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Résumé

Les cellules souches mésenchymateuses (MSC) sont des cellules multipotentes
capables de se différencier en adipocytes, chondrocytes, ostéocytes ou en myocytes. Elles sont
présentes dans presque tous les tissus chez I’adulte et chez le feetus. Les MSC sécrétent une
panoplie de cytokines leur conférant une capacité de régulation du systéme immunitaire et des
propriétés immunosuppressives d’ou les multiples essais cliniques visant leur utilisation dans
de nombreuses applications thérapeutiques. Les MSC expriment la chaine LIFRP (Leukemia
inhibitory factor receptor) a leur surface. Des mutations dans le géne du LIFR ménent au
syndrome de Stiive-Wiedemann qui se caractérise notamment par une scoliose, des
courbatures des os longs et une incapacit¢ a réguler la température corporelle. Le LIFRJ
constitue une des chaines signalisatrices du récepteur de la cytokine CLCF1 (Cardiotrophin
like cytokine factor 1). Nous avons donc testé 1’hypothése que le CLCF1 régule la
différenciation des MSC en ostéoblastes. Des résultats préliminaires ont montré que le CLCF1
se lie a une population négative pour le marqueur CD45, exprimé par les cellules
hématopoiétiques. Une liaison a également ¢té observée sur des cultures de MSC de moelle
osseuse. La stimulation des MSC a l’aide du CLCF1 a mené a une activation de la
phosphorylation de STAT1 et STAT3. La différenciation des MSC en ostéoblastes en
présence de CLCFI a entrainé une diminution de la formation des nodules de calcium ainsi
que de I’activité de la phosphatase alcaline, un marqueur des ostéocytes. Une analyse des
niveaux des ARN messager (ARNm) par RT-qPCR sur les cellules différenciées en présence
de CLCF1 a mis en évidence une diminution de I’expression des ARNm codant pour des
facteurs de transcription impliqués dans le contréle de I’ostéogenése comme Runx2, Ostérix et
DIx5. En conclusion, ces résultats suggerent que le CLCF1 inhibe la différenciation des MSC
en ostéoblastes et que cette cytokine est donc une cible thérapeutique potentielle dans des

maladies osseuses comme 1’ ostéoporose.

Mots-clés : Cellules souches mésenchymateuses, cytokines, CLCF1, LIFR, ostéoblaste.



Abstract

Mesenchymal stem cells (MSC) are multipotent cells capable of differentiating into
adipocytes, chondrocytes, osteocytes or myocytes. They are present in most tissues in adults
and fetuses. MSC secrete an array of cytokines giving them the ability to regulate immune
responses. MSC have immunosuppressive properties and were therefore tested in clinical
trials. MSC express the leukemia inhibitory factor receptor chain (LIFRf) on their surface. A
mutation in the LIFR gene is associated with the Stiive-Wiedemann syndrome characterised
by the development of scoliosis, curvatures of the long bones and the inability to regulate body
temperature. LIFR[ is one of the signalling chains of the cardiotrophin-like cytokine (CLCF1)
receptor. We therefore tested the hypothesis that CLCF1 regulates the differentiation of MSC
into osteoblasts. Preliminary results showed that CLCF1 binds bone marrow-derived MSC as
well as a bone marrow population that is negative for the hematopoietic cell marker CD45.
The addition of CLCF1 during the induction of MSC differentiation into osteoblasts resulted
in a decrease in alkaline phosphatase activity and in mineralization. Analysis of mARN levels
by RT-qPCR indicated that the inhibitory effect of CLCF1 on osteoblast differentiation was
paralleled by a down-regulation of the expression of Runx2, Osterix and DIx5, 3 transcription
factors involved in the control of osteogenesis. In conclusion, these results suggest that
CLCFI inhibits the differentiation of MSC into osteoblasts and that this cytokine is a potential

therapeutic target in bone pathologies such as osteoporosis.

Keywords: Mesenchymal stem cells, cytokines, CLCF1, LIFR, osteoblast.
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CHAPITRE I. Introduction

1. Les cytokines

Les cytokines sont des petites protéines ou des glycoprotéines sécrétées notamment par
des leucocytes. Elles se fixent sur des récepteurs spécifiques présents sur la surface des
cellules. Les cytokines régulent la survie, la croissance et la différenciation des cellules et
jouent un réle dans la défense contre les pathogeénes et dans la réponse inflammatoire. Les

cytokines peuvent jouer un role inflammatoire et/ou anti-inflammatoire selon le contexte (1).

1.1 Les cytokines de la famille de I’IL-6

Les cytokines peuvent étre divisées en quatre groupes selon leur structure secondaire.
On retrouve ainsi la famille des hématopoiétines (groupe 1 ou CRF1), la famille des
interférons (groupe 2), la famille du facteur de nécrose tumoral (TNF) (groupe 3) et la famille
des chémokines. Les cytokines du groupe 1 peuvent étre classées en deux sous-groupes selon
la longueur de leurs hélices : Les cytokines a longues chaines a (LC pour long chain) et les
cytokines a courtes chaines o (CS pour short chain). Les cytokines a courtes chaines o sont :
I’'IL-2, I'IL-3, I’IL-4, I’IL-5, PIL-7, I'IL-9, P'IL-13, le granulocyte macrophage colony
stimulating factor (GMCSF), le macrophage colony stimulating factor (MCSF) et I’interféron
v (IFNy). Les cytokines a longues chaines o sont : le facteur de croissance (GH ou growth
hormone), I’IL10, la famille de I’'IL-6, la famille de I’'IL-12, la famille de la prolactine (PRL),
le granulocyte colony stimulating factor (GCSF), I’érythropoiétine (EPO) et I’IFNy. L’INFy
possede des caractéristiques intermédiaires entre les cytokines LC et les SC (2). Les cytokines
de la famille de I’'IL-6 appartiennent donc aux cytokines du groupe 1 a longues chaines o et

possedent dans leur structure secondaire 4 hélices alpha antiparall¢les (Figure 1) (3).
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Figure 1. Schéma représentatif de la structure des cytokines de la famille de I’IL-6.
Les cylindres représentent les 4 hélices alpha antiparalléles A, B, C et D. Les
hélices alpha sont reliées par des chaines polypeptidiques (en noir).

Les cytokines peuvent également étre classées selon la composition de leurs récepteurs
multimériques. Les cytokines de la famille de I’interleukine 6 (IL-6) utilisent tous la chaine
signalisatrice appelée glycoprotéine 130 kDa (gp130). Les cytokines de la famille de I’'IL-6
sont : ’[L-6, I’interleukine 11 (IL-11), le facteur neurotrophique ciliaire (CNTF), le leukemia
inhibitory factor (LIF), I’oncostatine M (OSM), la cardiotrophine-1 (CT-1), la cardiotrophin-
like cytokine (CLC), I’interleukine 30 (IL-30), la neuropoiétine, I’interleukine 27 (IL-27) et
I’interleukine 35 (IL-35). Ainsi, le récepteur de chacune de ces cytokines contient une chaine
gp130 sauf pour les récepteurs de I’IL-6 et de ’IL-11 qui en contiennent deux. Le partage
d’une chaine de récepteur implique une certaine redondance ou ressemblance dans la
signalisation intracellulaire de ces différentes cytokines (4). Le gp130 est exprimé de facon
ubiquitaire, ce qui explique le fait que les cytokines de la famille de I’IL-6 jouent un role dans
plusieurs systémes comme les systémes cardiovasculaire, immunitaire et nerveux (5). Ainsi,
les cytokines appartenant a la famille de I'IL-6 sont impliquées dans le controle du
meétabolisme, de la survie ou de la différenciation neuronale, la stimulation des cellules B et

dans I’induction des protéines hépatiques de phase aigué (PPA) (6-10).



1.2 Les récepteurs de cytokines

Les cytokines exercent leurs effets en se liant sur des récepteurs se trouvant sur la
surface des cellules. Les récepteurs de cytokines peuvent étre divisés en six grandes familles
selon la similarité de leur séquence primaire, de leur structure secondaire et tertiaire et de leurs
fonctions biologiques. On identifie ainsi la famille des récepteurs de 1’hématopoiétines ou de
type I, la famille des récepteurs aux interférons ou de type II, la famille des récepteurs du
facteur de nécrose tumoral (TNF), la famille des récepteurs des tyrosines kinase, la famille des
récepteurs IL-1/Toll-like et la famille des chimiokines. Dans ce qui suit, seule la famille des

récepteurs de type I sera détaillée.

