression du géne SPNS2 et un exces de fer,

ii) étudier le lien entre le géne SPNS2 et I'impact phénotypique du fer sur les ostéoblastes,

iii) préciser I'impact fonctionnel de cette régulation sur I'export de la S1P et I'expression de

I’'ensemble des intervenants de I’axe S1P/S1PR (récepteurs, enzymes).
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VII Résultats

Iron excess upregulates SPNS2 mRNA levels but reduces
Sphingosine-1-Phosphate export in human osteoblastic MG-63 cells
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Abstract

Iron excess favors the development of osteoporosis, but the mechanisms involved are still
unclear. We studied iron-related osteoporosis using the osteoblastic MG-63 cell line and
showed that iron exposure strongly increased the mRNA level of the SPNS2 gene, which
encodes a sphingosine 1-phosphate (S1P) exporter. We investigated its potential impact on
S1P efflux and showed an unexpected concomitant decrease in the cellular capacity to
export S1P. Iron excess did not modulate SPHK1, SPHK2, SGPL1, or SGPP1 gene
expression, but decreased STPR1 mRNA levels, suggesting a functional repercussion of low
extracellular S1P concentration on the S1P/S1PR signalizing axis. Overall, these results
suggest that iron affects the bone associated S1P process and favors the occurrence of

osteoporosis during chronic iron overload.
Highlights

* |ron exposure increased SPNS2 mRNA levels in the MG-63 osteoblastic cell line
* A Fluxomic assay to study cellular S1P synthesis and export was performed

= Extracellular S1P levels of MG-63 cells were decreased by iron exposure

» The S1P/S1PR1 signaling axis of MG-63 cells is affected by iron excess

Key words: osteoblast, osteoporosis, iron, hemochromatosis, sphingosine-1-phosphate,
SPNS2

127



L'ensemble des études réalisées in vivo et in vitro permettent aujourd’hui d’affirmer que
I’'exces de fer impacte I'ensemble du processus de remodelage osseux en ayant notamment un
retentissement négatif sur le phénotype et les capacités de minéralisation des ostéoblastes.
Néanmoins, les mécanismes en jeu restent peu caractérisés et bien que I’hypothése d’une
surproduction de ROS ait été avancée pour expliquer I'effet délétere d’'un excédent de fer sur la

formation de I'os, il est probable que d’autres mécanismes cellulaires interviennent.

Les travaux et résultats présentés ci-apres font suite a un travail précédemment initié au sein
de notre équipe de recherche. Ceux-ci avaient permis d’établir un protocole opératoire démontrant
la capacité de la lignée ostéoblastique humaine MG-63 a moduler son statut intracellulaire en fer en
cas d’exposition excessive de ce dernier. Il avait ainsi été montré qu’une surcharge en fer induisait
une baisse d’expression du géne TFRC (récepteur de la transferrine de type 1) et une augmentation
de la syntheése protéique de ferritine (protéine de stockage du fer). Il avait été également observé
une baisse d’expression concomitante de plusieurs marqueurs ostéoblastiques majeurs dont le gene
COL1A1 (chaine alpha 1 du collagéne de type 1) confirmant ainsi I'impact délétére du fer sur ce
modele. L’identification au cours de ces travaux, par approche transcriptomique, d’une probable
surexpression fer-dépendante du gene SPNS2 (Spinster Homolog 2) nous a conduit a explorer
I’'hypothése d’une implication de la voie de signalisation S1P/S1PR dans le mécanisme de dépression

ostéoblastique lié au fer. Un résumé des résultats obtenus est exposé ci-apres.

128



Caractérisation des relations entre I’expression du géne SPNS2 et un exces de fer

Dans la lignée ostéoblastique MG63

Nous avons confirmé la surexpression fer-induite du géne SPNS2 par PCR quantitative en
Temps Réel (RT-qPCR). Nous avons montré que cette surexpression était dose-dépendante,
significative des I'ajout de tres faibles quantités de fer ammonium citrate (FAC) et pouvait atteindre
18 fois I'expression basale de la condition témoin pour la concentration maximale de fer testé.
L'étude du profil cinétique de régulation des niveaux d’ARNm de SPNS2 a révélé que le fer
augmentait ceux-ci de fagon progressive, sans qu’un plateau puisse étre atteint sur la période testée.
Il a également été mis en évidence qu’une exposition prolongée et un apport régulier en fer était

nécessaire a I'induction d’une surexpression maximale du gene SPNS2.

Autres types cellulaires et tissus

Nous avons ensuite désiré écarter I'hypothése d’une régulation ubiquitaire du géne SPNS2
par le fer. Deux types cellulaires hautement impliqués dans le contréle du fer par I'organisme
(entérocytes et hépatocytes) ont ainsi été choisis comme modeles d’étude. Aucune modification de
I’expression du géne SPNS2 n’a été mis en évidence dans les modeles Caco2 et HepG2 apres
exposition au fer selon un protocole identique a celui mis en place dans la lignée MG-63. L'expression
du géne Spns2 a également été déterminée dans le tissu hépatique de deux modeles murins de
surcharge en fer. De la méme maniere, aucune modification des niveaux d’ARNm du gene Spns2 n’a
été observée. Ces résultats montrent que l'augmentation fer-dépendante du géne SPNS2 est

potentiellement restreinte a quelques types cellulaires dont les ostéoblastes.
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Lien entre la régulation du géne SPNS2 et I'impact phénotypique du fer sur les ostéoblastes

Une baisse d’expression du géne COLIA1 a été mise en évidence en parallele de Ia
surexpression fer-induite du géne SPNS2. Celle-ci a confirmé I'impact délétere du fer sur les cellules
MG-63 dans des conditions d’exposition au fer induisant une forte élévation des niveaux d’ARNm de
SPNS2. Cette observation nous a conduit a émettre I’hypothése d’un lien de cause a effet entre ces
deux phénomenes. Une inhibition ciblée du gene SPNS2 par stratégie SiRNA a donc été menée afin
de tester cette derniére. Nous avons montré qu’une inhibition du gene SPNS2 provoquait, tout
comme |'exces de fer, une baisse d’expression de COL1A1 lorsque le fer n’était pas en condition
d’exceés. En revanche, I'action de SiRNA dirigés contre SPNS2 ne modifiait pas |'expression de COL1A1
en présence d’une surcharge en fer. L'action du fer sur ce constituant de la matrice osseuse n’est
donc pas directement dépendante de la surexpression de SPNS2. Néanmoins, la baisse d’expression
du géne COL1A1 induite par l'inhibition du géne SPNS2 en I'absence de surcharge martiale suggere

un lien entre ces deux genes en dehors de toute action du fer.

