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RESUME
Introduction: Dans 1’0s, la molécule d’adhésion intercellulaire (ICAM) -1 permet
Iinteraction entre I’ostéoblaste (Ob) et le pré-ostéoclaste (pré-Oc). Cette interaction de
haute affinit¢ permet la stabilisation des 2 types cellulaires, favorisant ainsi
Iostéoclastogénése par la facilitation de la présentation du récepteur activator NF kb
(RANK) sur le pré-Oc et de son ligand (RANKL) sur 1’0Ob. Aucune autre fonction n’est
décrite pour ICAM-1 dans 1’0s, pas plus que pour sa forme circulante ICAM soluble
(sICAM). Par contre, I’engagement de ICAM-1 méne & la production de médiateurs de
différenciation des Oc (ODF). Notre hypothése est donc que ICAM-1, en plus de
stabiliser le couple Ob/pré-Oc, favorise directement la différenciation des Oc par la
production d’ODF. Aussi, nous voulons étudier le réle de sSICAM dans le métabolisme
des Oc.
Objectifs: 1) Décrire le phénotype ICAM-1 i la surface des Ob dans 1’ostéoarthrose
(OA), l'ostéoporose (OP) et chez des individus sains. 2) Relier le profil de sICAM
sérique avec la densité osseuse. 3) Démontrer que ICAM-1 et SICAM exercent un role
actif dans ’ostéoclastogénése.
Méthodes : Les spécimens osseux proviennent de patients OA, OP ou de donneurs
d’organes sains (normaux) récupérés lors de chirurgies ou autopsies. Les monocytes
proviennent du sang de donneurs sains. Les cultures d’Ob furent réalisées dans des
conditions habituelles. L’expression membranaire de ICAM-1 fut évaluée par
immunohistochimie. La concentration sérique de sSICAM et de tartrate resistant acid
phosphatase (TRAP) 5b fut évaluée par ELISA chez 111 patientes OP chez qui une

densitométrie osseuse avait été préalablement faite. La différenciation ainsi que la
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fonction des Oc en mono/co-culture furent évaluées en dosant TRAP 5b et en mesurant
I’aire de résorption osseuse en culture respectivement. La production de ODF par les Ob
et les pré-Oc suite a la stimulation avec SICAM ou ICAM-1 fut évalué par RT-PCR.
Résultats : L’étude de I’expression de ICAM-1 a révélé une expression moyenne de
ICAM-1 plus élevée chez I’Ob ostéoporotique que chez les normaux (p<0.02). La
concentration sérique de sICAM était supérieure chez les patients OP non traités
comparés aux normaux (p<0.01) alors qu’elle se normalisait chez les OP traités avec
biphosphonates. Le profil sérique de SICAM était relié a celui de TRAP 5b. L’effet de
ICAM-1 et de sICAM sur la différenciation et la fonction des Oc a révélé que sICAM
augmentait de facon significative la résorption osseuse sans toutefois affecter leur
différenciation. Par contre, ’engagement de ICAM-1 augmente 1’expression de RANKL
par I’Ob. De plus, sSICAM favorise la survie des pré-Oc contrairement 4 ICAM-1, qui
diminue la survie des Ob.

Conclusion : Cette étude démontre que I’expression de ICAM-1 ainsi que Ia
concentration de sICAM sérique sont supérieures dans I’OP et semble refléter I’activité
des Oc. Par ailleurs, nous décrivons pour la premiére fois une augmentation de
I’expression de RANKL suite a I’engagement de ICAM-1 ainsi qu’une augmentation de
la résorption osseuse suite & la présence de SICAM. Nous croyons donc que ICAM-1 et
sICAM sont des joueurs clés dans la biologie des Oc ce qui pourrait faire d’eux des cibles

thérapeutiques potentielles dans les maladies Oc-dépendantes.

Mots-clés : ICAM-1, ostéoclaste, ostéoblaste, métabolisme osseux, ostéoclastogénése
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ABSTRACT

Introduction: In the context of osteoclastogenesis, intercellular adhesion molecule
(ICAM) -1 is believe to provide a high affinity adhesion between the osteoblast (Ob) and
the osteoclast (Oc) precursor thereby facilitating the interaction between receptor
activator nuclear kB ligand (RANKL) and its receptor RANK. Further, it has been
reported that ICAM-1 cross-linking in various cell type leads to an increase production of
mediators also known to be involved in Oc formation. ICAM-1 is also found as a soluble
protein. However, there is no known role currently described for SICAM in bone
metabolism. Therefore, our working hypothesis is that ICAM-1 contributes to Oc
formation by providing a high affinity adhesion between the Ob and the pre-Oc, as
previously described, but also by stimulating the production of Oc differenciation factors.
We also want to evaluate the potential actions of sSICAM in osteoclastogenesis.
Objectives: 1) To describe the pattern of expression of intercellular adhesion molecule-1
(ICAM-1) at the surface of human osteoblasts recovered from normal (control),
osteoporotic (OP), and osteoarthritic (OA) bone. 2) To relate circulating sICAM
concentration to TRAP 5b activity and bone mass. 3) To describe an active role for both
sICAM and ICAM-1 in osteoclastogenesis.

Materials and methods: Bone specimens were taken from patients suffering from OA,
OP or from healthy organ donors. Peripheral blood monocytes were isolated from blood
of healthy donors. Bone explants and monocytes were cultured using standard methods.
ICAM-1 expression was evaluated using immunohistochemistry while sSICAM and TRAP
5b concentration were determined by ELISA. Oc formation and function were assesed by

the dosage of TRAP 5b and the presence of resorption pit in bone slice culture.
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Results: Average ICAM-1 expression was different between control and OP bone
(p<0.02) while sICAM concentration was greater in non treated OP patients and
paralleled that of TRAP 5b. sICAM significantly increased resorption area in culture
whithout affecting the formation of Oc. On the other hand, ICAM-1 cross-linking
resulted in an increase in RANKL expression. Further, SICAM increased pre-Oc survival
as opposed to ICAM-1, who decreased Ob survival in vitro.

Conclusion: The results show that ICAM-1 expression in human bone and in the blood
seem to be related to Oc activity and bone turnover. Further, we describe for the first an
increased in RANKL expression related to ICAM-1 engagement and an increase in Oc
activity in the presence of SICAM. We believe that ICAM-1 and sICAM are active, key
regulators of osteoclastogenesis. The results of the present study could potentially lead to

the generation of a new class of therapeutic targets.

Key words : ICAM-1, osteoclast, osteoblast, bone metabolism, osteoclastogenesis
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CHAPITRE 1 INTRODUCTION

Le squelette humain, composé de plus de 200 os, est un tissu dynamique en
perpétuel remaniement ou la formation et la résorption osseuse sont étroitement régulées
par divers mécanismes centraux et locaux. L’os est également un réservoir de minéraux,
ou I’absorption, I’excrétion et les échanges de minéraux entre le sang et 1’0s sont aussi
soumis & ce contréle étroit. En plus de permettre la mobilité, I’os a un réle de soutien et

de protection pour divers organes et est un centre hématopoiétique.

Le maintien d’un squelette osseux en santé dépend de I’équilibre entre la
formation et la résorption osseuse. Toutes anomalies dans ce processus ménent & des
pathologies du squelette. Au niveau cellulaire, le cycle de remodelage osseux comprend
la résorption osseuse, qui est secondaire a Paction des ostéoclastes (Oc) d’origine
hématopoiétique. Il comprend aussi la formation de I’os, soit le dép6t de matrice par les
ostéoblastes (Ob) d’origine mésenchymateuse, matrice qui devient par la suite
minéralisée. Outre des mécanismes de contrdle centraux et locaux, diverses interactions
entre les cellules osseuses sont nécessaires pour la formation et le maintien de la masse
osseuse. Par exemple dans I’embryon, le développement de 1’0s nécessite des contacts
cellulaires qui régulent la migration, ’agrégation et la condensation des progéniteurs
osseux. Essentiels chez le feetus, les contacts cellule-cellule entre Ob, ostéocytes, Oc et
cellules souches de la cavité médullaire régissent aussi a plusieurs niveaux le remodelage

osseux de I’enfant et de ’adulte.
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Les molécules d’adhésion cellulaire jouent donc un rdle primordial dans le
métabolisme osseux en permettant non seulement ce contact cellule-cellule essentiel a la
régulation de la masse osseuse, mais aussi le contact cellule-matrice. Ces molécules
agissent en quelque sorte comme une « colle » entre les cellules ou la matrice, mais
peuvent aussi réguler les fonctions cellulaires par la transmission de signaux
intracellulaires. Par exemple, la formation osseuse est en partie dépendante de
I’engagement des intégrines, présentes a la surface des Ob, avec la matrice environnante.
La liaison de la matrice a la sous-unité B; des intégrines induit chez I’Ob prolifération,
différenciation et synthése de matrice via [’activation de tyrosine kinase telle que la
« focal adhesion kinase » (FAK) [1]. De méme, la présence de molécules d’adhésion
intercellulaire (ICAM) -1 a la surface des Ob peut déterminer une fonction cellulaire
particuliere. En effet, les Ob au phénotype ICAM-1" ont tendance & proliférer et a
synthétiser la matrice osseuse, tandis que les Ob ICAM-1" sont plus susceptibles a

I’apoptose et permettent également 1’intéraction avec les Oc [2].

L’adhésion cellulaire est donc aussi primordiale pour la formation et ’activité des
Oc. Le " receptor activator of nuclear factor kB ligand" (RANKL) présent sur la surface
des Ob se lie au récepteur RANK sur la surface des pré-Oc et méne a la maturation et
I’activation de ces derniers, une étape essentielle dans 1’ostéoclastogénése [2, 3]. Cette
interaction entre RANKL/RANK permet la transmission d’un signal intracellulaire
activant la différenciation du pré-Oc en Oc. Par contre, pour que RANKL soit présenté de

fagon efficace a RANK, une adhésion cellulaire de haute affinité est requise entre le pré-
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Oc et ’Ob pour générer le signal intracellulaire [1]. Cette adhésion de haute affinité est

conférée au moins en partie par ICAM-1.

Depuis le premier article rapportant I’implication de ICAM-1 dans le recrutement
des Oc en 1993, trés peu d’études ont rapporté le role de cette molécule dans la
physiologie osseuse. Le groupe de Kurachi et al en 1993 a été le premier & démontrer une
réduction de la formation et de la fonction des Oc suite a I’addition d’anticorps dirigés
contre ICAM-1 et son contre-récepteur, « leucocyte function antigen » (LFA) -1 dans un
modele de co-culture de cellules stromales et de rate provenant de la souris [4]. Quelques
années plus tard, le groupe de Tanaka et al démontrait I’expression de ICAM-1 i la
surface des Ob humains obtenus chez des patients OA. Ils décrivérent aussi que
Pengagement de ICAM-1 sur les Ob induisait la production de I’interleukine (IL) -6 et
IL-1B. Ils conclurent & la transmission d’un signal intracellulaire suivant I’interaction
ICAM-1/LFA-1 menant a la production par ’Ob de cytokines impliquées dans la

résorption osseuse [5].

Ce méme groupe démontra aussi que les Ob pouvaient étre séparés en deux
groupes selon leur phénotype ICAM-1. Le sous groupe Ob ICAM-1" était caractérisé par
une forte adhésion aux pré-Oc ainsi qu’une production supérieure de facteur de
différenciation des Oc (ODF) comparativement aux Ob ICAM-1". De plus, les Ob
ICAM-1" pouvait soutenir la formation des Oc, une propriété qui n’était pas partagée par
le sous groupe ICAM-1". Ils réussirent & mettre en évidence cette propriété en ajoutant

des anticorps dirigés contre ICAM-1 en co-culture Ob/pré-Oc avec comme résultante une



inhibition de la formation des Oc. Cette découverte leur permis de conclure a
Pimportance d’une affinit¢é de haute adhésion entre 1’Ob et le pré-Oc de fagon a

maximiser I’effet de ’axe RANKL/RANK durant la maturation des Oc [6].

Finalement, le groupe de Kavanaugh et al, conscient de I’importance potentielle
de I’axe ICAM-1/LFA-1 dans les pathologies inflammatoires et osseuses, ciblérent cet
axe chez I’humain atteint d’arthrite rhumatoide & ’aide d’anticorps spécifiques murins.
Des résultats positifs sur les symptomes et ’activité osseuse de la maladie furent notés.
Par contre, I’administration d’une seconde dose du médicament fut associée a des
réactions allergiques qui justifiérent la discontinuation de I’utilisation de cet anticorps

murin chez I’humain [219-221].

Toutes ces études ont démontré 1’importance de 1’axe ICAM-1/LFA-1 dans la
formation des Oc ainsi que le potentiel du ciblage thérapeutique potentiel de ICAM-1
et/ou de LFA-1. A ce jour, aucune autre fonction que la stabilisation de 1’Ob et du pré-Oc
facilitant ainsi la présentation de RANK/RANKL n’a été avancée pour ICAM-1 dans le
processus d’ostéoclastogénese. Bien que plusieurs études aient rapporté des anomalies
d’expression de ICAM-1 dans plusieurs types de pathologies squelettiques et extra-
squelettiques, ces études demeurent malheureusement toutes de nature descriptive. Il en
est de méme pour la forme soluble de ICAM (sICAM), dont la présence locale et/ou
systémique fut démontrée comme étant anormale dans une multitude de maladies, bien

qu’aucun réle pathophysiologique ne puisse étre mis en évidence pour cette molécule.
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Devant le manque de données dans la littérature face aux propriétés possibles de
cette molécule dans le métabolisme osseux, nous avons tenté, dans cet ouvrage, de
clarifier le role joué¢ par ICAM-1 et SICAM dans la formation et I’activité des Oc. Plus
particulierement, nous voulions démontrer que ICAM-1 n’agissait pas simplement
comme ancrage cellulaire permettant I’interaction de RANKL avec RANK, mais qu’il
pouvait bien favoriser activement la formation des Oc soit par le biais du contrdle de la
production de facteurs pro-ostéoclastogéniques, soit par un mécanisme jusqu’ici non
encore décrit. De plus, le réle de SICAM dans I’os restant incompris, nous voulions aussi
étudier si cette molécule exergait une action particuliére dans le processus de

différenciation et/ou de fonction des Oc.

Tout d’abord, nous avons posé la question suivante : « Si ICAM-1 est impliqué
dans le processus de formation/activation des Oc, son expression membranaire devrait
étre plus importante chez les patients atteints de pathologies avec remodelage osseux
accru ». Pour ce faire, nous avons étudié I’expression de ICAM-1 a la surface des Ob
provenant de différentes pathologies. Suite aux articles ayant décrit que seuls les Ob
ICAM-1" pouvaient favoriser la différenciation des Oc, nous avons posé I’hypothése que
I’expression de ICAM-1 devrait étre plus importante a la surface des Ob provenant de
pathologies Oc-dépendantes comparés aux Ob provenant de 1’os de patients sains. Nous
avons donc é€tudié D’expression de ICAM-1 a la surface des Ob normaux,
ostéoarthrosiques (OA) et ostéoporotiques (OP) obtenus chez I’humain lors de chirurgie
ou chez des donneurs d’organes sains. Démontrer un phénotype ICAM-1" 4 la surface des

Ob qui pouvait étre relié aux pathologies Oc-dépendantes pouvait non seulement
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suggérer I’importance de ICAM-1 dans un contexte de différenciation des Oc, mais aussi

en faire une cible thérapeutique potentielle dans le traitement de ces maladies.

Dans un second temps, puisqu’il est décrit que la présence de sSICAM dans le
milieu extracellulaire est proportionnelle & I’expression membranaire de ICAM-1 et grice
a nos résultats préliminaires in vitro, nous nous sommes demandés si une expression
accrue de ICAM-1 dans I’os pouvait se traduire in vivo par une augmentation de la
concentration sérique de SICAM. Et comme ICAM-1 était surexprimé dans 1’os de
patients OP, nous voulions étudier la capacité de sSICAM de devenir un marqueur du

turnover osseux dans cette maladie.

La seconde portion de I’expérience visait donc a déterminer si la présence de
sICAM dans le sang pouvait étre reliée a I’activité des Oc chez I’humain. Notre
hypothese de recherche était que la concentration sérique de SICAM provenait au moins
en partie de 1’os et qu’elle pouvait étre affectée par 1’activité des Oc. Utiliser une
pathologie osseuse systémique comme I’OP avait plusieurs avantages, le plus important
étant de pouvoir suivre I’activité de la maladie 4 I’aide de la densité osseuse. Nous
pouvions aussi obtenir un contrdle sérique en dosant ’enzyme tartrate resistant acid
phosphatase (TRAP) 5b, qui refléte I’activité des Oc, mais aussi suivre ’effet du
traitement par les biphosphonates, un inhibiteur des Oc utilisé pour le traitement de 1’OP.
Pour ce faire, nous avons dos¢ les concentrations sériques de SICAM et de TRAP 5b chez
111 femmes ménopausées suivies en clinique d’OP. Les sujets étaient ensuite séparés en

4 groupes selon la valeur de la densité osseuse, soit normaux, ostéopéniques et OP traité
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ou non par biphosphonates (Fosamax). Les valeurs sériques pouvaient alors étre
comparees selon les groupes et étre reliées a ’activité des Oc par le biais de la densité

oSsseusc.

Ces deux premiéres études voulaient établir I’importance de sICAM et de ICAM-
1 dans les pathologies osseuses pour s’assurer de la pertinence de pousser plus loin
Pétude de cette molécule d’adhésion dans un contexte physiologique
d’ostéoclastogénese. Les résultats positifs de ces deux premiéres expériences, comme
J’en ferai état plus loin, justifiaient I’étude de I’implication de SICAM et de ICAM-1 dans

le recrutement et la fonction des Oc au niveau cellulaire.

Jusqu’ici, les études portant sur le réle de ICAM-1 dans I’activité des Oc avaient
€té conduites en co-culture. Dans le but d’isoler ’effet de SICAM et de ICAM-1 dans le
processus d’ostéoclastogénese sans avoir a tenir compte des variables inhérentes a un
systeme pluricellulaire, nous avons utilisé séparément Ob et monocytes. L’idée était de
créer un systéme monocellulaire dans lequel SICAM mimerait ’effet de ICAM-1 sur les
pre-Oc, tandis que I’utilisation d’anticorps monoclonaux dirigés contre ICAM-1 mimerait
I’effet d’un engagement de ICAM-1 membranaire & la surface des Ob. De cette facon,
nous pouvions plus facilement déceler les changements spécifiques potentiels dans

chaque type cellulaire aprés co-incubation avec soit SICAM ou ICAM-1.

Nous avons donc prélevé des monocytes humains dans le sang de donneurs sains

et les avons placés en culture. Nous avons fait de méme avec les Ob humains. Apreés co-
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incubation avec différents médiateurs, la formation d’ARN messager codant pour les
ODF tels que RANK, RANKL, osteoprotegerin (OPG), IL-1 et IL-6 fut vérifiée dans les
2 types cellulaires. Puisqu’il a déja été décrit qu’en co-culture que les Ob ICAM-1"
produisait plus de ODF, cette partie voulait déterminer si I’engagement de ICAM-1 sur

’Ob ou de LFA-1 sur le pré-Oc pouvait induire directement 1’expression d’ODF.

Nous voulions ensuite déterminer si SICAM exergait un effet sur la différenciation
et la fonction des Oc. En utilisant toujours un systéme unicellulaire, nous avons stimulé
les monocytes humains avec SICAM en espérant mimer la liaison ICAM-1/LFA-1
normalement retrouvé en co-culture. Nous avons alors déterminé ’effet de SICAM sur la
différenciation des Oc en dosant TRAP 5b dans le surnageant, un enzyme qui refléte
spécifiquement la présence d’Oc dans le milieu de culture. L’activité des Oc fut quant a
elle vérifiée en évaluant la surface de résorption osseuse grice a des cultures sur feuilles
d’os. Pour s’assurer que sSICAM produisait un effet similaire en co-culture, un systéme de
culture plus représentatif de ce qu’on retrouve in vivo, nous avons répété les mémes
expériences en utilisant en co-culture a la fois Ob et monocytes. Encore une fois, les
résultats obtenus dans cette partie de 1’expérience nous ont forcés a pousser plus loin le
projet pour tenter de mieux cerner I’effet de cette molécule dans les processus de

formation et de fonction des Oc.

Puisque plusieurs rapports dans la littérature suggérent que sICAM et ICAM-1
jouent un réle dans I’initiation ou I’inhibition de la cascade apoptotique, nous avons

étudié I’effet de la présence de SICAM et de ICAM-1 sur ’apoptose dans un contexte de
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résorption osseuse. Nous avons donc ici vérifié si ’effet de ICAM-1 et de sSICAM
observé dans I’activité des Oc pouvait étre expliqué par une protection ou une propension
contre ’apoptose. L’effet individuel de sSICAM sur la cascade apoptotique chez les pré-
Oc ainsi que I’effet de la liaison d’anticorps dirigés contre ICAM-1 a la surface des Ob
sur cette méme cascade a été étudié. L’expression de la caspase-3 fut évaluée dans ces
deux types cellulaires a la suite de la co-incubation de médiateurs pro-apoptotiques et de
sICAM ou de anti-ICAM-1. Cette section est couverte plus briévement et seuls des
résultats préliminaires y seront présentés puisque cette nouvelle avenue de recherche
constitue la base de mon programme de recherche proposé en tant que chercheur

autonome.

Les résultats obtenus de ces diverses expériences nous permettront donc de
clarifier le réle de ICAM-1 dans 1’activité des Oc et d’établir le role de sSICAM dans le
métabolisme osseux. Une meilleure compréhension de la physiologie de 1’axe ICAM-
1/sSICAM/LFA-1 dans I’os devrait ouvrir la porte au ciblage thérapeutique potentiel de cet
axe dans les pathologies osseuses Oc-dépendantes telles que 1’OP et les cancers osseux

primaires et/ou secondaires.

Cette thése est rédigée a ’aide d’articles qui sont deja publiés ou sont soumis pour
publication dans des journaux scientifiques. Pour mieux comprendre 1’étendue des
connaissances actuelles sur I’ostéoclastogénése, le chapitre qui suit fera un survol de la
littérature en insistant particuliérement sur la régulation du métabolisme osseux, la

différenciation des OC, ICAM-1, sICAM et I’apoptose. Une partie de ce chapitre a été
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écrit avec I’aide d’un premier manuscript déja publié dans le journal « Expert Opinion in
Biological Therapy, 5 (3) : 313-320; 2005» et dont je suis le premier auteur. Ce manuscrit
a été€ divisé pour les besoins de la rédaction mais est joint dans sa version originale dans
la section résultats (article 4) puisqu’elle met en contexte les données obtenues grice aux
trois premiers articles. Ce méme article a aussi servi a la rédaction de la section cing
(discussion, conclusions et perspectives futures). Le chapitre trois quant a lui présentera
la méthodologie utilisée pour réaliser les diverses expériences. Les résultats seront
présentés sous forme de quatre articles scientifiques au chapitre quatre, en plus de
résultats préliminaires sur I’apoptose, résultats qui ouvriront la porte sur la discussion et
les perspectives futures de cet axe de recherche. Le premier article, intitulé “Expression
of ICAM-1 by osteoblasts in healthy individuals and in patients suffering from
osteoarthritis and osteoporosis” est déja publié dans le journal « Bone, 35: 463-470;
2004 ». Le second, intitulé “sICAM serum levels are increased in osteoporotic patients”
sera soumis sous peu au journal “Climacteric”. Le dernier article intitulé “sICAM
increases osteoclast activity in vitro” sera soumis au “Journal of Bone and Mineral
Research”. Au chapitre cing, on retrouvera une discussion générale ainsi que les
conclusions, tandis que les perspectives futures dans ce champ de recherche seront

présentées au chapitre 6.
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CHAPITRE 2 ETAT DES CONNAISSANCES

Ce chapitre se veut un résumé des connaissances actuelles portant sur le
métabolisme osseux, ICAM-1, sSICAM et ’ostéoclastogénése. Dans un premier temps, les
processus généraux de formation de I’os et de régulation du métabolisme osseux seront
couverts, en portant une attention particuliére a la formation et la fonction des Oc.
Ensuite, les propriétés inhérentes & ICAM-1 et sICAM dans l’organisme seront
rapportees, ainsi que leurs roles respectifs dans la physiopathologie osseuse. Finalement,
je résumerai I’association décrite entre ICAM-1, sSICAM et les mécanismes régulateurs de

’apoptose.

2.1 Ostéogénése

Au cours du développement 1’0s peut étre formé de 2 facons : 1) par ossification
intramembraneuse pour les os plats (crine, face et clavicule), ainsi que 2) par ossification
enchondrale (os longs et squelette appendiculaire). Ces 2 types d’os, quoique
macroscopiquement similaires présentent des différences de régulation comme en fait foi
’absence d’OP de type II (sénile) dans les os plats. De plus, alors que P’ossification
intramembraneuse se produit suite a la condensation de cellules mésenchymateuses
(MSC) sans intermédiaires cartilagineux, 1’ossification enchondrale quant a elle, inclut
une phase cartilagineuse dont la formation est étroitement régulée. Dans les pages qui
suivent, je décrirai dans un premier temps l’arrangement macroscopique de I’0s en
formation, pour ensuite insister sur les facteurs de croissance osseuse et sur leurs effets au

niveau cellulaire.
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2.1.1 L’os macroscopique en formation

Dans I’ossification enchondrale, les molécules d’adhésion cellulaire permettent
aux MSC de former un amas de cellules indifférenciées qui sécrétent la matrice
cartilagineuse et/ou forment des chondrocytes [7]. La matrice se minéralise
progressivement et avec [|’apparition de bourgeons vasculaires, les cellules
ostéoprogénitrices apparaissent. Le développement des Oc permet ensuite la digestion de

la matrice et son remplacement par 1’o0s, sous la gouverne des Ob.

Dans I’embryon, ’amas de MSC est généralement présent 4 6 semaines et
P’angiogénése permet ensuite la formation du centre d’ossification primaire a 8 semaines.
Le modele cartilagineux croit en longueur et en diamétre, et la cavité médullaire se forme
par résorption de la portion centrale. Cette cavité devient vite peuplée de cellules
my¢éloides (précurseurs) amenées par les capillaires médullaires. Parallélement, les
centres d’ossification secondaires se forment aux extrémités (plaque de croissance),
responsables de la croissance des os immatures. La plaque de croissance est composée
de 3 zones (réserve, prolifération et hypertrophique) chacune reflétant un degré de
différenciation différent des chondrocytes ainsi qu’une composition différente de la
matrice. Dans la zone de réserve, on trouve les chondrocytes germinaux qui, entre autre
chose, sécrétent un facteur crucial non identifié pour D’orientation cellulaire et la
croissance unidirectionnelle [8]. Dans la zone de prolifération, les chondrocytes sécrétent
une abondance de collageéne (type II, IX et XI) et des protéoglycanes. Les chondrocytes
s’alignent en colonnes et entrent alors dans un cycle de division actif. Sous 1’effet d’un

stimulus indéterminé ou d’un nombre préprogrammé de division, les chondrocytes se
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différencient et s’hypertrophient pour former la zone hypertrophique, ot les chondrocytes
produisent le collagene de type X [9, 10]. Le chondrocyte hypertrophique est la cellule
régulatrice de la minéralisation et de I’angiogénése. Elle posséde des vésicules riches en
calcium et métalloprotéases (MMP), ce qui permet la minéralisation de la matrice [11].
Elle attire aussi le chondroclaste, cellule responsable de la digestion de la matrice, et
assure la différenciation des Ob produisant la matrice osseuse, qui coincide avec la mort
apoptotique du chondrocyte hypertrophique [12]. La structure osseuse s’allonge donc
longitudinalement dans ce cycle répétitif de prolifération et production de matrice,

hypertrophie et mort des chondrocytes.

La matrice qui baigne les chondrocytes est quant a elle composée essentiellement
de collagene et de protéoglycanes. La portion de collagéne permet de séquestrer les
facteurs nécessaires a la croissance et la différenciation cellulaire, mais aussi a
I’arrangement des cellules de fagon ordonnée grice a la présence & la surface des
chondrocytes d’intégrines qui assurent un lien avec la matrice [13]. Les protéoglycanes
permettent quant a eux le "cross-link" des fibres de collagéne entre-elles tandis que les
MMP sont responsables du remodelage de la matrice et jouent un réle dans I’angiogénése

[14, 15].

2.1.2 Mécanismes de contréle central de la formation osseuse
Une partie des mécanismes de régulation de la formation osseuse est sous contrdle
hormonal. En effet, on assiste 4 3 phases de croissances distinctes de la naissance a la

maturité. La premiére phase correspond a la croissance rapide de 0 a 3 ans, qui est suivi
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d’un ralentissement graduel de cette croissance menant a la derniére phase, soit le pic de
croissance pubertaire et la fermeture subséquente des physes [16]. Les hormones
principales impliquées dans la croissance sont I’hormone de croissance (GH), le « insulin
growth factor » (IGF) -1, les glucocorticoides (GC), les hormones thyroidiennes (T3 et

Ty) et les hormones sexuelles (androgénes et oestrogénes).

Chez I’embryon et jusqu’a la naissance, IGF-1 et IGF-2 semblent étre les
médiateurs hormonaux principaux, bien que leur mode d’action soit toujours obscur. En
effet, I’absence de ces 2 facteurs chez I’embryon conduit a un rejeton de petite taille, ce
qui n’est pas le cas pour la GH [17]. Par contre, aprés la naissance, I’absence de GH
méne a un enfant de petite taille alors que 1’absence de IGF-1 4 moins d’effet sur la taille
résiduelle. La GH agit sur la croissance soit directement ou par 1’action de IGF-1. GH
affecte les chondrocytes de la zone de réserve et est responsable de la production locale
de IGF-1 qui stimule a son tour la prolifération et ’expansion clonale des chondrocytes
de fagon auto/paracrine [18]. Bien que la localisation et ’action exacte de IGF-1 soient
controversees, les études humaines sur le nanisme tendent & démontrer un rdle important

pour ce facteur.

Un autre axe hormonal impliqué dans la croissance est ’axe thyroidien par
I’entremise de T3 et de T4 En effet, alors que I’hypothyroidie congénitale méne a un
retard important de la croissance, ’hyperthyroidie cause initialement une croissance
accélérée mais aussi une fermeture précoce des physes, ce qui a comme effet résiduel

d’engendrer une personne de petite taille [19, 20]. Les cibles des hormones thyroidiennes
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sont multiples : augmentation de la GH, effet direct sur les cellules de la zone de réserve
menant a la prolifération cellulaire (démontré par la présence du récepteur de T3 A la
surface cellulaire), augmentation de la production de collagéne II et X par la T4 et
modulation de la formation vasculaire [21-24]. Que son effet soit secondaire a la
modulation de GH/IGF-1 ou directement sur la cellule, il n’en demeure pas moins que les

hormones thyroidiennes jouent un réle important dans la croissance.

La présence des GC affecte aussi affectent la physe en favorisant 1’arrét de la
croissance. Il a été démontré qu’un traitement a haute dose de dexaméthasone, un GC,
inhibe la croissance [25]. Puisque la présence du récepteur de GC a été démontrée sur les
chondrocytes de la zone proliférative et hypertrophique [26], il en a été déduit que les GC
ont un effet négatif sur la croissance en favorisant I’apoptose dans la zone hypertrophique
tout en modifiant I’activité des axes GH/IGF (au niveau hypophysaire et dans la plaque

de croissance pré et post-transcriptionnel) et thyroidien [27, 28].

Les hormones sexuelles telles que I’androgéne et 1’cestrogéne influencent aussi la
croissance, particuliérement dans la période pubertaire. En effet, principalement chez la
femme mais aussi chez I’homme, les niveaux faibles d’cestrogéne pré-pubertaire
permettent un pic de croissance suivi de la fermeture de la plaque de croissance
coincidant avec I’augmentation du taux d’cestrogéne [29]. L’effet inhibiteur de cette
hormone sexuelle sur la plaque de croissance se veut principalement direct, comme en
témoigne la présence de récepteurs cestrogéne & la surface des chondrocytes [30]. Les

androgénes, eux, ont un effet positif sur la croissance, bien que leur effet soit moindre
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comparé aux oestrogénes. D’ailleurs tout comme les oetrogénes, des récepteurs

androgeénes sont présents a la surface des chondrocytes de la zone hypertrophiques [31].

Malgré [I’identification de nombreux facteurs hormonaux interagissant
directement et indirectement sur la croissance, la complexité du mécanisme d’ossification
enchondral fait que les actions individuelles de ces médiateurs sur les chondrocytes ne
sont pas complétement élucidées. De plus, une multitude de facteurs locaux sont déja
identifi€s ayant tous leur effet propre sur les différentes zones de la plaque de croissance

rendant difficile I’évaluation de 1’effet isolé de chaque médiateur sur la croissance.

2.1.3 Mécanismes de contréle locaux de la formation osseuse

Plusieurs facteurs agissent localement sur les chondrocytes de la plaque de
croissance dans le processus d’ossification enchondrale. Ces facteurs sont le « Indian
hedgehog » (Ihh), le « parathyroid hormone related protein » (PTHrP), la famille des
« fibroblast growth factor » (FGF) et des « bone morphogenic protein » (BMP). Thh est
un médiateur important dans le processus puisqu’il contrdle les étapes de prolifération, de
différenciation en chondrocytes préhypertrophiques et permet la maturation des Ob dans
la zone d’ossification adjacente & la plaque. L’action de Thh sur les chondrocytes se fait
par la liaison au récepteur Ptc-1, ce qui se traduit en I’activation de la protéine
membranaire Smo menant a ’expression des génes de prolifération cellulaire. Ce
meécanisme est d’ailleurs confirmé par une anomalie d’ossification des os longs chez les
souris Ihh™" [32]. Une partie de I’action de Thh est aussi médiée par PTHrP, qui permet de

garder les chondrocytes dans la phase proliférative, retardant ainsi leur passage en phase
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hypertrophique [33]. Cette régulation commune de la plaque de croissance permet aussi
I’arrangement columnaire des chondrocytes et la démarcation entre les 3 zones dans la
plaque [34]. Ihh joue également un réle primordial dans 1’ossification juxta épiphysaire
en régulant la formation des Ob périchondraux. De fagon intéressante, ce contrfle
d’ossification par lhh n’a lieu qu’autour des chondrocytes hypertrophiés. En effet,
P’implantation de chondrocytes hypertrophiés dans divers endroits sur I’os animal méne a

une ossification uniquement dans les zones ou les chondrocytes ont été réimplantés [34].