Domaine de type Ig Domaine transmembrannaire
Domaine hématopoiétine Domaine intracellulaire
Domaine Fibronectine Il = Lien glycosylphosphatidylinositol
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Figure 2. Schéma représentatif de la composition des récepteurs des cytokines de
la famille de ’IL-6 suivantes : le CNTF, le CLCF1/CRLF1, le LIF, PFOSMR
et I’'IL-6. Inspiré de (11).Toutes ces cytokines partagent la chaine signalisatrice
gp130. La liaison de I’'[L-6 sur I'I[L-6Ra entraine son hétérodimérisation avec
deux chaines gp130. La liaison du CNTF ou du CLCF1/CRLF1 sur le CNTFRa
entraine 1’hétérodimérisation de celui-ci avec gp130/LIFRp.



1.2.1 Les récepteurs de type I

Les récepteurs des hématopoiétines, ou récepteurs de type I, sont des glycoprotéines
transmembranaires et sont regroupés sur la base de la similarit¢ de leurs domaines
extracellulaires (12). Cette famille comprend les récepteurs suivants : IL-2Ra., B et vy, IL-4R,
IL-3Ra et B, IL-5SRa et B, IL-6R, gp130, IL-7R IL-9R, IL-12RpB1 et B2, IL7-R, IL-13R, IL-
15R, IL-23R, IL-27R (WSX-1 ou TCCR pour T cell cytokine receptor), IL-11R, IL-21R,
granulocyte colony stimulating factor receptor (G-CSFR), granulocyte-macrophage colony
stimulating factor receptor (GM-CSFR), ciliary neurotrophic factor receptor (CNTFR),
leukemia inhibitpry factor receptor (LIFR), le récepteur de I’érythropoiétine (EpoR), le
récepteur de la prolactine (PRLR), le récepteur de I’hormone de croissance (GHR), le
récepteur de I’oncostatine M (OSMR), le thymic stromal lymphopoietin receptor (TSLPR), le
récepteur de la thrombopoiétine (TPOR), le récepteur de la leptine (OBR) et le gpl30-like
monocyte receptor (GLMR) (13). En effets, ces récepteurs ont tous un site de liaison aux
cytokines contenant deux domaines : le domaine appelé fibronectine III (FNIII) et, pour
certains, un domaine de type Immunoglobuline (Ig). Le domaine de type Ig contient un ou
deux domaines de 200 acides aminés conservés appelés D200. Le D200 contient 2 sous-
domaines homologues de 100 acides aminés. Chaque sous-domaine est caractérisé par la
présence du motif Cys-X-Trp et de quatre autres résidus cystéines conservées qui forment des
ponts disulfures (14). Les domaines FNIII, formé chacun d’environ 100 acides aminés,
contiennent le motif Trp-Ser-X-Trp-Ser appelé aussi la boite « WSXWS » essentielle a la
liaison du ligand et a la transduction du signal intracellulaire (15). Certains récepteurs de la
famille de 1’IL-6 sont décrits dans la figure 3. A titre d’exemple, I’IL-6 s’associe & son
récepteur, I’'IL-6R[3, ce qui cause son hétérodimérisation avec deux chaines gp130 possédants
un domaine intracellulaire qui sera phosphorylé au niveau des tyrosines permettant la

transduction du signal (16).



1.2.2 La signalisation a travers les récepteurs de type I

1.2.2.1 La signalisation a travers la voie des JAK/STAT

Les cytokines de la famille de I’[L-6 signalisent principalement a travers la voie des
JAK / STAT (17). La liaison d’une cytokine a son récepteur permet sa dimérisation suivie de
I’activation par trans-phosphorylation des tyrosines kinases janus (JAK) (18). Les JAK
activées phosphorylent par la suite des résidus tyrosines de la partie intracellulaire du
récepteur. Ces phosphotyrosines sur la partie intracellulaire du récepteur permettent le
recrutement des protéines de signalisation ayant un domaine SH2, comme les STATSs. Les
STATs, recrutées a proximité des JAKSs, sont phosphorylées par ces derniers (19). Les
pSTATSs (STAT phosphorylés) peuvent dimériser a 1’aide de leur domaine SH2 et transloquer
vers le noyau ou ils vont réguler les geénes cibles. Ce processus est régulé négativement par les

supressors of cytokine signalling (SOCS) qui inhibent les JAKs (20).
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Figure 3. Représentation schématique de la signalisation par les cytokines
de la famille de I’IL-6 a travers la voie des JAK/STAT.



Bien qu’il existe plus de 50 cytokines connues dans le systéme immunitaires, il n’existe
a notre connaissance que 4 protéines JAK (JAK1, JAK2, JAK3 et TYK2) et 7 protéines STAT
(STATI, STAT2, STAT3, STAT4, STATS5a, STATSb et STAT6). Malgré cela, les effets
qu’exercent les cytokines sur les différents types cellulaires sont trés diversifiés et, 1’activation
d’une méme STAT par différentes cytokines peut engendrer des effets opposés (21-23). Cette
divergence peut €tre expliquée par plusieurs mécanismes permettant 1’obtention de la réponse
spécifique a la cytokine en question. La signalisation a travers la voie des JAK/STAT est
minutieusement régulée : I’activité¢ des STAT peut étre régulée par sa phosphorylation sur une
tyrosine et/ou sérine, par son acétylation sur une lysine ou par sa sumoylation (24). De plus,
différentes cytokines qui signalent a travers des récepteurs différents peuvent a leur tour
activer différemment le méme type de STAT. A titre d’exemple, le LIF, qui signalise a travers
LIFRB/gp130, et le CLCF1, qui signalise a travers CNTFRa/LIFRB/gp130, activent tous les
deux STAT3 (25, 26). En addition, il a ét¢ démontré que les STAT peuvent former des
hétérodimeres contribuant a la diversification de la réponse engendrée par les cytokines. Plus
précisément, les hétérodimeres STATI-STAT2 et STATI-STAT3 sont fréquemment détectés
lors de la signalisation induite par les cytokines (27, 28). Finalement, d’autres facteurs
contribuent aussi a la spécificité de la signalisation d’une cytokine comme le temps
d’activations des STAT et la régulation des protéines suppressor of cytokine signaling (SOCS)

par la cytokine elle-méme.

1.2.2.2 La signalisation a travers la voie MAPK

Les cytokines de la famille de I’'IL-6 peuvent également activer la voie de signalisation
passant par les mitogen-activated protein kinases (MAPK), une sérine/thréonine protéine
kinase. Suite a la liaison de la cytokine sur son récepteur, le récepteur est phosphorylé sur sa
partie intracellulaire par les JAKs ce qui permet le recrutement du Src containing protein
tyrosine phosphatase 2 (SHP2) et de Shc, une protéine adaptatrice, qui sont a leur tour
phosphorylées par les JAKs. Les protéines growth factor receptor bound protein 2 (Grb2) et

Son of sevenless (Sos) sont recrutées et vont activer Ras, une petite GTPase, permettant



I’activation de la cascade de signalisation de la voie des MAPKs par I’intermédiaire de Raf,
MAPK/extracellular signal-regulated kinase (MEK) et extracellular signal-regulated kinases
1 and 2 (ERK1/2) (29). Les MAPK activées peuvent ainsi dimériser et transloquer dans le
noyau ou ils peuvent activer des genes cibles spécifiques qui jouent un rdle dans la

prolifération, la survie et la migration cellulaire (30, 31).

1.2.2.3 La signalisation a travers la voie PI3K

Les cytokines de la famille de I’IL-6 sont aussi capables d’activer la voie des
phosphoinoside 3-kinase (PI3K). Ainsi, la liaison de la cytokine a son récepteur meéne a
I’activation de la proté¢ine SHP2 comme mentionné plus haut. SHP2 s’associe a Grb2-Sos et
recrute la PI3K (29). La PI3K est une enzyme capable de phosphoryler des lipides
membranaires impliqués dans la signalisation cellulaire. Elle est impliquée dans la régulation

du cycle cellulaire, la survie et la migration cellulaire et le transport vésiculaire (32-34).