130



Impact fonctionnel du fer sur I’export de la S1P et I'expression des intervenants de I’axe S1P/S1PR

Plusieurs équipes de recherche ont montré que la surexpression de la protéine SPNS2
provoquait une augmentation de I'efflux cellulaire de la S1P sans pour autant avoir un impact sur ses
concentrations intracellulaire (245,247) et ceci probablement grdce a une adaptation de I'activité
enzymatique associée a ce lipide (247). Ainsi, I'augmentation fer-dépendante des niveaux d’ARNm du
géne SPNS2 observée dans la lignée MG-63 nous a conduit a émettre I'hypothese d’un
retentissement fonctionnel de cette régulation sur I'export et I'activité enzymatique liée au S1P. En
conséquence nous avons déterminé par RT-gPCR les niveaux d’ARNm des enzymes clés intervenant
dans la régulation de la S1P lors d’une exposition a un excés de fer. Aucune modification d’expression
des genes SPHK1, SPHK2, SGPL1 et SGPP1 n’a été constatée en dépit de la surexpression du géne
SPNS2. L'export de la S1P a quant a lui été déterminé grace a la mise au point une méthode d’étude
basée sur une stratégie « fluxomique ». Aprées exposition des cellules a de la sphingosine marquée
(deutérium), la S1P deutérée synthétisée de novo et exportée dans le milieu extracellulaire a été
quantifié par spectrométrie de masse (LC MS) dans les surnageants de culture cellulaire. Nos
résultats objectivent une diminution persistante des capacités de synthése et/ou d’export de la S1P
par les cellules ostéoblastiques MG-63 en présence de fer et ceci malgré la surexpression du géne
SPNS2.

La S1P contribue a I'acquisition des fonctions de minéralisation de I'ostéoblaste en agissant
de maniére autocrine et/ou paracrine lors de sa différenciation. Il a également été mis en évidence in
vitro que la S1P induisait I'expression des récepteurs S1IPR1 et S1PR2 pendant la différenciation
ostéoblastique (264) . En conséquence, nous avons voulu évaluer le retentissement de la baisse
d’efflux cellulaire de S1P sur I'expression de ces trois principaux récepteurs (S1PR1, SIPR2 et S1PR3).
Nous avons pour cela déterminé leurs niveaux d’ARNm en présence d’un exces de fer. Nos résultats
ont mis en évidence une baisse d’expression importante du gene S1PR1 et dans une moindre mesure

du géne S1PR3.

131



Synthése des résultats obtenus

Au total, nos travaux ont permis de démontrer que le fer était capable d’induire I’expression
du géne SPNS2 dans la lignée ostéoblastique humaine MG-63. La recherche d’un mécanisme similaire
dans d’autres types cellulaires n’a pas montré de résultats équivalents. L’'altération ostéoblastique
provoquée par I'excés de fer et objectivée par la baisse d’expression du geéne COL1Al1 n’a pas été
modifiée par I'inhibition ciblée du gene SPNS2. L’action du fer sur ce constituant de la matrice
osseuse n’est donc pas directement dépendante de la surexpression de SPNS2. L’étude fluxomique
réalisée en vue d’évaluer les capacités de synthése et d’export de la S1P a montré qu’en situation de
surcharge en fer, les cellules MG-63 réduisaient la synthése et/ou I'efflux de S1P élaborée a partir
d’un précurseur marqué (sphingosine). La baisse d’expression des génes S1PR1 et S1IPR3 évoque
dans ce contexte une baisse de Iactivité autocrine/paracrine de la S1P. La surexpression
concomitante du géne SPNS2 (dont la protéine permet I'export de la S1P) suggére quant a elle que
I'induction transcriptionnelle de ce géne est fonctionnellement inefficiente ou réactionnelle a la
baisse de S1P extracellulaire. L’association de I'’ensemble de ces éléments suggére que le fer modifie
I’hnoméostasie de la voie de signalisation S1P/S1PR, élément central de régulation des processus
ostéoblastiques. Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives quant a la compréhension des

mécanismes mis en jeu lors des pertes osseuses associées aux surcharges en fer.
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Abstract

Iron excess favors the development of osteoporosis, but the mechanisms involved are
still unclear. We studied iron-related osteoporosis using the osteoblastic MG-63 cell line and
showed that iron exposure strongly increased the mRNA level of the SPNS2 gene, which
encodes a sphingosine 1-phosphate (S1P) exporter. We investigated its potential impact on
S1P efflux and showed an unexpected concomitant decrease in the cellular capacity to
export S1P. Iron excess did not modulate SPHK1, SPHK2, SGPL1, or SGPP1 gene
expression, but decreased STPR1 mRNA levels, suggesting a functional repercussion of low
extracellular S1P concentration on the S1P/S1PR signalizing axis. Overall, these results
suggest that iron affects the bone associated S1P process and favors the occurrence of

osteoporosis during chronic iron overload.

Highlights
= [ron exposure increased SPNS2 mRNA levels in the MG-63 osteoblastic cell line
» A Fluxomic assay to study cellular S1P synthesis and export was performed
= Extracellular S1P levels of MG-63 cells were decreased by iron exposure

» The S1P/S1PR1 signaling axis of MG-63 cells is affected by iron excess

Key words: osteoblast, osteoporosis, iron, hemochromatosis, sphingosine-1-phosphate,
SPNS2
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1. Introduction

Osteoporosis is a systemic skeletal disease characterized by decreased bone mineral
density and/or bone microarchitecture impairment (1) as a consequence of an imbalance
between the coupled activities of bone formation and resorption in the remodeling process.
Both activities, supported by osteoblasts and osteoclasts, respectively, are tightly regulated
and must be coordinated in both space and time to maintain bone integrity. The breakdown
in bone homeostasis involved in osteoporosis can occur on either side of this system and is
the hallmark of physiological and pathological conditions such as aging, hypogonadism,
thyrotoxicosis, hyperparathyroidism, and glucocorticoid treatment (2).

Chronic iron overload in humans, especially during genetic hemochromatosis (GH) is
associated with bone loss (3-5). Osteoporosis in GH has been historically linked to
hypogonadism caused by pituitary iron deposition (6,7). However, it has been recently shown
that iron overload can exert its deleterious effects on bone homeostasis independently of the
gonadal status in GH (8,9). Such findings have also been observed in patients exhibiting
secondary iron overload, such as those with thalassemia (10-13) or sickle cell anemia
(14,15). Increased body iron storage has also been associated with detrimental effects on
bone during aging, especially in post-menopausal women (16).

In vivo experimental data have highlighted the adverse effects of iron excess on bone. A
genetic mouse model of hemochromatosis showed bone microarchitecture impairment,
decreased bone formation, and increased osteoclast number in association with abnormal
iron deposits at the trabecular surface (17,18). Similar results were obtained with an
exogenous iron overload mouse model, which exhibited changes in bone composition and
decreased trabecular and cortical thickness, with increased bone resorption (19). Other in
vivo models also support the hypothesis of iron-related bone impairment in rat (20,21),
minipig (22), and zebrafish (23).

Despite much in vivo data supporting a direct effect of iron on bone remodeling, the
molecular mechanisms leading to disrupted bone homeostasis are yet to be fully elucidated.
In vitro, iron exposure of both osteoblast (24—-27) and osteoclast (28,29) cell models induce
phenotypic and functional impairment, but the mechanisms of the effect of iron excess on
bone cell physiology is not well characterized.