Un autre médiateur local important est de la famille des FGF, qui ont un effet
d’inhibition de la prolifération cellulaire dans la plaque de croissance favorisant la
différenciation terminale des chondrocytes hypertrophiques, effet possiblement médié en
partie par la suppression de Thh [35]. Les médiateurs intermédiaires dans cette cascade
sont toutefois toujours inconnus mais FGF-18 et FGFR3 semblent impliqués. Finalement,
la famille des BMP participe aussi & la régulation de la plaque de croissance et du
développement des membres a de multiples niveaux. Leur implication est démontrée dans
la condensation des MSC par I’entremise de BMPRI1B et de BMP-5, alors que la
présence de BMP-2, -3, -4, -5 et -7 est retrouvée dans les cellules périchondriales [36,
37]. BMP2 est aussi produite par les chondrocytes hypertrophiques et retarde leur
différenciation terminale. La signalisation induite par la famille BMP accroit les niveaux

de Thh et donc aussi la prolifération cellulaire de fagon indirecte, s’opposant du méme

coup a I’axe FGF [35].
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2.1.4 Mécanismes de contréle intracellulaire de la formation osseuse

Au niveau intracellulaire, 2 facteurs de transcription sont présentement décrits,
soit SOX9 et Runx2 (aussi appelé cbfal), avec des roles a plusieurs étapes dans la
formation des os longs. SOX9 est présent dans la phase de condensation et dans la zone
de prolifération mais pas dans la zone hypertrophique. Sa présence est indispensable a la
différenciation et a la survie cellulaire, mais aussi pour la synthése des protéines
matricielles, comme en fait foi son action sur les génes col2al et colla2 et la production
d’agrécane [38]. Runx2 quant a lui favorise la maturation cellulaire. Son expression est
accrue dans la phase de condensation, dans les cellules de la zone hypertrophique,
périchondriale et dans les Ob adjacents, alors qu’elle est diminuée dans la zone
proliférative [39]. La présence de Runx2 est aussi essentielle a la minéralisation de la

matrice, effet possiblement traduit par son action sur MMP13.

Bien que le réle de ces facteurs de transcription soit primordial dans 1’ossification
enchondrale, on connait peu de chose sur les facteurs en amont ainsi que sur les
événements extracellulaires menant a leur activation. Plusieurs acteurs sont identifiés,
autant sur le plan hormonal que dans la signalisation inter et intracellulaire. Tous ces
facteurs interagissent entre eux de fagon encore mal comprise et entrainent la production

de facteurs intermédiaires encore non identifiés.

2.2 Structure et fonctions de I’os adulte
De la naissance jusqu’a la mort, I’0os demeure un tissu physiologiquement actif en

perpétuel remaniement, ayant de multiples réles dans 1’organisme. Une des principales
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fonctions de I’os consiste en la protection des organes, dont le cerveau, la moelle épiniére
ainsi que les organes de la cavité thoracique. Le squelette permet aussi le maintien de la
posture et la mobilité puisqu’il sert de levier aux muscles et de support aux tissus mous.
En plus, I’os constitue un réservoir de minéraux permettant le contréle de la
concentration sérique en minéraux, soit principalement le calcium et le phosphate. I est

aussi un centre hématopoiétique, quoique moins actif a ’age adulte.

Le squelette humain regoit 10% du débit cardiaque et I’association de matiéres
solides et organiques permet a ’0os d’accomplir son réle particulier de structure et
mobilité dans I’organisme. La portion externe de 1’os, le cortex, est solide et dense et la
portion interne, 1’0s trabéculaire ou spongieux, est constitué de minces travées osseuses

(Figure 1).

L’os compact en périphérie présente une structure annulaire concentrique. Les
vaisseaux sanguins du périoste traversent I’os par les canaux de Volkmann. Ces canaux
sont connectés aux canaux de Havers, paralléles & I’axe longitudinal de ’os. Les canaux
sont entourés de lamelles concentriques dures et minéralisées. Entre les lamelles se
trouvent les ostéoplastes, logettes renfermant les ostéocytes. Ces derniers sont
responsables de I’échange des nutriments au niveau de 1’0s. Le canal de Havers, la
lamelle, I’ostéoplaste et 1’ostéocyte forme 1’ostéon, unité fonctionnelle de base de 1’os.
L’o0s spongieux se trouve au centre de ’0s et son réseau de trabécules ressemble a une

éponge. C’est entre les travées osseuses que 1’on retrouve la moelle.
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Os trabéculaire
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Figure 1. Radiographie d’un fémur dans le plan coronal.
Les extrémités sont composées d’os trabéculaire formé par de
minces travées osseuse. L'os trabéculaire se retrouve surtout
au niveau de 1’épiphyse et de la métaphyse.

L os cortical est solide, dense et fortement minéralisé. Il se
retrouve surtout dans la portion de la diaphyse.
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L’os est constitué principalement de trois types cellulaires, I’Ob favorisant la
formation osseuse, I’ostéocyte qui est en fait un Ob cloisonné dans la matrice qui ne
produit plus d’os et I’Oc, responsable de la résorption osseuse dans I’organisme. Les
cellules sont imbriquées dans une matrice organique composée a 95% de collagéne de
type 1, le reste de la matrice étant composée par des protéines venant du sang. C’est ’'Ob
qui est responsable du dépét de la matrice organique. Sur cette matrice se dépose la
portion minérale solide de I’os composée principalement de calcium et de phosphore,
mais contenant également du magnésium et du sodium. Les composés organiques
comptent pour 30% du poids sec de I’os alors que la portion inorganique représente 70%

de ce poids.

2.3 Déterminant du métabolisme osseux

Au niveau cellulaire, ’os répond aux stimuli hormonaux, mécaniques,
autocrines/paracrines et neurogénes influengant alors les échanges de minéraux avec le
sang, I’hématopoiése ainsi que le maintien de la masse osseuse par la régulation locale et
centrale de la formation et de la résorption osseuse. Toute anomalie dans le contréle du
remodelage osseux résulte généralement en un déséquilibre entre I’activité des Oc et des
Ob affectant par conséquent la masse osseuse. La section qui suit fait part des

déterminants de la masse osseuse.

2.3.1 La vitamine D
La présence de la vitamine D, la vitamine soleil, est reconnue depuis longtemps

pour €tre essentielle au maintien d’un squelette en santé. La vitamine D ainsi permet au
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squelette de bénéficier d’une quantité suffisante de calcium et de phosphore pour se
développer sainement. Une carence en vitamine D, que ce soit par un manque d’apport ou
une anomalie métabolique, entraine une panoplie de pathologies squelettiques du type

ostéomalacie, caractérisées par des anomalies de formation et de croissance des os.

Le principal apport en vitamine D pour ’humain provient de la diéte. Elle doit par
contre subir plusieurs transformations pour étre active. Une fois absorbée de I’intestin et
circulant dans le sang, elle est transformée & la peau aprés exposition au soleil ou aux
rayons UV, pour devenir la vitamine D3 (cholécalciférol). Cette derniére subit ensuite une
transformation au foie et aux reins, par le biais de réaction enzymatiques, pour obtenir sa

forme active, le 1,25(OH),D;s.

Le 1,25(OH),Ds coordonne les interactions entre ’intestin, la glande thyroide, le
rein et I’os pour réguler la balance calcique. Ce contrble étroit est essentiel pour le
maintien de la fonction cellulaire et de 1’intégrité du squelette. Au niveau de I’intestin,
Pinteraction entre la vitamine D et son récepteur (VDR) induit a la hausse 1’absorption
intracellulaire de calcium et active les mécanismes de transport [40]. Cette interaction
entraine aussi des modifications dans la fluidité de la membrane menant & une absorption
accrue du phosphate par des mécanismes de transports actifs et passifs [41, 42]. L’action
du 1,25(0OH),D; est similaire au niveau du rein, ol il accroit la réabsorption du calcium et
du phosphate [43]. La concentration circulante de la Vitamine D affecte aussi

négativement la sécrétion de PTH par la glande parathyroide et est capable de moduler la
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réponse de la glande face & des concentrations changeantes de calcium [44, 45].

Globalement donc, la vitamine D augmente le calcium et le phosphore sérique (Figure 2).

Au niveau du squelette, la vitamine D contrdle le développement de 1’os et le
maintien de la minéralisation osseuse. Le développement adéquat de la plaque de
croissance, la formation osseuse suite a I’activité des Ob et la résorption de 1’os par les
Oc nécessitent tous 1’action coordonnée de 1’axe 1,25(OH),D3; VDR [46]. Cet axe permet
entre autre un couplage adéquat de la formation et de la résorption osseuse en stimulant la
production de RANKL (facteur de maturation et d’activation des Oc) par I’0Ob et en
inhibant celle d’OPG (un ligand « decoy » pour RANK ayant pour action I’inhibition de
la maturation et de I’activité des Oc) [47, 48]. L’augmentation du ratio RANKL/OPG

favorise donc la résorption osseuse (Figure 3).

23.2LaPTH

La PTH, produite au niveau des glandes parathyroides exerce aussi un contréle
sur la masse osseuse. Elle a comme cible le rein, les intestins ainsi que 1’os et est sécrétée
en réponse a une baisse du calcium extracellulaire ou a une hausse de phosphate. La
présence de la PTH circulante a pour effet ’augmentation de la concentration sérique de
calcium. Cette action est due a la stimulation de I’activité ostéoclastique dans 1’0s, a une
diminution de I’excrétion rénale et a une absorption accrue de calcium dans le tube
digestif. L’effet de la PTH s’exerce positivement sur les enzymes responsables de la

transformation de la vitamine D.
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Vitamine D circulante

(diete)
l Foie
25(0H)D
l Rein
1,25(0H),D
Actions endocrines Actions auto/paracrines
e 1 Absorption du calcium et du phosphate intestinal e Inhibe la proliferation cellulaire
* 1 Réabsorption du calcium et du phosphate rénal e Stimule la différenciation cellulaire
e Régulation du métabolisme osseux e Régulation de I’immunité
e Régulation de la pression artérielle
e Régulation de la sécrétion d’insuline

Figure 2. Actions et métabolisme de la vitamine D
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Figure 3. La Vitamine D et Dostéoclastogénése. 1.25(OH),D; régule
I’ostéoclastogénése par I’intermédiaire de VDR. L’exposition a la Vitamine D activée
résulte en I’augmentation de I’expression de RANKL par les Ob et en la diminution de

I’expression de OPG, augmentant ainsi la résorption osseuse.

Contrairement aux Ob, les Oc n’ont pas de récepteurs a la PTH sur leur surface
cellulaire. L’effet de la PTH sur les Oc est donc indirect et médié par 1'Ob, qui transmet
sont effet par I’interaction avec les Oc. La PTH stimule aussi I’expression de RANKL et
diminue celle de OPG, avec un effet net de perte de masse osseuse [49]. Elle diminue
aussi la réabsorption de phosphore au niveau du rein. Son action globale est donc une
augmentation de la quantité de calcium sérique et une diminution du phosphore sérique

(Figure 4).
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* 1 Phosphate urinaire
e 1 Conversion 25(OH)D « 1,25(0H),D

. | Calcium urinaire

T PTH
Hypocalcémie— Glande Parathyroide ——— Reins

lTPTH

Os

* 1 Résorption osseuse

Intestins
L" 1 Calcémie [€&———— | ¢ 1 Absorption du Calcium

. t Absorption du Phosphate

Figure 4. Actions de la PTH en réponse a une baisse de la calcémie.
La baisse du calcium sérique entraine dans I’organisme une sécrétion de PTH qui agit sur
I’0s, le rein et ’intestin pour provoquer une hausse de la calcémie ainsi qu’une baisse

concomitante de la phosphatémie.

2.3.3 Les hormones sexuelles

Les hormones sexuelles stéroidiennes comme I’estrogéne et 1’androgéne sont
aussi des déterminants de la masse osseuse. Ces hormones jouent un rdle clé non
seulement dans le développement et le maintien du squelette [50], mais aussi dans la

reproduction, assurant un apport calcique suffisant durant la grossesse et 1’allaitement.

Chez la femme, la baisse d’estrogéne associée a la ménopause est majoritairement

responsable de la perte de la masse osseuse observée dans ’0OP. Cette diminution dans
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les niveaux hormonaux ameéne un accroissement de la formation et de la destruction
osseuse principalement dans 1’os trabéculaire mais aussi dans I’os cortical. Par contre,
’effet sur la lyse osseuse étant plus grand, la baisse d’estrogene résulte en une perte nette

de la masse osseuse [50].

Chez I’homme par contre, ’arrivée de ’andropause méne a une baisse plus lente
de la testostérone. Jusqu'a récemment, ’effet de la diminution de cette hormone sur 1’os
était mal compris. Des études récentes sur un groupe d’homme castré pour délit sexuel
ainsi que chez des hommes traités pour cancer de la prostate avec un inhibiteur des
hormones sexuelles démontrent qu’une diminution de la masse osseuse se produit aussi
chez I’homme suite a la perte des hormones sexuelles [51, 52]. Par contre, il a aussi été
démontré que I’estrogéne était essentielle et plus importante que la testostérone pour le

fonctionnement adéquat du couplage osseux chez I’homme [53].

Au niveau cellulaire, I’estrogéne exerce un effet suppressif sur les progéniteurs
des Ob et des Oc [54]. La baisse d’estrogéne méne a une augmentation du nombre d’Ob
et d’Oc, expliquant ainsi I’augmentation de 1’activité métabolique de I’0s a la ménopause.
En plus d’affecter le recrutement cellulaire, cette hormone exerce un effet sur la
maturation, ’activité et 1’apoptose des Oc. Les estrogénes agissent en inhibant
Pexpression de RANKL a la surface des Ob et en stimulant la production d’OPG [55,
56], menant ainsi & une diminution de I’activité des Oc. La testostérone est aussi capable
d’inhiber RANKL mais diminue aussi les niveaux d’OPG [57, 58]. Cette différence dans

’effet entre ces deux hormones sur la production d’OPG pourrait ainsi expliquer le role
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déterminant de 1’estrogene par rapport a la testostérone dans la régulation de 1’activité
osseuse. En plus de son effet sur I’axe RANK/RANKL/OPG, I’estrogéne peut supprimer
activit¢ des Oc de fagon paracrine en modifiant les niveaux de cytokines pro-
ostéoclastogenes produits par les Ob et leurs précurseurs (IL-1 et 6, tumor necrosis factor
(TNF) -a, macrophage colony stimulating factor (M-CSF) et les prostaglandines (PG)).
De plus, la baisse des hormones sexuelles accroit la destruction de 1’os par la perte du
r6le protecteur contre 1’apoptose des Ob [59]. 11 en résulte donc un effet net de baisse de

la masse osseuse.

2.3.4 Autres facteurs impliqués dans I’homéostasie osseuse

La mécanotransduction se définit par la conversion au niveau cellulaire de forces
physiques exercées sur le squelette en signaux biochimiques générant une réponse
cellulaire [60]. Cette propriété du squelette est essentielle pour assurer son role de support
et de locomotion de I’organisme. Les variations de forces auxquelles le squelette est
soumis menent a une modification conséquente de la densité osseuse. Ces forces
mécaniques accroissent la prolifération des Ob et chondrocytes ainsi que le dépét de
matrice [61, 62]. Il en résultera alors une augmentation de la densité osseuse a la fois
corticale et trabéculaire dans les zones ou les charges biomécaniques sont les plus

importantes.

La calcitonine est produite au niveau des cellules parafolliculaires thyroidiennes

lorsque la concentration sérique de calcium est & la hausse. Elle a les mémes cibles que la
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PTH mais a un effet contraire & cette derniére en favorisant la formation osseuse,

diminuant I’absorption au niveau du tube digestif et I’excrétion de calcium aux reins.

L’hypothalamus exerce un controle sur la masse osseuse en réponse a la leptine.
Cette hormone, produite par les adipocytes a pour effet 1’inhibition de la formation
osseuse [63]. Une fois sécrétée, la leptine est transportée au systéme nerveux central par
le sang ot elle se lie aux récepteurs situés au niveau de I’hypothalamus [64]. Il résulte de
cette liaison une activation du systéme nerveux sympathique, dont les fibres
adrénergiques affectent 1’activité des Ob [65]. Par contre, la leptine est aussi capable
d’une action directe sur 1’Ob, en faisant ainsi un médiateur ayant a la fois un effet central
et local sur I’os. En effet, la leptine et son récepteur sont exprimés chez 1’Ob.
L’engagement de la leptine avec son récepteur induit chez I’Ob I’expression de TGF-B,
de IGF-1, du collagen la, de la phosphatase alcaline et de 1’ostéocalcine, tous des
médiateurs impliqués dans I’activité anabolique des Ob. De plus, la leptine accroit la
prodcution de OPG et de IL-6, 2 facteurs diminuant 1’activité de résorption des Oc.
Finalement, la leptine agit aussi en diminuant 1’apoptose chez les Ob. L’effet net local de
la leptine est donc de stimuler la synthése de collagéne, la prolifération des Ob et la

minéralisation de la matrice, tout en minimisant 1’apoptose des Ob et ’activité des Oc

[290].

Les corticostéroides par leur effet d’inhibition général sur la synthése de protéines
peuvent aussi avoir un effet négatif sur 1’équilibre osseux de méme que les hormones

thyroidiennes qui, bien qu’elles aient un effet stimulant a la fois la formation et la
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résorption osseuse, entrainent une résorption osseuse nette de par P’effet plus grand sur

les ostéoclastes que sur les Ob.

2.4 L’o0s au niveau cellulaire

Le remodelage osseux est constitué de cycles consécutifs de résorption et de
formation de I’0s. Chaque année, environ 10% de la masse osseuse est renouvelée par ce
processus. La phase d’activation débute par le recrutement des pré-Oc qui, une fois
différenciés en Oc fonctionnels, enclenchent le cycle de résorption. Une fois la résorption
terminée, les Oc, par des signaux directs et indirects, stimulent le recrutement des Ob qui
initient ainsi la phase de formation osseuse. La phase de résorption ne dure que deux
semaines contre 4 a 6 mois pour la phase de formation, différence explicable en partie par
la durée de vie courte des Oc [66, 67]. La section qui suit couvrira les mécanismes

moléculaires de ce processus au niveau de 1’0Ob et de fagon plus détaillée, au niveau de

I’Oc.

2.4.1 L’ostéoblaste

L’ostéoblaste est la cellule responsable du dép6t de la matrice osseuse et dérive
des cellules mésenchymateuses. En culture, I’Ob est presque identique aux fibroblastes
avec comme seule différence morphologique une matrice extracellulaire minéralisée.
Cependant, la cascade d’événements menant a la différentiacion et & la maturation des Ob
est tres peu décrite par rapport aux Oc. Tous les génes exprimés chez 1’0Ob le sont aussi

chez le fibroblaste, sauf pour ce qui est de osterix, spécifique aux Ob. Par contre,
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contrairement aux fibroblastes, seuls les Ob sont capable de former de 1’0s sous I’effet de

la vitamine D.

Les facteurs de transcription Runx2, osterix et B-catenin sont les principaux
facteurs de transcription des Ob et sont essentiels a leur formation [68, 291]. Ces facteurs
contrdlent de fagon conjointe les voies qui meénent de la cellule progénitrice jusqu’a la
formation des Ob (Figure 5). Le mécanisme d’action de Runx2 est mal compris mais son
role comme facteur de différenciation des Ob ne fait pas de doute. Les études animales
avec des souris knock out pour le géne Runx2 montrent que ces animaux naissent avec un
squelette mature mais constitué exclusivement de cartilage, sans aucune différenciation
des précurseurs en Ob [39, 69]. De plus, ces souris ne démontrent pas de formation d’Oc
puisque les Ob sont nécessaires dans leur différenciation, comme nous le verrons plus
loin. Runx2 semble donc étre le médiateur pivot pour mener la cellule progénitrice vers la

lignée des Ob, alors que osterix et B-catenin seraient essentiels au passage du pré-Ob a

I’0Ob immature [291].
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Figure 5. Facteurs de transcription impliqués dans la différenciation des Ob.

La détermination de la lignée cellulaire des Ob implique I’action conjointe de Runx2, de
osterix et de B-catenin. L’activation de Runx2 résulte en I’inhibition de la différenciation
vers les chondrocytes et les adipocytes, favorisant ainsi la lignée des Ob. L’action combinée
de Runx2, de osterix et de B-catenin vient ensuite permettre le passage du pré-Ob vers 1'Ob

immature, éliminant du méme coup la possibilité de différenciation en chondrocyte.
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I est par contre connu que d’autres facteurs de croissance sont impliqués dans le
développement embryonnaire des Ob. Les « bone morphogenetic proteins » (BMP)
stimulent ’expression in vitro de Cbfal tandis que le tumor growth factor- (TGF)-p le
diminue [68]. Cependant, I’effet in vivo n’a pas encore été démontré pas plus que son
importance physiologique. Beaucoup d’études sont encore nécessaires pour élucider la

différenciation et la maturation des Ob.

2.4.2 L’ostéoclaste

L’ostéoclaste est la seule cellule de I’organisme capable de résorption osseuse. Un
débalancement du métabolisme osseux en faveur des Oc méne 2 la perte de la masse
osseuse, soit I’OP, qui peu importe son étiologie, résulte en une instabilité structurale
rendant une personne qui en est atteint plus susceptible aux fractures. L’ostéoclaste est
une cellule relativement grosse (100 pm) contenant de multiples noyaux. Elle est
caractérisée par la présence de TRAP dans son cytoplasme et du récepteur a la

calcitonine, deux marqueurs spécifiques a ce type cellulaire [70, 71].

L’ostéoclaste existe sous 2 formes fonctionnelles, la forme motile et la forme
active (capable de résorption osseuse). Puisque le pré-Oc provient de la moelle osseuse, il
doit se déplacer a I’intérieur de 1’0s pour accomplir sa fonction. Lorsqu’en phase motile,
la cellule est non-polarisée et se déplace a I’aide d’un systéme de lamellipodes s’étendant
a I’avant en direction du déplacement alors que arriére se rétracte, propulsant ainsi la
cellule dans 1’axe du mouvement. Lorsque 1’Oc atteint la zone de remodelage osseux, la

cellule devient polarisée ce qui entraine un réarrangement du cytosquelette. Suite & ce
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réarrangement, la cellule exhibe une bordure en brosse et une zone de scellement
permettant a la cellule de s’attacher a la matrice osseuse, formant ainsi une lacune de
résorption isolée de la cellule et du milieu extracellulaire [72, 73]. La zone de scellement,
sorte d’anneau possédant des extensions appelées podosomes, se lie 4 la matrice grice a
I’intégrine o, f3, assurant ainsi la création d’un milieu acide riche en protéases et isolé du
milieu environnant, donc favorable a la dégradation de la matrice osseuse localement
[74]. La bordure en brosse quant a elle correspond a la membrane cellulaire faisant face a
I’0s et formée par la fusion de vésicules. Elle contient une multitude de transporteurs H'-
ATPase, pompes a protons, canaux chloriques et enzymes protéolytiques telles que la
cathepsine K et la métalloprotéase-9 nécessaires a la dissolution des minéraux et la
dégradation de la matrice osseuse [75]. La résorption se termine lorsque la concentration
calcique a I’intérieur de la lacune s’éléve causant alors le détachement de ’Oc de la
matrice. 11 est décrit que la cellule meurt par apoptose a la fin du cycle de résorption [76].

La figure 6 représente la structure de 1’Oc actif.

L’ostéoclaste provient de la lignée cellulaire des monocytes/macrophages et la
maturation en Oc nécessite la présence de divers types cellulaires tels que 1’Ob, le
fibroblaste, la cellule T activée ou certains types de lymphocytes [77-80]. L’Ob peut
soutenir le développement des pré-Oc par la présence dans le milieu de M-CSF et de
RANKL sur sa surface cellulaire tandis que la cellule T ou le lymphocyte affecte le pré-
Oc de facon paracrine par la sécrétion de cytokines [81]. La proximité entre ces cellules

de soutien et le pré-Oc est donc essentielle pour la prolifération, survie et différenciation

en Oc [82].
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Figure 6. Configuration de I’ostéoclaste actif. La zone de scellement se forme suite 4 la
polarisation de la cellule et a I’interaction de la cellule avec la matrice osseuse par
I'intermédiaire des intégrines o,B;. Se forme ensuite la bordure en brosse qui permet,
suite & la fusion des vésicules avec la membrane cellulaire, la libération des enzymes
dégradatives essentielles & la digestion de la matrice et la dissolution des minéraux.
L’augmentation de la concentration calcique dans la zone de scellement annonce la fin du

processus de résorption et entraine le détachement de 1’Oc de I’0s.

Au niveau cellulaire, les mécanismes de contrdle de la formation et de ’activation
des Oc n’ont été décrits que tout récemment. Cette voie de différenciation implique des
interactions complexes entre médiateurs hormonaux et cytokines et entre Ob, cellules de

soutient et pré-Oc résultant en la formation d’Oc et la dégradation osseuse [82, 83].
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2.4.2.1. Régulation de la différenciation cellulaire : I’'axe CSF-1 et c-fins

La présence de I’axe CSF-1/c-fms (M-CSF) est essentielle non seulement pour la
différenciation des Oc mais aussi pour la génération d’Oc fonctionnels. L’importance de
cet axe dans la différenciation des Oc est reconnu puisque 1’absence de PU.1, un
régulateur de ’expression de fms, est une des causes reconnues d’ostéopétrose, maladie
caractérisée par une activité ostéoclastique déficiente menant & un squelette sclérotique a
forte densité osseuse [84]. De plus, les modéles de souris ayant une mutation dans le géne
codant pour M-CSF démontrent un squelette ostéopétrotique suite 4 1’absence de cette
protéine. Cette mutation provoque une diminution du nombre d’Oc ainsi que des Oc
ayant une activité déficiente [66, 67]. D’autres études ont aussi démontré que M-CSF
était non seulement indispensable pour la prolifération des pré-Oc, mais aussi pour la
différenciation des Oc et la survie des cellules matures [85-87]. L’interaction M-CSF/c-
fms résulte en P’activation de c-Src, qui semble indispendable pour la transduction du
signal menant a D’activation des Oc [88]. En effet, la souris knock-out pour c-fms
démontre une diffenciation des Oc qui est normale, mais les Oc formés montrent une
mobilité réduite, sont caractérisés par I’absence de la bordure en brosse et sont par

conséquent inactifs [89-91].

2.4.2.2. Régulation de la différenciation cellulaire : I'axe RANKL/RANK/OPG

Bien que la présence de M-CSF soit essentielle pour une différenciation et une
fonction adéquate des Oc, elle est par ailleurs insuffisante. Décrite vers la fin des années
1990, la cascade RANKL/RANK/OPG constitue un déterminant majeur de la maturation

et de Dactivit¢ des Oc. Les joueurs principaux de cette cascade font partie de la
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superfamille des facteurs de nécrose tumorale ligand et récepteur (TNF ; TNFR) ainsi que

RANK, RANKL et OPG.

RANKL existe sous 3 formes. La plus importante est liée a la membrane
cellulaire et exprimée par plusieurs types de cellules dont les cellules stromales, les Ob,
les Oc, les chondrocytes, les cellules périostées et endothéliales [87, 92-94]. La seconde
forme est soluble par clivage de la protéine membranaire et la derniére est également
soluble et sécrétée surtout par les cellules T activées et les cellules squameuses de

carcinome [86, 95-97].

L’expression de RANKL est affectée par une multitude de médiateurs important
dans le métabolisme osseux tels que la vitamine D, les GC, la PTH, la PGE,, les IL-1 et -
6, la leptine et le facteur de transcription ostéoblastique cbfa-1 [98]. Toutes ces molécules
jouent un réle dans la régulation de I’activité de RANKL. Dans le métabolisme osseux,
RANKL stimule I’activation, la survie et I’adhérence a 1’os des Oc [99-101]. De plus,
avec ou sans la présence de M-CSF, RANKL peut induire la différenciation des Oc [86,
102]. RANKL est également un immunomodulateur et est impliqué dans la calcification

endothéliale, deux réles qui ne seront pas discuté ici [103, 104].

Le récepteur RANK quant a lui est un récepteur transmembranaire présent
principalement dans les Oc et les cellules dendritiques permettant la liaison avec RANKL
[92, 105]. L activation de RANK par ses ligands méne & I’expression de plusieurs génes

spécifiques au développement et 1’activation des Oc. La signalisation intracellulaire suite
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a la liaison de RANKL avec RANK se transmet par I’intermédiaire de divers facteurs
cytoplasmiques (TRAF2, -5 et-6) et cascades de signalisation (inhibiteur de NF-kB
kinase (IKK), c-JUN N-terminal kinase (JNK), p38 Kkinase, « extracellular signal-
regulated kinase » (ERK) ainsi que les voies Src) [106, 107]. La figure 7 constitue une

représentation générale de la signalisation intracellulaire dans le développement des Oc.

TRAF6 est considéré comme le plus important facteur cytoplasmique dans
I’ostéoclastogénése en amont des cascades ci-haut mentionnées. L’activation de JNK et
de NF-kB mene a la différenciation et & I’activation des Oc par le biais de multiples
régulateurs transcriptionnels [94, 108]. La stimulation de p-38 via MKK6 méne a
P’expression de geénes codant pour la cathepsine, TRAP et I’intégrine P, tandis que
’activation de Src méne, par le biais de AKT, a la production de protéines nécessaires au
réarrangement du cytosquelette, de la survie cellulaire et de la motilité [108, 109]. Ceci
constitue un portrait sommaire de I’effet de la liason de RANK/RANKL qui a pour
résultat la mise en ceuvre de la machinerie intracellulaire nécessaire 4 la différenciation et

a la fonction des Oc.
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Figure 7. Signalisation intracellulaire de I’axe RANKL/RANK/OPG. La liaison de
RANKL et avec RANK méne 2 la transduction de signaux intracellulaires régulés par
TRAF-6. OPG agit comme un récepteur «decoy» de fagon a bloquer la formation et la

maturation des Oc.
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De son c6té, OPG est exprimé de fagon constitutive par une grande variété de
cellules dont I’Ob [110]. OPG exerce une action inhibitrice sur la différenciation,
Pattachement a I’os, la fonction, la survie des Oc et favorise également leur apoptose
[111]. 11 exerce son réle en agissant comme « decoy receptor » sur RANKL en
empéchant la liaison de RANKL sur RANK, inhibant du méme coup toute transduction

intracellulaire du signal nécessaire a la maturation et a 1’activation des Oc [86,87].

La régulation de la masse osseuse par ’axe RANK/RANKL/OPG dépend d’une
multitude de cytokines/hormones qui stimulent 1’Ob et les cellules stromales & produire
RANKL, donnant ainsi pour les Oc le signal nécessaire a la résorption osseuse. La
présence de M-CSF et de RANKL est essentielle pour la prolifération, survie et
différenciation des précurseurs d’Oc [82]. Le M-CSF donne aux précurseurs le signal
nécessaire a leur prolifération et survie. Par contre, les précurseurs doivent entrer en
contact avec les Ob ou avec les cellules stromales pour compléter le processus de
maturation [82]. Ceci se fait par I’interaction entre RANKL sur les cellules stromales ou
les Ob et son récepteur RANK sur les précurseurs d’Oc. Cette liaison peut étre inhibée de
fagon compétitive par la présence de OPG, qui est un récepteur soluble sécrété par les Ob
[86]. Il existe aussi une forme circulante de RANKL (sRANKL), capable de stimuler la

maturation des Oc in vifro mais dont la contribution iz vivo reste a étre démontrée.

Les Ob ont donc la double fonction de recrutement des Oc par I’expression & leur
surface de RANKL et d’inhibition de leur maturation par la sécrétion de OPG, et

I’équilibre entre I’expression de ces deux médiateurs dicte la quantité d’os qui est
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résorbée [3]. La plupart des médiateurs qui stimulent la résorption osseuse tels PTH,
1,25-dihydroxyvitamine D3 et TNF-a accroissent 1’expression de RANKL. TNF-a et IL-
1 modulent I’axe RANK/RANKL/OPG en stimulant la production de M-CSF (augmente
le pool des pré-Oc) et I’expression de RANKL [112]. Aussi, le TGF-§ (accroit la
production d’OPG) [113], la PTH (augmente la production de RANKL/diminue celle
d’OPQG) [114], 1a 1,25-dihydroxyvitamine D3 (augmente la production de RANKL) [115],
les GC (augmente la production de RANKL et diminue celle d’OPG) [116], et les
estrogenes (accroissent la production d’OPG) [56] agissent tous comme modulateur de
P’axe. Par contre, la régulation de la fonction des Oc ne passent pas seulement par 1’effet
des Ob puisque la calcitonine, le TGF-P et les estrogénes peuvent affecter directement les
Oc [117-119]. La figure 8 résume I’effet des différents médiateurs dans le processus

d’ostéoclastogénese.

L’importance de RANK-RANKL-OPG dans le métabolisme osseux se refléte par
sa participation dans plusieurs processus pathologiques que 1’on peut regrouper en 1)
maladie métabolique osseuse, 2) inflammatoire osseuse, 3) oncologique osseuse et 4)

héréditaire osseuse.
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Figure 8. Résumé des différents facteurs affectant la différenciation et la fonction
des ostéoclastes. Représentation des divers acteurs impliqués dans le processus de

maturation et d activation des Oc.

La premiére catégorie regroupe principalement 1’ostéoporose, qu’elle soit
postménopausique, induite par les GC ou secondaire a I’hyperparathyroidie. L’absence
d’estrogénes a la ménopause méne a une augmentation du ratio RANKL/OPG

comparativement aux femmes préménopausées ou sous hormonothérapie de
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remplacement, favorisant ainsi la diminution de la masse osseuse [55]. Le méme
phénoméne se produit dans 1’ostéoporose induite par les GC ou secondaire a
I’hyperparathyroidie (chez les rats), ou 1’on observe aussi une hausse de 1’expression de
RANKL associée a une baisse de la production d’OPG [116, 120, 121]. L’effet net sur
I’os est donc une diminution de la densité osseuse et alors une fragilité accrue du

squelette le rendant plus susceptible aux fractures.