1.3 Quelques membres de la famille de I’IL-6

1.3.1 Le facteur neurotrophique ciliaire (CNTF)

Le CNTF a d’abord été identifi¢ comme facteur neurotrophique pour les cellules
neuronales motrices et sensorielles chez le poulet (35-37). Le CNTF ne contient pas de peptide
signal et est produit comme une cytokine non sécrétée, qui semble étre relachée dans le cas de
la rupture de la membrane cellulaire, par exemple par les cellules de Schwann ou cette

cytokine est fortement exprimée (38, 39).

Le CNTF n’est pas une cytokine essentielle pour le développement. En effet, une délétion de
cette derniere chez I’humain ou la souris n’engendre qu’une perte 1égere de la capacité motrice

avec 1’age (40, 41). Le CNTF complexé a son récepteur multimérique CNTFRao/gp130/LIFR[3



peut activer une cascade de signalisation passant par la voie JAK/STAT (42). La chaine o du
CNTFR existe aussi sous forme soluble : Le CNTFRa est normalement encré a la membrane a
I’aide d’un lien glycosylphosphatidylinositol sensible au clivage par les phospholipases (43).
Suite a un stress, le CNTFRa peut étre clivé et devient alors un récepteur soluble capable de
dimériser avec le CNTF (44). Le complexe CNTF/CNTFRa peut par la suite interagir avec

gp130 et LIFRP encrées dans la membrane.

Le CNTFR est exprimé dans le systéeme nerveux central, les muscles squelettiques et, plus
faiblement, dans le foie, la peau et les reins (43). Le CNTF promeut la différenciation et la
survie des neurones moteurs (39). De plus, certaines é¢tudes ont montré un role bénéfique du
CNTF dans les maladies neuronales inflammatoires notamment la sclérose en plaque (45) et

dans la neuroredégénération de la rétine en clinique (46).

1.3.2 Le complexe cardiotrophin-like cytokine factor 1 (CLCF1)/
cytokine-like factor-1 (CLF1)

1.3.2.1 Le récepteur soluble CLF1

Le Cytokine-like factor-1 (CLF1) appartient a la famille des récepteurs de cytokines de
type 1. En effet, la partiec N-terminale de la protéine contient un domaine de type
Immunoglobuline (Ig-like domain) et deux domaines de FNIII d’une centaine d’acides aminés
formant un cytokine binding domain, caractéristique des récepteurs de type I. Le CLF1
possede aussi une homologie avec des récepteurs de la famille de I’'IL-6R et avec le récepteur
de la prolactine (47). La protéine humaine, comme la protéine murine, contient 6 sites
potentiels de glycosylation et 11 résidus cystéines (48). Des études de patron d’expression ont
montré la présence d’ARNm codant pour CLF1 dans la rate, le thymus, les nodules
lymphatiques, I’appendice, la moelle osseuse, 1’estomac, le placenta, le cceur, la thyroide et les
ovaires (48). La protéine CLF1 posseéde 96% d’identité avec le CLF1 murin et est conservée a
travers les vertébrés (48). Le géne CRLFI (Cytokine receptor-like factor 1) présent sur le

chromosome 19, code pour le CLFI1.



Le CLFI est un récepteur soluble. En effet, aucune séquence pouvant coder pour un domaine
transmembranaire n’a été trouvée dans le géene CRLFI (48). Le CLF1 forme un complexe

sécrété avec CLCF1 (25, 49).

1.3.2.2 La cytokine CLCF1

La cardiotrophine-like cytokine factor 1 (CLCF1) est une cytokine connue aussi sous
les noms de novel neurotophin-1, cardiotrophin-like cytokine et B-cell stimulating factor-3
(NNT-1, CLC, BSF-3) (50). Le gene CLCFI est présent sur le chromosome 11 et code pour
une protéine possédant un peptide signal (50). Le CLCF1 posséde une homologie de 96% avec

son équivalent murin et est exprimé dans les ganglions lymphatiques et la rate (50).

Tout comme les cytokines de la famille de I’[L-6, le CLCF1 joue un rdle dans la survie
des neurones moteurs et sympathiques et permet la production de corticostérone et d’IL-6 (5) a
travers I’induction a I’'IL-1 (51). De plus, le CLCF1 est requis pour le développement des
neurones moteurs facials et lombaires (8). Le CLCF1 joue ainsi un role régulateur au niveau

du systéme immunitaire.

1.3.2.3 Le CLCF1/CLF1 est un ligand du CNTFR

Le récepteur du CNTF, le CNTFR (comprenant CNFRa, gp130 et LIFRp), représente
un des récepteurs membranaires connus du complexe CRLFI1/CLCF1 (25). Les mutations
inactivant le CNTF n’entrainent pas le méme phénotype que celles inactivant le géne codant
pour CNTFRa. En effet, les souris n’exprimant pas le CNTFR meurent prématurément a
cause de déficits dans le développement neuronal moteur (52). A 1’opposé, les souris
déficientes en CNTF n’ont pas de phénotype marqué, mais développent une atrophie
progressive des neurones moteurs se caractérisant par une faible perte des capacités motrices
avec I’age suggérant la présence d’un ligand alternatif au CNTF capable de signaler a travers

le CNTFR (40). 11 a été aussi démontré que le CNTF et le CLCF1/CLF1 ont des effets



biologiques similaires suggérant ainsi qu’ils partagent un récepteur en commun. Les deux
cytokines favorisent la survie des cellules neuronales embryonnaires in vitro (25). En plus de
ses effets immunitaires et neuronaux, le complexe CLCFI/CLF1 est essentiel pour le
développement normal des reins chez le feetus chez la souris (53). Plus récemment, il a été
montré que le CLCF1 stimule la formation des cellules spumeuses in vitro suggérant un role

de cette cytokine dans I’athérosclérose (54).

Comme mentionné précédemment, le CLCF1 appartient a la famille de cytokines possédant 4
hélices alpha antiparall¢les dans leur structure secondaire (3). Les cytokines appartenant a
cette famille sont capables d’interagir avec leurs récepteurs a travers 2 a 3 sites d’interactions
fortement conservés. Dans la famille de I’IL-6, le premier site d’interaction ou site 1, permet
I’interaction de la cytokine avec la chaine o de son récepteur. Le site 2, permet 1’interaction de
la cytokine avec la chaine gp130. Le site 3 peut constituer un autre site 1’interaction de la
cytokine avec le gp130 pour I’'IL-6 et ’IL-11 ou avec le LIFR pour le LIF, OSM, CT-1 et le
CNTF. De plus, le site 3 contient le motif conservé FXXK. Ainsi, le CLCF1 interagit avec le
CNTFR a travers le site 1 via les résidus : Trp®’, Arg!'”® et I’Asp'’*. Le CLCF1 interagit aussi
avec le CRLF1 et le LIFR via le site 3 a travers les résidus Phe!>! et Lys'>* qui font partie du
motif conservé FXXK (55). Le site 1 d’interaction du CNTF avec le CNTFR est conservé dans
le CLCF1. Il existe des similarités structurelles des séquences qui codent pour les sites 1, 2 et

3 entre le CNTF et le CLCF1 (56).
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NH,
gp130
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Figure 4. Schéma représentatif des 3 sites de liaison des cytokines de la
famille de I’IL-6 avec leurs récepteurs. Représentation de I’'IL-6.

Par ailleurs, le CLCF1 peut, comme le CNTF, former un complexe avec la forme soluble de la
chaine a du CNTF, le sCNTFRa. En effet, il a ét¢ démontré que le sSCNTFRa permet de
favoriser la sécrétion du CLCF1. Ainsi, le CLCF1/sCNTFRa forme une cytokine composite
capable d’activer la phosphorylation de STAT3 et de promouvoir la survie des cellules
neuronales motrices, tout comme le CNTF (56). Plus précisément, la liaison du CLCF1 avec le
sCNTFRa, permet le recrutement et la dimérisation du gp130 et du LIFR ce qui entraine
I’activation de la cascade de signalisation des Janus kinase (JAKI1, JAK2, TyK2) / STATI et
STAT3 (26),(57).

1.3.2.4 Le CLCF1/CRLF1 est un ligand de la sortiline

La sortiline, aussi appelée récepteur de la neurotensine 3 (NTS3), est un récepteur
appartenant a la famille des récepteurs neuronaux de type 1 a domaine vacuolar protein
sorting 10 protein (Vpsl0p) (58). Elle est exprimée le plus abondamment dans le systeme

nerveux central et est capable de lier le receptor associated protein (RAP), la neurotensine, le
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nerve growth factor-§ (NGF-B), le brain-derived neurotrophic factor 7 (BDNF-7), la
lipoprotéine lipase (LpL) et I’apolipoprotéine AV14 (59-63).