Our objective was to study the impact of excess iron on osteoblast biology and
characterize the molecular mechanisms involved. We took advantage of a transcriptomic
study previously performed by our group on osteoblast-like MG-63 cells to identify iron-
modulated genes, which revealed that HHIPL2 mRNA levels was were downregulated by
iron (24). Other iron-modulated genes of interest were identified in this study and were
reported in the corresponding microarray data reference (accessible from the Gene
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Expression Omnibus (GEO) repository under series accession number GSE (30774)) (24).
Among these candidate genes, the mRNA levels of SPNS2, which encodes a transporter of
the sphingosine 1-phosphate (S1P) signaling lipid (30), increased in the presence of excess
iron and was thus a potential gene of interest. S1P is involved in many cell processes such
as migration, proliferation, growth, and apoptosis (31). Furthermore S1P is involved in the
control of bone homeostasis by promoting osteoblast differentiation (32,33), controlling
osteoclast precursor trafficking (34,35), and contributing to coupling activities between
osteoblasts and osteoclasts (36).

The aim of this study, performed on the osteoblast-ike MG-63 cell line, was to
characterize the impact of iron on SPNS2 expression and analyze its potential impact on
S1P efflux and the S1P/S1PR signaling pathway.
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2. Materials and methods

2.1. Cell Culture

2.1.1. Culture of MG-63 Cells

Osteoblast-like MG-63 cells were grown in MEM (Minimum Essential Medium)
(Sigma®) supplemented with 10% fetal calf serum (FCS) (Lonza®) 2 mM L-Glutamine, 1%
non-essential amino acids, 100 Ul/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin (Thermo
Scientific®). Cells were seeded at 3.10%cm? in a six-well plate and maintained at 37°C under
5% CO,. When cells reached confluence, ferric ammonium citrate (FAC) and/or
desferioxamine (DFO) (Sigma®) were added, or not, each day for three days.

2.1.2. Culture of Human hepatoma HepG2

Hepatoma HepG2 cells were grown in MEM alpha (Thermo-Scientific®) supplemented
with 10% FCS, 2 mM L-Glutamine, 1% non-essential amino acids and sodium pyruvate, 100
Ul/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin (Thermo Scientific®). Cells were seeded at
2.10°/cm? in six-well plates and maintained at 37°C under 5% CO,. After 24 h, cells were
treated, or not, by daily FAC and/or DFO addition for 24 or 72 h.

2.1.3. Culture of Human Caco-2 cell lines

Enterocyte-like Caco-2 cells were grown in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(Gibco®) supplemented with 10% FCS, 2 mM L-Glutamine, 1% non-essential amino acids
and sodium pyruvate, 100 UI/mL penicillin, and 100 pg/mL streptomycin (Thermo Scientific®).
Cells were seeded at 1.10°/cm? in a six-well plate and maintained at 37°C under 5% CO, for
three weeks to obtain differentiated Caco-2 cells, as described previously (37). After 24 h,
cells were treated, or not, by daily FAC and/or DFO addition for 24 or 72 h.
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2.2. Animals

2.2.1. Hfe knock-out mouse model of genetic hemochromatosis

Male C57BL/6 Hfe” mice (1 year of age, n = 6) were used in this study. Male
C57BL/6 Hfe™ mice (1 year of age, n = 6) were used as controls. Mice were maintained in
the animal facilities (ARCHE) of the UMS Biosit in Rennes under standard conditions of
temperature, atmosphere, and light. The animals had free access to tap water and food
(standard CRM (E) diet from Special Diets Services®).

2.2.2. Carbonyl iron-supplemented C57BL/6 wild-type mice
Four-week-old Male C57BL/6 wild type mice were obtained from the Centre d’Elevage
Robert Janvier (Le Genest St Isle, France). Twelve mice (six per group) were maintained in
animal facilities of INSERM unit U991 under standard conditions of temperature,
atmosphere, and light. All animals had free access to tap water and food (standard RM (E)
diet from Special Diets Services®). The six mice receiving an iron overloaded diet were fed
3% carbonyl iron (Sigma®) supplemented food for four months.

All blood samples were obtained by intracardiac puncture into sodium heparin tubes.
Mice were sacrificed and the livers dissected, weighed, quickly frozen in liquid nitrogen, and
stored at — 80°C. The studies were approved by the Rennes ethical committee for animal
experimentation (approval number 2007-OL-02 & 2007-OL-03).

2.3. Iron determination

2.3.1. Plasma iron quantification

Plasma iron was measured at the Rennes Hospital Biochemistry Laboratory on a
Cobas ¢502 analyzer (Roche Diagnostic®) using a colorimetric assay based on the FerroZine
method without deproteinization (reference 03183696).
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2.3.2. Liver iron quantification

Liver samples were desiccated for 15 h at 120°C. Then, dried samples were weighed and
mineralized in nitric acid solution (Fisher Chemical-Optima Grade®) in special polypropylene
tubes for 2 h at 110°C in a heating block. Specimens were preserved between 2-8°C until
iron quantification. Iron (**Fe) was measured by ICP-MS (Inductively Coupled Plasma Mass
Spectrometry) on an X-Series |l (Thermo Scientific®) equipped with collision cell technology,
as previously described (38) (Platform AEM2, University of Rennes 1/University Rennes
Hospital Biochemistry Laboratory). Results are expressed as micromoles of iron per gram of
dry liver weight.

2.4. Quantitative RT-PCR

Total RNA from cell lines was extracted using the SV Total RNA Isolation System
(Promega®). Total RNA from mouse liver was isolated using the NucleoSpin® 8 RNA system
(Macherey-Nagel®) on a Starlet automated extraction system (Hamilton®). Quality controlled
RNA (1 ug) was used for reverse transcription, following the manufacturer’s protocol (High
Capacity cDNA Reverse transcription kits, Applied Biosystems®). We performed quantitative
PCR in duplicate using gPCRMasterMixPlus for SYBR® Green, according to the
manufacturer’s instructions (Eurogentec®). Quantitative RT-PCR was performed on an ABI
PRIMS StepOne sequence detection system (Applied Bioscience®). Each mRNA sample
threshold cycle (Ct) value was normalized to HPRT1 mRNA Ct values. Primer sequences
used for the mRNA amplifications are described in supplementary data. The results are
expressed as percentages relative to the control culture (100%).

2.5. Inhibition of SPNS2 gene expression
Two SPNS2-specific siRNAs (si1 = 5-CGCUUCAACAGGAAGGUGA-3’; si2 = 5'-
CCUCUUCACCAAGAACACG-3’) and one control siRNA (cat. N0.4390844) were used. MG-
63 cells were transfected 24 h after plating in OPTI-MEM® medium (Thermo-Scientific®),
without antibiotics, using Transfectin (Biorad®), according to the manufacturer’s instructions.
Cell cultures were analyzed after confluence and three-days FAC treatment as described

above.
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2.6. Determination of Sphingosine-1-Phosphate efflux

Extracellular S1P secretion was determined using the deuterated S1P precursor,
sphingosine d7 (Sphd7) (Avanti Polar Lipids). MG-63 cells were incubated with special FCS-
free media containing 5 pM of Sphd7. After 20 min of exposure at 37°C under 5% CO,,
Sphd7 enriched media was replaced by fresh FCS-free media. Export of produced
deuterated sphingosine-1-phosphate d7 (S1Pd7) was determined in FCS free media
collected after 30 min, 1 h, and 2 h. Each extracellular S1Pd7 concentration was determined
in triplicate in three separate experiments.