Dans les maladies inflammatoires comme [1’arthrite rhumatoide (RA), une
multitude de médiateurs inflammatoires interagissent sur les cellules osseuses,
cartilagineuses, synoviales et inflammatoires menant éventuellement & 1’érosion osseuse
caractéristique de RA. Ces médiateurs proinflammatoires peuvent en majorité influencer
I’axe RANK/RANKL/OPG. Il a d’ailleurs été démontré dans un modeéle animal que
I’expression de RANK est augmentée dans 1’os et le cartilage tandis que celle d¢ RANKL
I’est dans les synoviocytes et les cellules T [95, 122]. La surexpression de RANKL sans
augmentation concomitante de OPG méne & un débalancement métabolique favorisant
alors I’augmentation du nombre d’Oc ainsi que leur activité. Ceci se traduit cliniquement

par I’érosion osseuse caractéristique de RA.

On retrouve aussi des modifications de 1la régulation de I’axe
RANK/RANKL/OPG dans le myélome multiple (MM) et les métastases osseuses. Les
cellules du MM augmentent le ratio RANKL/OPG de fagon paracrine, mais sont aussi

capables, tout comme les cellules métastatiques, d’exprimer RANKL et/ou de le sécréter
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dans sa forme soluble, favorisant le recrutement accru des Oc et donc la présence de

1ésions lytiques osseuses [95, 123-125].

Enfin, des anomalies héréditaires de 1’axe ont été décrites dans le Paget juvénile,
le Paget familial et dans ’hyperphosphatasie expansile, toutes des maladies du squelette
caractérisées par des Iésions lytiques ou par la présence de I’ostéopénie. Les mutations en
question se retrouvent dans le géne encodant le peptide signal de RANK (Paget familial
et hyperphosphatasie) ou dans le géne codant pour OPG (Paget juvénile) affectant ainsi la
modulation normale de I’axe RANK/RANKL/OPG et par conséquent la différenciation

contr6lée des Oc [126-128].

Puisque le ratio RANKL/OPG détermine I’activité osseuse nette [86], plusieurs
stratégies thérapeutiques peuvent étre développées a partir de cet axe. Toutes les
stratégies explorées jusqu’ici se trouvent regroupées au Tableau 1. Malgré leur grand
nombre, leur diversité et leur emploi dans plusieurs modéles animaux, seule la protéine
de fusion OPG et un anticorps humain contre RANKL ont fait I’objet d’une étude
clinique randomisée chez I’humain. Par contre, toutes ces études avaient comme objectif
final D’effet du traitement sur les marqueurs du métabolisme osseux et non sur le
traitement de la maladie proprement dite.

Une premicre étude a comparé a un placebo ’effet d’une seule dose du AMG 162
(anti-RANKL humain) sur I’excrétion urinaire du N-télopeptide (NTX) dans I’OP post-
ménopause chez 49 patientes. A 6 mois, les investigateurs ont rapporté une diminution de

81% de I’excrétion urinaire de NTX chez le groupe traité contre 10% chez le groupe
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contrdle [129][92]. Le méme groupe a aussi réalisé une étude similaire sur 52 femmes
post-ménopausées avec un suivi de 85 jours. Cette fois, une seule dose de protéine de
fusion OPG a mené & une diminution de 14% de NTX & 6 semaines ainsi qu’une
diminution de I’excrétion urinaire de déoxypyridinoline de 80% [130]. Le dernier essai
clinique a comparé le pamidronate a I’AMGN-0007, une protéine de fusion OPG, sur
’expression urinaire du NTX. Chez les patients atteints de MM (n=28), I’excrétion du
marqueur fut diminuée de 47% et de 74% chez les patientes avec métastases osseuses

suite a un cancer du sein, des résultats comparables au pamidronate [131].

Bien que ces résulats semblent prometteurs, des études avec end-point clinique
sont nécessaires pour bien évaluer le potentiel de I’axe RANKL/RANK/OPG comme
cible thérapeutique dans les maladies osseuses. Par contre, leur réle de pivot dans

I’ostéoclastogénese ne fait aucun doute.

2.4.2.3. Régulation de la différenciation cellulaire : I’axe NO et estrogénes

La relation entre ces deux médiateurs vient du fait que NO est un messager de I’action
anabolique des estrogénes dans 1’0s. NO est par contre produit par les Ob et puisque NO
est un gaz capable de diffusion, il est fort probable qu’il affecte aussi les Oc comme le
démontre les études in vitro [132, 133]. NO affecterait alors la cascade apoptotique de
I’Oc lorsque présent en forte concentration [134]. L’effet des estrogénes sur 1’os par
’entremise de NO se résume donc au niveau cellulaire en une stimulation de la formation

osseuse sur les Ob et une inhibition indirecte des Oc. L action directe des estrogénes sur
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les Oc semble plutét venir au stade du pré-Oc, ou il semble que I’estrogéne de par sa

liaison au récepteur estrogéne-o puisse diminuer la formation des Oc [135].

Tableau 1.

Stratégies thérapeutiques potentielles ayant pour cible ’axe RANK/RANKL/OPG

RANKL

Suppression de la production endogéne
e [7[festradiol

Inhibition de la production de RANKL
e OPG synthétique
e Protéine de fusion de RANK
e Anticorps Anti-RANKL

RANK

Inhibition de la liaison avec RANKL
e Anticorps anti-RANK

Suppression de la signalisation intracellulaire
e ]7f-estradiol

oPG

Augmentation de la production de OPG
e bone morphogenic protein 2

17 Festradiol

raloxifene

bisphosphonates

Surexpression transgénique de OPG

OPG synthétique
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2.4.2.4. Régulation de la différenciation cellulaire : un nouvel axe?

Plusieurs groupes ont noté que méme avec I’addition de M-CSF et de RANKL
dans une culture de pré-Oc, trés peu d’Oc sont formés. Cette observation laisse donc
supposer qu’un ou d’autres facteurs présent dans le métabolisme des Ob, pourraient jouer
un rdle dans la formation des Oc. Deux voies intracellulaires potentielles pourraient étre
le « immune tyrosine-based activation motif » (itam) et la tyrosine kinase syk. Deux
récepteurs ont jusqu’ici été identifiés qui utilisent ces voies de signalisation
intracellulaires : FCy et DAP12. Des études ont montré que la stimulation de ces
récepteurs pourrait induire la formation des Oc [136, 137]. Par contre, des études plus
approfondies de ces voies de signalisation sont nécessaires pour identifier leurs rdles

exacts.

2.4.3 Couplage entre la formation et de la résorption osseuse

Comme mentionné plus haut, le métabolisme osseux est étroitement régulé par de
multiples types cellulaires, hormones, cytokines et médiateurs. Depuis quelques années,
les connaissances acquises sur les mécanismes cellulaires et moléculaires ont permis de
mieux comprendre les acteurs qui influencent la différenciation et la fonction des Oc. Il
est généralement accepté que I’Ob joue un rdle central dans le métabolisme osseux de par
sa capacit¢ a réguler [Dostéoclastogénése par [I’intermédiaire de I’axe
RANKL/RANK/OPG. Par contre, les mécanismes qui déterminent la fin de la phase de
résorption et poussent les Ob a initier la phase de formation osseuse restent mal compris.

En effet, il est démontré qu’il existe un couplage entre le dépdt de la matrice et la
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dégradation de celle-ci. In vivo, la stimulation de la résorption osseuse par la PTH et les
PGs engendre du méme coup la formation osseuse [67, 81, 138]. Les responsables de ce
couplage sont cependant mal identifiés. Certains facteurs de croissance libérés de la
matrice lors de la résorption de 1’os tels que « insulin growth factor » (IGF-) 1 et 2 ainsi
que TGF-B pourraient en étre responsables [139-141]. En effet, ces médiateurs se
retrouvent en grande quantité dans la matrice de 1’os et le milieu acide nécessaire a la
dégradation de la matrice pourrait étre suffisant pour les activer, entrainant du méme

coup une stimulation de 1’activité anabolique des Ob.

Par contre, de nouvelles études sur des souris transgéniques tendent 4 démontrer
que le ou les facteurs qui influencent le couplage résorption/formation semble provenir
des Oc. Ce nouveau concept ferait alors de I’Oc la cellule pivot dans la régulation de la
masse osseuse. En effet, les souris knock-out OPG™ sont fortement OP en raison d’un
nombre et une activité accrue des Oc. Par contre, ces souris démontrent aussi une
augmentation importante du dépdt de la matrice osseuse localement. Des évidences
histologiques suggérent que cette augmentation de I’activité anabolique de 1’os serait
secondaire a ’activité cellulaire et non & un facteur reldché de la matrice [142]. Ceci
indiquerait alors que la formation de I’os serait au moins en partie stimulée par I’activité

des Oc eux mémes.

D’autres évidences du possible rdle pivot des Oc dans le couplage osseux
viennent des observations faites chez les souris ostéopétrotiques ainsi que chez les sujets

humains qui en sont atteints. Dans la plupart des formes de cette maladie, la diminution
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de la résorption osseuse est couplée a une diminution de la formation de 1’0s. Par
exemple, les souris déficientes en c-fos (ostéopétrotiques) ne peuvent former d’Oc mais
montrent aussi une faible activité anabolique au niveau de 1’0os comparée aux souris
normales [143]. Par contre, les souris knock-out pour c-Src ou pour le canal chlorique 7
sont aussi ostéopétrotiques mais montrent un nombre accrue d’Oc (réduction de
I’apoptose) qui ne peuvent pas résorber ’os [144-146]. Chez ces souris, la résorption
osseuse est inexistante mais la formation de I’os est grandement accrue, laissant supposé
que le facteur principal de couplage est produit par les Oc. Ces observations faites chez
I’animal ont aussi ét€ remarquées chez I’homme, ol on retrouve également une formation
osseuse accrue dans cette maladie lorsque la cause est une mutation dans le canal

chlorique 7 [147].

Un autre facteur a considérer est la PTH, dont 1’action positive sur la résorption
osseuse est bien décrite. Par contre, la PTH peut aussi étre administrée de fagon
thérapeutique pour son effet anabolique. En administrant la PTH de fagon intermittente,
on observe un recrutement accru des Ob et une diminution de leur apoptose résultant en
effet net anabolique [148-151]. De plus, il est démontré que 1’effet anabolique de la PTH
n’est possible que si des Oc fonctionnels sont présents. En effet, lorsque donné en
présence de biphosphonates (inhibiteur des Oc), la PTH ne présente aucun effet sur la
formation osseuse [152, 153]. L’absence d’effet anabolique de la PTH est aussi observé
chez les souris ostéopétrotiques dépourvues d’Oc fonctionnels, suggérant I’importance

des Oc dans le processus de couplage formation/résorption osseuse [154].
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2.5ICAM-1

La section qui suit décrit I’implication de ICAM-1 dans le métabolisme osseux
ainsi que dans les pathologies osseuses. Cette section a été écrite & partir d’un article déja
publi€ dans « Expert Opinion in Biological Therapy, 5 (3) : 313-320; 2005» et constitue
la traduction de I’article rédigé en anglais, bien que quelques modifications ont été
ajoutées pour le bénéfice du lecteur. L’article a été modifié pour les besoins de la
rédaction de la thése. La version intégrale de I’article se trouve jointe aux résultats

comme article #4.

2.5.1. Structure et fonction de ICAM et de sSICAM

ICAM-1 est une glycoprotéine appartenant a la grande famille des
immunoglobulines. Cette molécule d’adhésion permet I’interaction cellulaire avec les
cellules exprimant son contre-récepteur, soit LFA-1 (sous-unité B,; CD11a/CD18) et
Mac-1 (CD11b/CD18) [155, 156]. Le géne humain de ICAM-1 est localisé sur le
chromosome 19 et est composé de 7 exons et de 6 introns. ICAM-1 posséde 5 domaines
extracellulaires pontant la membrane cellulaire et une courte queue cytoplasmique
(Figure 9). Chacun des 5 domaines de type "immunoglobin-like" est codé par un exon
différent [293]. Le premier domaine est celui responsable de liaison avec LFA-1 tandis
que le troisiétme domaine se lie avec Mac-1 [156-159]. La structure du promoteur de
ICAM-1 contient plusieurs sites de liaison pour des facteurs de transcription tels que NF-
kB, AP-1, AP-2, AP-3, Ets-1, C/EBP and Sp1. De tous ces facteurs, NF-kB semble étre le
plus important. Ce dernier coopére avec divers fateurs de transcription et co-activateurs

facilitant ainsi la formation de complexes de transcription spécifiques au promoteur de
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ICAM-1, affectant du méme coup I’expression de cette molécule en fonction de divers
stimuli. ICAM-1 est présent a la surface des cellules hématopoiétiques et non-
hématopoiétiques. Son expression est accrue en présence de divers médiateurs

inflammatoires, principalement TNF-o, IL-1 et IFN-y [160-162].

Les molécules d’adhésion pemettent 1’interaction cellules-cellules mais aussi entre
les cellules et 1a matrice extracellulaire [163]. La fonction principale attribuée 3 ICAM-1
est le contréle du traffic cellulaire inflammatoire, permettant la migration
transendothéliale des cellules du sang vers les tissus [155, 157]. De plus, la migration des
leucocytes médiée par ICAM-1 est considérée comme 1’étape initiale du processus
d’angiogénése [164, 165] et I’interaction ICAM-1/LFA-1 est aussi impliquée dans une
multitude de maladies autoimmunes et inflammatoires, d’infections virales et dans le

cancer.

Une forme soluble de ICAM-1 (sICAM) est aussi décrite quoique les mécanismes
qui sous-tendent sa production sont encore a ce jour mal compris et apparaissent type
cellulaire dépendent. Par exemple, au niveau des cellules endothéliales, les niveaux de
sICAM circulant reflétent D’expression membranaire de ICAM-1 et le clivage
protéolytique est considéré comme le mécanisme principal de sa production [166-168].
D’un autre c6té un ARNm codant pour SICAM est aussi décrit, ce qui suggére plus d’un
mode de production pour cette protéine [169, 170]. Quoiqu’il en soit, la structure de la
forme circulante correspond aux 5 domaines extracellulaires de ICAM-1 membranaire.

Le poids moléculaire de la forme monomérique est pratiquement équivalente a celle de la
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Figure 9. Structure de ICAM-1
La molécule d"adhésion ICAM-1 posséde 5 domaines extracellulaires. Les domaines I et 3 sont reconnus

comme étant les sites de liaison pour LFA-1 et Mac-1 respectivement. ®Domaine peptidique
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protéine membranaire, soit 90 kDa [294]. Par contre, la protéine circulante se
retrouve généralement sous forme multimérique pouvant atteindre 500 kDa. La molécule
comprend 453 acides aminés, dont environ 90 qui composent chacun des domaines.

sICAM est une glycoprotéine dont le degré de glycosylation varie selon le type cellulaire.

L’importance physiologique de sICAM reste cependant encore incertaine et
controversée. Dans certaines situations, sICAM et ICAM-1 possédent des roles
physiologiques similaires, tandis que dans d’autres cas, leurs actions sont opposées. Par
exemple, a la fois ICAM-1 et sSICAM sont angiogéniques tandis que dans les cellules
épithéliales bronchiques, ICAM-1 favorise 1’envahissement infectieux alors que SICAM
le prévient [165, 170-172]. Malheureusement, le role de ICAM-1 dans le métabolisme
osseux a tres peu été étudié autre que pour ce qui est de son application dans D’arthrite

rhumatoide.

2.5.2. ICAM-1 et la physiologie osseuse

Méme s’i1l existe plusieurs articles qui décrivent ’expression de ICAM-1 dans les
tissus RA ou le liquide synovial, la littérature qui concerne 1’action physiologique de
ICAM-1 dans les maladies osseuses est presque inexistante. Le groupe de Kurachi en
1993 fut le premier a décrire une diminution de la formation et de la fonction des Oc suite
a I’addition d’anticorps anti-LFA-1 et anti-ICAM-1 dans un modéle de co-culture de
cellules de rate et stromales de souris [4]. Quelques années plus tard, Tanaka et al
démontrérent I’expression de ICAM-1 4 la surface des Ob humains obtenus chez des

patients OA. De plus, il fut aussi décrit que ’engagement de ICAM-1 sur les Ob menait a
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la production d’ARNm codant pour IL-6 et IL-1B. Ils conclurent que le lien ICAM-
1/LFA-1 générait un signal intracellulaire résultant en la production de facteurs favorisant

la production de cytokines pro-ostéoclastogénes [5].

Ce méme groupe a aussi rapporté que les Ob pouvaient étre séparés en 2 sous-
populations selon I’expression membranaire de ICAM-1. Le sous-groupe ICAM-1"
exhibait un degré d’adhésion élevé entre Ob et les pré-Oc, ainis qu’une plus grande
production de ODF comparé au sous-groupe ICAM-1". Les Ob ICAM-1" était donc
capable de supporter la formation des Oc, une propriété que ne possédait pas les Ob
ICAM-1". Aussi, I’addition de anti-ICAM-1 résultait en une inhibition de la formation des
Oc par les cellules ICAM-1". Les auteurs conclurent donc que la liaison de haute affinité
entre Ob et pré-Oc médiée par ICAM-1 et LFA-1 était nécessaire pour maximiser la

production de ODF lors de la maturation des Oc [6].

Ces études ont démontré I’importance de ’axe ICAM-1/LFA-1 dans la formation
des Oc. A ce jour, aucune autre fonction que la stabilisation du contact Ob/pré-Oc n’est
décrite pour cet axe. En effet, on croit que ce lien intercellulaire stable facilite
Iinteraction RANK/RANKL. Par contre, plusieurs autres études ont rapporté des
anomalies de production et d’expression pour ICAM-1 et sICAM dans différentes
pathologies osseuses. Ces études sont malheureusement en grande majorité d’ordre
descriptif. 11 existe donc un grand vide dans la littérature pour espérer comprendre

I’importance physiologique de ICAM-1 dans les maladies osseuses.
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2.5.3. ICAM-1 dans les pathologies osseuses

Les altérations dans la régulation des mécanismes inflammatoires et les
dysfonctions dans le controle des Oc sont des mécanismes clés dans la génération de
pathologies osseuses affectant la densité de 1’0s. Bien qu’aucune relation physiologique
entre I’expression de ICAM-1 et les maladies osseuses ne soit rapportée, des études
observationelles rapportent des niveaux anormaux pour ICAM-1 et sICAM dans des

maladies telles RA, OA et OP. Ces études seront décrites dans les sections qui suivent.

2.5.3.1. ICAM-1 dans RA

L’infiltration leucocytaire dans les tissus inflammatoires joue un rdle central dans
la pathogénése de RA [173]. Puisque ICAM-1 est capable de moduler la migration
transendothéliale des leucocytes dans de tels tissus, plusieurs études se sont penchées sur

la présence des molécules d’adhésion dans cette maladie.

Dans RA, ICAM-1 se retrouve principalement exprimé a la surface des cellules
endothéliales de la membrane synoviale, expression qui est supérieure lorsque la maladie
est active comparée a I’expression normalement retrouvée dans les tissus sains [174-176].
ICAM-1 est aussi fortement exprimé a la jonction pannus/cartilage, sur les macrophages
de la synoviale, sur les fibroblastes et sur les leucocytes [174, 176-183]. De plus, les
médiateurs inflammatoires retrouvés dans RA comme IL-1, IL-6, TNF-a et IFN-y ont
tous la capacité d’accroitre I’expression de ICAM-1 et I’adhésion cellulaire dans diverses

situations [160, 181, 184-186].
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Les nivaux circulants de sSICAM sont aussi augmentés chez les patients RA et
dans la vasculite thumatoide comparés a la normale [187-192]. Méme si les rapports sont
conflictuels lorsque vient le temps d’analyser Iactivité de SICAM [188, 191, 193-195], la
littérature récente rapporte que sSICAM serait impliqué dans les dommages vasculaires

plutdt que dans la destruction du cartilage articulaire dans RA [196].

De son coté, I’interaction cellule-cellule entre les leucocytes et les fibroblastes
synoviaux RA médiée par ICAM-1 mene & une production accrue de MIP-1a, ce qui,
encore une fois, implique cette molécule d’adhésion dans la modulation du traffic
cellulaire inflammatoire [197]. De fagon intéressante, la régulation des cellules
synoviales retrouvées dans OA et RA semble dépendre de la maladie. Dans les
fibroblastes synoviaux RA, I’expression de ICAM-1 et de RANKL est stimulée par FGF-
2 avec comme résultante 1’augmentation de la maturation des Oc, une propriété qu’on ne
retrouve pas dans les fibroblastes synoviaux [198]. Aussi, I’engagement de I’intégrine B,
est capable d’accroitre ’expression de ICAM-1 et Fas sur les synoviocytes RA, ce qui
méne a une augmentation de I’apoptose médiée par Fas, un phénoméne que I’on

n’observe pas dans la synoviale OA [1].

Ces études démontrent donc une expression particuliére pour ICAM-1 dans les
cellules articulaires RA qui semble étre pathologie-dépendante. Cette expression est
possiblement secondaire au milieu inflammatoire retrouvé dans cette pathologie. Cette

expression accrue de ICAM-1 contribue potentiellement au recrutement des cellules
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inflammatoires, a la production de plus de médiateurs inflammatoires et par conséquent, a

la génération de la cascade inflammatoire retrouvée dans la maladie rhumatoide.

2.5.3.2. ICAM-1 dans OA

Bien que les cellules OA et RA ne se comportent pas de fagon similaire dans ces
pathologies, ICAM-1 est aussi impliqué dans la pathophysiologie de OA. L’ostéoarthrose
est la maladie articulaire la plus prévalente dans le monde résultant en une morbidité
importante et a une perte de la fonction articulaire. Méme si la pathophysiologie de I’'OA
n’est pas complétement comprise, les interactions entre 1’os et le cartilage combinées a
une charge mécanique anormale de I’articulation jouent un réle primordial dans le

développement de la maladie.

Dans I’OA, la présence de ICAM-1 dans les tissus affecte 1’état inflammatoire et
les mécanismes d’apoptose. Il est connu que cette expression de ICAM-1 dans les Ob OA
discrimine 2 populations différentes d’Ob, le sous-groupe ICAM-1" possédant la capacité
de recruter les OC, une propriété que ne posséde pas les Ob ICAM-1" [6]. De plus, le
sous-groupe ICAM-1" semble produire plus de IL-6 et de PGE,, deux cytokines affectant
la destruction de I’os et tous deux impliqués dans le développement de I’OA [6, 199].
Cette expression particuliére de ICAM-1 ainsi que les niveaux supérieurs de IL-6 et de
PGE; produit par les Ob ICAM-1" laisse croire que les anomalies métaboliques

retrouvées dans I’OA pourraient en partie étre expliquées par la présence de ICAM-1.
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De fagon intéressante, les rapports décrivant ’expression de ICAM-1 a la surface
des chondrocytes OA sont conflictuels. En effet, alors que certains auteurs rapportent une
expression trés faible pour ICAM-1 et LFA-1 dans la synoviale normale [200], les
chondrocytes normaux [201] et OA [202, 203], d’autres ont montré que I’expression de
ICAM-1 était induite a la surface des chondrocytes dans des conditions inflammatoires
[201] et dans les chondrocytes OA [204]. Egalement, on rapporte que la présence de
ICAM-1 favorise la mort par cytotoxicité des chondrocytes lorsqu’il y a des infiltrations
cartilagineuses par les cellules T via le récepteur CD11 & leur surface cellulaire [205]
mais aussi la protection de ces derniers contre ’apoptose de par leur capacité a se lier &

’acide hyaluronique [204].

Bien que les discordances apparentes des découvertes énumérées ci-haut existent
et restent a étre clarifiées, la présence de ICAM-1 dans I’os et dans le cartilage laisse
croire a un possible role central pour cette molécule d’adhésion dans le cross-talk

os/cartilage dans la pathophysiologie de ’OA.

2.5.3.3. ICAM-1 dans OP

Selon la World Health Organization, I’OP est la maladie osseuse métabolique la
plus commune dans le monde, affectant plus du tiers des femmes [206]. L’ostéoporose
résulte d’un débalancement entre la résorption et la formation de 1’0s. Au niveau
cellulaire, ceci se traduit par une activité ostéoclastique supérieure a la capacité des Ob de

déposer la matrice osseuse, ce qui méne 4 une réduction nette de la masse osseuse.
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Gao et al, utilisant un modéle de souris ovariectomisée, ont rapporté une
expression accrue de ICAM-1 a la surface des cellules de rate comparée aux cellules de
rate retrouvé chez les souris non-ovariectomisées [207]. Ils ont posé I’hypothése que le
déficit en estrogene résultait en une expression supérieure de ICAM-1 & la surface des
pré-Oc et que ce phénomene pouvait, du moins en partie, expliquer la forte activité des

Oc dans I’OP.

2.5.4. ICAM-1 commme cible thérapeutique dans les pathologies squelettiques

De par sa capacité a moduler I’inflammation, ICAM-1 a été utilisé comme cible
thérapeutique dans diverses pathologies. Les études cliniques utilisant des mAb
humanisés dirigés contre ICAM-1 ou son contre récepteur LFA-1 se sont avérées
concluentes en ce qui a trait & I’amélioration clinique tout en démontrant un profil
d’utilisation sécuritaire dans plusieurs pathologies extra-squelettiques [208-211]. Dans

les maladies osseuses, la plupart des études ont été réalisées dans un contexte de RA.

De ces études, certaines ont rapporté des modifications dans le profil d’expression
de ICAM suite au traitement médicamenteux couramment employé dans RA. La
méthylprednisolone [212], le méthotrexate [213, 214], la leflunomide [213, 214] et ses
métabolites actifs [215], les anti-inflammatoires non stéroidiens et la colchicine sont tous
capables d’abaisser 1’expression de ICAM-1. Smith et al ont aussi montré une réduction
de cette expression suite a I’emploi de ces médicaments principalement chez les patients
qui démontraient une réponse au traitement [200]. L’importance de ces observations est

qu’une réduction de I’expression de ICAM-1 pourrait mener & une altération du traffic
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des cellules inflammatoires, pourrait modifier les symptomes cliniques et donc
potentiellement prévenir la progression de la maladie. Effectivement, lorsque testé chez
les modeéles animaux, le développemt de RA était ralenti suite & I’administraiton de mAb
dirigés contre ICAM-1 ou LFA-1, ce qui démontrait un réle central pour ICAM-1 dans la

pathogénese de RA [195, 216-218].

Les essais cliniques sur les humains ont aussi apportés des indices quant au
potentiel de ICAM-1 comme cible thérapeutique dans RA. Dans une étude clinique
composée de 32 patients RA réfractaires aux traitements conventionnels, Kavanaugh et al
ont administré des mAb de souris dirigés contre ICAM-1 et vérifié la réponse clinique.
Des 32 patients qui ont regu un traitment de 5 jours, un bénéfice clinique fut rapporté
chez 13 patients pour 29 jours et chez 9 pour 60 jours. Les effets secondaires furent
mineurs et consistaient surtout de céphalées, fiévre et prurit [219]. Le méme groupe a
aussi rapporté des résultats cliniques chez 10 patients avec RA a un stade précoce traités
avec le méme mAb. 7 patients sur 10 ont démontré une réponse marquée ou modérée au
traitment pour au moins un mois, tandis que 3 patients bénéficiérent d’un effet prolongé
de plus de 7 mois. Les effets secondaires furent encore une fois mineurs et comparables a
ceux décrits dans leur premiere étude [220]. Par contre, la seconde administration du
méme médicament a 8 de ces 10 patients amena des effets secondaires importants
(urticaire, angioedéme, pétéchies, arthralgies/myalgies) en plus de ceux initialement
décrits [221]. La gravité de ces effets indésirables mena a la conclusion que des infusions
répétées de mADb de souris chez [’humain causait une réaction allergique potentiellement

dangereuse ce qui mis fin aux essais cliniques avec cette molécule.
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L’efficacité d’une thérapie avec un oligodeoxynucleotide antisense contre ICAM-
1 fut aussi étudiée pour contrer RA. ISIS 2302 fut administré pour une période de 4
semaines dans un essai clinique randomisé sur 43 patients sans toutefois démontrer de
différence significative avec un placebo pour les 6 mois de la durée de I’étude. Le
traitement présentait peu d’effets secondaires a part des céphalées, nausées et diarrhée.
Puisque le profil du médicament était sécuritaire et que les auteurs avaient noté 1’absence
d’effets cliniques, ils conclurent qu’une étude utilisant des dosages plus important du

médicament devrait €tre entreprise, ce qui n’est pas encore fait a ce jour [222].

La plupart des articles concernant le ciblage de ICAM-1 dans les pathologies
osseuses fut réalisé dans un contexte de RA et aucun travail n’a directement étudié son
application dans OA et OP. Par contre, in vitro, un traitement a I’acide hyaluronique a
démontré un effet anti-apoptotique par I’engagement de CD44 et ICAM-1 sur les
chondrocytes [204]. Aussi, dans un essai clinique randomisé, 40 patients avec OA du
genou furent infiltrés avec ce médicament. Les auteurs ont démontré un lien entre
I’amélioration de la fonction, les scores de la douleur et la diminution de SICAM récupéré
dans le liquide synovial [223]. Ces 2 études, bien que non construites pour cibler ICAM-1
spécifiquement, laissent croire a un bénéfice potentiel d’utiliser ICAM-1 comme cible
thérapeutique dans I’OA. Malheureusement, a ce jour, aucune étude n’a été conduite pour

étudier le potentiel de cibler ICAM-1 dans 1’OP.
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2.5.5 ICAM-1/LFA-1 comme cible thérapeutique dans d’autres pathologies

2.5.5.1 Les maladies auto-immunes et la transplantation

LFA-1 est le seul membre de la famille des P,-intégrines exprimé sur les
lymphocytes T. Cette propriété en fait une cible de choix dans les maladies auto-immunes
et dans la prévention du rejet des transplantations. LFA-1 permet la migration
transendothéliale des lymphocytes T ainsi qu’une multitude de fonctions contrdlées par
les contacts cellules-cellules. Entre autres, 1’adhésion médiée par I’axe ICAM-1/LFA-1
est essentielle dans I’étape d’activation des lymphocytes T suite a la présentation des
antigenes [261, 262]. In vitro, les anticorps monoclonaux dirigés contre LFA-1 inhibent
la prolifération des lymphocytes T par de multiples signaux intracellulaires [261, 263], ce
qui confere a cette cible thérapeutique un attrait particulier dans plusieurs classes de

pathologies.

Chez I’animal, les anticorps monoclonaux LFA-1 se sont avérés efficaces contre
le développement de I’arthrite rhumatoide et avaient des propriétés inhibitrices face a la
geénération d’auto-anticorps contre I’ADN double brin dans le lupus [264]. De plus, ces
mémes anticorps monoclonaux utilisés seuls ou en combinaison avec des anticorps
monoclonaux dirigés contre ICAM-1 ont été démontrés efficaces pour contrer le rejet lors
de transplantation cardiaque allogéne chez la souris [265]. Lorsque utilisé chez I’humain
dans un contexte de prévention de rejet de greffe rénale, cet anticorps monoclonal s’est
toutefois avéré plus efficace pour le rejet tardif que le rejet aigu ce qui lui confére une

utilit¢ modérée [266]. Par contre, dans le contexte du psoriasis, I’efalizumab (Raptiva,
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Genentech) est prouvé comme efficace dans le traitement de cette maladie et est

couramment utilisé en clinique [267].

Les anticorps monoclonaux dirigés contre ICAM-1 ont aussi été utilisés avec
succes en clinique pour prévenir le rejet des greffes rénales [268]. Des oligonucléotides
antisenses bloquant la synthése de ICAM-1 au niveau de I’ARN messager ont aussi fait

’objet d’étude avec un succeés modéré dans le rejet de transplantation rénale et dans la

maladie de Crohn’s [269].

2.5.5.2 Les grands briilés

ICAM-1 a aussi été employé comme cible dans le traitement des grands briilés.
En effet lors d’une brilure, la microcirculation est endommagée par les neutrophiles qui
adhérent a la membrane endothéliale par I’entremise de ICAM-1/LFA-1 et relachent des
médiateurs pro-inflammatoires. L’utilisation d’anticorps monoclonaux dirigés contre
ICAM-1 chez les grands briilés s’est avéré efficace pour accroitre la guérison de plaie,
possiblement suite a une réduction du dommage vasculaire et par conséquent, de la stase

veineuse qui I’accompagne [270].

2.6. sICAM

ICAM-1 existe aussi sous forme soluble circulante dans 1’organisme (SICAM)
aussi capable de se lier 2 LFA-1 [224]. On retrouve sICAM dans plusieurs compartiments
du corps tels le sérum, le liquide cérébrospinal, I’urine, le liquide bronchoalvéolaire ainsi

que le liquide synovial [225-229]. La concentration circulante de cette molécule est
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influencée par de nombreux médiateurs importants pour ’activité des Oc tel qu’illustré
au tableau 2. Il existe toujours une controverse quant au mode de production de sICAM,
des études rapportant que sa présence refléte 1’expression membranaire de ICAM-1 qui
lorsque clivé, devient SICAM [166, 168]. Par contre, d’autres groupes ont rapporté la
présence d’'un ARN messager codant pour sSICAM, suggérant ainsi un double mécanisme
dans la génération de sICAM,. possiblement dépendant du type cellulaire [169, 170].
Chez les Ob OA, notre équipe a démontré une régulation différentielle de ICAM-1 et de
sICAM par TNF-o. Il semble en effet que chez I’0Ob, TNF-o. stimule a la fois la synthése
de sSICAM de novo ainsi que le clivage de ICAM-1 par la MMP-9 (Shi et al, In press). La
signification physiologique de ces deux voies de régulation pour la production de SICAM
reste toutefois indéterminée. I semble par contre que SICAM est sécrété par les Ob
indépendamment de sa présence sur la membrane cellulaire. Dans un contexte d’activité
ostéoclastique, SICAM pourrait exercer des rbles similaires soit a OPG (inhibition de
Pactivité des Oc), soit & SRANKL (stimulation de I’activité des Oc). Par contre ceci
demeure purement hypothétique. Cet article est aussi joint en annexe pour le bénéfice du

lecteur.