Il ét¢ démontré que la sortiline est capable d’interagir avec le LIFRB/gp130 facilitant ainsi la

signalisation a travers ce complexe de récepteur. Il a ét¢ démontré par la méme étude que le
CNTF et le CLCF1/CRLF1 lie la sortiline avec une grande affinit¢ (Kg¢ = 25 et 10

respectivement) (64).

1.3.2.5 Les syndromes associés aux mutations dans les génes CRLF1 et CLCF1

Des mutations du géene CRLF'I engendrent le syndrome de Crisponi et du cold-induced
sweating syndrome type [ (CISS) (49). Les patients Crisponi présentent souvent une
dysmorphie faciale en plus des difficultés respiratoires et d’allaitement a la naissance. De plus,
ce syndrome est caractéris¢ par des ¢€pisodes d’hyperthermie et par des contractions
paroxystiques anormales des muscles faciaux et pharyngaux (65). La majorité des patients
décedent dans les premiers mois de la vie durant des épisodes d’hyperthermie. Les patients qui
survivent jusqu’a 1’age de marcher développent des scolioses, des retards psychomoteurs et le

syndrome CISS caractérisé par une transpiration excessive induite par le froid (66).

Des mutations dans le géne CLCF1 causent le cold-induced sweating syndrome type 2
(CISS2) caractéris¢ par des scolioses, des dimorphismes comme le cubitus valgus, et une

réponse anormale au froid (67).

1.3.3 Le LIF

Le LIF est une cytokine qui appartient a la famille de I’IL-6 (68). Le LIF est form¢é de
4 hélices o antiparall¢les et, la région N-terminale de 1’hélice A est importante pour la liaison
au récepteur (69). Le LIF se fixe sur un récepteur hétérodimérique formé par les chaines

gp130 et LIFRP et active principalement la voie de signalisation des JAK/STAT. Dans ce cas,
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les deux chaines du récepteur sont signalisatrices. Le LIF lie le gp130 via le site 2 et le LIFR
via le site 3 (69). La chaine LIFRP est transmembranaire et contient huit domaines
extracellulaires : deux domaines hématopoiétines suivits d’un domaine de type
immunoglobuline ou immunoglobin-like domain et de deux autres domaines hématopoiétines.

Tout cela est suivi de trois domaines FNIII du co6té le plus proximal de la membrane (1).

Le LIF est une cytokine pléiotropique présentant de nombreuses activités biologiques au
niveau du : remodelage osseux, systéme neuromusculaire, syst¢tme hémopoiétique, cancer, axe
hypothalamo pituitaire adrénal et de la reproduction (70, 71). Ainsi, le récepteur de cette
cytokine est exprimé dans plusieurs organes comme les os, le systéme nerveux central, le foie,
les reins et 1’utérus (72). Le LIF permet aussi le maintien en culture des cellules souches
embryonnaires de souris dans un état non différencié¢ (73). Par ailleurs, la chaine B du
récepteur au LIF joue un réle important au niveau du remodelage osseux. Les souris
déficientes en LIF ne montrent pas des effets prononcés au niveau du développement osseux
contrairement aux souris déficientes en LIFR[ (74, 75). La formation osseuse favorisée par
I’activation du LIFR implique deux cytokines différentes, I’OSM et le LIF. L’OSM inhibe
I’expression de la sclérostine, un puissant inhibiteur de la formation osseuse, dans les cellules
stromales et dans les ostéoblastes. L’OSM stimule €¢galement indirectement la formation des
ostéoclastes a travers le receptor activator of nuclear kappa-B ligand (RANKL) en agissant a
travers son récepteur, ’OSMR (76). De fagon similaire, le LIF stimule I’expression de

RANKL et la minéralisation in vivo dans les lignées d’ostéoblastes (76).

Comme mentionné précédemment, le LIFR[ constitue une des chaines du récepteur du CNTF

qui inhibe la minéralisation des ostéoblastes in vitro (77).

Finalement, une mutation dans le LIFR entraine le syndrome de Stiive-Wiedemann (SWS)
caractéris¢é par une campodactylie, une incapacité a réguler la température corporelle, la
scoliose, des difficultés d’allaitement et la courbature des os longs (78). De plus, les patients
qui survivent jusqu’a la premiere année de vie éprouvent un retard dans la croissance et de
I’ostéoporose (79). Les souris déficientes en LIFR présentent un volume osseux diminug, une

forte augmentation de la quantité d’ostéoclastes et une ostéopénie sévere (80).
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1.3.4 L’OSM

L’OSM est une cytokine sécrétée par les monocytes activés et les lymphocytes T (81).
L’OSM fait partie de la famille de I'[L-6 et agit au niveau de la prolifération et la
différenciation des cellules (82, 83). Cette cytokine posseéde une forte homologie de structure
avec le LIF, le CNTF et I'IL-6 (3, 84, 85). Elle exerce son action en se liant aux récepteurs
dimériques LIFR/gp130 ou OSMR/gp130 déclenchant ainsi I’activation de la voie des
JAK1/2/STAT3 (86). L’OSM joue un rdle dans le cancer, en inhibant la croissance des
tumeurs solides, le métabolisme osseux, la régénération du foie, I’inflammation chronique et
I’athérosclérose (82). Les ostéoblastes expriment fortement le LIFR. L’OSM est capable de
signaler a travers le LIFR pour stimuler la différenciation des cellules souches
mésenchymateuses en ostéoblastes et pour inhiber leur différenciation en adipocytes (76). De
plus, le milieu conditionné avec des monocytes stimulés au lipopolysaccharide (LPS) est
capable d’induire la différenciation des cellules souches mésenchymateuses (MSC) en
ostéoblastes et cette différenciation est inhibée par des anticorps neutralisants dirigés contre

1’0SM ou le LIF (87).
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2. Les cellules souches mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses (MSC), aussi appelées cellules stromales
mésenchymateuses ou cellules stromales multipotentes, sont des cellules multipotentes
d’abord identifiées dans la moelle osseuse. Elles constituent une trés petite fraction de cette
dernicre (0.01 a 0.001%) (88). Les MSC ont ensuite été retrouvées dans presque tous les
tissus : cordon ombilical, moelle osseuse, cellules adipeuses, etc. Elles sont présentes chez
I’adulte comme chez le feetus et sont capables de se renouveler et de se différencier en cellules
spécialisées : adipocyte, chondrocytes, ostéocytes et myocytes (88). Les MSC sécretent des
cytokines et sont ainsi capables de réguler les réponses immunitaires (89-91). Les différentes
capacités des MSC ont permis leur utilisation dans la médecine régénérative et elles ont été
testées dans plusieurs essais cliniques visant la régénération des os, des tendons ou du
cartilage (92). Certains essais visaient le traitement d’enfants ayant la maladie osteogenesis
imperfecta (93). Comme les cellules utilisées pour la thérapie sont autologues, les problémes

du rejet par le systéme immunitaire sont éliminés (94).

O ® /

, @
Ostéocyte ) Adipocyte /
Chondrocyte Myocyte
Figure 5. Représentation schématique de la capacité de différenciation des

cellules souches mésenchymateuses.
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2.1 Tissus d’origines et marqueurs des MSC

Malgré 1I’abondance de la littérature sur les MSC en culture, il existe trés peu de
littérature sur la biologie des MSC in vivo. En effet, les marqueurs utilisés ont été établis pour
la caractérisation des cellules en culture qui différent des cellules fraichement isolées. Ainsi,
I’expression génique, la taille, la vitesse de croissance et 1’efficacité de différenciation des
MSC évoluent avec ’avancement des passages lorsque ces cellules sont en culture. Avec
I’avancement des passages, 1’augmentation de la taille des MSC marque la sortie du cycle
cellulaire et I’entrée en sénescence (95). De plus, les changements que les MSC subissent en
culture n’ont pas la méme cinétique d’une cellule a 1’autre, et I’entrée en sénescence n’est pas
uniforme a travers les sous-populations d’une culture d’une méme origine (96, 97). Ainsi, une

culture de MSC est toujours hétérogene.