2.7. Quantification of deuterated Sphingosine-1-Phosphate

The quantification protocol was adapted from the publication of Bielawski et al. (39).
Briefly, cell culture supernatants were fortified with an equal amount of Acylcarnitine Internal
Standard (Chromsystems) and extracted with an iso-propanol/ethyl-acetate mixture (15:85;
viv). Organic extracts were evaporated under reduced pressure in a Speed-Vac and
reconstituted in 100 pL mobile phase. Analyses were performed using a Liquid
Chromatography-High Resolution-Mass Spectrometer (LC-HR-MS) QExactive™ (Thermo
Scientific). An HESI-II ion source was used for electrospray ionization. Chromatographic
separation of the analytes was performed with an Accela 600 pump (Thermo Scientific)
equipped with a Thermo Scientific C8 Accucore column (150 x 3 mm, 2.6 um). The mobile
phase consisted of a gradient of methanol, water with 0.3% (v/v) formic acid, and water with
100 mM ammonium formate. Calibration curves were obtained by spiking cell culture media
with S1Pd7 standards at 0.01 to 10 nM. Data were acquired in positive Full MS scan mode,
extracting the exact mass peak areas of protonated S1Pd7 (+387.3000m/z) and internal
deuterated standard C16d3 Palmitoyl-Carnitine (C16d3Carn) (+403.36097m/z), using a 5-
ppm mass window. Quantification was performed by acquiring one ion transition for each
compound in fragmentation mode (S1Pd7: +387.3000 >+ 271.3119m/z and C16d3Carn:
+403.36097 > +85.0291m/z). Retention times were 4 min for C16d3Carn and 4.1 min for
S1Pd7. Quantification was performed using TraceFinder Software (Thermo Fischer
Scientific). Calibration curves were constructed by plotting the peak area ratios of fragmented
S1Pd7 and fragmented C16d3Carn using a quadratic regression model.

2.8. Prediction of Iron Responsive Elements sequences

The search for Iron Responsive Element (IRE) sequences was performed using the
SIREs web server tool (40).
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2.9. Statistical analysis

Results are expressed as the mean + SD. Data were analyzed using Graph Pad Prism
software (Version 7, Graph Pad®). Statistical differences between means were evaluated
using a nonparametric one-way analysis of variance Kruskal-Wallis test, followed, when

appropriate, by a Mann-Whitney test for paired comparisons; p < 0.05 was considered to be
significant.
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3. Results

3.1. Iron exposure of MG-63 cells modulates the intracellular iron status

We evaluated the effect of FAC exposure on mRNA levels of TFRC, which contains
IREs in the 3’'UTR sequence, to confirm efficient modulation of intracellular iron status under
our experimental in vitro conditions. As shown previously (24), TFRC mRNA levels
significantly decreased upon iron (FAC) exposure, in a dose-dependent manner, starting
from 10 uM, showing that the level of cytoplasmic iron increased in MG-63 cells (Fig. 1).
Conversely, iron chelator exposure (DFQO) induced a strong increase of TFRC mRNA levels
which was neutralized by addition of an equimolar dose of FAC. Overall, these data

demonstrate that we were able to modulate the intracellular iron pool under our conditions.

3.2. Iron increases SPNS2 expression in MG-63 cells

A microarray study, previously performed to identify genes associated with iron excess in
MG-63 cell lines (24), showed a significant increase of SPNS2 mRNA levels in the presence
of FAC. We confirmed these data by quantitative RT-PCR in independent experiments and
showed that MG-63 exposure to increasing FAC concentrations induced a significant and
dose-dependent increase in SPNS2 mRNA levels from 2.5 to 40 uM (from 135% to 1,823%
of the control condition) (Fig. 2A). Conversely, the iron chelator DFO did not modify SPNS2
mRNA expression, but neutralized FAC induction of SPNS2 mRNA levels, confirming the
specificity of iron related mechanisms in MG-63 cells. We further characterized iron-related
regulation of SPNS2 by studying the kinetics of SPNS2 expression under conditions of iron
excess and showed that iron-mediated upregulation of SPNS2 was also time-dependent (Fig
2B) and required daily renewal of FAC supplemented medium to be efficient (Fig. 2C).

3.3. Iron does not regulate SPNS2 mRNA levels in other cell types

We verified the specificity of the increase in SPNS2 mRNA levels in the osteoblast-like
cell line by analyzing the effect of FAC exposure on two other cell lines. We investigated two
in vitro models of hepatocytes and enterocytes, which are strongly involved in the control of
body iron content and distribution (41). Neither Human Hepatoma HepG2 cells nor
enterocyte-like Caco-2 cells regulated SPNS2 expression in response to 24 or 72 h FAC
exposure (Figs. 3A & B). The association of a concomitant decrease in TFRC mRNA levels
confirmed that intracellular iron content increased and de facto the absence of SPNS2 iron-
related regulation in HepG2 and Caco2 cells.

Furthermore, we investigated hepatic Spns2 mRNA levels in two iron overload mouse
models. In Hfe” mouse model, that mimics endogenous iron overload of GH, we found, as
expected, that plasma and liver iron concentrations were significantly higher in Hfe” mice
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than control animals (Sup. data). In addition Tfrc mRNA levels were significantly lower in the
livers of Hfe” mice. However, there was no modulation of Spns2 mRNA level in the hepatic
tissue, despite hepatic iron overload (Fig. 4A). We also investigated liver Spns2 mRNA
expression in an exogenous iron overload mouse model induced by carbonyl-iron
supplementation in the diet (42). Hepatic Tfrc mRNA levels were lower in carbonyl iron-
supplemented mice than controls, whereas plasma and liver iron concentration were
significantly higher (Sup. data). There was no modulation of Spns2 mRNA levels in iron
overloaded hepatic tissue (Fig. 4B), similar to the genetic iron overload Hfe” mouse model.

3.4. Impact of iron and SPNS2 silencing on COL1A1 mRNA levels

Decreased collagen type | chain (COL1A71) mRNA levels is a common feature of iron-
exposed osteoblastic cells (24,26,27). Similarly we found that FAC exposure decreased
COL1A1 mRNA levels in our MG-63 model. Indeed, there was a significant decrease of
COL1A1 expression starting from 20 uM FAC, which was suppressed by DFO addition (Fig.
5). It is noteworthy that we did not find putative IREs in the 3'UTR of the COL7A7 mRNA.

Because SPNS2 mRNA levels were concomitantly upregulated by similar FAC exposition
we further investigated whether modulation of SPNS2 expression effected COL1AT mRNA
expression. We first ensured that control siRNA did not modify the previous results (Fig. 6A)
and demonstrated that efficient inhibition of SPNS2 mRNA expression by specific siRNAs
induced a decrease of COL1A1T mRNA levels in the absence of iron excess (Fig. 6B).
Conversely, there was no difference of COL1A71 mRNA levels between siSPNS2-treated and
control cells under conditions of 80 uM FAC (Fig. 6C).
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3.5. Expression of S1P regulating enzymes is not modulated by iron in MG-63 cells

The amount of intracellular S1P is tightly regulated by the balance between S1P
metabolizing enzyme activities (43). Bradley et al. (44) reported a modification in the
expression of key S1P enzymes in response to SPNS2 overexpression. Thus, we
investigated whether iron exposure can modify the mRNA levels of these enzymes in MG-63
cells. Sphingosine kinase isoenzymes SPHK1 and SPHK2, sphingosine lyase SGPL1, and
sphingosine phosphatase SGPP1 mRNA levels were not significantly altered by iron excess
(Sup. data). These results suggest that the enzymatic cellular S1P rheostat was not modified
by iron excess and associated upregulation of SPNS2 mRNAs.