Au niveau physiologique, I’action de sICAM reste obscure. Dans certaines
situations, il semble que SICAM et ICAM-1 exercent un rdle similaire tandis que dans
d’autres, leurs actions semblent opposées. Par exemple, ICAM-1 et sSICAM ont tous deux
des propriétés angiogéniques tandis que dans les cellules épithéliales bronchiques,
ICAM-1 favorise I’infectivité alors que SICAM la prévient [164, 165, 170-172]. Gho et al

ont démontré I’activité angiogénique de sSICAM 4 la fois in vivo et in vitro en associant
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sICAM a la modulation de la migration des cellules endothéliales et la formation de la
néovascularisation chez le poulet [171]. Puisque des niveaux accrus de sICAM sont
décrits dans les pathologies autoimmunes, le rejet des greffes, 1’angine, les infections
virales et diverses formes de cancer, plusieurs croient que sICAM joue un réle actif

comme facteur angiogene dans les pathologies angiogéniques-dépendantes.

Tableau 2. Facteurs influencant la concentration sérique de SICAM

INDUCTEURS INHIBITEURS
TNF-o IL-10
IL-1 TFG-B1
IL-6 Rhinovirus
IFN-y Insuline
Angiotensine II Acides Gras n-3
Acides Gras Saturés Antioxidants
Alcool

Dans I’os I’action de sSICAM est mal comprise, mais il est rapporté que le lien
sICAM/LFA-1 est capable d’initier des signaux intracellulaires favorisant la production
de médiateurs important dans le développement des Oc et la prolifération cellulaire [158].
Cependant, aucune étude ne s’est jusqu’ici penchée sur ’effet potentiel de SICAM dans le

métabolisme osseux.
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2.7. Apoptose

L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, est un processus nécessaire pour la
fonction et le maintien des activités d’un organe, mais aussi pour 1’élimination de cellules
« anormales » de I’organisme. Ce processus contrdlé par divers médiateurs entraine des
changements cellulaires morphologiques qui conduisent a la destruction de la cellule et
menent €ventuellement a la formation de corps apoptotiques rapidement phagocytés par
les cellules avoisinantes. Ces changements impliquent la présence de divers ligands,
récepteurs, enzymes et génes dont 1’action coordonnée permet un contrdle adéquat de ce
processus. L’étape finale ou la cellule est en phase d’apoptose active est caractérisée par
la condensation de la chromatine, la modification de la membrane nucléaire, la
fragmentation de I’ADN, la fragmentation des protéines, destruction de la membrane

cellulaire et la formation de vésicules appelées corps apoptotiques.

Au niveau de I’os, I’équilibre entre la prolifération, la différenciation et la mort
cellulaire des Oc, Ob et ostéocytes déterminent le nombre de cellules qui composent le
squelette et par conséquent, la masse osseuse. Cette section couvrira les mécanismes
généraux qui régulent le processus d’apoptose pour ensuite décrire la modulation de

’apoptose dans I’os ainsi que I"implication de ICAM et de SICAM dans ce processus.

2.7.1 L’apoptose et ses mécanismes de controle
Deux voies principales peuvent induire I’apoptose : celle des récepteurs de la mort

et celle médiée par la famille des protéines Bcl-2. Ces deux voies paralléles activent la
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cascade des caspases, responsable des changements morphologiques spécifiques a

I’apoptose (Figure 10).

Les récepteurs de la mort (DR) font partie de la famille des récepteurs TNF, en
particulier les récepteurs TNF et CD95 (Fas/APO-1) [230]. TNF et le « TNF-related
apoptosis inducing ligand » (TRAIL) qui se lie au DRS ainsi que Fas ligand (FasL) qui se
lie a Fas, sont capables d’initier le processus d’apoptose. Par contre, TNF peut aussi
stimuler la voie du NF-xB, qui dans divers types cellulaires dont 1’Oc, inhibe 1’apoptose

plutét que de la stimuler [231].

La famille des protéines bcl-2 est quant a elle constituée d’environ 20 protéines
pro- et anti-apoptotiques dont la proportion relative détermine la susceptibilité cellulaire
aux signaux de la mort. Ce groupe de protéines affecte la perméabilité mitochondriale
déclenchant ainsi la cascade des caspases suite a la reliche du cytochrome ¢ des

mitochondries [232, 233].

Une troisiéme voie est aussi décrite et implique les caspases dites inflammatoires.
Cette cascade origine d’un stress subit au niveau du rétinaculum endoplasmique et qui est
provoqué dans la grande majorité des cas par I’accumulation de protéines tronquées ou
mal formées dans la lumiére du rétinaculum endoplasmique ainsi que dans un
débalancement calcique dans ce dernier. On retrouve cette cascade apoptotique dans une

multitude de pathologies du systéme nerveux comme par exemple 1’ Alzheimer.
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Figure 10. Représentation générale de la cascade apoptotique.
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Table 3. Activité des différentes caspases.

Activatrices Effectrices Inflammatoires

Caspase-2 Caspase-3 Caspase-1

Caspase-8 Caspase-6 Caspase-4

Caspase-9 Caspase-7 Caspase-5

Caspase-10 Caspase-11
Caspase-12
Caspase-13
Caspase-14

La voie finale commune de I’apoptose est celle des caspases. Il existe 14 caspases
qui se retrouvent en phase inactive sous forme de procaspases. Chaque procaspase est
capable a la fois d’autoactivation et peut activer d’autres caspases. Les caspases peuvent-
étre classifiées selon leur activité en caspases activatrices, effectrices et inflammtoires
(Table 3). La caspase-3 est la caspase effectrice principale qui engendre le signal final

menant aux changements morphologiques de la cellule.

2.7.2 L’apoptose chez I’ostéoclaste

La machinerie apoptotique de I’Oc différe quelque peu des autres types cellulaires
de par la capacité que posséde TNF-oo de faciliter la survie cellulaire plutét que
’apoptose par le biais de NF-xB [114, 234, 235]. Aussi, on retrouve chez 1’Oc un grand
nombre de membres de la famille Bcl-2. Parmi les membres de Bcl-2 identifiés chez

I’Oc, on note entre autre une importante concentration de la protéine anti-apoptotique
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Bcl-XI, dont I’expression est stimulée par la présence de RANKL, M-CSF et de TNF-o.

[236]. Une augmentation de la protéine Bcl-XI est associée avec une survie accrue de

1’Oc [235].

Par contre, on retrouve un récepteur Fas fonctionnel a la surface des Oc capable
d’engendrer la relache du cytochrome c¢ des mitochondries et donc également capable
d’activer les caspases-3 et 9. La présence de mutations dans le récepteur Fas chez la
souris cause une augmentation du nombre d’Oc qui se traduit par des souris au squelette
ostéoporotique, suggérant donc que la voie de signalisation qu’engendre Fas pourrait étre

importante pour la détermination du nombre de cellules et de ’apoptose [237].

Plusieurs facteurs agissant sur le processus de maturation des Oc, telles la
Vitamine D3 et la PTH, affectent également la survie des Oc de fagon indirecte en
modifiant le ratio RANKL/OPG dans le milieu environnant [238]. D’autres facteurs
comme IL-1, M-CSF, RANKL et TNF-a influencent 1’interaction RANKL/RANK, ce
qui meéne éventuellement & ’activation de la caspase-9, donc a I’inhibition de la cascade

apoptotique [100].
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2.7.3. L’apoptose chez I’Ob

Le nombre d’Ob in vivo est fonction de leur maturation, de leur apoptose et du
degré de différenciation en ostéocytes. L’activation des DR in vitro stimule ’apoptose
chez I’Ob mais la contribution relative de TNF et de Fas in vivo demeure incertaine [239-
241]. La plupart des facteurs de croissance comme IGF, FGF, TGF-B et IL-6 inhibent
I’apoptose [150, 242, 243]. Par contre, bien que BMP-2 stimule la formation osseuse, il
est aussi capable de stimuler ’apoptose en favorisant la reliche de cytochrome c et
I’expression des caspase-3, -6, -7 and -9 [244]. Puisque ’Ob exprime & sa surface les
récepteurs TNF, TRAIL et Fas, TNF-o favorise 1’apoptose de 1’0Ob par les voies
classiques [99, 239]. Plusieurs autres facteurs sont impliqués & divers degrés dans la
régulation de I’apoptose de 1’0Ob (Figure 11). Il existe aussi la présence de plusieurs
interactions complexes qui affectent le degré d’apoptose au niveau de 1’os et du méme

coup, affecte la balance entre le dép6t de la matrice osseuse et la résorption de I’os.
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2.7.4 Roles de ICAM-1 et de SICAM dans I’apoptose

Plusieurs évidences suggerent que ICAM-1 et sSICAM sont associés au processus
d’apoptose. Qui plus est, la plupart des articles sur le sujet ont comme modéle 1’0Ob ou
une pathologie osseuse tel le myélome multiple. Tanaka et al furent les premiers a
démontrer dans 1’0Ob une capacité de prolifération plus faible en présence du phénotype
ICAM-1" [6]. En effet, les Ob ICAM-1" ont une propension a étre arrétés en phase Go/G;
du cycle cellulaire. Cet arrét du cycle cellulaire semble secondaire a 1’action de p53 (par
I’entremise de p21), qui sont eux aussi surexprimés dans ’0Ob ICAM-1" [6, 245]. 1l est
bien connu que p53 exerce un rdle clé dans le controle du cycle cellulaire, le
vieillissement cellulaire et I’apoptose [246-248]. De plus, c-Myc, qui est un important
médiateur de I’arrét du cycle cellulaire et de I’apoptose subséquente et Fas, une cible de
p53, sont tous deux surexprimés dans les cellules ICAM-1" tandis que ’expression de la
protéine bcl-2 est inhibée dans ce phénotype cellulaire [6, 249]. Ces observations tendent
donc & démontrer que ’Ob ICAM-1" arbore le phénotype apoptotique. Puisqu’il est
démontré qu’il existe une expression accrue de ICAM-1 au niveau des membranes
cellulaires de cellules sénécentes et puisqu’il semble y avoir une association entre p53 et
ICAM-1 dans le contréle du vieilissement cellulaire, la molécule d’adhésion ICAM-1
semble par conséquent primordiale dans la régulation du cycle cellulaire et du contrdle de

’apoptose [245].

L’importance physiologique de ces observations est d’ailleurs bien illustrée par le

modéele du myélome multiple (MM). Il existe une surexpression de SICAM et de ICAM-1
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chez les patients atteints du MM et ayant une maladie active dans I’os [250]. De plus, les
Ob ICAM-1" provenant de patients MM sont littéralement attaqués par les cellules
malignes du MM engendrant alors 1’apoptose des Ob par I’entremise de Fas-L [250]. 1l
appert que dans cette pathologie, ICAM-1 permet I’adhésion entre les cellules facilitant
ainsi la transmission de signal apoptotique. De fagon intéressante, la préincubation des
cellules de MM avec sICAM in vitro bloque I’adhésion de ces cellules avec 1’Ob et
subséquemment, protége 1’0Ob contre 1’apoptose. Ces études confirment ainsi
I’importance de ces deux médiateurs dans le processus d’apoptose [251], mais ouvrent
aussi la porte sur un ciblage thérapeutique potentiel de 1’axe ICAM-1/LFA-1. En effet, en
utilisant SICAM pour inhiber ’adhésion cellulaire médiée par ICAM-1, il est alors
probable que la survie cellulaire se trouverait ainsi augmentée. Ceci permettrait un
accroissement du dépot de la matrice osseuse de par un nombre supérieur d’Ob,
minimisant ainsi I’écart entre la formation et la résorption osseuse observées dans le MM

actif.

2.8 Hypothése générale et objectifs spécifiques

A la lumiére des connaissances relevées dans la litérature, nous avons jugé
important d’explorer certaines avenues pour clarifier I’action de ICAM-1 dans
’ostéoclastogénése et préciser celle de SICAM. Tel que mentioné plus tot, la présence de
ICAM-1 i la surface cellulaire des Ob est primordiale dans le processus de formation des
Oc. De plus, la présence de ICAM-1 chez les Ob semble déterminer un phénotype

cellulaire particulier. Il confére 4 I’Ob une capacité a supporter 1’ostéoclastogénése et
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semble favoriser I’expression des protéines impliquées dans les voies apoptotiques. Par
contre, la seule action attribuée a ICAM-1 dans le processus de formation des Oc est la
stabilisation cellulaire favorisant par le fait méme I’interaction RANKL/RANK. Aucune
¢tude ne s’est intéressée & 1’expression de cette molécule dans diverses pathologies
osseuses et les changements intracellulaires dans 1’Ob suite a I’engagement de ICAM-1
sont mal compris (dans un contexte de formation des Oc). De son coté, la présence et
I’action de sICAM dans le métabolisme des Oc n’ont, & notre connaissance, jamais été
rapportés a ce jour, malgré plusieurs évidences indirectes laissant supposer que cette
molécule pourrait €tre un joueur actif dans le processus d’ostéoclastogénése.
L’hypothése générale de cet ouvrage est donc la suivante : ICAM-1 et sSICAM exercent
des rdles actifs dans le processus d’ostéoclastogénése de par leur capacité respective a

moduler les facteurs affectant la différenciation des Oc ainsi que la survie des Ob et des

Oc.

Les questions de recherche sont les suivantes :

1) Si ICAM-1 est un joueur clé dans le processus de formation/activation des Oc :
I’expression membranaire de ICAM-1 a la surface des Ob est-elle plus importante

dans les pathologies avec remodelage osseux accru?

2) Si sICAM est important dans le processus d’ostéoclastogénése : la concentration

sérique de cette molécule est-elle influencée par le remodelage osseux accru?

3) Si ICAM-1 et sICAM exercent des roles actifs dans le processus
d’ostéoclastogénése : leur présence influence-elle les facteurs de difféerenciation

et de survie cellulaire des Ob et des Oc?
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Les objectifs spécifiques seront les suivants :

Décrire le phénotype ICAM-1 & la surface des Ob dans I’OA, I’OP et chez les

individus sains.

Relier le profil sérique de SICAM au remodelage osseux.

Démontrer que ICAM-1 et sICAM influencent la production des facteurs de

différenciation et de survie chez I’0Ob et I’Oc.
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CHAPITRE 3 MATERIEL ET METHODES

Ce chapitre présente le matériel et les méthodes utilisées pour réaliser ce projet
ainsi que les caractéristiques des patients inclus dans la partie expérimentale touchant les
concentrations sériques de SICAM chez les patients normaux, ostéopéniques et

ostéoporotiques. La présente section est subdivisée en fonction des articles.

3.1 ARTICLE 1 : EXPRESSION MEMBRANAIRE DE ICAM-1

3.1.1 Provenance des échantillons

Les spécimens osseux utilisés proviennent de patients groupés en contrdle
(aucune pathologie osseuse), patients avec OA ou patients souffrants d’OP. Dix-neuf
(n=19) patients opérés pour I’implantation de prothése de hanche et prothése totale de
genou (n=19) ayant comme indication chirurgicale I’OA, dix (n=10) patients opérés pour
une fracture de la hanche secondaire a ’ostéoporose et onze (n=11) patients normaux
(contrdle : créte iliaque de patients opérés pour une fusion lombaire secondaire a une
sténose spinale (n=5) ou du condyle fémoral interne de donneurs d’organes vivants
macroscopiquement exempts de pathologie articulaire (n=6)) ont été inclus dans cette
étude. Les hopitaux ayant fourni des échantillons sont : I’hdpital Maisonneuve-Rosemont,
Sacré-Ceeur, St-Luc, Hétel-Dieu et Notre-Dame. Une fois 1’os trabéculaire prélevé, les
spécimens furent ensuite placés de fagon stérile dans une solution Lactate Ringer et

acheminés au laboratoire.



78

3.1.2 Préparation des échantillons

Sur réception, I’0s est coupé en petits morceaux d’environ 2 mm? & I’aide d’un
bistouri apres avoir €té nettoyé cing fois dans du Ham F12/Dulbecco’s modified Eagles
medium (DMEM/F12; Sigma, St. Louis, MO). Chaque lavage comportait un cycle de
vortex pour 10 secondes puis le surnageant était aspiré. Pour libérer les restes de cellules
de moelle osseuse, les morceaux d’os étaient ensuite soumis a une digestion séquentielle
par la collagénase 1 mg/ml (Clostridium Hystolyticum, Type 1 ; Sigma), avec trypsine 0.5
mg/ml dans un milieu BGJb sans sérum contenant 2mM EDTA pour favoriser la
chélation de calcium. La digestion a été faite 4 37°C a deux reprises pour 20 minutes puis
pour 4 heures dans un troisi¢éme temps. Aprés lavage avec le méme milieu, les morceaux
d’os ont été placés dans un contenant de culture de 25 cm?® (Falcon, Lincoln Park, NI)
avec un milieu de culture standard composé de BGJb + 20% de sérum foetal bovin (FBS)
(Wisent, St. Bruno, Québec, Canada) + 1% pénicilline/streptomycine (PS) et 50 pl

d’acide ascorbique.

3.1.3 Culture cellulaire

Les morceaux d’os ont été incubés a 37°C sous 95% 0, + 5% CO; et le milieu
changg tous les deux jours. Lorsque les Ob ont commencé a migrer hors de 1’0s (aprés 7-
10 jours), le milieu a été¢ changé pour BGJb + 10% FBS + 1% PS + 50 pl d’acide
ascorbique et les Ob incubés jusqu’a confluence (environ 6 semaines). Seules les cellules
de premier passage ont été utilisées pour cette étude. Les Ob ainsi récupérés conservent

leurs caractéristiques métaboliques in vivo dans des cultures in vitro comme déja rapporté

[252].
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3.1.4 Récupération des cellules

Lorsque confluents, les Ob ont été décollés des contenants de culture avec 5 ml de
Splittix-B (Sigma), placés dans un eppendorf, puis centrifugés (5000 rpm; 2 minutes;
4°C) et le culot resuspendu dans le milieu de culture BGJb + 10% FBS + 1% PS + 50 ul

d’acide ascorbique (5 ml).

3.1.5 Evaluation de ’expression membranaire de ICAM-1

Deux méthodes différentes ont été utilisées et comparées pour évaluer
I’expression de ICAM-1 a la surface des Ob. La premiére consiste en une séparation sur
colonne magnétique (Miltenyi Biotech, Auburn, CA). Les Ob furent incubés avec les
billes magnétiques portant a leur surface des anticorps spécifiques pour ICAM-1
(Miltenyi Biotech) pour 20 min a 4°C puis passer sur colonne magnétique pour séparation
en fraction Ob ICAM-1" et en Ob ICAM-1". La fraction négative fut récoltée comme
éluent de la colonne alors que la fraction positive fut récoltée aprés passage sous pression
a l’'aide d’un piston. Chaque fraction fut comptée & I’aide d’un hémocytométre et

exprimée sous forme de pourcentage.

La seconde méthode consiste en une technique d’immunocytologie développée
par notre laboratoire. Une fois les Ob récupérés, les cellules furent placés sur Labtek puis
incubées 24h pour laisser adhérer (milieu DMEM/F12 + 50 pl d’acide ascorbique + 0.1%
de FBS). Les Ob furent ensuite lavés 2 fois avec du PBS puis fixés dans une solution de
paraformaldéhyde 2%, 15 min & 20°C, avant d’étre lavés de nouveau. Les Ob furent
ensuite incubés en présence d’anticorps anti-ICAM-1 monoclonaux (Dako, Mississauga,

ON, Canada) for 30 minutes 4 20°C. Un second anticorps anti-IgG conjugué a la
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peroxydase fut ensuite ajouté apres lavage au PBS pour 30 min 4 20°C pour détection des
Ob ICAM-1" avec la coloration DAB (1 min). Les lames furent ensuite lavées a ’eau
puis contre-colorées avec 1’hématoxyline (Sigma) suivi de cycles de déshydratation a
I’alcool a des concentrations progressives (50%, 70% et 100%, 5 min a 20°C). Les
plaques furent alors scellées au permount/toluéne puis le pourcentage d’Ob ICAM-1"

compté au microscope.

3.1.6 Détermination de la production de PGE,

La quantit¢ de PGE, produite dans le milieu a été mesurée en utilisant une
méthode d’immunoessai enzymatique achetée chez Cayman Chemical (Ann Arbor, MI).
Cette technique est basée sur la compétition entre PGE, et un traceur (PGE,-
acétylcholinestérase) pour une quantité limitée d’anticorps monoclonal dirigé contre
PGE,. La sensibilité de la méthode est de 9 pg/ml et la fiabilité de la technique se situe
entre 10 et 1000 pg/ml, basée sur une transformation logarithmique. La quantité de PGE,
dans la membrane cellulaire des Ob n’a pas été évaluée puisque la majorité de la
production de ce médiateur est immédiatement reldché dans le milieu [253]. Les
manipulations ont été faites en duplicata en accord avec les recommandations du

manufacturier.

3.1.7 Détermination de la production de IL-6
Les niveaux de production de IL-6 dans le milieu de culture ont été déterminés en
utilisant une technique ELISA sandwich en phase solide. Le matériel a été acheté chez

R&D Systems (Minneapolis, MN). La sensibilité de la technique est de 10 pg/ml avec
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une zone de fiabilité se situant entre 39.1 et 2500 pg/ml. Chaque ELISA a été fait en

duplicata en accord avec les recommandations du manufacturier.

3.1.8 Analyse statistique

Tous les résultats sont exprimés comme moyenne =+ ’erreur standard a la
moyenne (SEM). L’analyse statistique sur les moyennes a été faite en pratiquant un test
U de bilatéralité de Mann-Whitney et le seuil critique de signifiance statistique a été fixé
par la valeur de p < 0.05. La distribution des spécimens en tant que faibles et fortes
expression fut analysée avec le Fischer’s exact test. Les corrélations entre les niveaux de

IL-6, PGE; et I’expression de ICAM-1 furent évaluées par régression linéaire.

3.2 ARTICLE 2: EVALUATION DES CONCENTRATIONS SERIQUES DE sICAM

CHEZ LES PATIENTS OSTEOPOROTIQUES

3.2.1 Population

Au total, 111 femmes postménopausées sous hormothérapie de remplacement
(HRT) sont incluses dans cette étude. 1l s’agit de patientes déja suivie dans une clinique
d’OP ou de patientes référées par leur médecin de famille. Au début de I’étude, un
questionnaire médical ainsi qu’un examen clinique fut réalisé. Les patientes avec
antécédents de problémes cardiaques de type ischémique, avec maladies inflammatoires
de tous genres, avec cancer ainsi que les patientes utilisant la cigarette furent exclues sur
la base de plusieurs articles faisant état de variations de la concentration sérique de

sICAM lorsque les facteurs ci-haut mentionnés sont présents [254-257]. Toutes les
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participantes ont donné leur consentement de fagon éclairée en accord avec le protocole

d’Helsinki.

3.2.2 Ostéodensitométrie

La mesure de la densité osseuse (BMD) a été réalisée en utilisant la technique
DEXA disponible localement en utilisant les mémes protocoles. Les patientes furent
groupées en fonction de la plus faible mesure de BMD rapportée soit a la hanche, soit au
fémur. Les patientes avec BMD normales (> -1 déviation standard (SD)), ostéopéniques
(OPE) (-1 to < -2.5 SD) et OP (-2.5 et plus SD) furent groupées ensemble selon les
critéres de la World Health Organization. Un 4™ groupe comprenant les patientes avec
un diagnostic préalable d’OP mais sous traitement biphosphonates pour un minimum de 6
mois (alendronate 70 mg oral chaque semaine) au moment de débuter 1’étude fut formé
dans le sous-groupe ostéoporose traitée. Les patientes sous traitement avec un autre
biphosphonate ou pour moins de 6 mois furent exclues. Un prélévement sanguin

standardisé fut conduit chez chaque patiente et la concentration sérique de SICAM et de

TRAP 5b déterminée par technique ELISA.

3.2.3 Détermination des niveaux sériques de SICAM

Les niveaux sériques de sSICAM furent mesurés & 1’aide d’un kit Duo Set ELISA
(R&D, Minneapolis, MN). La sensibilité de la technique est de 15.6 pg/ml (15.6 — 1000
pg/ml). Les expériences furent réalisées en accord avec les recommandations du
manufacturier. L’absorbance fut mesurée avec un lecteur de plaque (microELISA Vmax

photometer; Molecular Devices Corp.).
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3.2.4 Détermination des niveaux sériques de TRAP 5b

La production de TRAP 5b sécrétée par les Oc a été mesurée dans le sérum des
patientes par technique ELISA (Suomen Bioanalytiikka Oy, Turku, Finland). Ce kit
possede un seuil de détection de 0.06 U/l. L absorbance fut mesurée telle que décrit a la

section 3.2.3.

3.2.5 Analyse statistique

Tous les résultats sont exprimés comme moyenne + I’erreur  standard a la
moyenne (SEM). L’analyse statistique sur les moyennes a €té faite en pratiquant un test
U de bilatéralit¢ de Mann-Whitney et le seuil critique de signifiance statistique a été fixé

par la valeur de p < 0.05. Toutes les expériences ont été réalis€es en duplicata.

3.3 ARTICLE 3 : EFFETS DE LA PRESENCE DE sICAM SUR LA FONCTION ET LA

DIFFERENCIATION DES OSTEOCLASTES

3.3.1 Provenance et isolement des monocytes humains

Les monocytes humains ont été isolés du sang périphérique de 5 sujets sains (age
31 a 38 ans). Le sang fut dilué 1:1 avec du o minimal essential medium (MEM; Sigma),
puis 3 volumes de mélange de sang furent déposés sur 1 volume de Ficoll-paque
(Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden). Aprés centrifugation a température piéce
pour 20 min a 693g, les cellules de I’interface furent resuspendues dans le MEM et

recentrifugées a 20°C pour 10 min a 510g. Les cellules ont ensuite été incubées 20 min
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4°C avec les billes magnétiques portant a leur surface des anticorps spécifiques pour
CD14 (Miltenyi Biotec) et séparées sur colonne magnétique. La fraction CD14" fut
recueillie, comptée & ’hémocytométre et suspendue dans du MEM. 2x10° cellules
mononuclées du sang (PBMC) dans du MEM ont été ajoutées dans des plaques de 12
puits ou 1x10° PBMC placées dans une plaque 16 puits BD BioCoat™ Osteologic™
Bone Cell Culture System plate (BD Biosciences) pour 2h a 37° C sous 5% CO; puis
lavées avec le milieu pour retirer les cellules non adhérées. Les PBMC ont été cultivées
dans du MEM supplémenté de sérum bovin 10%, de 100 U/ml de pénicilline et 100g/ml
de streptomycine (Wisent, St.Bruno, QC, Canada; MEM/FBS/PS) 37° C sous 5% CO..

Le milieu fut changé tous les 3 jours et divers médiateurs ajoutés.

3.3.2 Production des facteurs de différenciation des ostéoclastes produits par les pré-
ostéoclastes et les ostéoblastes

Les monocytes isolés sur les plaques de 12 puits ont été stimulés avec du M-CSF
(50 ng/ml) pour 5 jours avant I’addition de SICAM (100 ng/ml ou 1pg/ml) ou SRANKL

(30 ng/ml) avec ou sans M-CSF (50 ng/ml) pour 16h a 37°C sous 5% CO,.

Les Ob humains utilisés proviennent de 1’os trabéculaire de patients opérés pour
une prothese totale de genou secondairement a I’OA (n=6). Les Ob ont été isolés tels que
décrit & la section 3.1.2. Les morceaux d’os trabéculaire furent cultivés dans des
contenants de culture de 25 cm’ (Corning, NY, USA) dans du BGJb/10% FBS/1% PS
(changé tous les 3 jours) jusqu’a confluence (28-35 jours). Une fois confluent, les Ob

furent stimulés avec 10 ng/ml de TNF-a pour 16h pour maximiser I’expression
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membranaire de ICAM-1. Aprés lavage avec le milieu de culture, les Ob furent stimulés
avec sICAM (100 ng/m] ou 1 pg/ml), anticorps monoclonal Anti-ICAM-1 (mAb; Dako,
Mississauga, ON, Canada) (100 ng/ml or 1 pg/ml) ou Anti-ICAM-1 mAb (1 pg/ml) lié &

un second anticorps (anti-Fc mAb 500 ng/ml; Dako).

La production des facteurs de différenciation des OC fut ensuite vérifiée par
transcription inverse et polymérisation en chaine (RT-PCR). L’ARN total a été extrait des
pré-OC ou des Ob a l’aide du TRIzol (Invitrogen life technologies) selon les
recommandations du manufacturier. Au TRIzol fut ajouté du chloroforme et la couche
supérieure aqueuse fut récupérée aprés vortex. L’ARN fut ensuite extrait par précipitation
suite a I’ajout d’isopropanol. Le culot fut ensuite lavé & 1’éthanol 70%, resuspendu dans
de I’eau exempte de RNase et la quantité d’ARN récupéré analysé par spectrophotométre.

L’ARN fut congelé a -80°C jusqu’a expérimentation.

La syntheése de cADN et 1’amplificaiton par RT-PCR a été réalisée en utilisant 1
ng d’ARN total et le kit SuperScript one-step RT-PCR (Invitrogen life technologies). Les
oligonucléotides et les conditions expérimentales sont résumés au tableau 1. Les produits
du PCR furent ensuite analysés par électrophorése sur gel d’agarose 1.2% dans un tampn
TRIS-borate-EDTA. Des mesures semi-quantitatives des produits de réaction ont été
réalisées en mesurant la densité des bandes a I’aide du systéme de traitement d’image G-
image 2000 (Canberra Packard Canada, Mississauga, ON, Canada). Les résultats sont

exprimés en unités relatives.
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3.3.3 Co-cultures ostéoblastes et pré-ostéoclastes

Les Ob stimulés avec 10 ng/ml de TNF-o pour 16h furent ajoutés au pré-OC
préalablement incubés avec du M-CSF 50 ng/ml pour 72h sur des plaques de 12 puits ou
sur les plaques de 16 puits BD BioCoat™ Osteologic™ Bone Cell Culture System dans
un ratio 1:10. Les puits furent ensuite lavés avec le milieu de culture pour retirer les
cellules non-adhérentes puis incubés avec ou sans M-CSF (50 ng/ml), SICAM (100 ng/ml
or 1 pg/ml), AntiCD54 mAb (1 pg/ml) ou sSRANKL (30 ng/ml). Les milieux furent

changés tous les 3 jours et le surnageant conservé pour expériences ultérieures.

3.3.4 Evaluation de la différenciation des ostéoclastes
Apres 20 jours de co-incubation avec divers médiateurs, la différenciation des OC
fut vérifiée en dosant la TRAP 5b dans le surnageant des plaques de culture BD

BioCoat™ Osteologic™ Bone Cell Culture System plate (n=8; voir section 3.2.4).

3.3.5 Evaluation de la fonction des ostéoclastes

Pour évaluer la capacité des cellules a résorber 1’0s, nous avons évalué la surface
osseuse résorbée sur les plaques BD BioCoat™ Osteologic™ Bone Cell Culture System.
Apres 20 jours de co-culture, les cellules furent lavées 3 fois pour 5 min avec du NH,OH
IN puis les plaques rincées au PBS. La surface résorbée fut déterminée en utilisant les
services de Microst Automated Image Analyzer (Millenium Biologix, Mississauga, ON,

Canada). Les spécimens furent évalués de fagon automatique puis les résultats confirmés
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par €valuation microscopique. Les résultats furent exprimés en pourcentage de substrat

résorbé.

3.3.6 Viabilité cellulaire

Des monocytes humains furent isolés et placés en culture sur des plaques de 12
puits dans du MEM/FBS 10% et incubés pour 10 jours avec M-CSF (50 ng/ml) et
sRANKL (30 ng/ml) pour stimuler leur différenciation en pre-Oc (5% CO, at 37°C). Le
milieu fut changé 2 fois par semaine et les médiateurs ajoutés. Au jour 10, les pré-Oc
furent incubés pour 24h dans un milieu sans médiateur. Au jour 11, une concentration
variable de sICAM fut ajoutée au milieu pour 24h (100 ng/ml a 1000 ng/ml). Les Ob
furent quant & eux incubés 16h dans du BGJb +10% FBS +1% PS (5% CO, at 37°C) sur
des plaques de 12 puits avant I’ajout de concentrations croissantes de anti-ICAM-1 mAb
pour 24h. A la fin des périodes d’incubation avec sSICAM et anti-ICAM-1 mAb, un test
MTT fut fait. Les pré-Oc et les cultures d’Ob furent lavées avec du PBS puis 500ul de
milieu de culture contenant 50ul de réactif MTT furent ajoutés pour 1h (5% CO; at 37°C)
avant la mesure de I’absorbance a une longueur d’onde de 440 nm. Chaque condition fut

répétée 5 fois (n=5), chaque expérience étant réalisée avec le sang d’un donneur.

3.3.7 Analyse statistique

Tous les résultats sont exprimés comme moyenne + I’erreur  standard a la
moyenne (SEM). L’analyse statistique sur les moyennes a été faite en pratiquant un test
U de bilatéralité de Mann-Whitney et le seuil critique de signifiance statistique a été fixé

par la valeur de p < 0.05. Toutes les expériences ont été réalisées en duplicata.
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CHAPITRE 4 RESULTATS

Les résultats sont présentés sous forme d’article dans leur format original. Le premier
article est publi€ dans le journal Bone (35: 463-470; 2004) et s’intitule « Expression of
ICAM-1 by osteoblasts in healthy individuals and in patients suffering from osteoarthritis
and osteoporosis ». Le second, intitulé « SICAM serum levels are increased in
osteoporotic patients » sera soumis sous peu au journal Climacteric. Le troisiéme article
intitulé « sICAM increases bone resorption in vitro » sera soumis au Journal of Bone and
Mineral Research. Pour placer les résultats dans leur contexte, un quatriéme article
intitulé «Involvement of ICAM-1 in bone metabolism: a potential target in the treatment
of bone diseases? » et publié¢ dans la revue « Expert Opinion in Biological Therapy, 5

(3) : 313-320; 2005 » est ajouté.
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4.1 ARTICLE 1: Bone 2004; 35 (2): 463-470.