Une variété de méthodes sont utilisées pour I’isolation, 1’expansion et la caractérisation des
MSC ce qui rend difficile la comparaison des données obtenues par différents laboratoires.
C’est pour cette raison que la société¢ internationale de la thérapie cellulaire (ISCT :
International Society for Cellular Therapy) a établi des critéres définissant les MSC (98).
Selon ces criteres, les MSC sont des cellules qui adhérent au plastique, expriment des
antigénes de surfaces spécifiques et posseédent une capacit¢ de différenciation. Ainsi, il
n’existe pas de marqueur unique spécifique aux MSC mais, plus de 95% des cellules doivent
exprimer les marqueurs de surfaces suivants : CD105, CD73 et CD90 et elles doivent étre
négatives pour les marqueurs suivants : CD45, CD34, CD14 ou CDI11b, CD79a ou CD19 et
pour le Complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe II qui n’est exprimé qu’en cas
de stimulation avec de I’Interféron-y. En outre, les cellules doivent étre capables de se
différencier en ostéoblastes, chondroblastes ou adipocytes in vitro (98). Morphologiquement,

ces cellules ressemblent a des fuseaux et croissent en clones.

Comme mentionné précédemment, les MSCs ont pu étre isolés de plusieurs autres tissus que
la moelle osseuse, par exemple : I’os trabéculaire, le tissu adipeux, le synovium, les muscles

squelettiques, les poumons, la pulpe dentaire et le cordon ombilical (99, 100). Pour les cultures
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en provenance de la moelle osseuse, il faut vérifier qu’au moins 98% de ces dernieres sont
négatives pour les marqueurs de cellules hématopoiétiques qui sont les contaminants
probables (98). Parmi les marqueurs de surface des cellules hématopoiétiques, on retrouve les
marqueurs des progéniteurs hématopoiétiques (CD34), des leucocytes (CD45), des monocytes

et des macrophages (CD11b et CD14) et des cellules B (CD79a et CD19).

Il n’existe pas encore de consensus pour le profil de marqueurs des MSC murin, mais, elles
sont généralement positives pour CD106, CD105, CD44, CD29 et Sca-1 et négative pour
CD45 et CD11b (101-103).

2.2 La différenciation des MSC

La capacité de différenciation des MSC varie en fonction de la source. A titre d’exemple, les
MSC provenant de la moelle osseuse (BM-MSC) présentent une meilleure capacité de
différenciation en chondrocytes que les MSC provenant des poumons ou du placenta (104). La
capacité¢ de différenciation des MSC diminue avec 1’avancement des passages surtout pour
I’ostéogenése qui est fortement affectée par la sénescence (105). Dans ce qui suit, la

différenciation des BM-MSC en ostéocyte sera abordée.

2.2.1 L’ostéogenese

Physiologiquement, 1’0os est dans un état de remodelage continuel qui est caractérisé
par des processus de formations et de résorption osseuse. Les ostéoclastes sont des cellules
multinucléées dérivées de cellules hématopoiétiques et responsables de la dégradation de la
matrice osseuse formée par des protéines comme le collagéne de type I alors que les
ostéoblastes sont dérivés des MSC et sont responsables de la minéralisation d’une nouvelle
matrice (106). Le remodelage osseux permet le renouvelement des os éliminant ainsi les

microdommages qui se seraient accumulés avec le temps (107).
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L’ostéoporose est une maladie trés commune qui touche les deux sexes de fagon non égale.
Elle affecte 200 millions de femmes mondialement et cause plus de 8.9 millions de fractures
par année (108, 109). Cette maladie ayant des fortes répercussions économiques et

personnelles est la maladie dégénérative la plus fréquente dans les pays développés (110).

L’ostéoporose est caractérisée par des os poreux causés par un déséquilibre du
processus de formation et de résorption osseuse menant a la fragilit¢ osseuse, a une masse
osseuse faible et a un risque augmenté de fractures. Plusieurs mécanismes sont responsables
de la fragilité osseuse comme la résorption excessive des os qui cause la diminution de la
masse osseuse et la détérioration de la microarchitecture du squelette ou le défaut dans le
mécanisme de formation osseuse qui est induit en réponse a la résorption durant le remodelage

normal de I’os (111).

La déficience en cestrogene est un facteur clé dans la pathogenése de 1’ostéoporose. Des études
ont montré que les marqueurs de la résorption et ceux de la formation osseuse augmentent a la
ménopause indiquant une augmentation du remodelage (112). Le processus de résorption est
plus long que celui de formation osseuse donc une augmentation de la vitesse du remodelage

des os causerait une diminution de la masse osseuse.

Une carence en calcium est un facteur de risque important dans 1’ostéoporose surtout chez les
personnes agées. Chez ces personnes, la déficience en calcium et en vitamine D peut induire
une hyperparathyroidie secondaire. La vitamine D est a la fois essentielle pour 1’absorption
intestinale du calcium et pour I’inhibition de la synthése de 1’hormone parathyroidienne (PTH)
(113, 114). Une carence en vitamine D entrainerait 1’augmentation des niveaux de PTH qui
contribuent non seulement a I’augmentation de la perte de la masse osseuse et de la fragilité du
squelette, mais aussi a une faiblesse neuromusculaire pouvant amener une augmentation de la

fréquence de chute (115).

La résorption de I’os, un mécanisme clé dans I’ostéoporose, implique une interaction entre les
ostéoblastes et les ostéoclastes (116). Les ostéoblastes produisent du receptor activator of
nuclear factor kappa-B ligand (RANKL), connu aussi sous le nom de tumor necrosis factor
ligand superfamily member 11 (TNSFS11), un ligand appartenant a la famille des ligands du

facteur de nécrose tumorale. RANKL est responsable de 1’activation de RANK qui est
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exprimée sur les cellules hématopoiétiques (117). L’activation de RANK induit Ila
différenciation en ostéoclastes, cellules responsables de la résorption osseuse(118). Ce
systéme est rétroactivement régulé par la production de 1’ostéopontégrine (OPG) par les
ostéoblastes (118). L’OPG peut se lier a RANKL et inhiber son action en empéchant son
interaction avec RANK sur les cellules hématopoiétiques. Une étude a montré une
augmentation de I’expression de RANKL sur les cellules de la moelle osseuse des femmes
déficientes en cestrogenes (119). L’axe RANKL/RANK est ainsi important dans la

pathophysiologie de 1’ostéoporose qui agit en augmentant la résorption osseuse.

Beaucoup de thérapies existent pour ralentir la progression de 1’ostéoporose en inhibant par
exemple la résorption osseuse comme c’est le cas pour les bisphosphonates ou le denosumab
(120, 121). D’autres médicaments sont anaboliques et servent a augmenter la formation
osseuse comme le teriparatite ou le romosozumab (122, 123). Toutefois, ces médicaments ne
sont pas sans effets secondaires. Ainsi, a cause de leur capacité de régénérations, les MSC sont

de plus en plus étudiées pour des fins d’utilisation comme un traitement de 1’ostéoporose.

Les BM-MSC peuvent étre induits a se différencier en ostéoblastes in vitro. Les BM-MSC se
transforment initialement en cellules engagées non différenciées appelées ostéoblastes qui
expriment fortement la phosphatase alcaline (ALP) et le collagéne de type I qui servira de
matrice extracellulaire (ECM) pour le dépot de calcium. En fin de différenciation, les
ostéoblastes deviennent des ostéocytes qui sont des cellules métaboliquement actives qui
expriment fortement I’ostéocalcine, I’ostéopontine, la BSP (Bone sialoprotein) et qui forment
les dépots de calcium (124). Les ostéocytes expriment aussi des facteurs de croissance comme
les BMPs (bone morphogenic proteins) et le TGF-B (transforming growth-factor- ). En outre,
le début de la différenciation est marqué par le ralentissement de la prolifération suivit de son

arrét définitif dans les ostéocytes (125).
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Figure 6. Schéma représentatif des étapes de la différenciation des MSC en
ostéocytes.

D’autre part, les ostéocytes jouent plusieurs roles dans le tissu osseux. Ils sont responsables de
la formation osseuse, de la sécrétion de facteurs de croissance et favorisent la différenciation
des ostéoclastes par I’intermédiaire de la sécrétion du M-CSF (Macrophage colony stimulating

factor) et de RANKL (124).