3.6. Impact of iron exposure on S1P export in MG-63 cells

The association of unaltered expression of S1P regulating enzymes and SPNS2
upregulation led us to investigate S1P export in the presence of iron excess. We performed a
fluxomic assay that allowed us to determinate deuterated S1P synthesis and export after
exposure to deuterated Sphingosine (Sphd7). We evaluated the capacity of MG-63 cells to
synthesize and export S1P by measuring the concentration of S1Pd7 in cell supernatants at
30 min, 1 and 2 h after 72 h of exposure to 40 uM FAC and observed a significant and
persistent decrease in the S1Pd7 concentration in cell supernatants at each time point (Fig.
7). These results show that the ability of MG-63 cells to synthesize and export S1P after iron

exposure was reduced, despite an increase of SPNS2 mRNA levels.

3.7. Iron exposure decreased STPR1 and STPR3 mRNA levels in MG-63 cells

S1PR1/R2 mRNA levels have been reported to be upregulated by S1P exposition during
osteoblast differentiation (32,33). Thus, we investigated whether iron exposure effected the
mRNA levels of these S1P G-protein-coupled receptors present in most cells (45). We
evaluated STPR1 - S1PR2 - S1PR3 mRNA levels after 72 h of exposure to 40 uM FAC and
found that STPR1 gene expression strongly decreased (53% of control condition). S1PR2
mRNA levels were not modified and STPR3 mRNA levels were slightly reduced by iron
exposure (Fig 8).
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Discussion

Osteoporosis may complicate iron overload, as reported in clinical and animal
studies. However, the cellular mechanisms involved remain unclear. Bioactive lipids,
including S1P, were recently highlighted to play a major role in bone physiology (46,47).
During the past decade, S1P appeared to be a key point in bone remodeling by supporting
osteoblast differentiation (32,33,48-50), trafficking of osteoclast precursors (34,35),
osteocyte mechanotransduction (51), and, more generally, coupling of bone remodeling
processes (36,52,53). Intracellularly generated S1P is unlikely to spontaneously flip-flop
within cell membranes due to its polar head group and needs transporters to be exported
(54). Some S1P exporters have been identified, including a 504-amino acid protein encoded
by the SPNS2 gene (55), which we showed to be potentially iron regulated in MG-63 cells in
a previous transcriptomic study. Taken together, these data drove us to investigate the
relationship between iron excess, SPNS2 gene expression, S1P efflux, and the S1P/S1PR
signaling pathway in the MG-63 osteoblast-like cell line.

Our data show that SPNS2 mRNA levels were strongly induced by iron exposure in
MG-63 cells. Moreover, the upregulation of SPNS2 was dose- and time-dependent starting at
a very low dose of added iron (2.5 pM FAC). As previously described we concomitantly
showed that these low doses did not decrease TFRC mRNA levels below 10 uM added FAC
(24). These results indicate that the iron related SPNS2 transcriptional upregulation system
is effective for low iron concentrations that did not affect the activity of iron responsive
proteins (IRPs). Iron exposure did not affect SPNS2 mRNA levels in HepG2 or Caco2 cell
models, in contrast to MG-63 cells, despite the SPNS2 gene being expressed in many
tissues, including liver and small intestine (56), which are a cornerstone of iron regulation in
the body. Our in vivo data in mice iron overload models also did not show an effect on
hepatic Spns2 mMRNA levels. Overall, these data suggest that the effect of iron excess on
SPNS2 mRNA levels: i) takes place before activation of IREs/IRP-coordinated control of the
cytoplasmic labile iron pool, ii) is cell-type specific, and iii) could be based on an
undetermined highly-sensitive iron-dependent mechanism.

Concomitantly to SPNS2 mRNA increase, we found that COL1A7 mRNA levels
were significantly reduced in response to iron exposure in MG-63 cells as described in
several osteoblast models (24,26,27). This result seems to conflict with the function of the
SPNS2 protein, which enhances S1P export when overexpressed by transfection (44,56,57).
Our data suggest that iron-induced upregulation of SPNS2 is functionally inefficient to favor
S1P export in our model because S1P normally promotes osteoblast differentiation
(32,33,48-50). Moreover Higashi & al. (33) recently demonstrated that S1P enhanced
S1PR1 expression in the osteoblast MC3T3-E1 model. Thus, the iron-associated

145



downregulation of STPR1 observed in our model may also suggest that SPNS2 upregulation
is unable to increase or maintain the extracellular S1P concentration. This hypothesis was
confirmed by our fluxomic data showing a persistent decrease of S1P in the extracellular
medium, despite the increase in SPNS2 mRNA levels following pre-treatment and exposure
of MG-63 cells to iron excess.

These data are consistent with our SPNS2 siRNA findings showing the inability of
SPNS2 silencing to restore normal COL1A71 expression under substantial iron exposure.
However, our results also show that SPNS2 and COL1A71 mRNA levels may be linked under
physiological iron concentrations, because inhibition of SPNS2 transcription led to reduced
COL1A1 expression in absence of iron excess. Overall, these results suggest that S1P
synthesis and export by SPNS2 is efficient under normal conditions, but is ineffective in the
presence of iron excess. Upregulation of SPNS2 expression under conditions of iron excess
may be a consequence of extracellular S1P depletion to restore the extracellular
concentration of this bioactive lipid. This possibility requires further investigation. Altered
SPNS2 protein synthesis under conditions of iron excess should also be considered.

There was no change in the transcription of key S1P metabolic enzymes (SPHK1,
SPHK2, SGPP1 and SGPL1) under conditions of iron excess. However, post-transcriptional
and translational regulation could participate in the decrease of extracellular S1P
concentrations, even if the transcription of S1P metabolic enzymes was not significantly
modified by iron exposure. Moreover, the biochemical interconnections between the various
sphingolipid pathways enable cells to coordinate bioactive lipid cellular content by regulating
sphingolipid interconversion (54). It is thus possible that another sphingolipid biochemical
pathway could be affected by iron, with an indirect repercussion on S1P synthesis. Links
between iron and sphingolipid metabolism have been reported in Saccharomyces cerevisiae
(58-60) and it has been shown that iron exposure decreases long-chain base sphingolipid
yeast content (60). Therefore, it is conceivable that iron may have more global repercussions

on sphingolipid metabolism in MG-63 osteoblastic cells, which affect S1P levels.
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Conclusions

Our findings show that iron excess increased SPNS2 mRNA levels in the MG-63
osteoblastic cell line. Unexpectedly, our fluxomic data showed that extracellular S1P levels
concomitantly decreased and suggest that the upregulation of SPNS2 mRNA could be either
functionally inefficient or an adaptive mechanism. Furthermore, based on the observed iron
associated S1TPR1 and COL1A1 decrease, the defect in S1P export system seems to have
functional consequence on MG-63 cells. These results suggest that iron may affect
osteoblast S1P/SPR1 signaling and potentially alter a wide range of bone processes, thus
participating in bone impairment in situations of chronic iron overload. These data open a

new door for the understanding of mechanisms involved in iron-induced osteoporosis.
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Fig. 1 Impact of iron exposure on the intracellular iron status in MG-63 cells.