Expression of ICAM-1 by osteoblasts in healthy individuals and in patients suffering
from osteoarthritis and osteoporosis
'Patrick Lavigne, 'Mohamed Benderdour, *Daniel Lajeunesse, 'Qin Shi and "*Julio C.

Fernandes*

'Orthopaedics Research Laboratory, Department of Orthopaedics, Centre hospitalier

Sacré-Coeur, Montréal, Québec, Canada

*Osteoarthritis Research Unit, Department of Orthopaedics, Centre hospitalier de

I’Université de Montréal-Hopital Notre-Dame, Montréal, Québec, Canada

Tel: (514) 338-2222 ext. 3279

Fax: (514) 338-2694

Email: S

*To whom correspondence should be addressed

Orthopaedics Research Laboratory, Department of Orthopaedics, Centre hospitalier

Sacré-Coeur, 5400 boul. Gouin Ouest, Montréal, Québec, Canada, H4J 1C5

Short title: ICAM-1 expression in different bone pathologies
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ABSTRACT

Objectives: To describe the pattern of expression of intercellular adhesion molecule-1
(ICAM-1) at the surface of human osteoblasts (Ob) recovered from normal (control),
osteoporotic (OP), and osteoarthritic (OA) bone. To relate ICAM-1 expression in OA Ob
with interleukin-6 (IL-6) and prostaglandin E, (PGE,) production.

Materials and methods: Trabecular bone specimens were taken from patients suffering
from OA of the hip (n=19) or knee (n=19) or from hip fracture caused by osteoporosis
(n=10). Control bone specimens came from the posterosuperior iliac crest (n=5) and from
the femoral condyle of organ donors (n=6). Bone explants were digested with collagenase
and cultured. Ob were obtained after 6 weeks. ICAM-1 expression was studied by
immunocytology. IL-6 and PGE;, were evaluated by standard ELISA.

Results: Average ICAM-1 expression was different between control and OP bone
(p<0.02). Separation of specimens into high and low ICAM-1 expression showed a
significant difference between high and low ICAM-1 expressors. The distribution of
specimens after subclassification into high or low ICAM-1 expression groups revealed
only 18.2% of patients in the high expression group for the controls, compared to 70%
for OP bone (p<0.03), 52.6% for hip OA and 47.4% for knee OA. IL-6 and PGE, levels
in OA Ob from both groups were found to be significantly elevated with high ICAM-1
expression compared to low ICAM-1 expression.

Conclusion: The results show that ICAM-1 expression in human bone seems to be
pathology-dependent and correlates with IL-6 and PGE, production, of at least in OA
individuals. This implies that ICAM-1 could discriminate functionally different

populations of Ob and possibly alter the clinical evolution of the disease.
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INTRODUCTION

Bone homeostasis is maintained by various mediators regulating the fine balance
between bone formation and bone resorption. Dysregulation of either of these 2 processes
involving osteoblasts (Ob) and/or osteoclasts (Oc) may lead to bone diseases.

The importance of cellular interactions between Ob and Oc in osteoclastogenesis

has been described in various studies '%!%2%38

and multiple adhesion molecules are found
to be expressed on the Ob surface, namely, intercellular adhesion molecule 1 (ICAM-1;
CD54), vascular cellular adhesion molecule 1 and leukocyte family antigen 3 *. Of these,
ICAM-1 is expressed either as a transmembrane protein at the surface of different cell
types or as a soluble form (sSICAM) in various body fluids. The exact physiological
relevance and production mechanisms of SICAM are not clearly understood so far
1481328313500 the other hand, transmembranar ICAM-1 is recognized to be a critical
mediator of inflammation, allowing transendothelial migration of leukocytes, activation
of T-cells, adhesion of antigen-presenting cells to T-lymphocytes, microbial pathogenesis
and signal transduction pathways through outside-in signalling events '*. Its expression is
important in a variety of inflammatory disorders and conditions affecting pulmonary,
cardiovascular and gastrointestinal systems as well as autoimmunity >&'>2°33344041 e
presence of ICAM-1 in the synovium of rheumatoid arthritis (RA) and osteoarthritis
(OA) patients was shown to be higher than normal °, and a clinical trial testing the utility
of anti-CD54 monoclonal antibody in the treatment of RA patients reported rapid clinical
improvement '°.

Studies of osteoclastogenesis in co-culture systems of Ob and pre-osteoclastic

cells have revealed that blocking the cellular interactions mediated through ICAM-1 by
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anti-CD54 monoclonal antibodies reduced Oc formation in vitro '%****These
investigations have confirmed the pivotal role of ICAM-1-expressing Ob in the
differentiation of precursor cells to Oc. Furthermore, it was postulated that the high
affinity adhesion of Ob and Oc precursors could facilitate the interaction of the
RANK/RANKL system, thereby leading to a shift in bone homeostasis toward resorption
% However, ICAM-1 expression at the Ob surface in normal and pathological bone has
not been described in humans so far.

Since ICAM-1 expression can be stimulated by proinflammatory mediators in

various cell lines >*1%

, and because ICAM-1 seems to play an important role in Oc
recruitment, we hypothesized that its expression would be higher in bone pathologies
exhibiting inflammation and high Oc activity. In this study, we assessed whether a

particular pattern of ICAM-1 expression at the surface of human Ob originating from

normal, healthy individuals and patients suffering from OA or osteoporosis (OP) could

be identified and related to Ob metabolic activity.

MATERIALS AND METHODS

Patient population

The bone specimens in this study came from patients suffering from OA of the hip
(n=19) or knee (n=19) undergoing primary hip (THA) or knee (TKA) replacement
secondary to advanced OA disease, and from patients with a hip fracture secondary to OP
(n=10) undergoing prosthetic hip replacement. Control bone specimens came from the
iliac crest of patients being operated for posterior spinal fusion secondary to spinal

stenosis (n=5) or from the distal medial femoral condyle of healthy organ donors (n=6).
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Trabecular bone specimens were collected from the proximal femur during THA and
from the medial condyle of the distal femur during TKA. The iliac crest trabecular bone
specimens used as control were taken as part of graft material from the posterosuperior
iliac crest (IC graft). The specimens autopsy were harvested from the medial femoral

condyle after making sure that the knee was macroscopically free of OA and OP.
In vitro Ob culture

Ob cultures were prepared according to previously-described methods 2'. Ob
retain their in vivo metabolic characteristics in in vitro culture, and their metabolic
activity can be studied under these conditions, as shown previously ''?'*, Only first

passage cells were used in our experiments.

Briefly, the bone samples were cut into small pieces (2 mm?) prior to their
sequential digestion (3 times) with collagenase (Clostridium histolyticum, Type 1; Sigma,
St. Louis, MO) at 1 mg/ml and trypsin at 0.5 mg/ml in BGJb media without serum
(Sigma) and containing 2 mM EDTA to promote extracellular calcium chelation.
Digestion was performed at 37°C, twice for 20 min, and once for 4 h. This removed both
adherent and remaining bone marrow cells from the bone pieces. After washing with the
same medium, the digested bone pieces were put in 25 cm® plastic culture dishes (Falcon,
Lincoln Park, NJ) and covered with BGJb medium containing 20% fetal bovine serum
(FBS) (Wisent, St. Bruno, Quebec, Canada), 1% penicillin/streptomycin and 50 pl/ml
ascorbic acid. This medium was changed every 2 days until cell growth appeared around
the explants (usually 10 days after collagenase digestion). The culture medium was then

replaced with fresh media containing 10% FBS until the cells reached confluence (6
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weeks). They were then split once at high density (50,000 cells/cm?) and some of them

were analyzed for surface ICAM-1 expression.
Evaluation of transmembranar ICAM-1 expression

ICAM-1 expression on the Ob surface was assessed by 2 methods that were
compared for their variability. The first method consisted of high gradient magnetic
separation columns (Miltenyi Biotech, Auburn, CA) deployed according to the
manufacturer’s specifications. Briefly, the cells were incubated with MACS CD54
MicroBeads (Miltenyi Biotech) for 20 min at 4°C and passed through MACS magnetic
separation columns. The cell suspension was collected as the negative fraction after
washing the columns. ICAM-1+ cells were flushed out and collected, using the plunger

supplied. Both fractions were counted in a hemocytometer and expressed as percentages.

The second method consisted of an immunocytology protocol that we developed.
Cells were recovered from Labtek after 24 h and washed 2 times for 5 min at room
temperature (RT) with PBS. They were then fixed with a solution of paraformaldehyde
2% for 15 min at RT and washed again twice for 5 min with PBS before incubation with
CD54 monoclonal antibody (mAb; Dako, Mississauga, Ontario, Canada) for 30 min at
RT. An anti-mouse IgG peroxidase conjugate was added for 30 min of incubation at RT
before detection with DAB coloration of the slides (generally 1-2 min). The slides were
washed with water, and then counter-colored with hematoxylin (Sigma), followed by
dehydration with successive concentrations of alcohol and toluene (50, 70 and 100%; 5
min at RT). They were sealed with permount/toluene, and the percentage of ICAM-1-

expressing cells was evaluated under light microscopy.

Measurement of PGE,
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The amount of PGE, released into the medium was assessed with a PGE, enzyme
immunoassay kit from Cayman Chemical (Ann Arbor, MI). This assay is based on
competition between PGE; and a PGE,-acetylcholinesterase conjugate (PGEj tracer) for a
limited amount of PGE; monoclonal antibody. The sensitivity of the method was 9 pg/ml,
and the working range was between 10 and 1,000 pg/ml, based on logarithmic
transformation. The majority of PGE; synthesized by Ob is immediately released into the
medium rather than stored in the cell layer *’. For this reason, intracellular PGE, was not
examined. Absorbance was measured in the microELISA Vmax photometer (Molecular

Devices Corp., Menlo Park, CA).
Measurement of IL-6

IL-6 was measured in the culture medium by specific, solid-phase, sandwich
ELISA with a kit purchased from R&D Systems (Minneapolis, MN). Assay sensitivity in
the ELISA plates was 10 pg/ml for IL-6, and the recommended range was 39 to 2,500
pg/ml. Each ELISA was performed in duplicate according to the manufacturer’s
specifications. Absorbance was measured by microELISA Vmax photometer (Molecular

Devices Corp.).
Statistical analysis

The results are expressed as means + SEM. Assays were performed in duplicate.
The data were analyzed statistically by the 2-tailed Mann-Whitney U-test. The
distribution of specimens in the high and low expression groups was analyzed by
Fischer’s exact test. Correlations between IL-6 and PGE, levels and ICAM-1 expression
were analyzed statistically by linear regression. P-values <0.05 were considered

significant.
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RESULTS

After digestion with collagenase, the cells began to migrate out of the explants
after 10 to 14 days of culture. At 5 to 6 weeks of culture, they became confluent and

ICAM-1 expression at the Ob surface was verified.

We first compared 2 techniques for quantification of ICAM-1 expression, one
using standard high gradient magnetic separation columns and the other
immunocytology, which is faster and less cell-consuming. Seven specimens were tested
in triplicates and comparative results were obtained for both techniques (mean 55.27%
for immunocytology compared to 50.22% for magnetic separation; not significant; see
Figure 1). When taken 1 by 1, the largest difference observed between ICAM-1
expression on the same sample was 10.2%, and the average difference was 4.6%. Since
our results were comparable with these 2 techniques, we employed the immunocytology
approach for practical reasons to evaluate ICAM-1 expression in the remaining

experiments.
ICAM-1 expression on Ob

Specimens were initially taken from 5 groups of patients, and ICAM-1 expression
was verified at the Ob surface. Specimens from normal knees and IC grafts were grouped
together (n=11) since no significant difference was found in their respective ICAM-1
expression (35% and 40%). As shown in Figure 2, average ICAM-1 expression was
37.5% in the control group, while that of the hip OA, knee OA and OP groups was

48.6%, 49.0% and 56.6%, respectively. Altough there was a net trend for the controls to
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express less ICAM-1 than the other groups, only the OP group presented a significant

difference in ICAM-1 expression compared to control values (p<0.02).

When taken 1 by 1, Ob obtained from a specimen within a group tended to either
highly or weakly express ICAM-1 at their surface and we noted that the calculated mean
did not reflect the observed situation. Therefore, depending on their ICAM-1 expression,
specimens could be divided into 2 categories: those that had ICAM-1 expression superior
to the group’s average subclassified into the high ICAM-1 expression group, and
specimens with ICAM-1 expression less than the group’s average subclassified into the
low ICAM-1 expression group (Figure 3). This subclassification allows a more accurate
description of the ICAM-1 expression and was used to discriminate metabolic activity of
Ob in earlier studies™?’. Once separated into high or low ICAM-1 expression (Figure 4),
our control group showed average ICAM-1 expression of 73.3% and 34.3% in the high
and low expression groups respectively (p<0.01), with only 2 specimens included in the
high expression group. ICAM-1 expression was similar in the hip and knee OA groups:
respectively, ICAM-1 expression was 67.1% and 70.3% in the high groups, and 28.2%
and 29.8% in the low groups. Statistical analysis showed significant differences between
the high and low means within the same group (p<0.001 and p<0.0001 for hip and knee
OA, respectively). The OP group showed an average expression after subgroup
classification of 66.2% and 33.8% for the high and low subgroups respectively (p<0.01).
Overall, average ICAM-1 expression in the high and low expression groups was similar

between subject groups and could not discriminate between OA and OP.

Figure 5 reports the distribution of high and low ICAM-1 expression specimens

within groups. Ob in the controls were distributed mostly in the low expression group as
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only 18.2% of these subjects were subclassified in the high expression group. Specimen
distribution for hip and knee OA was similar, as 53% were classified in the high
subgroup for the hip OA population, and 47% in the knee OA population. The OP
specimens showed a different pattern of ICAM-1 expression, as 70% of them were
included in the high expression group (p<0.03). The distribution of specimens into high
or low ICAM-1 expression group was significantly different for the OP group compared
to the normal group (p<0.03). However, this distribution failed to reach significance in

both OA groups compared to control and OP.
Measurement of IL-6 and PGE;,

IL-6 and PGE; were measured in OA Ob supernatants to try to correlate them
with ICAM-1 expression in the high and low expression groups (Figure 6). Since we
have already reported that OA Ob can be subdivided into high or low endogenous
producers of IL-6 and PGE, *** (Lavigne et al. to be published), we wanted to compare
these OA Ob subgroups with the classification of 2 Ob populations based on ICAM-1
expression reported by Tanaka et al. ** and in the present study. In other words, the
subclassification between high and low ICAM-1 expression was preserved in this assay,
and IL-6 and PGE; production was analyzed in these 2 groups. Our results showed that
the specimens included in the high ICAM-1 expression subgroup significantly produced
more IL-6 and PGE; in their supernatants than those in the low ICAM-1 expression
subgroup (IL-6: 5-fold increase, p<0.01; PGE,: 3.5-fold increase, p<0.005). When these
substances were plotted against the percentage of ICAM-1 expression, and the R?
calculated, we obtained values of 0.70 and 0.71 for IL-6 and PGE-, respectively, meaning

that their concentration increased proportionally with ICAM-1 expression and vice versa.
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DISCUSSION

Cellular interactions through adhesion molecules represent an emerging concept
in bone metabolism, and their implication together with cytokines seems to play a major
role in various bone pathologies, particularly in inflammatory and Oc-dependent diseases.
To verify the existence of a specific [ICAM-1 expression pattern in pathological bone, we
harvested bone specimens from OA and OP patients and compared them to normal bone

on the basis of ICAM-1 expression.

The results presented in this report provides evidence that ICAM-1 expression in
vitro is pathology-dependent, based on ICAM-1 expression differences in OP bone
compared to normal bone. Although there was a trend for OA Ob to express more ICAM-
1 at their cell surface compared to normal Ob, this did not reached significance. The
subclassification of ICAM-1 on the basis of high or low expression shows that the
distribution of specimens in the high ICAM-1 expression group is more significant in the
OP group compared to the controls, with a mixed expression in the OA groups (70% of
specimens in the OP group are high expressors, 50% in the OA groups, and only 18% in

control group).

Ob from OA and OP patients produce many inflammatory cytokines compared to
normal bone. It has been demonstrated that these inflammatory mediators are known to
stimulate ICAM-1 expression in various cell lines 233239 We, therefore, believe that the
level of ICAM-1 expression at the Ob surface is a reflection of the inflammatory
microenvironment from which the Ob were retrieved. The difference in ICAM-1

expression observed here should then derive at least in part, from proinflammatory
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stresses endured by the Ob. Moreover, it has been reported that production of IL-6 and
IL-1B by Ob was stimulated by cross-linking ICAM-1 with a monoclonal anti-CD54
antibody *°. This means that cell-cell interactions mediated through ICAM-1 would
favour proinflammatory cytokine production and facilitate, through an
autocrine/paracrine effect, the maintenance of elevated ICAM-1 expression at the Ob
surface in inflammatory and Oc-dependent bone diseases, in turn allowing more intense
bone remodelling. This probably creates the differences in ICAM-1 expression observed,
since normal bone, which has a less inflammatory potential compared to OA and OP
bone, expresses less ICAM-1. However, two of our control specimen were highly
expressing ICAM-1 and this cannot be accounted for with the previous theory. One way
to answer this could be that these specimen belong to pre-OP patient exibitting slight
osteopenia not detectable at the time of specimen collection. If this was to be true,
determination of ICAM-1 expression may be a sensitive detection method of OP.

IL-6 and PGE; production has been shown to favour bone resorption and Oc

14,18,20,

recruitment 2. Several reports from our group have demonstrated an abnormal

metabolic activity profile of OA Ob and Ob from failed total hip arthroplasty based on

their endogenous ability to produce IL-6 and PGE, ''***°

(Lavigne et al. to be published).
We have noted in a recent article, that high endogenous producers of IL-6 and PGE,
respond more than low producers to proinflammatory mediator stimulation, except for
markers of bone formation, which were comparable in both subgroups. We concluded
from these results that high producer status was more likely to induce bone resorption

than low producer status due to marked imbalance between the synthesis of bone-

resorbing and bone-forming mediators (Lavigne et al. to be published). To confirm that
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high ICAM-1 expression is related to more metabolically active bone, we verified IL-6
and PGE; levels in the culture medium of high and low ICAM-1 expressors. We were
able to link the high metabolic activity group based on IL-6 and PGE, production to the
high ICAM-1 expression group, with the same applying to the low metabolic activity
group and the low ICAM-1 expression group. It has been reported that ICAM-1 mediates
Ob and Oc precursor interactions induceing Oc formation, a property not shared by
ICAM-1" Ob 2% We believe that patients with high ICAM-1 expression/high IL-6 and
PGE, producers profile have a bone metabolism imbalance leaning toward Oc
recruitment and a more pronounced bone-resorbing effect than the low ICAM-1
expression group/low IL-6 and PGE; producers. This could be reflected clinically by
preferential ICAM-1 expression in OP, an Oc-dependent disease, compared to normal
bone. Individuals strongly expressing ICAM-1 would recruit Oc more intensely, which
could translate to more rapid/severe OP development with a higher subsequent risk of
fracture. It is noteworthy, however, that stimulating Ob with PGE, does not increase
ICAM-1 expression as reported by Okada et al. in mice %°, and confirmed in human Ob
by our team, whereas IL-6 does (unpublished data). We, therefore, hypothesize that IL-6
probably is the principal actor in bone resorption and Oc recruitment mediated through

ICAM-1.

On the other hand, the distribution of OA specimens was comparable in the high
and low ICAM-1 expression subgroups around the hip and knee joints, suggesting that
differential expression is not site-specific but disease-specific. OA evolution is normally
slow but a subset of patients show rapid progression with rapid cartilage degeneration,

early osteophyte formation and subchondral cyst generation. It is appealing to think that
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rapid progressors may correspond to the group strongly expressing ICAM-1 and highly
producing IL-6 and PGE,, with the inverse applying to slow progressors, but further
study is needed to support this statement. Cysts formation could be favoured by the
presence, in bone, of Ob strongly expressing ICAM-1, and therefore facilitating Oc
recruitment, but this remains to be proven. That a difference in ICAM-1 expression was
noted in trabecular bone away from weight-bearing areas implicates that abnormal bone
metabolism involving much of the bony bed in these diseases and not just subchondral

bone, which corroborates a report by Mansell and Bailey **.

Our results demonstrated that ICAM-1 showed a different expression pattern in
OP and OA than in normal bone. Constitutive ICAM-1 expression is more significant
when Ob are producing higher levels of IL-6 and PGE,. We believe that individuals
expressing high ICAM-1 levels would be more prone to rapid progression of either OA or
OP diseases. This differential expression of ICAM-1 could also be extrapolated to
explain why a subset of patients operated for primary hip or knee replacement exhibit
massive early osteolysis around the implant, and others do not. In fact, a recent study
showed ICAM-1 expression to be higher than other adhesion molecules in the synovium
of failed total knee arthroplasty and severe gonarthrosis compared to controls ’. No
clinical trials has evaluated the effect of ICAM-1 targetting in this setting.
Pharmacological modulation of ICAM-1 could potentially alter the progression of OP
and osteolysis around orthopedic implants. The efficacy of anti-ICAM-1 treatment was
confirmed in RA but clinical trial stopped because of allergic reactions '’. Also, ICAM-1
antisense oligonucleotides were tested against RA patients with limited success 2.

However, the authors mentioned that the dosage used in their study should have been
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higher. Not doubt that better study desing and targetting ICAM-1 in other bone
pathologies could lead to interesting findings. In order to complement the results obtained
from this current study, we intend to follow prospectively our patients to assess whether
rapid disease progression and implant failure can be related to differential ICAM-1

expression in bone tissue.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1: Comparaison between magnetic column seperation and immunocytology
for ICAM-1 expression assessment. Ob were retrieved after 6 weeks of culture from
OA bone (n=7) and both immunocytology and magnetic separation was performed on the
same specimen. Results are expressed as percentages of cells expressing ICAM-1.
Figure 2: ICAM-1 expression on Ob from normal, OA and OP bone. Ob were
retrieved after 6 weeks of culture from patients suffering from OA of the hip (n=19) or
knee (n=19) or from hip fracture caused by OP (n=10). Control bone specimens from the
posterosuperior iliac crest (n=5) and from the femoral condyle of organ donors (n=6), are
grouped together. ICAM-1 expression was evaluated by immunocytology. Results are
expressed as means = SEM.

Figure 3: Subclassification between High and Low ICAM-1 expression. Ob were
retrieved after 6 weeks of culture and fixed with a solution of paraformaldehyde 2%
before incubation with CD54 monoclonal antibody. Anti-mouse IgG peroxidase
conjugate was added, counter-colored with hematoxylin and sealed before cell counting
under light microscopy. Subclassification into high or low ICAM-1 expression was based
on the expression observed for a specific specimen as being higher or lower than the
group’s average. (A) represents low ICAM-1 expression (31%) and (B) High ICAM
expression (74%).

Figure 4: ICAM-1 expression on Ob after subgroup classification. Subgroup
classification was performed after evaluation of ICAM-1 expression by immunocytology.
The high expression group corresponds to specimens that showed ICAM-1 expression

higher than the mean before subclassification, while the low expression group
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corresponds to specimens that showed ICAM-1 expression lower than the mean before
subclassification. Results are expressed as means + SEM.

p-values represent high ICAM-1 expression group vs low ICAM-1 expression group.
Figure 5: Specimen distribution into high and low ICAM-1 expression groups.
Subgroup classification was performed after evaluation of ICAM-1 expression by
immunocytology and specimen distribution into high or low expression groups. Results
are expressed as percentages.

Figure 6: IL-6 and PGE; production in high and low ICAM-1 expression groups. IL-
6 and PGE, production was evaluated in the supernatants of hip and knee OA Ob by
ELISA and related to ICAM-1 expression on the same hip and knee OA specimens.

Results are expressed as means + SEM.
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Figure 1: Comparaison between magnetic column seperation and immunocytology

for ICAM-1 expression assessment
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C. Figure 2: ICAM-1 expression on Ob from normal, OA and OP bone
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Figure 4: ICAM-1 expression on Ob after subgroup classification
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Figure 5: Distribution of specimens into high and low ICAM-1 expression groups
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Figure 6: IL-6 and PGE2 production by OA Ob in high and low ICAM-1 expression

groups
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ABSTRACT

Objective: To assess serum sSICAM and TRAP 5b levels in osteoporotic (OP) patients.
Methods: 111 non-smoking female patients on hormone replacement therapy were
recruited and grouped as normal, osteopenic (OPE), OP and OP-treated with alendronate
(OP-Tx) based on their bone mineral density (BMD) scores. Patients who had cardiac and
inflammatory diseases or cancer were excluded. sSICAM and TRAP 5b levels were
measured by ELISA and data were compared between each group.

Results: 23 patients were included in the control group, while 22, 4 and 52 patients were
included in OPE, OP and OP-Tx group respectively. TRAP 5b levels were significantly
greater in OP group compared with normal and OPE group. Alendronate had an
inhibitory effect on TRAP 5b, as evidenced by its levels in the OP-Tx group. sSICAM
levels were also significantly increased in the OP group. Although sICAM levels in the
OP-Tx group was lower than in the OP group, this result was not quite significant.
Conclusion: This study reports for the first time modification of sSICAM profile in OP.
Further studies will be needed to investigate the pathophysiological role of this mediator

in OP.
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According to the World Health Organization (WHO), osteoporosis (OP) is the
most common metabolic bone disorder, as it affects more than one woman out of three
(1). OP results from an imbalance between bone resorption and bone formation. At the
cellular level, the osteoclast (OC) removes more bone than the osteoblast (Ob) is able to
form, which translates into a reduction of total bone mass.

This reduction in bone mass can be quantified by measurement of bone mineral
density (BMD) using dual-energy x-ray absorptiometry (DEXA), either in the proximal
femur or in the spine. The WHO has defined OP based on the lower value of BMD
measured at these locations, a normal bone mass lying within -1 standard deviation (SD)
of the peak bone mass while a BMD density of less than -2.5 SD is considered OP. Any
patients with T-scores between -1 SD and -2.5 SD are said to be osteopenic (OPE).

As BMD measurements cannot detect early changes in bone mass, a multitude of
urinary and serum markers have been developed to monitor bone turnover. Of those,
serum tartrate-resistant acid phosphatase 5b (TRAP 5b), derived from OC, has been
shown to correlate with other markers of bone resorption and with BMD, suggesting its
use as a specific determinant of bone turnover (2).

Bone resorption rate is a reflection of OC activity. Cellular interactions between
Ob and pre-OC mediated through adhesion molecules such as membrane-bound
intercellular adhesion molecules-1 (mICAM-1) have been recognized as important
modulator of OC recruitment and differentiation (3;4). From a clinical standpoint, studies
have reported higher mICAM-1 in the synovium of rheumatoid arthritis (RA),
osteoarthritis (OA) and OP patients, and in patients undergoing a revision arthroplasty

secondary to aseptic loosening (5-7). Furthermore, a clinical trial testing the utility of
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anti-CD54 monoclonal antibody in the treatment of RA patients reported rapid clinical
improvement (8). All these studies suggest the implication of ICAM-1 in OC-mediated
diseases.

ICAM-1 also exists as a soluble protein (SICAM). We have observed in Ob
culture that the expression of membrane bound ICAM-1 is positively correlated with
levels of SICAM in the supernatant (unpublished results). Although sICAM has been
described to correlate with a wide variety of diseases, its implication and relevance (if
any) in bone metabolism have not been investigated so far.

Given the absence of data in the literature regarding the action of sSICAM on bone,
given the specific mICAM-1 expression in OC-dependent diseases and the direct relation
between level of membrane-bound and soluble ICAM in Ob culture, we investigated here
sICAM serum levels in normal, OPE and OP individuals and verified whether sSICAM
levels could be modified in OP.

MATERIALS AND METHODS

Patient population

A total of 111 postmenopausal female patients on hormone replacement therapy
(HRT) were enrolled in this study. They were already followed at an outpatient OP clinic
or referred from general practionners. Before entering the study, a complete medical
history was taken and physical exam performed. Patients with previous history of
ischemic heart disease, inflammatory diseases, cancer or cigarette smoking were
excluded based on numerous reports showing variation of serum sICAM levels with these
conditions (9-12). All subjects gave a written informed consent according to the

declaration of Helsinki.
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BMD measurements were performed with DEXA at local radiology clinics using
standard protocols. Patients were grouped based on the lowest of BMD values taken at
the hip and spine. Normal (> -1 SD), OPE (-1 to <-2.5 SD) and OP (-2.5 and more SD)
were defined according to WHO criteria’s. A fourth group was added including patients
with previous OP diagnosis and under alendronate treatment (OP-Tx group) when
entering the study. All patients in this particular group had been taking alendronate 70 mg
p.o weekly for at least 6 months before BMD measurements. Serum sICAM and TRAP
5b levels were included as part of their routine blood work. Serum samples were
collected according to routine protocols, sent to our research lab and further quantified by
ELISA.
sICAM measurement

sICAM levels in serum were measured using a Duo Set ELISA development
system purchased from R&D systems (Minneapolis, MN). Assay sensitivity was 15.6
pg/ml and recommended range 15.6 — 1000 pg/ml. Each ELISA was performed according
to the manufacturer’s specifications. Absorbance was measured with a microELISA
Vmax photometer (Molecular Devices Corp.).

TRAP 5b measurement

Osteoclast-derived TRAP 5b was measured in serum samples using an ELISA kit
purchased from Suomen Bioanalytiikka Oy (Turku, Finland). This kit has the advantage
of measuring only freshly secreted TRAP 5b molecules. Assay sensitivity is 0.06 U/l and
experiments were performed according to the manufacturer’s specifications. Absorbance
was measured as described previously.

Statistical analysis
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The results are expressed as mean + SEM. Assays were performed in duplicate.
The data were analyzed statistically by the two-tailed Mann-Whitney U-test. P-values <

0.05 were considered significant.

RESULTS

Baseline characteristics of all patients are shown in table 1. 23 patients were
classified in the normal group, 22 in the OPE group, 4 in the OP and 52 in the OP-Tx
group. As expected, BMD values were significantly different for all groups compared to
normal. Also, patients in both OP groups were older than patients in OPE and normal
groups.

Serum TRAP 5b and sICAM levels

Figure 1 shows variatons of serum TRAP 5b throughout the groups. TRAP 5b is
increased significantly in OP (p<0.04) compared to normal, while in the OP-Tx group, it
is significantly lower when compared to both normal (p<0.01) and to OP group
(p<0.003). No differences were observed between the OPE and normal group although a
slight increase was noted.

Figure 2 represents serum level of SICAM in our 4 groups. Serum sICAM levels
were found to be significantly higher in the OP group (p<0.05) compared to normal,
while serum sICAM levels in OPE and OP-Tx groups were comparable to normal.
DISCUSSION

Serum sICAM levels have been shown to be increased in inflammation-related
processes. Many studies have suggested its potential utility as a future predictor of
coronary artery disease, although no precise role has been identified so far (9). Increased

levels of SICAM have also been observed in various cancer types and this is believed be
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an indication of tumor burden (13;14). However, no study has focussed on serum
variations of SICAM in bone pathologies.

This study was first designed to screen SICAM levels in OP patients. The rationale
behind this was the identification of a specific pattern of mICAM-1 expression at the
surface of Ob recovered from OP patients when compared to healthy subjects, the finding
of a direct relationship between membrane and soluble ICAM in vitro, along with the
mounting evidence of a specific pattern of mICAM expression in OC-mediated diseases
(5-7). In the present study, we have shown an increase in SICAM levels in OP patients
compared to healthy individuals. Furthermore, OP patients treated with alendronate had
sICAM and TRAP 5b values comparable to normal and OPE patients, suggesting an
inhibitory effect of alendronate on the production of these molecules. To our knowledge,
we are the first group to demonstrate variations in SICAM levels in OP and an inhibitory
effect of alendronate on SICAM and TRAP 5b specifically.

TRAP 5b was used here to serve as a control and verify if our cohort of patients
could be comparable to published studies on markers and BMD, which seems to be the
case. TRAP 5b is produced by OC and is a reflection of their activity. It has been shown
to be related to bone turnover and is known to be affected by pamidronate treatment (15).
Furthermore, the kit used was shown to be specific for newly secreted TRAP 5b, enabling
us to monitor recent changes in bone metabolism, in particular response to biphosphonate
treatment.

The exact significance of these findings however, remains uncertain. Many
studies have reported increase in SICAM levels in a great variety of disease processes, but

few have demonstrated a role for SICAM. The fact that we described a greater mICAM-1
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expression on Ob recovered from OP patients (7) and that serum sSICAM levels were also
increased in OP patients makes us believe that ICAM-1 might be a modulator of OP.
Given that mICAM-1 was shown to participate in osteoclastogenesis possibly by
stabilizing cellular interaction between pre-OC and Ob (3;4), it would be interesting to
see if the findings of this study could be extrapolated to OC-mediated diseases such as
RA and failed arthroplasty secondary to aseptic loosening. Also, the action of alendronate
on sICAM is intriguing. The pharmacological effect of alendronate on bone resorption is
believed to be directed against OC. The observed decrease of sSICAM levels in OP-Tx
compared to OP group might indicate that at least part of the SICAM protein found in the
serum comes from bone, since no effect on other cell type is described so far for
biphosphonates.

The weakness of this study is the small number of patients in the OP group. Being
mainly a tertiary care hospital, most of the patients referred to us were already followed
by their primary care practionner for OP and treatment was usually started before referral.
However, we did achieve significance in spite of only 4 patients in the OP group.
Moreover, sSICAM values resemble those of TRAP 5b, leading us to believe that these
values are reproducible. One could argue that age might influence these levels since OP
patients are older, but it has already been shown that age does not influence sSICAM
levels in adults (11).