Le protocole standard pour la différenciation ostéogénique in vitro étant 1I’incubation des MSC
dans un milieu contenant de la dexamethasone, de 1’acide ascorbique et du B-glycérophosphate
pour 2 a 3 semaines (126). La dexamethasone est un glucocorticoide synthétique capable
d’induire I’ostéogenese par la stimulation de Runx2 (Runt-related transcription factor 2), un
gene qui joue un rdle central dans ce type de différenciation (127). Par contre, différentes
concentrations de dexamethasone sont utilis€ées pour induire la différenciation en ostéoblastes,
adipoblastes ou chondroblastes. Pareillement, 1’acide ascorbique est utilisé¢ dans les trois types
de différenciation et sert a stimuler la sécrétion du collagéne de type I. Finalement, le B-
glycérophosphate représente une source de phosphate et de minéraux essentiels pour la
minéralisation des os en plus de son role indirect dans la stimulation des genes de

I’ostéogenése (127).
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2.2.2 Les facteurs de transcription controlant la différenciation des

MSC en ostéocytes

Les facteurs de transcriptions jouent un rdle important dans la régulation de la
différenciation des MSC en ostéocytes. Runx2, appelé aussi Cbfal (Core-binding factor alpha
1), est un facteur de transcription clé dans ’ostéogenése. En effet, plusieurs voies de
signalisation jouent un role dans la différenciation des cellules en ostéocytes : la voie TAK1
(Transforming growth factor b-activated kinase 1), la voie des BMP (Bone morphogenetic
protein), la voie Hedgehog, la voie Notch, la voie PTH (parathyroid hormone), la voie Wnt
(wingless/integrated) et finalement, la voie RANKL (128-133). Mais, deux voies de
signalisation sont essentielles dans 1’ostéogenese : la voie Wnt/B-catenin et la voie des BMP.

Dans ce qui suit, ces deux voies seront discutées dans le cadre de 1’ostéogenese.

2.2.2.1 La voie des BMP

Les BMP sont des facteurs de croissance importants pour la différenciation en
ostéocytes. En effet, les BMP sont capables d’attirer les MSC non différenciés vers les sites de
dommages osseux participant ainsi a la réparation tissulaire (134). La signalisation par les
BMP passe par deux voies distinctes : une voie qui dépend des Smad et une autre qui ne
dépend pas des Smad. Les Smad (Small Mothers Against Decapentaplegic) sont des protéines
qui permettent I’intégration de I’information de plusieurs voies de signalisations différentes.
La famille des Smad est ainsi capable de réguler I’activité et I’expression des membres de la
superfamille de TGF-B (Transforming growth factor beta) comme : les BMP, les GDP
(Growth differentiation factors) et les activines (125). Les BMP sont connus pour induire la
formation osseuse (135). Les BMP, sécrétés par les cellules, se lient a leurs récepteurs, les
BMPR, et signalent de fagon canonique a travers les Smad ou, de fagon non canonique a

travers la voie p38/MAPK (136).
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La liaison de BMP-2 a son récepteur induit I’activation des Smadl/5 qui transloquent vers le
noyau et induisent I’expression du facteur de transcription DIX5 (Distal-Less homeobox 5)
important dans 1’ostéogenése dans les MSC (137). DIx5 va ensuite induire la transcription de
Runx2. Runx2 est un facteur de transcription clé qui régule I’ostéogenése. Les souris
déficientes en Runx2 meurent peu apres la naissance et présentent une absence d’ostéoblastes
et d’ossification dans leurs squelettes (138, 139). Runx2 est responsable de ’activation des
genes de 1’ostéogenese comme : le facteur de transcription ostérix (Osx) aussi nommé Sp7
(140). Une mutation dans le géne Sp7 entraine la maladie mentionnée plus haut : osteogenesis
imperfecta (141). De plus, les souris déficientes en Osx n’ont pas de formation osseuse, mais
expriment le géne Runx2 alors que les souris déficientes en Runx2 n’expriment pas 1’Osx ce

qui montre que Runx2 agit en amont de Osx (142).

Les Smad activent aussi I’expression du facteur de transcription Msx2 (Msh Homeobox 2)
responsable de I’expression de I’ostéocalcine, une hormone spécifique des ostéoblastes (143).
A son tour, Runx2 active 1’expression de BMP-2 et de BMP-4. L’expression des BMP est
induite aussi par plusieurs autres voies de signalisations a tire d’exemple, la voie Shh (Sonic
hedgehog) qui induit I’expression de BMP-2 via I’activation de Gli2 (Glioma-associated

oncogene family zinc finger 2), un régulateur de la transcription (144).

Le BMP-2 active aussi la voie p38/MAPK qui, a son tour, meéne a la phosphorylation et a
I’activation de Runx2. La phosphorylation de Runx2 permet son interaction avec Smad ce qui
promeut la transcription de I’ALP, une enzyme importante dans la minéralisation osseuse et
dont le pic d’expression se trouve a jour 12 de la différenciation chez I’humain (145, 146).
L’ALP est une enzyme qui existe sous quatre isoformes ayant chacun un rdle distinct.
L’isoforme de I’ALP ayant un role dans I’ostéogenése est exprimé dans le foie, I’0s et les reins

(147, 148).

Il existe des mécanismes de rétroaction négative permettant de réguler 1’activité de Runx2
comme par son ubiquitination a travers son interaction avec Smurfl (SMAD Specific E3

Ubiquitin Protein Ligase 1) (149). TWIST (Twist Family BHLH Transcription Factor 1) est
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un facteur de transcription qui participe également a la rétroaction négative de Runx2. TWIST
est capable d’inhiber I’ostéogenese en se liant directement a Runx2 et en inhibant sa capacité
de liaison a I’ADN (150). Les souris hétérozygotes pour TWIST présentent des os
surdéveloppés, des membres anormaux et des doigts excédentaires (151). Au contraire, la
surexpression de Twist inhibe la capacit¢ de Runx2 a lier ’ADN et a activer les geénes de
I’ostéogenése ce qui résulte en I’inhibition de 1’ostéogenese (152, 153). Dans les MSC,
I’inhibition de Twist par des shRNA (short hairpin RNA) permet de favoriser la

différenciation en ostéocytes (154).
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Figure 7. Représentation schématique de I’activation de ’ostéogenése par
la voie des BMP.
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2.2.2.2 La voie wnt/B-caténine

Les protéines de la famille wnt sont des glycoprotéines sécrétées impliquées dans le
développement embryonnaire, la croissance et la différenciation (155). La voie de
signalisation canonique wnt dépendante de la P-caténine joue un rdle essentiel dans
I’ostéogenése (156). En effet, BMP-2 augmente 1’expression des protéines impliquées dans
cette signalisation : les protéines wnt, LPR5/6 (Low density lipoprotein receptor-related
protein 5/6) et la B-catenine. Les glycoprotéines sécrétées de la famille wnt signalent a travers
le récepteur Frz (Frizzled) et son co-recepteur LRP5/6. La liaison de wnt sur son complexe de
récepteur inhibe la phosphorylation de la B-caténine ce qui évite sa dégradation et permet sa
translocation au noyau. Dans le noyau, la B-caténine active I’expression de Runx2 permettant
ensuite I’expression des genes de 1’ostéogenese (129). De méme que pour la voie des BMP, la
voie wnt/B-caténine est régulée négativement. La sclérostine (Sost) peut inhiber

I’ostéoblastogenése en signalant a travers LRP5/6 (157, 158).

2.2.3 L’interaction MSC/HSC

Les MSC constituent un ¢élément essentiel a la niche des cellules souches
hématopoiétiques (HSC). Dans la moelle osseuse, les MSC co-localisent avec les HSC et, la
délétion des MSC de la moelle osseuse réduit grandement la quantité de HSC (159). De plus,
les MSC et les HSC se régulent entre eux a travers la sécrétion de facteurs solubles. Par
exemple, le G-CSF (Colony-stimulating cytokine), une cytokine sécrétée des par les HSC,
inhibe la prolifération et la différenciation des MSC (159).