TFRC mRNA levels, measured by RT-gPCR, in cells treated with FAC and/or DFO for 72 h.
The results are expressed as a percentage of the control culture (100%). Data are presented
as the mean + SD of three independent experiments performed in duplicate. Asterisks
indicate *p < 0.05, **p < 0.01, or ***p < 0.001 relative to control.
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Fig. 2 Impact of iron exposure on SPNS2 mRNA levels in MG-63 cells.

SPNS2 mRNA levels, measured by RT-qPCR, in cells treated with FAC and/or DFO for 72 h
(A), daily levels for 96 h in the presence of 40 uM FAC (B), and with/without daily renewal of
the medium and FAC addition for 72 h (C). SPNS2 mRNA levels are expressed as the
percentage of the control culture (100%). Data for figure 2A are presented as the mean + SD
of three independent experiments performed in duplicate. Asterisks indicate *p < 0.05, **p <
0.01, or ***p < 0.001 relative to control. Values for figures 2B and 2C represent the means *
SD of results from three wells. Data are representative of the results from two separate
experiments.
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Fig. 2 Impact of iron exposure on SPNS2 mRNA levels in MG-63 cells (B & C)
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Fig. 3 Impact of iron exposure on TFRC and SPNS2 mRNA levels in HepG2 and Caco-2
cells.

TFRC and SPNS2 mRNA levels, measured by RT-gPCR, of HepG2 (A) or Caco-2 (B) cells
treated with 40 uM FAC for 24 or 72 h. The results are expressed as the percentage of the
control culture (100%). Data are presented as the mean = SD of two independent

experiments performed in triplicate. Asterisks indicate *p < 0.05, **p < 0.01, or ***p<0.001
relative to control.
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Fig. 4 Impact of iron exposure on liver Spns2 mRNA levels in iron overload mouse models.

Tfrc and Spns2 mRNA levels, measured by RT-qPCR, in livers of Hfe” and Hfe*" mice (A) or
of mice overloaded with 3% carbonyl iron (B). The results are expressed as the percentage
of the control mice (100%). Asterisks indicate *p < 0.05, **p<0.01, or ***p < 0.001 relative to
control.
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Fig. 5 Impact of iron exposure on COL1A7 mRNA levels in MG-63 cells.

COL1A1 mRNA levels, measured by RT-gPCR, of cells treated with FAC and/or DFO for 72
h. The results are expressed as the percentage of the control culture (100%). Data are
presented as the mean = SD of three independent experiments performed in duplicate.
Asterisks indicate *p < 0.05, **p < 0.01, or ***p < 0.001 relative to control.

1507

* %

* % %

1001

COL1A1 mRNA levels (%)
(3))
o

153



Fig. 6 Relationship between iron and SPNS2 and COL1A1 mRNA levels in MG-63 cells.

SPNS2 or COL1A1 mRNA levels, measured by RT-gPCR, of cells with/without 72 h
exposure to 80 uM FAC, 24 h after transfection with two SPNS2 specific siRNAs (si1 and si2)
or a control siRNA (Control). The results are expressed as the percentage of the control
culture (100%). Data are presented as the mean + SD of three independent experiments
performed in triplicate. Asterisks indicate *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, or **** p <
0.0001 relative to control.
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Fig. 7 Impact of iron exposure on S1P export in MG-63 cells.

S1Pd7 quantification in MG-63 cells supernatants treated or not with 40 uM FAC for 72 h.
Media were sampled at 30 min, 1 h, and 2 h after sphingosine d7 exposure. S1Pd7 results
were normalized to cell lysate protein content. Data are presented as the mean + SD of three
independent experiments performed in triplicate. Asterisks indicate *p < 0.05, **p < 0.01, ***p
< 0.001, or **** p < 0.0001 relative to control.
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Fig. 8 Impact of iron exposure on S1P receptors in MG-63 cells.

S1PR1, S1PR2, and S1PR3 mRNA levels, measured by RT-qPCR, of cells treated with 40
UM FAC for 72 h. The results are expressed as the percentage of the control culture (100%).
Data are presented as the mean = SD of three independent experiments performed in

triplicate. Asterisks indicate *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, or **** p < 0.0001 relative to
control.
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Supplementary Data

Supplementary data 1
Sequences of primers used for quantitative PCR

Gene Forward primer Reverse primer

Human

HPRT1 5-GCTTTCCTTGGTCAGGCAGTA-3’ 5-AAGCTTGCGACCTTGACCAT-3'
TFRC 5-GCTTTCCCTTTCCTTGCATATTCT-3' 5-'GGTGGTACCCAAATAAGGATAATCTGT-3’
COL1A1 5'-GGCCTCGGAGGAAACTTTG-3' 5-TTTCTCATCATAGCCATAAGACAGCT-3’
SPNS2 5-ACTTTGGGGTCAAGGACCGA-3’ 5-AATCACCTTCCTGTTGAAGCG-3'
SPHK1 5-GGCTGCTGTCACCCATGAA-3' 5-TCACTCTCTAGGTCCACATCAG-3'
SPHK2 5-AGCGTGGTAGCCACTTCAG-3' 5-GAGCAGTGTACCGATGCCA-3'
SGPL1 5-CCTAGCACAGACCTTCTGATGT-3' 5-ACTCCATGCAATTAGCTGCCA-3’
SGPP1 5-ATCATCATCGGGCTTCATTTAGC-3' 5-GTGCTCCAGGTGTCAAGAGT-3'
S1PR1 5-GCAGCTCGGTCTCTGACTAC-3' 5-GAACACCACCGAGGTCAGTT-3’
S1PR2 5-GCGCCATTGTGGTGGAAAA-3’ 5-CATTGCCGAGTGGAACTTGCT-3'
S1PR3 5-GGTGATTGTGGTGAGCGTGTT-3' 5-AGGCCACATCAATGAGGAAGA-3’
Mouse

Hprt1 5-GTGTTCTAGTCCTGTGGCCATCT-3' 5-GGCTCATAGTGCAAATCAAAAGTCT-3'
Spns2 5-GCTGCTGCCATCCTGAGTT-3 5-TCCAGAAGAACACCTGCCAC-3'

Tfrc 5-CATGAGTGGCTACCTGGGCT-3' 5-CACTCCTCTTTTTGTTCTACACGCT-3'
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Supplementary data 2
Impact of iron exposure on plasma and liver concentrations in iron overload mouse models.
Plasma and liver iron concentrations were determined in Hfe” and Hfe*” mice (A) or of mice

overloaded with 3% carbonyl iron (B). Asterisks indicate *p < 0.05, **p<0.01, or ***p < 0.001
relative to control.
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Supplementary data 3
Impact of iron exposure on the S1P pathway in MG-63 cells.