In conclusion, this study reports higher serum sICAM and TRAP 5b levels in OP
patients and their modulation by alendronate. The role of mICAM-1 and sICAM in
musculoskeletal disorders remains unknown and further studies defining their precise

action in OP and OC-mediated diseases are needed.
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LEGENDS TO FIGURE
Figure 1: Serum TRAP 5b activity in normal, OPE, OP and OP-Tx patients. TRAP
5b activity was measured in serum of 111 patients using ELISA and then grouped as
normal, OPE, OP and OP-tx based on their BMD values and alendronate treatment.
Results are expressed as mean + SEM.
*p<0.04, OP vs control
**p<0.01, OP-Tx vs control; p<0.003, OP-Tx vs OP
Figure 2: Serum sICAM concentration in normal, OPE, OP and OP-Tx patients.
sICAM concentration was measured in serum of 111 patients using ELISA and then
grouped as normal, OPE, OP and OP-tx based on their BMD values and alendronate
treatment. Results are expressed as mean + SEM.

*p<0.05, OP vs control
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Normal Osteopenic Osteoporotic Osteoporotic-Treated
n=23 n=22 n=4 n=52

Age  60.6+1.5 61.7+1.1 72.5+0.96* 66.7+1.3*
(57.7-63.6) (59.5-63.9) (69.5 - 75.6) (64.1 - 69.2)

BMD 0.70+0.12 -1.3 £0.08* -3.05 £ 0.44* -2.3+0.06*
(0.44-0.95) (-1.5--1.18) (-44--1.7 (-24--2.2)

Results are expressed as mean £ SEM (IC 95%)

*p<0.05; group vs normal
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Figure 1. Serum TRAP 5b activity in normal, OPE, OP and OP-Tx patients
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Figure 2. Serum sICAM concentration in normal, OPE, OP and OP-Tx patients.
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ABSTRACT

In the context of osteoclastogenesis, intercellular adhesion molecule (ICAM) -1 is believe
to provide a high affinity adhesion between the osteoblast and the osteoclast precursor
thereby facilitating the interaction between receptor activator nuclear xB ligand
(RANKL) and its receptor RANK. No role is currently described for SICAM in that
process. Therefore, the purpose of this study is to verify whether SICAM plays a role in
the formation and maturation of osteoclasts. Peripheral blood monocytes isolated from
blood of healthy donors and cultured alone or with human osteoblast were stimulated
with macrophage colony stimulating factor (M-CSF), sRANKL, ICAM-1 monoclonal
antibody and/or sICAM to produce mature osteoclasts. Release of TRAP 5b and
resorption area were analyzed as markers of osteoclast formation and function
respectively. Further, the effect of ICAM-1 engagement and sICAM stimulation on cell
survival (MTT) and on the production of RANKL/osteoprotegerin (OPG)/RANK (RT-
PCR) was evaluated. When cultured alone or in the presence of osteoblasts, SICAM did
not modify the release of TRAP 5b from osteoclast precursors. However, a significant
increase in the resorption area was recorded following sICAM stimulation both in
monoculture and in co-culture. Engagement of ICAM-1 on osteoblast resulted in an
increase of RANKL mRNA expression and a decrease in osteoblast survival. Stimulation
of pre-osteoclast with SICAM did not modify the expression of RANK but produced a
significant increase in pre-osteoclast survival. These results indicate that ICAM-1 and
sICAM have a dual effect on bone homeostasis, lowering bone deposition through a
decreased osteoblast survival and increasing bone resorption through an increase in

RANKI-mediated osteoclastogenesis and an increase in osteoclast survival.
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INTRODUCTION

Skeletal homeostasis is maintained at the cellular level by the actions of
osteoblasts and osteoclasts, respectively forming and removing bone. This dynamic
process is continuously adjusting to the physiological needs of the body, but when an
imbalance between bone formation and resorption occurs, it generally leads to skeletal
disease. Most of these diseases are the consequence of an increase in osteoclast activity,
resulting in net bone loss (1).

The osteoclast is a multinucleated giant cell that comes from the
monocyte/macrophage lineage. The differentiation of monocytes into mature osteoclast
involves numerous mediators and cellular events in order to take place. The paramount
importance of receptor activator of nuclear factor-kB ligand (RANKL) and its receptor
(RANK) i1s well described in this process (2,3). In vivo, interactions between
osteoblast/stromal cells and osteoclast-precursors mediated through adhesion molecules
also appears essential for osteoclastogenesis, because of the inhibition of osteoclast
formation and function when adhesion molecules such as intercellular adhesion molecule
(ICAM-1) are blocked in vitro (4-6). It is believed that the high affinity cellular adhesion
supported by ICAM-1 facilitates the interaction of RANKL with its receptor RANK,
leading to increased bone resorption (4).

In skeletal diseases, ICAM-1 levels are increased in the synovium of rheumatoid
arthritis (RA), osteoarthritis (OA) patients and in patients suffering from aseptic
loosening of orthopaedic implants (7). We have also demonstrated that there is a specific
ICAM-1 expression on Ob of osteoporotic and OA patients (8). Although these reports

indicate the presence of ICAM-1 in these osteoclast-mediated diseases, there is no
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particular role identified so far for ICAM-1 in bone metabolism other than stabilization of
cellular interaction.

ICAM-1 can also be found as a soluble isoform (sICAM) but no specific
physiological function is identified so far in bone. In other settings, some advocated a
possible action for SICAM as a competitive inhibitor of ICAM-1/LFA-1 interaction (9-
11). Others have reported sICAM ability to induce intracellular signalling and produce
inflammatory mediators such as tumour necrosis factor-o. (TNF-c), interferon-y,
interleukin-6 (IL-6), macrophage inflammatory protein-1 and 2 (MIP-1c; MIP-2), (12-
15). Interestingly, TNF-a, IL-6 and MIP-1a have all been described as modulator of
osteoclast activity (16-19). However, it is unknown whether sSICAM could affect
osteoclast maturation and formation secondary to this action on osteoclast differentiation
factors (ODF).

Finally, it was demonstrated that both ICAM-1 and sICAM could affect cell
viability in bone. The ICAM-1" - osteoblast phenotype, which is capable of supporting
osteoclast differentiation as oppose to the ICAM-1" phenotype, appears to decrease
osteoblast survival while the presence of SICAM tend to protect the osteoblast against
cell death (20, 21).

Therefore, the objective of this study is to clarify the actions of ICAM-1 and
sICAM in osteoclast formation and function. Specifically we questionned: 1) Does
sICAM affect osteoclast differentiation and function and if so, can it be explained
through a modification of the ODF profile or cell viability? 2) Does the engagement of

ICAM-1 affect the RANKL, RANK and osteoprotegerin (OPG) axis? Our hypothesis is
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that both ICAM-1 and sICAM play an active role in the formation and function of OC

through an effect on the RANKL/RANK/OPG axis and/or cell survival.

MATERIAL AND METHODS
Isolation and culture of human monocytes

Monocytes were isolated from the peripheral blood of 3 healthy male subjects
(age range 31 — 38), diluted 1:1 in o minimal essential medium (MEM; Sigma, St.Louis,
MO, USA) and 3 volumes of blood mixture layered onto 1 volume of Ficoll-paque
(Amersham Biosciences, Uppsala, Sweden). After a centrifugation of 20 min at 693g, the
interface layer was resuspended in MEM and centrifuged for 10 min at 510g. Cells were
then incubated 20 min at 4°C with MACS CD14 Microbeads (Miltenyi Biotec, Auburn,
CA, USA) and passed through MACS magnetic cell separator. Sorted CD14" fraction
was washed, resuspended in MEM and counted in a haemocytometer following lysis of
red blood cells by a 5% (v/v) acetic acid solution. 2x10° peripheral blood mononuclear
cells (PBMC) in MEM were added to 12-well culture plates or 1x10° PBMCs added to
16-well BD BioCoat™ Osteologic™ Bone Cell Culture System plate (BD Biosciences,
Mississauga, ON, Canada) for 2 hours at 37° C in 5% CO, and then cultures were rinse
with the medium to remove non adherent cells.

Cells were cultured in MEM, 10% heat-inactivated fetal bovine serum, 100 U/ml
penicillin and 100 g/ml streptomycin (Wisent, St.Bruno, QC, Canada; MEM/FBS) at 37°
C in 5% COs either on 12-well culture plate or on 16-well BD BioCoat™ Osteologic™
Bone Cell Culture System plate. Medium was changed every 3 days and supplemented or

not with appropriate cytokines as per specific experimental conditions tested.
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Co-cultures of osteoblast and monocytes

Human normal osteoblasts were purchased from Promocell (Heidelberg,
Germany) and cultured in 25 cm? plastic cell culture flasks (Coming, NY, USA) with
BGJb media containing 10% FBS until confluency. Once confluent, osteoblasts were
stimulated overnight with 10 ng/ml of TNF-a (to increase ICAM-1 expression), then
removed from the flask and added to pre-incubated human monocytes (M-CSF 50 ng/ml
for 72h) on 12-well plate or on 16-well BD BioCoat™ Osteologic™ Bone Cell Culture
System plate in a ratio of 1:10. Cells were washed with culture media after 8 hours and
incubated with or without M-CSF (50 ng/ml), sSICAM (100 ng/ml or 2 pg/ml), AntiCD54
antibody (2 pg/ml) or soluble RANKL (30 ng/ml). Medium was replaced twice a week

and supernatants kept for further testing.

Assessment of Osteoclast formation

After 20 days of incubation with various mediators, osteoclast formation was
assessed by the presence of osteoclast-derived TRAP 5b in the supematant of the BD
BioCoat™ Osteologic™ Bone Cell Culture System plate (n=8). TRAP-5b was measured
in samples (duplicate) using an ELISA kit purchased from Suomen Bioanalytiikka Oy
(Turku, Finland) and corresponds to the supernatant of days 17 to 20 of our experiment.
Assay sensitivity is 0.06 U/l and experiments were performed according to the
manufacturer’s specifications. Absorbance was measured with a microELISA Vmax

photometer (Molecular Devices Corp.).

Assessment of Osteoclast function
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Functional evidence of osteoclast formation was evaluated by measuring the
resorption area on the BD BioCoat™ Osteologic™ Bone Cell Culture System plate after
20 days of culture. Cells were first washed from wells using NH;OH 1IN for 3 periods of
5 minutes and then rinsed in PBS. Resorption area was determined using Microst
Automated Image Analyzer (Millenium Biologix, Mississauga, ON, Canada). Specimens
were read twice and the results expressed as percentage of resorption of the substrate
(n=8).

Osteoclast differentiation factors production from monocytes and osteoblasts

Monocytes cultures in 12-well plates were stimulated with M-CSF (50 ng/ml) and
SRANKL (30 ng/ml) for 10 days before sSICAM (100 ng/ml or 1pg/ml) was added for 16
hours at 37°C in 5% CO,. Osteoblasts on 12-well plates were incubated overnight with
10 ng/ml of TNF-a, washed 3 times with PBS and stimulated for 16 hours at 37°C in 5%
CO; with or without anti-ICAM-1 monoclonal antibody (mAb; Dako, Mississauga, ON,
Canada) (100 ng/ml, 500 ng/ml or 1 pg/ml).

Osteoclast differentiation factor mRNA expression (Table 1) was next verified
with reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR). Total RNA was
extracted from PBMC or osteoblasts using TRIzol reagent (Invitrogen life technologies,
Burlington, ON, Canada) according to the manufacturer’s specifications. After
precipitation, pellets were washed in 70% ethanol, resuspended in RNase-free water, the
amount determined using SyberGreen and then stored at —80°C. RT-PCR cDNA
synthesis was carried out using 1 pg of total RNA and a SuperScript one-step RT-PCR
kit manufactured by Invitrogen life technologies. The oligonucleotide primers were

specific for every ODF tested and for glyceraldehydes-3-phospatase dehydrogenase
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(GAPDH), which served as control (Table 1). The PCR products were analyzed and
verified by electrophoresis on 1.2% agarose gels in a Tris-borate-EDTA buffer.
Semiquantitative measurements of the reaction products were made by taking density
readings using a digital imaging system (A G-image 2000, Canberra Packard Canada,
Mississauga, ON, Canada). Results were calculated as relative units to GAPDH
expression.
Cell viability

PBMC were plated onto 12-well plates in MEM/FBS and incubated for 10 days
with M-CSF (50 ng/ml) and sSRANKL (30 ng/ml) to stimulate their differentiation in pre-
osteoclast (5% CO, at 37°C). Media was changed every 3 days and supplied with
cytokines. At 10 days, pre-osteoclast were rested overnight in mediator free media before
the addition of increasing concentration of sSICAM for 24h. Normal human osteoblast
were plated onto 12-well plates and cultured overnight in BGJb +10% FBS +1% PS (5%
CO; at 37°C) before the addition of increasing concentrations of anti-ICAM-1 mAb for
24h. At the end of incubation with sSICAM or anti-ICAM-1 mAb, an MTT assay was
performed. Briefly, pre-osteoclast and osteoblast cultures were washed with PBS and
500pl of culture medium containing 50ul of MTT reagent was added for 1h before the
absorbance measured at 440 nm (5% CO, at 37°C). Each condition was repeated S times
(n=5).
Statistical analysis

The results are expressed as mean £ SEM. Assays were performed in duplicate.
The data were analyzed statistically by the two-tailed Mann-Whitney U-test. P-values <

0.05 were considered significant.
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RESULTS

First, we wanted to verify whether sSICAM could induce the differentiation of
human monocytes into osteoclasts. Figure 1 shows TRAP-5b activity following
incubation of monocytes with SICAM and mediators known for their ability to induce
osteoclast from monocytes in vitro. In this setting, TRAP-5b activity measured from
supernatant of human monocytes cultures reflects the number of osteoclasts formed.
Compared to control, significant changes in TRAP-5b activity were observed when
monocytes were incubated with SRANKL alone (p<0.005) or in combination with M-
CSF (p<0.001), which serves as a positive control. However, no significant change in
TRAP-5b activity was demonstrated following sICAM stimulation alone. The
combination of sSICAM and sSRANKL induced the highest TRAP-5b activity, but this
failed to reach significance when compared to SRANKL stimulation alone. These results
indicate that SICAM does not influence the differentiation of monocytes into OC in vitro.

We then sought to determine if SICAM could influence resorption capacity of OC
formed from human monocytes in vitro (Figure 2). Interestingly, compared to control,
there was a 3-time increase in resorption area when cells were stimulated with SICAM
alone (p<0.02), while incubation with SRANKL alone resulted in a 4-fold increase in
resorption area (p<0.009). The combined effect of M-CSF and sSRANKL, resulted in a 5-
fold increase in resorption surface (p<0.002). The most important increase in osteoclast
resorption activity was observed when sSICAM and sRANKL were combined together
(6.5-fold increase; p<0.0001). Significance was also reached when the combined effect of

sICAM and sRANKL was compared to the effect of each mediator taken individually
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(sSICAM + sRANKL vs sICAM: p<0.0004; sICAM + sRANKL vs sRANKL: p<0.04).
Taken together, these results indicate that SICAM can positively modulate osteoclast
function.

To verify to which extent sSICAM could actually affect osteoclast maturation
when compared to membrane-bound ICAM-1, we co-cultured osteoblasts with
monocytes in different conditions and looked at osteoclast formation (Figure 3). When
compared to control, the addition of anti-ICAM-1 mAb almost completely inhibited
osteoclast formation, whilst SICAM did not significantly modify TRAP 5b activity.
However, osteoclast function (Figure 4), as measured by resorption area in wells, was
significantly increased in the presence of sSICAM (2.6-fold) whilst anti-ICAM-1 mAb
significantly inhibited it. Comparing monocultures and co-cultures (Figure 2 and 4), it is
interesting to note that SICAM induces the same increase in the resorption area in both
culture systems (close to 2.5-fold), confirming its importance. Further, in co-culture, both
TRAP 5b activity and the resorption area following the addition of anti-ICAM-1 mAb are
similar to values observed in monoculture.

We next evaluated if the effect of both ICAM-1 and sSICAM on osteoclastogenesis
could be explained in part by their respective actions on OPG/RANK/RANKL axis
(Figure 5). sICAM did not affect the expression of in pre-osteoclast (not shown).
However, RANKL expression by osteoblasts was significantly increased when ICAM-1
engagement occurred (2-fold, p<0.01). These results show that ICAM-1 does play a
direct role in osteoclast formation and function in addition to its role as a stabilizer of
osteoblast and pre-osteoclast. However, the action of sSICAM in this setting does not

appear to be secondary to an effect on ODF expression.
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Finally, we tested the effect of sSICAM and ICAM-1 on pre-osteoclast and
osteoblast survival respectively (Figure 6). SICAM induced a significant increase in pre-
osteoclast survival compared to control (20% increase) as opposed to anti-ICAM-1 mAb,
which induced a 20% decrease in osteoblast viability. This indicates the ability of both

mediators to modify cell survival.

DISCUSSION

Cell-cell interactions between the osteoblasts/stromal cells and osteoclasts
precursors are considered a prerequisite for osteoclast maturation and function (5, 6, 22-
24). Some of these interactions are mediated through adhesion molecules such as ICAM-
1, whose membrane expression in osteoblast was previously described (8, 20). Because
its presence on osteoblast is increased following exposure to mediators involved in
osteoclast maturation and because both osteoclast maturation and function can be blocked
by antibody directed against it, ICAM-1 is considered an important mediator in
osteoclastogenesis (4-6). However, apart from providing a high affinity adhesion between
the osteoblast and the osteoclast precursor, no other action has been described so far for
ICAM-1 in the setting of bone metabolism (4). Further, we are not aware of any reports
on the potential role of SICAM in osteoclast development. In this study, we report for the
first time that sSICAM does increase osteoclast function which is intriguingly not
associated with an increase in osteoclast recruitment. Moreover, we also report for the

first time that ICAM-1 engagement increases RANKL mRNA expression in osteoblasts.

The finding of an isolated increase in osteoclast function following exposure to

sICAM without a concomitant increase in osteoclast number is intriguing. SICAM does
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not appear to affect the production of major osteoclast differentiation factors nor does it
change RANK expression. It would therefore appear that sSICAM is able to increase the
amount of bone that each individual osteoclast can remodel, at least in part through
increased survival. Interestingly, in studies looking at osteoclast activity, mediators such
as IL-1o. and BMP-2 have recently been identified to act solely on osteoclast function
and not on osteoclastogenesis through mechanisms still unknown (25, 26). Potential
targets of such mediators could either be degradative enzymes such as cathepsin K or
metalloproteinases, or osteoclast survival. Although no relation between degradative
enzymes and SICAM has been reported in the literature, SICAM ability to confer cellular
protection against apoptosis in a multiple myeloma setting has been described (21).
Whether sICAM is actually protecting the osteoclast against apoptosis allowing it to
resorb more bone remains to be shown, but it does appear that SICAM possesses the
ability to increase pre-osteoclast survival.

On the other hand, the increase in RANKL mRNA expression in osteoblast
following ICAM-1 engagement would postulate in favour of an active role of ICAM-1 in
osteoclastogenesis both by supporting cellular adhesion (facilitating RANKL/RANK
interaction) but also by increasing RANKL expression by osteoblasts, which has never
been reported. It has been previously described that ICAM-17- osteoblasts could support
osteoclastogenesis but did not proliferate well being stopped in Go/G; phase of the cell
cycle (20). It has also been shown that co-cultures of osteoblasts and osteoclast
precursors result in a decrease in alkaline phosphatase activity and presumably a decrease
in bone matrix deposition (27). Further, the same group stated that ICAM-1"- osteoblast

might be apoptotic because of increased Fas and c-Myc expression combined with
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reduced bcl-2 expression (20). Finally, osteoblast adhesion to myeloma cells mediated
through ICAM-1 appeared to promote the transduction of apoptogenic signals (21).
Taken together with the decrease in osteoblast survival following ICAM-1 engagement
demonstrated in this study, these observations could imply that osteoblast/pre-osteoclast
adhesion through ICAM-1 would result in a dual effect on bone homeostasis. We
therefore propose the following actions for ICAM-1 in osteoclast biology. First,
engagement of the ICAM-1/LFA-1 axis would lead to an increase in RANKL expression
and provide a high affinity link between osteoblasts and osteoclast precursors, facilitating
RANKL/RANK interaction and therefore osteoclastogenesis. At the same time, the arrest
of osteoblast proliferation combined with the generation of apoptotic signals in these cells
would lead to a reduction of bone matrix deposition favouring an overall imbalance
between bone resorption and bone formation. Moreover, the presence of sICAM (and
possibly the engagement of ICAM-1 with LFA-1 on osteoclast precursors) would lead to
an increase in osteoclast function at least in part through increased survival.

Limitations of this study include the limited number of osteoclast differentiation
factors tested following sSICAM stimulation and the timing at which the experiments were
conducted given that we screened for mRNA production at the fusion stage of osteoclast
development. It is possible that the recorded effect of SICAM on osteoclast function is
secondary to the generation of untested mediators or on mediators tested but secreted
later in the maturation/activation process. Further, by studying both differentiation and
function at the same time, it becomes difficult to assess the effect of SICAM on bone
resorption only, because of the simultaneous presence of PBMC, pre-osteoclast, resting

osteoclasts and active osteoclasts in culture. Fuller et al recently described an experiment
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where mature, active osteoclasts where sedimented on bone slices allowing the study of
activation only (25). We are now planning such experiments to clarify the action of
sICAM, mainly looking at its effect on apoptosis.

In this study, we wanted to determine the ability of sSICAM and ICAM-1 to
modify osteoclast recruitment and function. Although not affecting osteoclast
recruitment, SICAM can increase bone resorption at least in part through increase pre-
osteoclast survival. Further, in addition to providing a high affinity adhesion between
osteoblasts and osteoclast precursors, ICAM-1 can stimulate RANKL expression thereby
providing a positive effect in osteoclast maturation and function. In light of these results
and based on previous animal and clinical trials targeting ICAM-1 in rheumatoid arthritis
and multiple myeloma, it appears that the ICAM-1/LFA-1 axis in an important regulator

in osteoclast physiology and osteoclast-dependent diseases.
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MOLECULES PRIMERS

GAPDH 5’-CCACCCATGGCAAATCCATGGCA-3"(s)
5’-TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCAQCC-3"(as)

RANKL 5’-GCCAGTGGGAGATGTTAG-3°(s)
5’-TTAGCTGCAAGTTTTCCC-3’(as)

RANK 5’-TTAAGCCAGTGCTTCACGGG-3’(s)
5’-ACGTAGACCACGATGATGTCGC-3’(as)

OPG 5’-GCTAACCTCACCTTCGAG-3(s)

5’-TGATTGGACCTGGTTACC-3’(as)
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LEGENDS

Figure 1. Differentiation of human monocytes into osteoclast. PBMC were cultured
for 20 days onto BD BioCoat™ Osteologic™ Bone Cell Culture System plate (n=8).
Osteoclast formation was assed by an ELISA specific for osteoclast-derived TRAP 5b
released in the supernatant (days 17 to 20). Results are expressed as mean +/- SEM.
*p<0.05 group vs control. M-CSF 50 ng/ml, sSRANKL 30 ng/ml, SICAM 1pg/ml.

Figure 2. Resorption area following monocytes stimulation with various mediators.
PBMC were cultured for 20 days onto BD BioCoat™ Osteologic™ Bone Cell Culture
System plate (n=8). Osteoclast function was assed by computer analysis of the resorption
area. Results are expressed as mean +/- SEM. *p<0.05 group vs control. M-CSF 50
ng/ml, SRANKL 30 ng/ml, SICAM 1pg/ml.

Figure 3. TRAP-5b activity following co-culture of human pre-ostreoclast and
osteoblast with various mediators. Osteoblast and PBMC were plated onto BD
BioCoat™ Osteologic™ Bone Cell Culture System plate (n=8) for 20 days. Osteoclast
formation was assed by an ELISA specific for osteoclast-derived TRAP 5b released in
the supernatant (days 17 to 20). Results are expressed as mean +/- SEM. *p<0.05 group
vs control. M-CSF 50 ng/ml, sSRANKL 30 ng/m], anti-ICAM-1 mAb 2pg/ml.

Figure 4. Resorption area following co-culture of human pre-osteoclast and
osteoblast with various mediators. Osteoblast and PBMC were plated onto BD
BioCoat™ Osteologic™ Bone Cell Culture System plate (n=8) for 20 days. Osteoclast
function was assed by computer analysis of the resorption area. Results are expressed as
mean +/- SEM. *p<0.001 group vs control; **p<0.01 group vs control; §p<0.0001 group

vs control. M-CSF 50 ng/ml, SRANKL 30 ng/ml, anti-ICAM-1 2pg/ml.
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Figure 5. RANKL and OPG expression by human Ob following ICAM-1
engagement. Normal human osteoblasts were cultured overnight with increasing
concentrations of anti-ICAM-1 mAb. A) RANKL, OPG and GAPDH expression were
analyzed with semi-quantitative RT-PCR. B) Results expressed as the ratio of
RANKL/GAPDH or OPG/GAPDH band intensity and represent the mean and the SEM
of 4 different experiments (n=4). *p<0.01 group vs control.

Figure 6. Survival analysis of PBMC and normal human osteoblasts following
incubation with SICAM or Anti-ICAM-1 mAb. A) Pre-osteoclast incubated overnight
with increasing concentration of SICAM and B) normal human osteoblasts incubated
overnight with increasing concentration of anti-ICAM-1 mAb were submitted to an MTT

assay and cell viability recorded. Results are expressed as mean +/- SEM (n=5).



TRAP 5b activity (U/L)

Figure 1. Differentiation of human monocytes into osteoclast.

1.25+

;

0.75+

0.50+

0.25+

0.00-

Ctrl

T
| ] ) | | | ]
siICAM sRANKL sICAM M-CSF
sRANKL sRANKL

150



151

Figure 2. Resorption area following monocytes stimulation with various mediators
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Figure 3. TRAP-5b activity following co-culture of human pre-osteoclast and

osteoblast with various mediators
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Figure 4. Resorption area following co-culture of human pre-osteoclast and

osteoblast with various mediators
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Figure 5. RANKL and OPG expression by human Ob following ICAM-1

engagement
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Figure 6. Survival analysis of PBMC and normal human osteoblasts

following incubation with SICAM or Anti-ICAM-1 mAb.
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Abstract

Bone diseases such as osteoporosis (OP), osteoarthritis (OA) and rheumatoid
arthritis (RA) affect a great proportion of individuals with debilitating consequences in
terms of pain and progressive limitation of function. Current treatment of these
pathologies have been unable to alter the natural evolution of the disease and as such, a
clearer understanding of the pathophysiology is necessary in order to generate new
treatment alternatives. One therapeutic strategy could involve the targeting of

intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1).

In bone, ICAM-1 is expressed at the surface of osteoblasts (Ob) and its counter
receptor, leucocyte function-associated antigen-1 (LFA-1) at the surface of osteoclats
(Oc) precursors. ICAM-1 blockade between the Ob and the pre-Oc reults in an inhibition
of Oc recruitment and a modulation of inflammation, which could potentially help in
controlling disease activity in bone pathologies. So far, clinical studies on ICAM-1
blockade in bone diseases were limited to RA. As new discoveries on the role of this
adhesion molecule are being reported, ICAM-1 could become a potential target for other

bone diseases as well.

Introduction

ICAM-1 is a glycoprotein belonging to the immunoglobulin supergene family

which mediates cellular interactions by binding to its counter receptor LFA-1 (B,
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subfamily; CD11a/CD18) and Mac-1 (CD11b/CD18) [155, 156]. It contains 5
extracellular domains that spans the cell membrane and a short cytoplasmic tail, the first
domain being responsible for LFA-1 binding while the third domain interacts with Mac-1
[156-159]. ICAM-1 is present at the surface of hematopoietic and non-hematopoietic
cells. Its expression is upregulated in the presence of various inflammatory mediators,

particularly tumor necrosis factor (TNF) -a, interleukin (IL) -1 and interferon (IFN) -

Y [160-162].

Adhesion molecules mediate interaction of cells to each other and between cells
and extracellular matrix [163]. One important role atttributed to ICAM-1 is control of
inflammatory cell trafficking, allowing transendothelial migration from the blood to the
tissues [155, 157]. Furthermore, leukocyte migration through ICAM-1 is believed to be
an initiating step in angiogenesis [164, 165] while ICAM-1/LFA-1 interaction is also
implicated in a multitude of autoimmune and inflammatory diseases, viral infection

processes and cancer.

A soluble form of ICAM-1 (sICAM) is described although its generation is not
completely understood and appears to be cell-type dependent. In endothelial cells,
sICAM levels reflect membrane expression and proteolytic cleavage has been suggested
as a potential mechanism of producing SICAM [166-168]. On the other hand, there are
some reports about distinct mRNA coding for SICAM, suggesting more than one mode of

sICAM production [169, 170]. The physiologic relevance of sICAM is however
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controversial. In some settings, SICAM and ICAM-1 have a similar physiological role
whereas in others, it appears that their action is opposite. For example, both ICAM-1 and
sICAM are angiogenic whereas in bronchial epithelial cells, ICAM-1 promotes

infectivity and sSICAM prevents it [165, 170-172].

Unfortunately, ICAM-1 role in bone metabolism has not generated has much
attention so far other than its application in RA. This review focuses on the implication of
ICAM-1 in bone physiology and its potential application as a therapeutic target in bone

diseases.

ICAM-1 and bone physiology

Although there are many reports on the expression of ICAM-1 in RA tissues or
synovial fluids, literature regarding the physiologic action of ICAM-1 in bone diseases is
very scarce. Since the first report about the implication of ICAM-1 in Oc recruitment in
1993, there has been very few studies investigating the physiological action of ICAM-1
in bone. Kurachi in 1993 first reported decreased Oc formation and function following
addition of anti-LFA-1 and anti-ICAM-1 in a coculture model of mouse spleen and
stromal cells [4]. A few years later, Tanaka et al. demonstrated that ICAM-1 molecules
were expressed at the surface of human Ob recovered from OA patients. Furthermore,
adhesion of Ob through ICAM-1 induced IL-6 and IL-13 mRNA while cross-linking

ICAM-1 with anti-CD54 antibody stimulated IL-6 production by the Ob.They concluded
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that an intracellular signal was transduced following ICAM-1/LFA-1 interaction resulting

in the formation of bone resorbing cytokines [5].

The same group also reported that Ob could be separated in 2 subsets based on
ICAM-1 expression at the surface of human Ob. The ICAM-1" subgroup was
characterized by higher adhesion to Oc precursors and superior production of osteoclast
differentiation factor (ODF) than ICAM-1" subset. The ICAM-1" Ob was also able to
induce Oc-like cell formation, a property not shared by ICAM-1" Ob, and the addition of
anti-ICAM-1 monoclonal antibody (mAb) resulted in an inhibition of Oc-cell formation
by ICAM-17 Ob. They concluded that the high affinity adhesion provided by the
interaction between ICAM-1 and LFA-1 was necessary to maximize ODF function

during Oc maturation [6].

These studies have demonstrated the importance of ICAM-1/LFA-1 interaction in
Oc formation. To date, no other function than stabilizing the Ob and the Oc precursor,
with the resultant facilitation of RANK/RANKL ligation has been postulated so far for
ICAM-1 in this process. However, many studies have reported anomalies in the
expression of ICAM-1 or in the production of sSICAM in bone pathologies, but these are
unfortunately mainly descriptive reports. In order to physiologically relate ICAM-1 to
anomalies in bone metabolism, further studies are needed focussing on intracellular

changes in Ob and pre-Oc following cellular adhesion through ICAM-1.

ICAM-1 in bone pathologies
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Alterations in inflammatory modulation and dysregulation in Oc control resulting
in bone loss are key components of skeletal pathologies. While no exact physiological
role has been shown for ICAM-1 in bone diseases, many studies have evaluated the
presence of membrane-bound ICAM-1 and the presence of sSICAM in RA, OA and OP

and are reported in the following sections.

ICAM-1in RA

It is generally accepted that the infiltration of leukocytes in the inflammed tissues
plays a central role in the pathogenesis of RA [173]. In view of ICAM-1 capacity to
regulate transendothelial migration of leukocytes into areas of inflammation, many

studies have evaluated adhesion molecules and its implication in the pathophysiology of

RA.

ICAM-1 was shown to be primarly distributed on endothelial cells of the
synovium in RA and its expression was more important in pathological state than in
normal tissues [174-176]. ICAM-1 was also strongly expressed at the pannus/cartilage
junction, on synovial lining macrophages, fibroblasts and leukocytes [174, 176-183].
Inflammatory mediators found in RA such as IL-1, IL-6, TNF-a and IFN-y have all been
shown to increase ICAM-1 expression and cellular adhesion in various settings [160, 181,

184-186].
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Furthermore, serum sICAM levels were shown to be elevated in RA and in
rheumatoid vasculitis patients when compared to normal individuals [187-192]. Although
conflicting reports exist regarding SICAM levels and disease activity [188, 191, 193-
195], recent reports implicate SICAM in vascular damage rather than articular destrution

in RA [196].

Cell-cell interaction between leukocytes and RA synovial fibroblasts mediated
through ICAM-1 resulted in increased production of macrophage inflammatory protein-
la, again implicating ICAM-1 in inflammatory cell trafficking [197]. Interestingly, OA
and RA synovial cells apparently seem to be regulated in a pathology-dependent manner.
ICAM-1 and RANKL expression in RA synovial fibroblasts were shown to be induced
by fibroblast growth factor-2 with the resultant increase in Oc maturation, a property not
shared by OA synovial fibroblast [198]. Also, engagement of B, integrin was able to
upregulate ICAM-1 and Fas on RA synovial cells, leading to increased Fas-mediated

apoptosis, a phenomenon again not observed in OA synovium [1].

Taken together, these reports suggests a particular ICAM-1 expression in RA
articular cells. This pattern of ICAM-1 expression is probably secondary to the influence
of inflammatory mediators on RA cells. Increase ICAM-1 expression potentially allow
the recruitment of more inflammatory cells, the production of more inflammatory

mediators and therefore, the generation of the inflammatory cascade found in RA.