Indépendamment de leur propriété¢ de différenciation et de régénération de tissu, les MSC
régulent de 1’homéostasie tissulaire. En effet, les MSC sont capables d’interagir avec les
joueurs du systétme immunitaire inné¢ et adaptatif et de se polariser en MSC pro ou anti-

inflammatoire en fonction des signaux captés dans le milieu (160). Ainsi, dans des conditions
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pro-inflammatoires ou 1’on retrouve de fortes doses d’IFN-y et de TNF-a les MSC acquicrent
un phénotype anti-inflammatoire. Leur propriété immunosuppressive se caractérise par une
capacité¢ a sécréter des facteurs comme le HGF (Hepatocyte growth factor), le TGF-3
(Transforming growth factor [), la prostaglandine E2 (PGE2) et de I’indolamine 2,3-
dioxygenase (IDO). Tous ces facteurs favorisent la polarisation des macrophages vers un
phénotype anti-inflammatoire (M2) et la production de cellules T régulatrices (161). De plus,
plusieurs études ont montré que la co-culture des MSC et des macrophages méne a la
polarisation anti-inflammatoire des macrophages (MO vers M2) (162). En contraste, dans des
conditions anti-inflammatoires ou I’on retrouve de faibles doses d’IFN-y et de TNF-a, les
MSC acquiérent un phénotype pro-inflammatoire. Les MSC pro-inflammatoires sécrétent

alors des chimiokines, comme le CXCL9/10, capables de recruter les lymphocytes activant les

cellules T (161).

Les MSC possedent des propriétés immunosuppressives d’ou les multiples essais cliniques de
co-transplantation de MSC et de HSC visant a diminuer 1’incidence de la maladie du greffon
contre I’hote (GVH) aprés la transplantation allogénique de HSC (163). Ces effets

immunosuppressifs des MSC ont été démontrés in vivo (164).

2.2.4 Les effets des cytokines sur la différenciation des MSC

Les cellules souches mésenchymateuses sécretent constitutivement une panoplie de
cytokines et de facteurs de croissance : I’'IL-6, le TGF-B, le M-CSF (Macrophage colony-
stimulating factor), la PGE2, le VEGF (Vascular endothelial growth factor) et I’angiopoietin-
1 (91). Les MSC sont ainsi capables de réguler les réponses immunitaires. Les cellules
immunitaires sécrétent elles aussi une panoplie de cytokines et, selon le contexte, ces
cytokines modulent la capacité de différenciation des MSC. Les cytokines de la famille de

I’IL-6 jouent un rdle essentiel dans le remodelage osseux et, pour certaines cytokines, en
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fonction de 1’étape de la différenciation, la méme cytokine peut avoir des effets inhibiteurs ou

stimulateurs (165).

Les souris qui surexpriment I’OSM présentent notamment des anomalies au niveau de la
croissance osseuse (166). L’OSM est sécrétée par les macrophages activés classiquement
(M1). Comme mentionné précédemment, I’OSM favorise la différenciation des MSC en
ostéoblastes et, I’incubation de MSC avec des macrophages activés induisait la différenciation
de ces cellules en ostéoblastes (87, 167, 168). De plus, la neutralisation du gpl130 ou
I’inhibition des STAT3, du JAK3 et de MEK préviennent les effets pro-ostéogéniques de
I’OSM (168). Par contre, ’OSM a des effets inhibiteurs sur les ostéoblastes matures. L’OSM
est ainsi capable d’inhiber I’expression des marqueurs de I’ostéogeneése comme I’ALP,

I’ostéocalcine et la formation de nodules calcifiés dans les ostéoblastes (169).

L’importance des cytokines de la famille de I’'[L-6 dans le remodelage osseux est aussi illustré
par le syndrome de Stiive-Weidemann mentionné plus haut (78). Des études montrent que le
LIF joue un rdle dans la favorisation de la différenciation des MSC en ostéoblastes. En effet,
le LPS est capable d’activer les MSC a travers le Toll-like receptor 4 (TLR4). L’activation du
TLR4 induit ensuite la production de I'IL-6 et du LIF par les MSC contribuant ainsi a la
différenciation de ces cellules en ostéoblastes (87). Une autre étude a montré que 1’injection
locale du LIF prés de I’hémicalvarium, un os du crane, chez la souris engendre 1’augmentation
du nombre d’ostéoblastes, de la surface couverte d’ostéoides et de la surface de minéralisation

(170).

La cardiotrophine-1 (CT-1) est une cytokine de la famille de I’IL-6. Une étude a montré que
les ostéoclastes sécrétent la CT-1 et que cette cytokine est capable de favoriser la
minéralisation in vitro et in vivo chez les souris. Par contre, dans cette méme étude, le
traitement in vitro des cellules du calvarium avec la CT-1 n’a pas altéré significativement le

niveau d’expression de I’ARN codant pour les facteurs de transcription essentiels a
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I’ostéogenése comme Runx2 et ostérix ni les niveaux de I’ARN codant pour les marqueurs des

ostéocytes comme 1’ostéocalcine et I’ALP (171).

Une étude suggere que le INF-y inhibe I’ostéogenése dans les BM-MSC in vitro (172). Dans
cette ¢étude, I'IL-6 et I’'IL-27 n’avaient pas d’effet inhibiteur sur la différenciation des BM-
MSC en ostéoblastes. Il a été aussi suggéré que I’inhibition de 1’ostéogenése par I’I[FN-y serais

médié par Smad6, un régulateur négatif dans ce type de différenciation (172).

La leptine est une cytokine ayant un rdle dans la régulation de I’appétit et du métabolisme.
Elle joue aussi un role dans la modulation des réponses immunitaire. Les MSC d’origine de la
moelle osseuse expriment le récepteur de la leptine et, la leptine active STAT3 (173).
Plusieurs études ont démontré le réle de la leptine dans le maintien de la masse osseuse, mais
les données sont contradictoires. Certaines ¢études suggérent que la leptine favorise la
minéralisation et promeut la différenciation des MSC en ostéoblastes (174, 175) alors que
d’autres suggerent que la leptine inhibe la formation osseuse (176). Néanmoins, la leptine
induit ’activation de STAT3 dans les MSC et des études additionnelles seraient nécessaires

pour définir les mécanismes par lesquels cette hormone agit sur ces cellules.

2.2.5 L’utilisation thérapeutique des MSC

En raison de leurs capacités de différenciation, de leurs rdles dans la régulation du
systéme immunitaire et de leur facilité d’obtention, les MSC sont de plus en plus étudiées pour
des fins d’utilisation thérapeutiques (177). Les BM-MSC sont les plus fréquemment utilisées
dans les thérapies et peuvent €tre allogéniques ou autologues. En effet, les MSC n’expriment
normalement pas le CMH de classe II mais peuvent le faire dans des conditions ou I’'IFN-y est
présent, c’est-a-dire dans des conditions d’inflammations. L’utilisation de MSC allogéniques
devient alors seulement un probléme dans le cas d’administrations répétées visant

I’amélioration d’une maladie chronique par exemple (178). La préparation des MSC pour des

27



fins thérapeutiques implique I’expansion en culture. Les MSC en culture expriment faiblement
le CMH de classe I (179). De plus, des études ont montré que les MSC peuvent inhiber la
réaction mixte lymphocytaire (MLR) et la prolifération des cellules T activées
indépendamment du CMH dans le cas ou les MSC sont allogéniques ou autologues (180-182).
Les MSC possedent alors des propriétés immunosuppressives et une méta-analyse de données
des essais cliniques utilisant des MSC allogénes a montré que [’utilisation de ces derniers

semble étre sans danger (183).

Les MSC ont été utilisées dans des thérapies dirigées contre les métastases tumorales (184).
La forte sécrétion d’IL-6 par les MSC a un effet neuroprotecteur sur les dommages cérébraux
néonataux hypoxiques-ischémiques (185). Les MSC sont actuellement I’objet de 19 essais
cliniques en phase III dont un dans le traitement des GVH, un autre dans le traitement de
maladies cardiovasculaires et un dans le traitement de la maladie de Crohn (186-188).
L’utilisation thérapeutique des MSC a été approuvée en 2012 par Santé Canada pour les
enfants avec une GVH aigue (189). Cette méme utilisation a été approuvée en Nouvelle-
Z¢lande, au Japon, aux Etats-Unis et en Europe (92, 190, 191). Par contre, I’acceés a cette
thérapie n’est possible qu’a travers les essais cliniques, sauf pour le Japon. Le Darvadstrocel
est un traitement a base de MSC allogéniques purifiées a partir du tissu adipeux humain
adulte. L’utilisation du Darvadstrocel, commercialement connue sous le nom Alofisel, a été
approuvée en mars 2018 pour le traitement des fistulas liées a la maladie de Crohn par 1’Union

européenne (192).
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3. Hypothese de recherche