SPHK1 (A), SPHK2 (B), SGPP1 (C), and SGPL1 (D) mRNA levels, measured by RT-qPCR,
of cells treated with FAC and/or DFO for 72 h. The results are expressed as the percentage
of the control culture (100%). Data are presented as the mean + SD of three independent
experiments performed in duplicate. Asterisks indicate *p < 0.05, **p<0.01, or ***p<0.001
relative to control.
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VIII Discussion

L'ostéoporose est une maladie systémique du squelette entrainant une perte des
compétences biomécaniques de I'os, responsable in fine d’un risque accru de fractures lors de chutes
a faible cinétique. Cette pathologie est la conséquence du déréglement d’un processus biologique
essentiel au maintien de l'intégrité de I'os : le remodelage osseux. Ce processus complexe, faisant
intervenir 'ensemble des cellules osseuses de facon coordonnée, permet en effet le remplacement
des zones de tissu endommagées. Pour ce faire, chaque zone de tissu détériorée doit préalablement
étre détruite avant que ne se mette en place le processus de reconstruction. Ainsi, le remodelage
osseux est la résultante de deux activités opposées : la résorption et la formation osseuse effectuées
respectivement par les ostéoclastes et les ostéoblastes. Par conséquent, tout déséquilibre de ce
processus étroitement controlé par de multiples facteurs est susceptible de retentir sur les qualités
intrinseques de I'os. De nombreuses situations physiologiques et pathologiques sont ainsi a méme de
perturber cet équilibre et il apparait dorénavant que I'exces de fer au sein de I'organisme en fasse
partie. Les désormais nombreuses études en rapport avec cette problématique ont en effet permis
de démontrer qu’un excédent de fer impactait a la fois les activités ostéoclastiques et
ostéoblastiques au sein du BRC (268). Il a ainsi été mis en évidence qu’une surcharge en fer induisait
une suractivité ostéoclastique alors que le fonctionnement ostéoblastique se retrouve quant a lui
réprimé. Ces phénomenes décrits in vivo et in vitro seraient a I'origine des baisses de DMO observées
dans I’'ensemble des pathologies de surcharges en fer (HG (173), hémoglobinopathies (174)) ainsi que
dans certaines situations physiologiques (ménopause) (191). La toxicité du fer, lorsqu’il se retrouve
en excédent est généralement attribuée a la génération d’especes réactives de I'oxygéne et les
études menées sur les ostéoclastes semblent confirmer que ce mécanisme est bien a I'origine de leur
activité de dégradation exacerbée (196,198,205). Pour autant, I'implication de ce mécanisme semble
moins évidente pour I'activité ostéoblastique et d’autres facteurs sont par conséquent susceptibles
d’étre impliqués. C'est en quéte d’identification de tels mécanismes qu’a été entreprit la réalisation
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d’une étude transcriptomique sans a priori sur une lignée ostéoblastique MG-63 exposée a une
surcharge en fer. C’'est ainsi que le gene SPNS2 a pu étre identifié comme putativement régulé par le
fer. L'importante place que tient la S1P (médiateur lipidique dont la protéine SPNS2 permet I'export)
dans le processus de différenciation ostéoblastique nous a conduits a émettre I’hypothése suivante :
I'excés de fer modifie 'homéostasie de I'axe S1P/S1PR et entraine via cette perturbation une
réduction de I'activité ostéoblastique.

Nos résultats ont montré que le fer augmentait de facon conséquente I'expression du géne
SPNS2 dans la lignée ostéoblastique MG-63. Cette induction, mise en évidence de facon dose-
dépendante, était significative pour de tres faibles ajouts de fer (2,5 uM de FAC). La répression
transcriptionnelle du géne TFRC évaluée de facon concomitante ne commengait, quant a elle, qu’a
partir de 10 uM de FAC ajouté. Ces résultats indiquent que la régulation transcriptionnelle du géene
SPNS2 induite par le fer dans notre modeéle ostéoblastique est effective pour de trés faibles
concentrations en fer, inaptes a mettre en jeu les protéines IRP. La régulation par le fer de
I'expression du géne SPNS2 n’a pas été retrouvée dans les modeles entérocytaire Caco2 et
hépatocytaire HepG2 en dépit d’'une exposition martiale adaptée. L’évaluation in vivo de cette
régulation dans le tissu hépatocytaire de deux modéles murins surchargés en fer n’a pas non plus
révélé de régulation semblable a celle observée dans la lignée MG-63. Au total, I'ensemble de ces
résultats suggerent que l'effet du fer sur la régulation transcriptionnelle du gene SPNS2 i) est
relativement spécifique du type cellulaire, ii) débute avant |’activation coordonnée du systeme
IRE/IRP, iii) est potentiellement basée sur un mécanisme cellulaire inconnu et hautement sensible a
I'action du fer.

Nos données ont également montré que le fer réduisait I'expression du géene COL1A1 pour
des niveaux d’exposition au fer induisant une forte surexpression du gene SPNS2. La baisse
d’expression de COL1A1 confirme ainsi I'impact délétere de la surcharge en fer appliquée a notre
modele mais semble a priori en contradiction avec la fonction de la protéine SPNS2 qui permet

I’export cellulaire de la S1P. En effet, il a été démontré que la S1P amplifiait la différentiation
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ostéoblastique (76,254,259-265) et induisait I'expression du gene COL1A1 (254). Nos résultats
suggerent donc que l'induction transcriptionnelle fer-dépendante de SPNS2 n’a pas de conséquence
fonctionnelle sur I'export de la S1P. De plus, il a également été mis en évidence que la S1P induisait in
vitro I'expression du géne SIPR1 (264). En conséquence, la baisse d’expression du gene S1PR1
observée en présence de fer suggére elle-aussi une diminution de I'action autocrine/paracrine de la
S1P en dépit de I'importante surexpression du géne SPNS2. Cette hypothése a été confirmée au
moyen de |I'étude fluxomique mis en place en vue d’évaluer les capacités de synthéese et d’export de
la S1P. Celle-ci a en effet objectivé une baisse persistante des concentrations extracellulaires de S1P
et ceci malgré la surexpression du géne SPNS2 préalablement induite par une exposition au fer.

Ces résultats sont cohérents avec les données obtenues via l'inhibition ciblée du géne SPNS2
réalisée par stratégie SiRNA. En effet, I'inhibition du gene SPNS2, induite en présence de fer, n’a pas
été en mesure de modifier I'expression du géne COL1A1. Pour autant, en condition normale
d’exposition au fer, I'inhibition du géne SPNS2 réduit I'expression de COL1A1. De facon plus globale,
ces résultats suggérent que I'export de S1P via la protéine SPNS2 devient inefficace en présence de
fer. Ainsi, la diminution de I'export cellulaire de la S1P, malgré la surexpression du gene SPNS2, peut
étre interprétée de deux facons : i) sa traduction serait non efficiente ou aboutirait a la synthése
d’une protéine non fonctionnelle ; ii) elle serait réactionnelle a une baisse de synthése de S1P et
induite en vue de maintenir constante les concentrations extracellulaires de ce médiateur. La mesure
des concentrations intracellulaires en S1P lors d’une exposition de notre modele ostéoblastique a un
excés de fer permettrait de tendre vers I'une ou l'autre des deux hypothéses proposées. Elle
nécessite néanmoins une mise au point importante que nous n’avons pas été en mesure de réaliser
pour le moment. L'absence de modification transcriptionnelle des enzymes-clés de la S1P (SPHK1,
SPHK2, SGPP1 et SGPL1) serait a priori en défaveur d’une modification des concentrations
intracellulaires en S1P. Néanmoins, la complexité des voies biochimiques de synthése des
sphingolipides permet d’envisager qu’une autre enzyme située en amont du métabolisme de la S1P