ICAM-1 in OA
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Although OA and RA cells do not behave in the same manner, ICAM-1 is also
involved in the pathophysiology of OA. OA is the most prevalent joint disease in the
world resulting in disabling pain and loss of function. Although its pathophysiology is not
well understood, interactions between bone and cartilage combined with abnormal
mechanical loading of the articulation plays a prominent role in the development of the

pathology.

ICAM-1 has been reported in OA tissues and implicated in mediation of
inflammation and apoptosis. It was described that ICAM-1 expression on OA Ob could
discriminate 2 different population of Ob, the ICAM-1" subset having the ability to
recruit OC, a property not shared by ICAM-1" Ob [6]. Furthermore, the ICAM-1" subset
was reported to produce more IL-6 and we have shown an increased IL-6 and
prostaglandin E; (PGE>) production from ICAM-17 OA Ob [6, 199]. The report of a
particular ICAM-1 expression from OA Ob combined with increased IL-6 and PGE,, two
bone resorbing mediators, indicate an altered bone metabolism in OA possibly mediated,

at least in part, by ICAM-1.

Interestingly, conflicting reports exist about ICAM-1 expression on OA
chondrocytes. While, very weak ICAM-1 and LFA-1 expression was reported in normal
synovium [200], normal [201] and OA chondrocytes [202, 203], others have shown that
ICAM-1 was induced on chondrocytes in inflammatory conditions [201] and that ICAM-

1 was highly expressed on OA chondrocytes [204]. Furthermore, ICAM-1 is believed to
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promote cytotoxic killing of chondrocytes in infiltrated areas of cartilage via CD11
receptor on T cells [205] while protecting chondrocytes from apoptosis by binding

hyaluronan [204].

While the exact meaning of these findings remains to be clarified, ICAM-1
implication in cell-cell signalling and its presence in OA makes it a possible pivotal

player in cross-talk between bone and cartilage in the pathogenesis of OA.

ICAM-1in OP

According to the World Health Organization (WHO), OP is the most common
metabolic bone disorder, as it affects more than one woman out of three [206]. OP results
from an imbalance between bone resorption and bone formation. At the cellular level, the
Oc removes more bone than the Ob is able to form, which translates into a reduction of

total bone mass.

There has not been much attention directed to ICAM-1 in OP. We have reported
that ICAM-1 was specifically expressed at the surface of Ob recovered from osteoporotic
patients when compared to Ob taken from healthy individuals [199]. We have proposed
that the degree of ICAM-1 expression on the Ob was a reflection of the capacity of the

Ob to recruit Oc and therefore shift the balance of bone homeostasis toward resorption.
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Gao et al, in an elegant study in an ovariectomized mouse model, reported
increased ICAM-1 expression on spleen cells when compared to non-ovariectomized
mice spleen cells [207]. They have postulated that estrogen defiency was resulting in
higher ICAM-1 expression on Oc precursors and could account, at least in part, for the

increased resorption state in OP.

ICAM-1 as a therapeutic target

Because of its ability to modulate inflammation, ICAM-1 has been used as a
target for a many different diseases. Clinical studies using humanised mAb directed at
ICAM-1 or LFA-1 have reported improvement in clinical outcome with a good safety
profile. As this review focuses on bone pathologies, we refer the reader to excellent
reviews describing the inhibition of ICAM-1/LFA-1 interaction in other settings [208-

211].

Different studies have reported modification of ICAM-1 expression profile
following conventional drug treatment in RA. Methylprednisolone [212], Methotrexate
[213, 214], Leflunomide [213, 214] and its active metabolite [215], nonsteroidal
antiinflammatory drugs and colchicine have all been described to reduce ICAM-1
expression. Smith et al have also reported, evaluating different anti-RA drugs, that
ICAM-1 expression was lowered in patients with a clincal response to these drugs [200].
The importance of these observations is that a reduction of ICAM-1 expression could

impair leukocyte trafficking, modify clinical symptoms and potentially prevent
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progression of the disease. When tested in animal models, development of arthritis was
altered by administration of mAb directed against ICAM-1 or LFA-1, providing evidence

of the key role played by ICAM-1 in RA [195, 216-218].

Human studies have also provided insights into the potential of ICAM-1 as a
therapeutic target in bone pathologies. In a study on refractory RA, Kavanaugh et al have
demonstrated the potential of mAb in the treatment of RA. 32 patients with RA who had
tried at least 2 different disease-modifying antirheumatic drugs without much benefits
were enrolled in this study and given a mouse antiCD54 mAb (IgG2a). Of the 23 patients
who received a 5-day treatment, clinical improvement was reported in 13 patients for 29
days and in 9 for 60 days. Side effects were minor and consisted primarly of headaches,
fever and pruritus [219]. The same group also reported on 10 patients with early RA
treated with the same mAb (IgG2a). 7 out of 10 patients showed a marked or moderate
response to the treatment for a month, while 3 patients demonstrated prolonged effect for
more than 7 months. Again, side effects were minor and comparable to their first study
[220]. However, when a second course of treatment was administered to 8 patients,
adverse effects included urticaria, angiodoedeme, petechial rash, myalgia/arthralgia in
addition to the same side effects reported in previous studies [221]. The importance of
side effects led to the conclusion that repeated infusion of this mouse mAb was not

desirable in the treatment of RA.

The efficacy of antisense oligodeoxynucleotide therapy directed against ICAM-1

was also assessed in the setting of RA. ISIS 2302 was administered for 4 weeks in a
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randomized placebo controlled trial to 43 patients. No significant difference between
placebo and ISIS 2302 was recorded for the 6-month duration of follow-up. The
treatment was well tolerated and side effects were mostly headaches, nausea and diarrhea.
Given the lack of response and a good safety profile of this ICAM-1 antisense agent, the
authors concluded that a study using higher dosage of ISI 2302 should be conducted

[222].

Most of the reports about ICAM-1 targeting in bone diseases have been conducted on RA
and none have directly studied its potential therapeutic application in OA or OP.
However, in vitro, hyaluronan was shown to exert an antiapoptotic effect mediated
through binding with CD44 and ICAM-1 [204]. Also, in a randomized study, 40 patients
with knee OA were infiltrated with hyaluronic acid. There was an association between
the improvement of function and pain scores and the decrease in sSICAM recovered in the
synovial fluid [223]. These 2 studies were not design to target ICAM-1 directly but
nonetheless, revealed potential benefits of ICAM-1 therapy in OA. Unfortunately, no

study so far has evaluated the potential of targeting ICAM-1 in OP.

Conclusions and expert opinion

Adhesion molecules such as ICAM-1 are key modulators of inflammatory
processes and are involved in Oc maturation and apoptosis. All these physiological
events can be found in bone pathologies to various degree. Inflammation and Oc

recruitment are major determinant of RA while OP is characterized by an imbalance
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toward Oc maturation and bone loss. The exact pathophysiology of OA is not completely
understood, but clinical symptoms can be related to altered inflammatory mediator

production and to some degree, abnormal Oc activity.

Some benefits of ICAM-1 therapy has been described in RA, although the specific
type of ICAM-1 inhibitor and the study format needs to be rethink. The literature curently
available on adhesion molecules and their implication in OA and OP is limited. The
pathogenesis of these diseases, particularly OP where intense Oc activity is recorded
could potentially be modified using anti-ICAM-1 treatment, as in vitro studies have
reported the inhibition of Oc maturation with ICAM-1 blocking. Modulating
inflammation and Oc activity through adhesion molecules could also allow targeting
ICAM-1 in the setting of aseptic loosening of orthopaedic implants. Only 3 studies have
reported specific distribution of ICAM-1 in this pathology [224-226][74,75,76]. Aseptic
loosening being characterized by particle-induced inflammation and increased Oc activity
leading to disastrous bone loss, ICAM-1 blockade could possibly prevent or delay the

need for revision arthroplasty in this setting.

ICAM-1 certainly has some potential in the therapeutic arsenal directed against
these bone diseases. However, we first need a better definition of the role played by
ICAM-1 and a better understanding the mechanisms underlying these diseases in order to

design molecules of potential therapeutic efficacy.
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4.5 Résultats complémentaires

Certaines expériences complémentaires ont été réalisées dans le but de pousser
plus loin nos €tudes. Ces résultats sont présentés ici pour ouvrir la porte a la discussion et
aux perspectives futures. Les figures qui suivent représentent donc les premiéres
expériences réalisées pour confirmer les hypothéses qui sont présentées dans la

discussion de I’article 3 ainsi que dans la conclusion de cet ouvrage.

Crrl sICAM SICAM sICAM  HNE
100ng/ml 50ng/ml 100ng/ml  10uM
HNE1QuM  HNEI1OuM

Figure 12. Détermination de la Caspase-3 dans les monocytes humains aprés
stimulation avec divers médiateurs. Les monocytes humains furent extraits du sang de
donneurs sains et pré-incubés pour 2h avec ou sans SICAM. Le HNE fut ensuite ajouté

comme initiateur de 1’apoptose. La présence de la Caspase-3 fut évaluée par western blot
(n=3). HNE: 5-hydroxynonénal.
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Figure 13. L’engagement de ICAM-1 entraine une augmentation de I’expression de

la caspase-3 et une diminution de la viabilité cellulaire en présence d’un initiateur

de ’apoptose.

A) Expression de la caspase-3 chez le monocyte en présence de ICAM-1 telle qu’évaluée

par western blot (avec ou sans HNE).

B) Viabilité cellulaire des monocytes en présence de ICAM-1 (avec ou sans HNE).
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CHAPITRE 5. DISCUSSION ET PERSPECTIVES FUTURES

5.1 DISCUSSION GENERALE

Un grand nombre de processus biologiques cellulaires comme la prolifération,
I’apoptose, la différenciation, 1’adhésion, la production de cytokines et de chémokines
nécessite des mécanismes de signalisation intercellulaires. Cet échange d’information
entre les cellules d’'un méme environnement peut se faire par ’entremise de médiateurs
solubles ou par le biais de récepteurs membranaires. Le concept de «cross-talk» entre les
molécules d’adhésion et les cytokines semble avoir pris de ’importance au cours des
derni¢res années et on reconnait maintenant son rdle essentiel dans une multitude de
processus autant physiologiques que physiopathologiques dans tout 1’organisme. L’os ne
fait d’ailleurs pas exception, puisque la modulation de la résorption et de la formation
osseuse nécessite une signalisation intercellulaire complexe impliquant facteurs solubles,

hormones systémiques et adhésion cellulaire.

Dans cet ouvrage, nous nous sommes penchés sur I’importance de 1’adhésion
cellulaire dans la biologie des Oc. Plus particuliérement, nous avons non seulement décrit
I’expression et la présence accrue de ICAM-1 et de sICAM dans I’OP, pathologie
ostéoclaste-dépendante, mais avons aussi démontré une double action de ces molécules
sur I’homéostasie osseuse. En effet, un Ob au phénotype ICAM-1 favorise le recrutement
des Oc et I’expression de RANKL, tout en prédisposant a 1’apoptose des Ob. Ce
phénotype particulier des Ob-ICAM-1" semble donc favoriser la diminution de la masse
osseuse tel que I’on retrouve dans 1’OP. Le premier article inclut dans cet ouvrage

confirme d’ailleurs la prépondérance d’Ob-ICAM-1" dans I’OP. De son coté, sICAM
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semble quant a lui accroitre la capacité de résorption des Oc par un mécanisme
incomplétement élucidé. Il appert par contre que cet effet soit du moins en partie

secondaire a une protection des pré-Oc/Oc contre 1’apoptose.

Jusqu’ici, peu de choses €taient connues quant a ’action de ICAM-1 et de SICAM
dans le métabolisme osseux. Bien que des niveaux anormaux de la protéine circulante et
de la protéine membranaire soient décrits dans de multiples pathologies, on attribuait
jusqu’ici a ICAM-1 le seul réle de «colle» cellulaire favorisant du méme coup
Iinteraction de 1’axe RANKL/RANK et donc la formation et I’activité des Oc.
Autrement dit, la formation et la fonction des Oc sont accrues lorsque ICAM-1 est
présent a la surface cellulaire des Ob ou des cellules stromales. Pour ce qui est de
sICAM, il n’existe aucun article s’attardant a sa fonction physiologique dans 1’0s. Cette
étude est donc intéressante puisqu’elle décrit & la fois des modifications de 1’expression
cellulaire de ICAM-1 et des niveaux sériques de sICAM en fonction de différentes
pathologies, mais aussi tente d’offrir une explication mécanistique pour ces modifications

observées.

Nous avons donc ici démontré dans un premier temps une expression
membranaire accrue de ICAM-1 a la surface des Ob prélevés chez des patients OP ayant
subi une fracture pathologique (par manquement). Cette découverte laissait donc suggérer
qu’un phénotype ICAM-1" chez les Ob se traduisait cliniquement par un métabolisme
osseux axé vers la diminution de la masse osseuse et une activité ostéoclastique accrue.

De fagon intéressante, il était déja décrit que des augmentations de I’expression de
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ICAM-1 dans les tissus autres que osseux était retrouvées dans les pathologies
inflammatoires telles que 1’arthrite rhumatoide et le déscellement aseptique de prothése,
toutes deux caractérisées par une perte osseuse importante. Cette premiére étude venait
donc réaffirmer la présence d’un phénotype ICAM-17 dans les pathologies dites Oc-
dépendantes, mais démontrait pour la premiére fois la présence de ce phénotype

particulier dans 1’0s.

Ensuite, nous avons aussi pu démontrer que la présence de SICAM dans le sang
pouvait en partie étre reliée a ’activité ostéoclastique de 1’os de par ses niveaux sériques
inversement proportionnels a la densité osseuse de patients normaux et OP. Cette étude
est intéressante puisque bien que les concentrations sériques de sICAM semblent
affectées par une multitude de pathologies (maladies inflammatoires, cancers, maladies
cardiaques ischémiques), la littérature existante ne faisait pas état de variations de SICAM
avec la masse osseuse. De plus, le fait que la concentration sérique sICAM soit
proportionnelle a celle de‘ TRAP 5b laisse croire que sICAM pourrait étre utile comme
marqueur du turnover osseux. Ces conclusions sont bien siir limitées par le faible nombre

de patients dans le groupe OP.

Bien qu’hypothétique, il est tout a fait plausible de croire que I’expression
membranaire particuliére de ICAM-1 et que la concentration sérique supérieure de
sICAM dans I’OP est en partie médiée par 1’absence d’estrogeénes dans 1’organisme. En
effet, tel que décrit par le groupe de Gao et al dans un modéle de souris OP

(ovariectomie) [207], I’absence d’estrogénes résulte en une augmentation de ’expression
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membranaire de ICAM-1 & la surface des Oc. De notre c6té, nous avons démontré chez
des patients OP que I’expression de ICAM-1 & la surface des Ob était aussi accrue. Il
semble donc que la présence d’estrogénes soit un modulateur important de I’expression
de ICAM-1 dans I’os. Par contre, le mécanisme par lequel les estrogénes affectent

’expression de cette molécule d’adhésion reste toujours inconnu.

Par ailleurs, la concentration sérique de SICAM semble aussi affectée par
I’absence d’estrogénes circulants. Il est d’ailleurs décrit dans plusieurs types cellulaires et
dans plusieurs pathologies différentes que I’expression membranaire de ICAM-1 et la
concentration circulante de sSICAM sont accrues. Ce qui est intriguant ici par contre, c’est
que toutes les patientes de I’étude étaient sous hormonothérapie de remplacement et qu’il
est reconnu qu’un supplément d’estrogénes oral ou transdermique est capable de
diminuer la concentration sérique de SICAM (cellules endothéliales) [258]. Le fait que la
concentration de SICAM demeure élevée chez les patientes OP sous HRT non traitées par
biphosphonates seulement est donc un phénoméne surprenant compte tenu de cette étude.
Par contre, puisque la concentration de SICAM semble suivre celle de TRAP 5b sans étre
affectée par ’hormonothérapie de remplacement nous laisse croire que la présence de
sICAM reflete le turnover osseux et que sa concentration circulante provient en partie du
squelette. Les cellules osseuses répondent telles différemment a ’apport d’estrogénes
exogenes comparé a d’autres types cellulaires? Est-ce que la synthése de novo de sSICAM
chez I’Ob échappe a I’effet inhibiteur de I’estrogéne contrairement a I’expression et au
clivage de ICAM-1 membranaire? Les biphosphonates affectent-ils le profil d’expression

de ICAM-1 et de SICAM? Toutes ces questions restent a ce jour sans réponse mais feront
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I’objet d’études ultérieures qui pourraient éventuellement permettre de générer de
nouvelles cibles thérapeutiques mais aussi offrir une meilleure compréhension du role

qu’exerce ICAM-1 dans I’OP.

Ces deux €tudes observationnelles ont démontré que ICAM-1 a la surface des Ob
et SICAM sanguin étaient tous deux reliés & la physiologie osseuse. La troisiéme étude
voulait quant a elle confirmer que ces deux médiateurs ne constituaient simplement pas
un €piphénomene secondaire, mais avaient bel et bien un réle actif dans I’homéostasie

0SSs€use.

En effet, nous avons pu démontrer que ’engagement de ICAM-1 était capable de
stimuler ’expression de RANKL a la surface des Ob et confirmer que la liaison
intercellulaire entre le pré-Oc et I’0Ob médiée par ICAM-1 est essentielle, du moins in
vitro, pour la maturation et la fonction des Oc. De plus, nous avons également démontré
que sICAM, bien qu’il n’affecte pas le processus de maturation des Oc, est par ailleurs
capable d’exercer un effet stimulateur de I’activité de ces derniers par un mécanisme
toujours inconnu. En combinant les résultats de cette derniére étude avec I’étude visant a
¢évaluer la concentration sanguine de sICAM, il est par contre possible de soulever
quelques points intéressants. D’abord, il faut noter que la concentration sérique de
sICAM est augmentée dans le groupe OP seul et est comparable a la normale dans le
groupe OP-Tx (Figure 2, article 2). Par contre, la concentration de TRAP 5b est diminuée
par les biphosphonates comparée & la normale. Puisque les biphosphonates altérent la

machinerie enzymatique des pré-Oc/Oc, il est attendu d’observer une diminution de la
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sécrétion de TRAP 5b, puisque moins d’Oc sont formés/activés avec ce médicament.
Cette action des biphosphonates explique du méme coup que la concentration de TRAP
5b soit inférieure dans le groupe OP-Tx comparé aux normaux, car la formation/l’activité
des Oc est grande partie inhibée par ce traitement alors que des Oc sont en maturation de
fagon continuelle dans une situation physiologique. Puisque la concentration de sSICAM
n’est pas modifiée par ce médicament, la production de sICAM semble donc étre
secondaire en partie a I’activité d’autres cellules et non uniquement a celle des Oc. Ceci
expliquerait également les variations plus faibles de SICAM comparés a celles de TRAP
5b chez les normaux et les OP. On pourrait donc penser que sICAM représente plus un
marqueur de D’activité catabolique de 1’os de fagon globale et non uniquement un

marqueur de I’activité des Oc.

Par ailleurs, les concentrations de sSICAM sériques retrouvés in vivo chez les
patients OP (280 ng/ml) demeurent inférieures (3.5 fois) aux concentrations nécessaires
pour accroitre la résorption osseuse in vitro (1000 ng/ml). D’un autre coté, les
concentrations sériques de TRAP 5b étant aussi inférieures aux concentrations basales
retrouvees in vitro (2.8 fois), il est fort probable que les concentrations de sICAM
utilisées expérimentalement reflétent la situation retrouvée localement dans 1’0s in vivo.
Cette observation est d’ailleurs soutenue par le fait que la concentration sérique de TRAP
5b chez les OP comparée aux normaux est 1.3 fois supérieure, tandis que I’activité de
cette enzyme est 1.4 fois supérieure in vitro lorsque 1’on compare notre contrdle positif

avec la situation basale.
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Placé dans un contexte de physiologie osseuse, ce travail revét une importance
particuliére puisqu’il décrit non seulement 1’effet pro-ostéoclastogéne de ICAM-1 et de
sICAM, mais aussi, lorsque 1’on ajoute les connaissances acquises sur cette molécule
d’adhésion dans d’autres contextes, on peut aussi croire que ICAM-1 affecte
négativement la formation osseuse. Il a en effet été décrit que les Ob ICAM-1" ont
tendance a proliférer lentement puisque bloqués en phase G¢/G; du cycle cellulaire,
semblent produire moins de phosphatase alkaline lorsque placés en co-culture,
démontrent une expression accrue de Fas et myc et parallélement montrent une
diminution de bcl-2 [6]. De plus, les ostéoblastes qui adhérent aux cellules de MM par

I’entremise de ICAM-1 deviennent apoptotiques [250, 251].

Suite aux résultats de nos études et de celles déja publiées, nous croyons que le
phénotype ICAM-1" pour un Ob pourrait se traduire in vivo par 1) une diminution de la
formation de la masse osseuse de par ’effet apoptotique secondaire a I’engagement de
ICAM-1; 2) une augmentation de la production de facteurs de différenciation des Oc (IL-
1, IL-6 et RANKL) menant a une différenciation accrue de ces demniers; et 3) une
stabilisation de !’interaction cellulaire ostéoblaste/pré-osteoclaste permettant 3 RANKL
d’étre présenté de fagon optimale 8 RANK (effet pro-ostéoclastogéne). La résultante d’un
phénotype ICAM-1" dans le métabolisme osseux est donc une augmentation de la
destruction de 1’os en favorisant le recrutement et la fonction des Oc, tout en diminuant la
formation de I’os en diminuant le nombre et ’activité des Ob présents par un arrét du
cycle cellulaire et une propension a I’apoptose. A cet égard, il est d’ailleurs intéressant de

noter que les Ob OA présentent une distribution mixte de ICAM-1 a leur surface. En
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effet, 50% des specimens expriment fortement ICAM-1 tandis que I’autre 50% 1’exprime
faiblement. Puisque les Ob OA ont tendance a étre métaboliquement plus actifs que les
Ob normaux (prolifération accrue et production supérieure d’alcaline phosphatase) [292],
cette distribution mixte ne peut étre clairement expliquée en rapport de la litérature
existante, pas plus que la présence d’un sous-groupe produisant fortement IL-6 et PGE,

(voir article 1).

De fagon intéressante, SICAM, qui mime 1’engagement ICAM-1/LFA-1 pourrait
tres bien exercer son effet sur 1’activité accrue des Oc en lui conférant une action
protectrice contre I’apoptose. Il existe en effet des études démontrant dans d’autres types
cellulaires que ’Ob que le signal intracellulaire transmis dans la cellule au phénotype
ICAM-1" suite 4 un engagement ICAM-1/LFA-1 semble mener vers l’arrét de
prolifération et I’apoptose (tel que mentionné ci-haut) alors que le signal transmis dans la
cellule LFA-1" par I’intermédiaire de ICAM-1 ou de sICAM montre des propri€tés
inverses a savoir une prolifération accrue et une protection contre 1’apoptose [250, 251,
259, 260]. Appliquées a 1’adhésion entre I’0Ob et 1’Oc, ces propriétés semblent appuyer
notre hypothése du double réle de ICAM-1 dans le métabolisme osseux soit une
diminution de la formation osseuse et une augmentation de la résorption. D’autres cibles
potentielles de SICAM pour accroitre la fonction des Oc pourraient par ailleurs étre les
cathepsines ou les métalloprotéases, deux groupes d’enzymes responsables de la
destruction de la matrice osseuse. Il est aussi possible que sSICAM agit par I’entremise

d’un autre médiateur qui n’a pas été testé dans nos expériences. Par contre, les seules
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pistes existantes dans la littérature jusqu’ici semblent nous orienter vers I’apoptose pour

expliquer le réle joué par SICAM dans I’ostéoclastogénése.

De fagon a confirmer ’effet protecteur de SICAM (et donc de 1’engagement 2
LFA-1) sur I’apoptose du pré-ostéoclaste, nous avons vérifié I’effet de ce médiateur sur
I’expression de la caspase-3. Pour ce faire, nous avons extrait des monocytes humains et
les avons stimulés avec un inducteur d’apoptose avec ou sans préincubation avec sSICAM.
L’expression de la caspase-3 fut alors évaluée par technique de western blot. Tel que
démontré sur la figure 12, nous avons ainsi observé que I’expression de la caspase-3 était
moindre lorsque les monocytes étaient incubés avec sSICAM préalablement a I’ajout de
I’inducteur d’apoptose. Bien que préliminaires, ces résultats semblent en effet confirmer
notre hypothése d’un réle protecteur contre 1’apoptose pour SICAM qui pourrait ainsi

augmenter la durée de vie de I’Oc et par conséquent, la quantité d’os résorbé par cellule.

D’un autre c6té, il semble que ’engagement de ICAM-1 engendre 1’effet inverse
chez les monocytes, a savoir une augmentation de I’apoptose par ’expression accrue de
la caspase-3 ainsi qu’une augmentation de la mortalité cellulaire (Figure 13). En effet,
ICAM-1 potentialise ’apoptose et la mortalité cellulaire en présence d’un initiateur de la
cascade apoptotique, le S5-hydroxynonénal (HNE). De plus, il semble que seule
I’engagement de ICAM-1 puisse entrainer ce phénoméne, comme en témoigne la
tendance a la hausse de I’expression de la caspase-3 et a la baisse de la viabilité cellulaire
en fonction des concentrations croissantes de ICAM-1. Nous sommes a répéter ces
expériences avec des concentrations de ICAM-1 similaires a celle employées pour

bloquer I’ostéoclastogénese dans cet ouvrage pour confirmer ceci. Combiné aux résultats
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présentés dans cet ouvrage, il appert alors que I’engagement de ICAM-1, en plus de
bloquer I’adhésion cellulaire, contribue également a la diminution du nombre de cellules
par un meécanisme apoptotique, ce qui pourrait aussi logiquement mener 4 une diminution
du recrutement et a la fonction des Oc. Nous sommes d’ailleurs présentement en train de

préparer des études visant a étudier la mécanique de 1’apoptose spécifique a ICAM-1

chez 1’Ob et I’Oc.

5.2 Conclusions

Les molécules d’adhésion cellulaire comme ICAM-1 sont des joueurs clés dans la
modulation des processus inflammatoires et sont impliquées dans la maturation des Oc et
dans I’apoptose. Tous ces événements physiologiques sont présents a divers degrés dans
les pathologies osseuses. L’inflammation et le recrutement des Oc sont des processus
importants de RA tandis que I’OP est caractérisée par un débalancement de I’homéostasie
osseuse vers la maturation des Oc et la perte de la masse osseuse. De son coté, la
pathophysiologie exacte de I’OA est mal comprise mais les symptémes cliniques de la
maladie peuvent étre relié a la présence dans I’articulation d’inflamation, mais aussi a une

activité métabilque osseuse anormale.

Des bénéfices de cibler ICAM-1 sont décrits dans RA, méme si ’inhibiteur
spécifique de ICAM-1 et le format de I’étude & entreprendre doivent étre repensés. De
plus, la littérature actuelle disponible sur I’implication des molécules d’adhésion dans
’OA et ’OP est limitée. La pathogénése de ces maladies, surtout dans le cas de I’OP ou

une activité importante des Oc est décrite, pourrait potentiellement étre modifiée en
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bloquant ICAM-1 de fagon spécifique, puisque les études in vitro montrent une inhibition
de D’activité des Oc lorsque cette molécule est ciblée. La modulation des mécanismes
inflammatoires et de P’activité des Oc en ciblant ICAM-1 pourrait aussi étre utile pour
contrer le déceélement aseptique des implants orthopédiques. Seulement 3 études ont
rapporté une expression spécifique de ICAM-1 dans ce type de pathologie [224-226].
Puisque le déscellement aseptique est caractérisé par une inflammation générale induite
par les particules provenant des implants ainsi que par une activité ostéoclastique accrue
menant a une perte de la masse osseuse catastrophique, cibler ICAM-1 dans cette maladie

pourrait prévenir ou retarder le besoin d’une chirurgie de révision.

ICAM-1 possede certainement une place dans ’arsenal thérapeutique pour contrer
les maladies osseuses. Par contre, nous devons mieux définir le réle physiologique
qu’exerce ICAM-1 dans ces diverses pathologies de fagon & produire la molécule idéale

qui exercera un effet maximum pour les patients.
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CHAPITRE 6 PERSPECTIVES FUTURES

Jusqu’ici, trés peu d’équipes se sont intéressées a développer les connaissances
physiopathologiques portant sur ICAM-1 et SICAM dans un contexte osseux pas plus
qu’a leurs applications potentielles comme cible thérapeutique dans les pathologies
osseuses. Il existe en effet beaucoup de littérature sur I’implication de ICAM-1 dans le
processus inflammatoire, sur la présence de ICAM-1 et de sSICAM en quantité supérieure
a la normale dans une multitude de cancers. De plus, comme démontré dans cet ouvrage,
ICAM-1 et SICAM semblent avoir une fonction importante dans le maintien/destruction
de la masse osseuse. Par conséquent, il ne fait selon moi aucun doute que ICAM-1 et/ou
sICAM pourraient étre des médiateurs importants dans les cancers osseux primaires et
secondaires. L’étude de leurs implications dans ces cancers pourrait permettre de générer
des cibles thérapeutiques potentielles visant 4 minimiser la destruction osseuse et ainsi
assurer un meilleur contréle local des tumeurs, ce qui se traduirait par une diminution de

la douleur, une meilleure fonction et donc, une qualité de vie supérieure.

En effet, il existe un besoin important de nouvelles cibles pour le traitement des
cancers osseux. L’ostéosarcome (OS) est la tumeur maligne la plus commune et son
traitement actuel combine la chimiothérapie suivie de la résection de la tumeur (85% des
patients) ou de I’amputation du membre (15% des patients). La survie a 5 ans avec ce
traitement est de 70%, mais aucune amélioration n’a été rapportée dans les 15 derniéres
années malgré la venue de nouveaux agents chimiothérapeutiques [271]. Les métastases

osseuses quant a elles sont présentes dans 70% des tumeurs de la prostate et du sein
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[272]. Ces métastases sont généralement incurables puisque seulement 20% des patients
avec néoplasie du sein métastatique a I’os sont toujours vivants 5 ans plus tard [273]. Les
fractures pathologiques, les compressions nerveuses et la douleur qui en résulte affectent
grandement la qualité de vie de ces patients. L’incapacité & prévenir et & traiter les
métastases osseuses est responsable de la majorité des complications observées dans cette

population, complications qui sont souvent mortelles.

Les mécanismes sous-jacents la progression tumorale sont complexes mais
peuvent étre regroupés en 5 grands groupes : 1) Production importante de signaux de
croissance cellulaire avec une baisse relative des signaux inhibiteurs; 2) Capacité
angiogénique accrue; 3) Résistance a ’apoptose; 4) Capacité d’échapper aux mécanismes

de surveillance cellulaire normaux; et 5) Potentiel métastatique.

Une cible thérapeutique idéale pour les tumeurs osseuses, qu’elles soient primaires
ou secondaires, serait celle qui pourrait ralentir/inhiber la destruction osseuse tout en
affectant un ou plusieurs des mécanismes ci-haut mentionnés. De fagon intéressante,

ICAM-1 et SICAM sont connus pour influencer la plupart des ces mécanismes.

En effet, I’exemple du myélome multiple (MM) qui cause des lésions osseuses
lytiques chez les patients qui en sont atteints décrit le mieux I’action de ICAM-1 et de
sICAM dans le cancer. Ces deux protéines sont surexprimées dans le MM et 1’expression
de LFA-1 et de ICAM-1 est proportionnelle a I’activité de la maladie et au potentiel de

croissance de la tumeur [274-276]. Aussi, alors que les Oc normaux sont ICAM-1", les
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Oc dans le MM deviennent ICAM-1" ce qui suggére I’implication de cette molécule dans
la destruction osseuse du MM [277]. De plus, les Ob dans le MM expriment fortement
ICAM-1 et ont tendance a devenir apoptotiques suite a I’adhésion aux cellules du MM, ce
qui favorise encore plus fortement la destruction de 1’os au détriment de sa formation
[250, 251]. Par contre, la présence de SICAM in vitro inhibe cette méme adhésion et
prévient du méme coup ’apoptose des Ob ce qui tend a confirmer I’effet protecteur sur
I’apoptose décrit dans cet ouvrage. Toutes ces études suggérent donc que la fonction de
ICAM-1/sICAM dans le MM implique le «homing» des cellules MM dans 1’os, la
modulation de leurs interactions cellules-cellules, favorise une activité ostéoclastique plus

€levée et interfére avec les mécanismes normaux d’apoptose.

Dans I’OS, les évidences de I'implication de ICAM-1 sont toutefois moins
évidentes bien que les lignées cellulaires ostéosarcomateuses Saos-2 et MG-63 expriment
la molécule [278]. Par contre, il est démontré dans les cellules Saos-2 que p53 induit
P’expression de ICAM-1, ce qui suggére que ICAM-1 est impliqué dans I’apoptose de ce
type cellulaire [244]. De plus, 80% des cancers humains montrent des anomalies de
signalisation de p53 et que la surexpression de cette protéine confére une protection
contre la formation tumorale mais accroit la sénescence cellulaire [278, 279]. Puisqu’il
est démontré que I’expression de ICAM est faible dans I’OS et que dans le MM,
Pexpression de ICAM-1 est proportionnelle & 1’apoptose des Ob, on pourrait croire
qu’une faible expression de ICAM-1 favorise la prolifération des cellules tumorales dans
I’OS. Dans les tumeurs secondaires de 1’os comme le cancer de la prostate et du sein

métastatiques, I’expression du géne de ICAM-1 est relié au locus de susceptibilité de la
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tumeur primaire, mais est aussi un marqueur de probabilité métastatique pour ces tumeurs

[280, 281].

De son c6té, la concentration de sSICAM circulante est supérieure a la normale dans
une grande variété de cancers, niveaux qui peuvent étre reliés & la progression de la
tumeur, a son volume, a la présence de tumeur mais aussi au pronostic de la maladie
[2782-287]. Egalement, SICAM est capable d’inhiber I’interaction des cellules tumorales
avec les lymphocytes T, prévenant du méme coup la destruction de la tumeur par le
systtme immunitaire ce qui confere donc a la tumeur la possibilité d’échapper aux

mécanismes de contrdle de ’organisme [288, 289].