puisse étre impactée par le fer et ainsi modifier de maniére indirecte la synthése de S1P. Une étude
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fluxomique réalisée au moyen d’un précurseur marqué situé plus en amont de la cascade
biochimique de la S1P permettrait d’explorer cette piste. La mise en évidence chez la levure de liens
entre la toxicité du fer et le métabolisme des sphingolipides (215) est un argument important dans
cette réflexion, d’autant plus qu’il a été démontré que le fer réduisait sous certaines conditions les
concentrations intracellulaires de sphingosines et phytosphingosines a longues chaines (269). De
plus, la recherche in silico de séquences IRE réalisées par le laboratoire sur une liste de genes liés au
métabolisme des sphingolipides a révélé que les genes CERS3 et CERS6 présentaient une forte
probabilité de contenir une telle séquence dans leur partie 3’-UTR (données non publiées). Ainsi,
I’expression transcriptionnelle ces deux céramides synthases serait susceptible d’étre atténuée par
un exces de fer. Ces résultats obtenus in silico sont a confirmer in vitro ; une telle régulation serait un
argument en faveur d’un impact beaucoup plus global du fer sur la cascade biochimique des

sphingolipides.
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IX Conclusion

Nos résultats ont montré que le fer augmentait de facon importante et dose-dépendante les
niveaux d’ARNm du gene SPNS2 dans la lignée ostéoblastique humaine MG-63. De facon inattendue,
les résultats obtenus par étude fluxomique ont démontré que les concentrations extracellulaires de
S1P diminuaient de facon concomitante. L’association de ces deux observations suggere ainsi que la
régulation fer-dépendante de I'expression du géne SPNS2 est soit i) fonctionnellement inefficiente ou
ii) la résultante d’un mécanisme adaptatif. Néanmoins, malgré cette apparente contradiction, la
baisse d’efflux de la S1P semble avoir une répercussion fonctionnelle sur la cellule ostéoblastique
comme le suggére les baisses d’expression des genes COL1IA1 et SIPR1 mises en évidence. Au total,
I’ensemble des résultats obtenus semble indiquer que le fer perturbe I’axe de signalisation S1P/S1PR
dans la cellule ostéoblastique. La baisse d’efflux et donc des concentrations extracellulaires en S1P
est susceptible de modifier, au-dela des activités ostéoblastiques, un large éventail de processus
biologiques pilotés par ce médiateur au sein du BRC. Ces résultats ouvrent de nouvelles perspectives
guant a la compréhension des mécanismes mis en jeu lors des pertes osseuses associées aux

surcharges en fer.
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RESUME

Les surcharges en fer, qu’elles soient d’origine génétique ou secondaire, favorisent la baisse de densité
minérale osseuse et par conséquent I'apparition d’'une ostéoporose. Des liens entre surcharge en fer et perte
osseuse ont pu étre établis in vivo et in vitro, néanmoins les mécanismes mis en jeu, notamment sur la cellule
ostéoblastique, restent incomplétement caractérisés. Notre objectif a donc été de préciser les mécanismes
cellulaires conduisant a I’altération du phénotype et de I'activité ostéoblastique observée en présence d’un
exces de fer.

La réalisation préalable d’une étude transcriptomique sur la lignée ostéoblastique humaine MG-63
nous a permis d’identifier plusieurs genes susceptibles de voir leur niveau d’ARNm régulé par le fer. Il a été fait
I’hypothese que ces différents génes pouvaient étre impliqués dans la survenue des pertes osseuses observées
au cours des surcharges en fer. Ainsi I'expression du gene SPNS2, dont la protéine permet I'export de la
Sphingosine-1-Phosphate (S1P), a été identifiée comme potentiellement induite par un exces de fer. Les
relations entre I'expression du gene SPNS2 et un excés de fer ont ainsi été investiguées et les résultats obtenus
ont mis en évidence une augmentation fer-dépendante de ’ARNm du géne SPNS2 dans la lignée MG-63, non
retrouvée dans d’autres types cellulaires.

Cette caractérisation nous a ainsi conduits a déterminer, dans la lignée MG-63, I'impact fonctionnel
d’une exposition au fer sur I’export cellulaire de la S1P. Nous avons donc pour cela mis au point une méthode
d’étude basée sur une stratégie « fluxomique » nous permettant d’évaluer I'efflux de la S1P au moyen d’un
outil de spectrométrie de masse. Nos résultats objectivent une diminution des capacités de synthese et
d’export de la S1P en présence de fer et ceci malgré la surexpression du géne SPNS2. La diminution
concomitante de I'expression du récepteur S1PR1 et du géne COL1A1 codant pour la chaine a du collagéne de
type | suggére un impact fonctionnel de la baisse de concentration en S1P extracellulaire sur la cellule MG-63.

La mise en évidence, dans un modele ostéoblastique, d’une altération fer-dépendante de I'axe de
signalisation S1P/S1PR ouvre de nouvelles perspectives quant a la compréhension des mécanismes mis en jeu
lors des pertes osseuses associées aux surcharges en fer.

Mots-clés : ostéoblaste, ostéoporose, fer, hémochromatose, sphingosine-1-phosphate, SPNS2

ABSTRACT

Osteoporosis may complicate genetic or secondary iron overload as reported in clinical and animal studies.
However, the mechanisms leading to disrupted bone homeostasis are still to be fully elucidated. In vitro, iron
exposure of both osteoblast and osteoclast cell models induces phenotypic and functional impairment, but the
molecular mechanisms of iron excess on bone cell physiology are not well characterized, particularly in
osteoblast. Our objective was to study the impact of iron overload on osteoblast biology and characterize the
molecular mechanisms involved.

Transcriptomic analysis previously performed by our group on MG-63 osteoblast-like cell-line to identify
iron-modulated genes revealed that expression of SPNS2 gene, which encodes a transporter for the signaling
lipid sphingosine 1-phosphate (S1P), is potentially induced by iron. The purpose of this work was to
characterize the SPNS2 iron-related regulation and analyze its potential impact on S1P efflux and the S1P/S1PR
signaling pathway in MG-63 cells.

Our findings showed that iron exposure induces a dose-dependent increase of SPNS2 mRNA levels in MG-
63 osteoblast-like cells that was not observed in hepatocyte and enterocyte cell models. We then performed a
fluxomic assay on MG-63 cells to investigate iron potential impact on S1P efflux. Unexpectedly, our data
showed that extracellular S1P levels were decreased in presence of iron excess and its associated SPNS2
upregulation. Furthermore, based on the observed iron associated SIPR1 and COL1A1 decrease, the defect in
S1P export system seems to have functional consequence on MG-63 cells. These results suggest that iron may
affect osteoblast S1P/SPR signaling and potentially alter a wide range of bone processes, thus participating in
bone impairment in situations of chronic iron overload. These data open a new door for the understanding of
mechanisms involved in iron-induced osteoporosis.

Key words: osteoblast, osteoporosis, iron, hemochromatosis, sphingosine-1-phosphate, SPNS2