Malgré les évidences qui démontrent que 1) ICAM-1/sICAM sont pro-
ostéoclastogénes; que 2) I’expression tissulaire de ICAM-1 est supérieure dans les
pathologies ostéoclastes-dépendantes; que 3) les concentrations sériques de sSICAM sont
proportionnelles au turnover osseux; que 4) ICAM-1/sICAM sont des facteurs
angiogéniques; que S) ICAM-1/sICAM modulent la cascade apoptotique; que 6) ICAM-
1/sICAM favorisent dans certains cas la croissance tumorale; que 7) la concentration de
sSICAM est reliée au volume tumoral, & son risque de progression, & son potentiel
métastatique et & son pronostic; et que 8) SICAM permet & la tumeur d’échapper aux
mécanismes de surveillance de 1’organisme, aucune étude n’a évalué le potentiel de cet
axe comme cible thérapeutique dans la prévention/traitement des tumeurs osseuses
primaires et secondaires. Puisque 30% des patients atteints d’OS et 80% des patients

souffrant du cancer du sein avec métastases osseuses sont décédés a 5 ans, il ne fait nul
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doute qu’il faille trouver de nouvelles alternatives pour soulager les patients qui en
souffrent. Je crois que I’étude de I’action de ICAM-1 et de SICAM dans ces pathologies

pourrait permettre la mise au point d’un nouvel axe de traitement dans ce domaine.

6.1 Conclusion

Cet ouvrage a donc permis de faire avancer les connaissances
physiopathologiques quant aux réles de ICAM-1 et de sICAM dans le processus
d’ostéoclastogénese et de la régulation du métabolisme osseux en général. Il reste
cependant a clarifier I’action définitive de SICAM sur les Oc, en particulier en ce qui a
trait aux mécanismes apoptotiques des Ob et des Oc. Eclaicir ces mécanismes et les
appliquer a des pathologies comme les tumeurs osseuses primaires et secondaires pourrait
permettre d’ouvrir la voie & une nouvelle génération de cibles thérapeutiques impliquant

ICAM-1 et/ou sICAM dans ce type de maladies.
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Abstract

OBJECTIVE: The present study aimed to investigate the modulation of
membrane-bound intercellular adhesion molecule-1 (mICAM-1) and soluble ICAM-1
(sICAM-1) expression by tumor necrosis factor-alpha (TNFo) in human osteoarthritic
(OA) osteoblasts. METHOD: Cultured human primary osteoblasts were stimulated with
increasing concentrations of human recombinant TNFa. Expression of mICAM-1 and
sICAM-1 was evaluated by immunocytochemistry, enzyme-linked immunosorbent assay
and semi-quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction. In addition, we
investigated the molecular mechanism underlying ICAM-1 induction by TNFa, focusing
on activation of the mitogen-activated protein kinase (MAPK) and nuclear factor-kappaB
(NF-xB) pathways. RESULTS: Our data showed that TNFa dose-dependently increased
mICAM-1 and sICAM-1 expression at the protein and mRNA levels in OA osteoblasts.
The inhibitor of de novo mRNA synthesis, actinomycin D, suppressed TNFa-induced
mICAM-1 and sICAM-1 expression. Upon examination of the signaling components, we
found that TNFa was a potent activator of p38, p44/42, p54/46 MAPK, and lkappaBalpha
(IkBa). The chemical inhibitors of p38, p44/42 MAPK, and NF-xB blocked TNFo-
induced mICAM-1 expression but not that of sICAM-1. Transfection experiments
revealed that p38 MAPK or lkappaB kinase alpha (IKKo) overexpression enhanced
TNFa-induced mICAM-1 production. Furthermore, osteoblasts treatment with a chemical
inhibitor of metalloproteinase-9 (MMP-9) activity, a proteolytic enzyme involved in ICAM-
1 cleavage, evoked a significant 25% decrease of TNFa-induced sICAM-1 release.
CONCLUSION: Taken together, these findings illustrate the central role played by TNFa

in the regulation of ICAM-1. We suggest that TNFa differentially regulates sICAM-1 and
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miCAM-1 expression and that sICAM-1 release involves, in part, the proteolytic cleavage
of mICAM-1 by MMP-9. The capacity of the MMP-9 inhibitor to prevent sICAM-1
production may be useful for the development of novel therapeutic approaches relevant

to OA.
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Introduction

Osteoarthritis (OA) is a disease characterized by progressive degradation of
articular cartilage accompanied by secondary inflammation of the synovial membranes
and abnormal subchondral trabecular bone remodelling'?. Several lines of evidence
indicate that patients with OA exhibit high bone turnover involving both bone formation
and resorption. Increased bone resorption followed by elevated bone and osteophyte
formation have also been observed in experimental models of OA¥*. |t is believed that
alterations in osteoblast metabolism play an important role in osteoclast maturation and
activation by producing excess bone-resorbing cytokines and other pro-inflammatory
mediators®. Such factors include urokinase plasminogen activator (uPA), insulin growth
factor-1 (IGF-1) and prostaglandin E2 (PGE)®®. In early experimental dog OA, Pelletier
et al. showed a significant loss of subchondral bone associated with the development of
OA cartilage lesions and with an increased osteoclast population that stained strongly
positive for cathepsin K and metalloproteinase-13 (MMP-13)°. The use of a
cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibitor, licofelone, or bone resorption inhibitors, calcitonin
or alendronate, suppressed bone resorption and prevented the subsequent increment of

bone formation mainly through the inhibition of osteoclast activities*®.

Adhesion molecules, such as integrins, and the immunoglobulin (Ig) superfamily
of intercellular and vascular adhesion molecules (ICAM-1 and VCAM-1) play major roles
in cell-cell and cell-extracellular matrix interactions'®. Of these, ICAM-1 binds to its
counter receptor leukocyte function-asssociated-1 molecule (LFA-1 or CD11a/CD18) as
well as Mac-1 (CR3 or CD11a/CD18) on neutrophils, T-cells and macrophages'®?,
providing a mechanism for the selective recruitment of leukocytes in different pathologic
situations'®. Many cytokines, such as interferon-gamma (IFN-y), interleukin-1 beta (IL-1B)

and tumor necrosis factor-alpha (TNFaq), induce ICAM-1 expression on the surface of
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synoviocytes', keratocytes's, and human airway epithelial cells’®. A soluble form of
ICAM-1 (sICAM-1) is also detected in the serum of normal individuals, and elevated
levels are found during various pathological conditions, including inflammatory, immune
and malignant diseases'”'®. However, the role of sICAM-1 and its mode of production
remain elusive. Controversy still surrounds the exact origin of siCAM-1. In some cell
types, proteolytic cleavage from membrane-bound ICAM-1 (mICAM-1) has been
proposed as a mechanism for the generation of siICAM-1, and its presence would

therefore reflect membrane expression of the protein?®?'

. On the other hand, some
researchers have identified a specific mMRNA coding for sSICAM-1 in cells, suggesting that
at least 2 modes of sICAM-1 production exist®?3,

In bone metabolism, ICAM-1 exerts important osteotropic effects by mediating
cell-cell adhesion of osteoblasts and osteoclast precursors, thereby facilitating osteoclast
differentiation and bone resorption®*?, Furthermore, it has been shown that osteoblasts
adhere to opposing cells through ICAM-1, VCAM-1 and LFA-3, resulting in the activation
of intracellular signals and leading to the production of bone-resorbing cytokines, such
as TNFa, IL-1B and IL-6. Interestingly, ICAM-1 expression and sICAM-1 release from
cells are increased by these cytokines, which are found to be major contributors to bone
diseases®®?®. Abnormal sICAM-1 levels in bone diseases have been reported solely in
rheumatoid arthritis so far, but no direct role has been attributed in disease
pathogenesis. Our group has demonstrated the induction of intracellular signaling in
pre-osteoclast cells after incubation with sICAM-1 (study in progress), indicating a
possible active role for sICAM-1 in osteoclast-dependent diseases. Although widely
reported in other cell types, less attention has been paid to the regulation of mICAM-1
expression and sICAM-1 production in osteoblasts'* ¢,

Therefore, the aim of this study was to demonstrate the effect of the bone-

resorbing cytokine TNFa on mICAM-1 and sICAM-1 expression in human osteoblasts
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isolated from OA patients. We also wanted to examine whether sICAM-1 is cleaved from
the membrane of osteoblasts by a proteolytic cleavage mechanism. We believe that
clarifying the modulation and production of mICAM-1 and siCAM-1 in the bone
environment could lead to a better understanding of their respective roles in bone

pathology.
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Materials and methods

In vitro osteoblast culture

Trabecular bone specimens were collected from patients suffering from
advanced OA and undergoing primary total knee replacement (n=36). The diagnosis
was established according to American College of Rheumatology criteria®®. The
experimental protocol was approved by the Research Ethics Board at Sacre-Coeur
Hospital. Bone specimens were taken within 5 mm of the subchondral bone plate. Every
specimen was harvested from the most damaged portion of the tibial plateau.
Osteoblast cultures were prepared as already described®.

Briefly, trabecular bone samples were cut into small pieces of 2 mm? prior to their
sequential digestion in the presence of 1 mg/ml collagenase type | (Sigma-Aldrich,
Oakville, ON, Canada) in BGJb media (Invitrogen Life Technologies, Burlington, ON,
Canada) without serum at 37°C for 30, 30, and 240 minutes. After being washed with the
same media, the digested bone pieces were cultured in 25 cm? plastic cell culture flasks
(Corning Incorporated - Life Sciences, Acton, MA, USA) with BGJb medium containing
20% fetal bovine serum (FBS) (Invitrogen Life Technologies). This medium was replaced
every 2 days until cell outgrowths appeared around the explants. It was demonstrated
that cells obtained under these culture conditions had an osteoblast-like cell
phenotype®®. At confluency, the cells were split once and plated at 50,000 cells/cm? in
culture plates (Falcon, Lincoln Park, NJ, USA) with Ham's F12/Dulbecco's modified
Eagle medium (HAMF12/DMEM; Sigma-Aldrich) containing 10% FBS plus 50 pg/ml
ascorbic acid, and grown to confluence again. Only first-passage cells were used in our

experiments.
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Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

First-passage  trabecular  osteoblasts  were incubated in 0.5%
FBS/HAMF12/DMEM for 48 hours with increasing concentrations of TNFa (0-10 ng/ml).
After incubation, the culture medium was collected, and sICAM-1 level was quantified
with specific commercial kits from R&D Systems (Minneapolis, MN, USA), according to
the manufacturer's instructions. The sensitivity of the assays was 3 pg/ml. Each ELISA
was performed in duplicate according to the manufacturer's specifications. Protein level

in the cell lysates was measured by the bicinchoninic acid method®,

Immunocytochemical staining

Cellular surface ICAM-1 expression was analyzed by immunocytochemical staining®.
Osteoblasts (5x10%) were transferred to 8-well culture chamber slides (Lab-Tek, Nalge
Nunc International, Naperville, IL, USA), and incubated for 16 hours without or with 1
ng/ml TNFa (R&D Systems). Afterwards, the cells were washed twice with PBS and
fixed for 15 minutes at room temperature with PBS containing 10% formaldehyde
(Tissufix, Laboratoire Gilles Chaput inc., Montreal, QC, Canada). After washing 3 times
with PBS, the cells were incubated for 30 minutes in a DAKO antibody diluent buffer
containing mouse monoclonal anti-ICAM-1 antibody (DAKO, Carpinteria, CA, USA). In
our experiments, we have used different dilution of the anti-mICAM antibody 1:100,
1:500, 1:1000, and 1:10 000. The optimal dilution of the antibody obtained in our
experiments was 1:1000. Then, cells were washed with 0.05% Tween-PBS and
incubated for 10 minutes with goat anti-mouse IgG-horseradish peroxidase conjugate
(DAKO Envision System). Colour was developed with 3,3’-diaminobenizidine (DAKO
Liquid DAB) containing hydrogen peroxide, and the slides were examined under a light
microscope (Leitz Orthoplan, Wild Leitz, Ville St-Laurent, QC, Canada). The numbers of

total and coloured osteoblasts were counted separately, at 400X magnification, from 3
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fields of each well. The results were expressed as the percentage of coloured

osteoblasts®.

Semi-quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR)

Total RNA was extracted from the treated osteoblasts using TRIzol reagent
(Invitrogen Life Technologies), according to the manufacturer’s instructions. RT-PCR
was performed in a Thermocycler (Waterman, Biometra GmbH, Géttingen, Germany)
with 1 pg of total RNA. These assays were undertaken with enzymes and reagents of
the SuperScript one-step RT-PCR kit manufactured by Invitrogen Life Technologies.
Each RT-PCR consisted of cDNA synthesis for 30 min at 42°C and denaturation for 5
minutes at 95°C, followed by an amplification cycle consisting of a denaturation step of
45 seconds at 95°C and an annealing/elongation step of 60 seconds at 55°C. For the
last cycle, the elongation step was prolonged to 10 minutes at 72°C. Primers for the
detection of mICAM-1 and sICAM-1 were based on those described previously by
Wakatsuki et al.*. The sequences of the forward primer used to detect mICAM-1 and
sICAM-1 were: 5-CAA GGG GAG GTC ACC CGC GAG GTG-3 and 5-CAA GGG AGG
TCA CCC GCG AGC C-3'. Both primers were combined with a common reverse primer
having the following sequence: 5-TGC AGT GCC CAT TAT GAC TG-3). The
sequences for GADPH, which served as a positive control, were
5'-CCACCCATGGCAAATCCATGGCA-3’ (forward) and
5-TCTAGACGGCAGGTCAQGGTCCAQCC-3' (reverse) (BioCorp Inc., Montreal, QC,
Canada).

RT-PCR products were separated on 2% agarose gel and stained with ethidium

bromide solution (10 ng/ml). Semi-quantitative measurements were made by taking

density readings of each band in a digital imaging system (G-image 2000, Canberra
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Packard Canada, Mississauga, ON, Canada). cDNA relative units for ICAM-1 were
normalized to that of GAPDH. The data were expressed as percentages of the non-

treated control value®,

Western blotting

Briefly, 20 pg of cellular protein extract were subjected to 10% sodium dodecyl
sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis under reducing conditions and transferred
onto nitrocellulose membrane (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The membranes were
immersed for 3 hours in a blocking solution consisting of TTBS (Tris 20 mM, pH7.4,
NaCl 137 mM, 0.1% Tween 20) and 5% skim milk, and washed twice with TTBS for
15 minutes. They were then incubated overnight in TTBS containing 0.25% skim
milk, polyclonal rabbit anti-phospho-p38, anti-phospho-p44/42, anti-phospho-p54/46
mitogen-activated protein kinase (MAPK), anti-phospho-IkappaBalpha (IxBo)
(1:1,000, Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA), or anti-MMP-9 (1:1,000,
Calbiochem, San Diego, CA, USA). The membranes were washed 3 times with TTBS,
and incubated for 1 hour at 22°C with the second antibody anti-rabbit IgG-HRP
(1:1,000, Cell Signaling Technology), then washed again. Immunoreactive proteins
were visualized with LumiGLO Chemiluminesent substrate (Cell Signaling
Technology). The membranes were prepared for autoradiography and exposed to

Kodak X-Omat film (Eastman Kodak Ltd., Rochester, NY, USA).
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Protein kinases, nuclear factor-kappa B (NF-xB), and MMP-9 inhibition

Osteoblasts were pre-incubated for 60 minutes with actinomycin D (ActD) (RNA
polymerase Il inhibitor), MAPK inhibitors (PD98059 and SB202190), NF-xB inhibitor
(PDTC), or MMP-9 inhibitor | (Calbiochem) before the addition of 10 ng/mi TNFa for 24
hours at 37°C. After incubation, mICAM-1 and sICAM-1 expressions were measured by
immunocytochemical staining and ELISA as described above.
Plasmids and transient transfections

The expression vector for wild type (WT) pCMV-Flag-p38 and dominant negative
(DN) pCMV-Flag-p38 p38 MAPK were kind gifts from Dr. R.J. Davis (University of
Massachusetts). The expression vector for IkappaB kinase alpha (IKKa) was generously
donated by Dr. M. Karin (University of California, San Diego, La Jolla, CA). Briefly,
human MG-63 osteoblast-like line cells (ATCC, Rockville, MD, USA) (around 50%
confluence) were transiently transfected with vectors of WT or DN p38 MAPK, followed
by stimulation with TNFa (10 ng/ml) in 12-well cluster plates using lipofectamine 2000™
reagents (Invitrogen Life Technologies) according to the manufacturer's protocol.
Twenty-four hours after transfection, the culture medium was collected and mICAM-1
expression levels were quantified by ELISA as described by Yang et al. with some
modifications®. Briefly, the cells were washed twice with PBS and fixed at room
temperature with 1% (w/v) paraformaldehyde/glutaraldehyde for 30 minutes. After
washing with PBS, they were blocked with PBS containing 5% (w/v) BSA and 0.05%
(v/v) Tween 20 for 15 minutes before being incubated with monoclonal anti-ICAM-1
antibody (1:100) for 1 hour and then with HRP-labeled anti-mouse antibody (1:1,000) for
30 minutes. After each incubation, the cells were washed twice with PBS.

Tetramethylbenzidine substrate (Sigma-Aldrich) was then applied to them for 30
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minutes, after which 1M H,SO, acid was added to stop the reaction. Absorbance was

measured at 450 nm.

Statistical analysis
The results are expressed as means + SEM. All assays were performed in
duplicate. Statistical significance was assessed by Student’s t-test, and P<0.05 was

considered significant.
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Results

We first examined the presence of TNFa levels in osteoblast cultures to be
certain that endogenous production would not influence ICAM-1 expression. TNFa could
not be detected in the cell culture supernatant, even with a high-sensitivity ELISA kit
(data not shown). However, the addition of increasing concentrations of TNFa
osteoblasts significantly enhanced mICAM-1 and sICAM-1 production (Figure 1A and
1B). These results were confirmed at the mRNA level in OA osteoblasts where, again,
dose-dependent increases of mICAM-1 and sICAM-1 were observed after TNFa
stimulation, correlating with the protein expression pattern (Figure 1C).

Immunostaining of osteoblasts with ICAM-1 antibody revealed that this protein
was expressed at basal levels in unstimulated cells with a mean + SEM of 29 + 6% (n =
3 experiments) (Figure 2A). In the presence of 1 ng/ml TNFa (16 hours of incubation),
the percentage of positively-stained osteoblasts increased significantly with a mean +
SEM of 87 + 9% (n = 3 experiments) (Figure 2B). Staining specificity was confirmed by
substitution of the primary mICAM-1 antibody with an autologous preimmune serum
(Figure 2C). Incubation of osteoblasts with 1 ng/ml TNFa. for different incubation periods
revealed that the effect on mICAM-1 surface expression was time-dependent as
heightened surface expression was apparent as early as 4 hours after exposure to
TNFa, with a maximal effect at 16 hours (results not shown).

Next, we demonstrated that TNFo-increased mICAM-1 and sICAM-1 mRNA
levels required de novo mRNA synthesis, by pre-incubating osteoblasts with ActD before
adding 10 ng/ml TNFa (Figure 3). The expression of both mICAM-1 (Figure 3A and 3B)
and sICAM-1 (Figure 3C and 3D) at the mRNA and protein levels was completely

blocked by the RNA synthesis inhibitor ActD.
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To gain insight into the signaling pathway activated by TNFo in human OA
osteoblasts, we first examined the TNFo-induced phosphorylation patterns of MAPKs
and NF-xB over increasing periods of time. Our data indicated that TNFa stimulated p38,
p42/p44, and p54/46 MAPK as well as |xBa phosphorylation within 5 minutes (Figure 4).
p38 MAPK remained in a phosphorylated state for ~60 minutes of incubation, but
p44/42, p54/46 MAPK and IxBa activation peaked at 15 minutes, and decreased
thereafter at 60 minutes. No change in the total protein level of MAPKs was noted (data
not shown).

To better define the TNFa signalling cascades involved in ICAM-1 synthesis, OA
osteoblasts were pre-incubated with chemical inhibitors of p38 MAPK (SB202190),
p44/42 (PD98059), and NF-xB (PDTC) before adding 10 ng/ml TNFa. mICAM-1 protein
expression was reduced with SB202190 (Figure 5A), PD98059 (Figure 5B), and PDTC
(Figure 5C). In contrast, TNFo-induced sICAM-1 release was not affected by any of the
chemical inhibitors.

To clarify the role of p38 MAPK and IKKa in TNFo-mediating mICAM-1
production, we conducted transfection experiments with WT and DN vectors of p38
MAPK or IKKo after TNFa treatment. Overexpression of WT p38 MAPK or IKKa
plasmids markedly increased basal mICAM-1 protein expression, and TNFa treatment
further enhanced mICAM-1 expression compared to TNFa alone (Figure 6). However,
overexpression of DN p38 MAPK abrogated this effect (data not shown).

Finally, to get a better understanding of MMP-mediating mICAM-1 cleavage, we
used MMP-9 inhibitor | to evaluate other possible mechanisms involved in sICAM-1
production. We observed that the addition of MMP-9 inhibitor | (10 nM) significantly
reduced 25% of TNFa-enhanced sICAM-1 release and did not change basal sICAM-1

production (Figure 7A). To confirm the ability of TNFa to induce MMP-9 synthesis, OA
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osteoblasts were treated with working concentrations of this cytokine (0.1-10 ng/ml), and
MMP-9 was measured in the culture media. Western blotting analysis revealed that

TNFo dose-dependently increased MMP-9 release by osteoblasts (Figure 7B).
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Discussion

ICAM-1 has previously been reported to be involved in osteoclast differentiation
and bone resorption. in a co-culture system of mouse spleen cells and osteoblasts or
stromal cells, cellular interaction through ICAM-1 could be blocked by anti-CD54
monoclonal antibodies, which resulted in decreased osteoclast formation in vitro®*%.
Further, a previous study by our group showed that ICAM-1 expression on human
osteoblasts obtained from OA or osteoporotic patients was higher when compared to
normal human osteoblasts. Also, IL-6 and PGE; levels in supernatant were found to be
elevated with high ICAM-1 expression®. Several studies have demonstrated increased
bone remodelling and osteoclast activity in OA®. Biphosphonates, drugs known to inhibit
osteoclasts, and licofelone, a COX inhibitor capable of lowering IL-6 and PGE; levels,
have been seen to reduce osteoclast activity in the setting of OA%*. Because of the role
of ICAM-1 in osteoclast recruitment, its differential expression in diseases such as OA,
and the increased osteoclast activity observed in OA, understanding the modulation of
ICAM-1 expression and the mechanisms regulating it in OA bone could offer new
potential therapeutic targets in OA.

So far, no study has looked at the expression and intracellular signaling of
mICAM-1 and sICAM-1 in human osteoblasts. As demonstrated in our investigation,
stimulation of osteoblasts with TNFa increased mICAM-1 and sICAM-1 expression at the
protein and mRNA levels. It is noteworthy that sSICAM-1 mRNA expression in response
to TNFa occurs at a higher concentration (100-fold) than that of mMICAM-1. However, it is
possible to detect, in the extracellular milieu, a significant elevation of SICAM-1 after
treatment with TNFa at a much lower concentration. This could simply refiect increased
cleavage of already present mICAM-1 that is initiated at low TNFa concentration.
However, if this were true, sSICAM-1 levels would remain high with combined incubation

of TNFa and ActD. Furthermore, in contrast to mICAM-1, sICAM-1 levels are not
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influenced by protein kinase inhibitors. Taken together, these results suggest that there
are 2 separate pathways for the generation and regulation of mICAM-1 expression and
sICAM-1 production in human OA osteoblasts.

Our data seem to be in accordance with those of Wakatsuki et al.?® who reported
a specific mMBRNA coding for sICAM-1. We observed the presence of sICAM-1 mRNA
splice in human osteoblasts using the specific primers of Wakatsuki et al.?®. The
meaning of this finding in bone remains to be defined. However, in various inflammatory
and malignant pathological conditions, increased expression of sICAM-1 indicates a
possible reciprocal relationship between sICAM-1 and inflammation'®'®. However, the
relationship between circulating and membrane-bound ICAM-1 is controversial. Some
studies report a similar physiological role for these 2 molecules, whereas others describe

opposite actions?374!

. We can only postulate whether sICAM-1 inhibits cellular
adhesion or promotes the effect of mICAM-1 in bone metabolism. An
anti-osteoclastogenic role for sICAM-1 would place it in the same category as
osteoprotegerin (OPG), while a pro-osteoclastogenic role would potentially act in the
same manner as soluble receptor activator of nuclear factor-kappaB ligand (SRANKL).
Although the exact role of sSICAM-1 remains elusive, we believe that increased mICAM-1
expression in response to TNFa stimulation could facilitate the interaction of osteoblasts
with osteoclast precursors.

TNFa, a pleiotropic cytokine primarily produced by activated macrophages and
T-lymphocytes, has a wide range of biological effects, including inflammation,
mitogenesis, differentiation, immune modulation and anti-tumor immunity42. TNFo is also
considered to be one of most important cytokines implicated in osteoporosis, arthritis

and wear debris-induced osteolysis®. It supports the differentiation and survival of

osteoclasts, but not resorption activity. The ability of osteoblasts to express adhesion
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molecules, such as ICAM-1, in addition to their ability to produce and respond to
different cytokines, such as TNFao, IL-1B, IFN-y, transforming growth factor-beta (TGFB),
and IL-6, suggests that osteoblasts can function as modulators and/or effectors of
inflammatory processes and osteoclastogenesis. We believe that the osteoclastogenic
action of these cytokines is, at least in part, modulated through ICAM-1.

Our results disclosed that the induction of ICAM-1 expression could be prevented
by co-incubation with ActD (an inhibitor of RNA transcription). This means that the
induction of ICAM-1 expression requires de novo mRNA synthesis, indicating its
regulation at the transcriptional level. Investigations into the signal transduction
pathways of TNFo showed rapid and significant phosphorylation of p38, p44/42, p54/46
MAPK as well as IxBo. Next, we tested the effect of MAPK- and NF-xB-specific
inhibitors on TNFoa-induced mICAM-1. Our data revealed that all chemical inhibitors,
SB202190, PD98059, and PDTC, abrogated TNFa-induced mICAM-1 protein
expression. Interestingly, these chemical products failed to inhibit sSICAM-1 upregulation
by TNFa. Furthermore, the overexpression of WT p38 MAPK and IKKa enhanced TNFa-
induced mICAM-1. These results were supported by other recent studies indicating that
TNFa is a potent inducer of ICAM-1 in various cell types “**. It has been reported that
the activation of p38 MAPK and NF-xB appears necessary for the regulation of ICAM-1
expression. In the ICAM-1 promoter, numerous cis-elements have been identified to
exert transcriptional control of ICAM-1. Among these elements, NF-xB and activator
protein 1 (AP-1) were shown to act as the most critical of these regulatory elements for
ICAM-1 transcription®’. Mutation in the AP-1 and NF-xB sequence attenuates pro-
inflammatory cytokine-stimulated ICAM-1 promoter activity*®*’. While increased sICAM-1
levels can be attributed to its transcriptional regulation, another mechanism has been
considered crucial in sICAM-1. This mechanism includes the proteolytic cleavage of

miCAM-1 by MMPs. To investigate it, osteoblasts were co-treated with 10 nM of an
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inhibitor of MMP-9 and 10 ng/ml TNFa. We observed that the addition of MMP-9
inhibitor | significantly reduced TNFo-enhanced sICAM-1 expression, which was
consistent with other reports®®*®, Other inhibitors of MMP-9, such as Batimastat, have
been shown to inhibit TNFa-induced mICAM-1 cleavage in primary glial cells. Further
experiments using a specific antibody for splice variant-derived sICAM-1 (relative to
conventional cell surface ICAM-1) will be performed to investigate the relationship

between ICAM-1 and MMP-9.

Conclusion

This study reports an increase in ICAM-1 expression after the exposure of human
osteoblasts to TNFo. This heightened expression appears to be mediated through
activation of MAPK and IKKa cascades. Further, the regulation of sICAM-1 includes 2
mechanisms: (i) shedding/cleavage of conventional cell surface ICAM-1 protein by
MMP-9, and (ii) de novo synthesis from a specific coding mRNA. It is well-known that
ICAM-1 has a close relationship with inflammation, and TNFa has many effects in
producing inflammatory responses. Therapeutic approaches have been taken to induce
anti-inflammatory effects by blocking the ICAM-1 or TNFo-dependent pathway with a
neutralizing antibody *. In bone disease, blockage of the interaction between TNFa and
ICAM-1 may inhibit not only inflammation in the joint but also bone resorption by
suppressing the osteoblast-mediated formation of osteoclasts*®. These findings could
have clinical implications in the future treatment of bone loss diseases, such as

osteoporosis, arthritis and aseptic loosening.
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Figure legends

Figure 1. (A) Effects of TNFo on membrane-bound intercellular adhesion molecule
(mICAM-1) expression. Osteoarthritic (OA) osteoblasts were incubated for 18 hours in
the absence or presence of the indicated concentrations of TNFo. (n=6). Then, mICAM-1
expression was evaluated by immunocytochemical staining using a specific anti-mICAM-
1 antibody. Data are expressed as the percentage of positive osteoblasts and are means
+ SEM. (B) Effects of TNFa on soluble ICAM-1 (sICAM-1) release. OA osteoblasts (n=3)
were incubated for 48 hours in the absence or presence of the indicated concentrations
of TNFa. Then, sICAM-1 production was evaluated by enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA). The data were expressed as pg/mg.prot. and are means + SEM. (C)
Representative semi-quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-
PCR) gel for ICAM-1 mRNA analysis. The cells were incubated for 1 hour in the absence
or presence of the indicated concentrations of TNFa. The experiment was completed
with 1 pg RNA for each test and 35 cycles of PCR for ICAM-1 and 25 cycles of PCR for
the internal positive control, GADPH. The gel is representative of 3 independent
experiments. mMRNA levels (arbitrary units) were then quantified by densitometry.
mICAM-1 and sICAM-1 levels were normalized against those of GAPDH mRNA and
expressed as a percentage of untreated cells. Statistical analysis was performed by
Student’s t-test. P values are compared to the corresponding value for cells incubated in

the absence of TNFa. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Figure 2. Representative immunocytochemical staining of mICAM-1 expression.
Osteoblasts were incubated for 18 hours in the absence (A) or presence of TNFa at 1

ng/ml (B). Then, cell surface ICAM-1 expression was evaluated by immunocytochemical
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staining with antibodies specific for this protein, or substitution of primary antibody
mICAM-1 with autologous preimmune serum as a control of staining specificity (C).
mICAM-1-positive cells were detected with diaminobenzidine, and nuclei were
counterstained with Hematoxylin (see Materials and methods, original magnification x

400). Immunocytochemistry data represent 3 independent experiments.

Figure 3. TNFo-induced ICAM-1 required de novo mRNA synthesis. Human OA
osteoblasts were pre-incubated for 1 hour with 10 pg/ml actinomycin D (ActD), foliowed
by another incubation for 4 hours with 10 ng/ml TNFa. 1 ug of total RNA was processsed
for RT-PCR analysis to determine the mRNA levels of mICAM-1 (A), sICAM-1 (C), and
GAPDH, as described in Materials and methods. Protein levels of mICAM-1 (B) and
sICAM-1 (D) were determined by immunocytochemical staining and ELISA. The data are
expressed as in the Figure 1 legend (n=3). Statistical analysis was performed by
Student’s t-test. P values are compared to the corresponding value for cells incubated in

the absence of TNFa. ***p<0.001.

Figure 4. Time course of the effect of TNFa on cell signaling pathways. Human OA
osteoblasts were treated with 10 ng/ml TNFa for the indicated times. Total cell lysates
(approximately 20 pg) were prepared and subjected to Western blot analysis with the
phosphospecific antibodies anti-phospho-p38 MAPK (n=3), anti-phospho-p44/42 MAPK

(n=3), anti-phospho-p54/46 MAPK (n=3), or anti-phospho-ixBa (n=3).

Figure 5. Effect of protein kinase inhibitors and NF-xB inhibitor on TNFa-induced
ICAM-1. The cells were pre-incubated for 30 minutes with different chemical inhibitors:

(A) SB202190 (a p38 MAPK inhibitor), (B) PD98059 (a p44/42 MAPK inhibitor), and (C)
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PDTC (a NF-xB inhibitor), followed by another incubation for 24 hours in the presence or
absence of 10 ng/ml TNFo. Values are expressed as % of TNFa-treated osteoblasts
(n=4). Statistical analysis was performed by Student’s t-test. P values are compared to

the corresponding value for cells incubated in the absence of TNFa. *p<0.05, **p<0.01.

Figure 6. Effect of IKKa and p38 MAPK overexpression on TNFo-induced mICAM-1
expression. Transient transfection of MG-63 osteoblasts was performed with 1 pg of
expression vectors of either IKKo, WT or DN p38 MAPK, as described in Materials and
methods. Six hours after transfection, fresh 0.5% FBS/DMEM was added in the absence
or presence of 10 ng/ml TNFa for another 24 hours. After incubation, the cells were
fixed, and mICAM-1 levels were quantified by ELISA. Values are the means + SEM of 3
experiments. Statistical analysis was performed by Student's t-test. P values are
compared to the corresponding value for cells incubated in the absence of TNFo.

*p<0.05, **p<0.01.

Figure 7. Role of MMP-9-mediating sICAM-1 release. (A) Osteoblasts were
preincubated for 1 hour in the absence or presence of MMP-9 inhibitor (10 nM), followed
by incubation with or without TNFa (10 ng/ml) for another 24 hours. Then, sICAM-1
expression was evaluated by ELISA. (B) Osteoblasts were treated with increasing
concentrations of TNFa (0.1-10 ng/ml) for 24 hours, and the culture medium was
collected for Western blotting, using rabbit anti-MMP-9 antibody. Values are the means +
SEM of 3 experiments. Statistical analysis was performed by Student’s t-test. P values
represent control versus MMP-9 inhibitor, control versus TNFa, control versus TNFa +

MMP-Q inhibitor, and TNFa versus TNFo + MMP-9 inhibitor. *p<0.05, **p<0.01.
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