Des travaux récents dans notre laboratoire ont montré que le CLCF1 promouvait
I’expansion et la prolifération des cellules souches hématopoiétiques (HSC). Comme discuté
plus haut, les MSC sont un élément important dans la niche des HSC. A tire d’exemple, la
délétion des MSC de la moelle osseuse entraine une trés forte diminution de la quantité de
HSC (159). Les MSC sont des cellules capables de se différentier notamment en ostéoblastes,
chondroblastes ou adipoblastes en réponse a une induction in vitro. Plusieurs études ont
démontré un réle des cytokines dans la régulation de la différenciation des MSC. A tire
d’exemple, il a ét¢ démontré que le CNTF, une cytokine qui partage un récepteur avec le
CLCFI1, inhibe la minéralisation des ostéoblastes (159). Le CLCF1 est capable de signaliser a
travers le CNTFR, un récepteur qui comprend trois chaines : CNTFRa, gp130 et LIFRB. Une
mutation qui inactive la chaine LIFRB meéne au syndrome de Stiive-Wiedemann qui se
caractérise par des anomalies dans la formation osseuse et une ostéoporose dans les individus
qui survivent la premicre année de vie (79). Ceci indique un role potentiel des cytokines qui
signalent a travers la chaine LIFRP dans le métabolisme osseux d’ou notre hypothése que le

CLCF1 module la différenciation des MSC en ostéoblastes.
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Abstract

Mesenchymal stem cells (MSC) are multipotent cells capable of differentiating into
adipocytes, chondrocytes or osteocytes. MSC secrete an array of cytokines and express the
LIFRB (leukemia inhibitory factor receptor) chain on their surface. Mutations in the gene
coding for LIFRp lead to a syndrome with altered bone metabolism. LIFRp is one of the
signalling receptor chains for Cardiotrophin-like cytokine (CLCF1), a neurotrophic factor
known to modulate B and myeloid cell functions. We investigated its effect on MSC induced
to differentiate into osteocytes in vitro. Our results indicate that CLCF1 binds mouse MSC,
triggers STATI1 and 3 phosphorylation, inhibits the upregulation of master genes involved in
the control of osteogenesis and markedly prevents osteoblast generation and mineralization.
This suggests that CLCF1 could be a target for therapeutic intervention with agents such as

cytokine traps or blocking mAbs in bone diseases such as osteoporosis.

Introduction

CLCF1 was initially identified as a cytokine expressed by immune cells signalling
through the LIFR (1, 2). It was later shown to require the soluble cytokine receptor-like
protein CRLF1 as chaperone to be efficiently secreted and to be a ligand for the tripartite
ciliary neurotrophic factor receptor (CNTFR) comprising CNTFRa and LIFR signalling
chains gp130 and LIFRp (3). Mutations inactivating the gene coding for LIFR[ are associated
with severe, mostly lethal Stiive-Wiederman syndrome that comprises skeletal manifestations
such as bent long bones, reduced bone volume and osteoporosis (4-6). This indicates roles for
cytokines signalling through LIFR in the control of bone mineralization and metabolism.
Bone phenotypes were, however, not reported in CLCFI deficient mice or patients with
mutations in CLCF 1, suggesting that the functions of this cytokine regarding osteogenesis are
redundant or different from those of other cytokines signalling through LIFRp (7-9). In
support of the latter hypothesis, CLCF1 was shown to have modest inhibitory effects on
Osterix expression and mineralization in primary calvarial osteoblast cultures (10). Variations

in CLCF1 levels have been recently associated with postmenopausal osteoporosis (11).
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Osteogenesis a complex multistep process and it is likely that CLCF1 plays a role in
cellular transitions. Differentiation of mesenchymal stem cells into osteoblasts can be induced
in vitro (12). To further investigate the effect of CLCF1 on osteogenesis, we examined the
capacity of CLCFI1 to bind, activate JAK/STAT signalling and regulate osteoblastic

differentiation in mouse MSC.

Results

CLCF1 binds and triggers signalling in MSC.

To assess whether CLCF1 has the potential to modulate MSC fate, we analysed the
binding of biotinylated CLCF1 to the non-hematopoietic (CD45") mouse bone marrow cell
fraction that comprises MSC (Figure 1, A and B). Flow-cytometry analysis of primary bone
marrow cells incubated with biotinylated CLCF1 showed that 15-20% of the CD45" cells bind
CLCFI1 (Figure 1A). To investigate the expression of CLCF1 receptors by MSC, we expanded
bone marrow cells under conditions favoring MSC growth to near homogeneity (= 99% CD45-
and > 99% Scal®). A distinct binding could be observed on a large fraction of the in vitro-

expanded MSC (Figure 1, C and D).

CLCFI is a ligand for the CNTFR (3) as well as for the multi-ligand receptors sortilin and
SorLA (13, 14). MSC express CNTFR and sortilin (15, 16). We therefore investigated whether
CLCFI1 could activate JAK/STAT signalling in MSC. As CNTFR activation by CLCF1
induces STAT1 and STAT3 phosphorylation (3, 17), we focused our investigation on these
two transcription factors. Up-regulation of both STAT1 and STAT3 tyrosine phosphorylation
could be detected in response to CLCF1 and this up-regulation was inhibited by the JAK
inhibitor Ruxolitinib (Figure 2, A-C). We compared CLCF1 with LIF, a cytokine that activates
the signalling chains of the CNTFR (18, 19). Dose response experiments indicate that CLCF1
is less potent than LIF in triggering STATI and STAT3 tyrosine phosphorylation (Figure 2,
C). While these results did not discriminate between the known CLCFI1 receptors, they
indicate that CLCF1 induces the activation of a prototypic cytokine JAK/STAT signalling in
MSC that could influence their differentiation.
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CLCF1 regulates the expression of transcription factors involved in the control of osteoblast
differentiation.

We next examined whether CLCF1 modulates the mRNA levels of transcription
factors involved in osteoblast differentiation using quantitative RT-PCR. We compared MSC
cultured under condition inducing osteogenesis in the absence or presence of CLCF1 (Figure
3). As expected, the mRNA levels of Osterix, Runx2 and DIx5, 3 transcription factors
implicated in osteoblast differentiation (20-22) were strongly up-regulated in MSC by the
osteogenic culture medium (Figure 3). The up-regulation of these transcription factors was
markedly reduced in the presence of CLCF1 (Figure 3). The observed effect was specific, as
the level of the nuclear receptor PPARy mRNA, involved in adipocyte differentiation (23) was
unaffected by the presence of CLCF1 (Figure 3).

CLCF1 inhibits the differentiation of MSC into osteoblasts.

The up-regulation of the mRNA levels of the osteoblast markers alkaline phosphatase
and osteocalcin were also reduced when the osteoblast differentiation was induced in the
presence of CLCF1 (Figure 3). To analyse whether this was associated with a reduction of
mineralization, we quantified osteogenesis using alizari n-red staining (Figure 4, A and B). A
striking decrease of the staining was observed in MSC cultures in which osteoblast
differentiation was induced in the presence of CLCF1. Alkaline phosphatase activity, a marker
of osteogenic differentiation involved in bone mineralization (24) was also reduced, albeit less
markedly than hydroxyapatite deposit formation assessed by alizarin-red staining (Figure 4,

Q).

Discussion

We observed that CLCF1 binds MSC and that CLCF1 promotes STAT1 and STAT3
tyrosine phosphorylation, indicating that these cells respond to this cytokine. We therefore
investigated the effect of CLCF1 on the differentiation of MSC into osteoblasts in vitro. A
significant down regulation of the expression of mRNA coding for Osterix, Runx2 and DIxS5,

the three transcription factors that regulate osteoblast differentiation (20-22), was detected in
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MSC primed for osteogenesis in the presence of CLCF1. CLCF1 also inhibited the expression
of osteocalcin and alkaline phosphatase mRNA, two markers of osteoblastic differentiation. In
line with these effects, CLCF1 markedly reduced mineralization and alkaline phosphatase
activity. Our results are in accordance with previous reports regarding the effect of CLCF1 on
Osterix expression and mineralization in primary calvarial osteoblasts. The effects of CLCF1
on MSC were more extensive than those reported on calvarial osteoblasts as Runx2 and
osteocalcin mRNA levels were also down regulated in MSC (10). Our observations further
indicate that CLCFI1, like CNTF differs from LIF, cardiotrophin-1, oncostatin M and
neuropoietin, the other cytokines signalling through LIFRP and gpl30 in its effect on
osteogenesis (25). This suggests that the tripartite CNTFR receptor (CNTFRa, LIFR and
gp130) has specific signalling properties and functions not shared with LIFR (comprising only
LIFRB and gpl130). Nonetheless, CLCF1 and CNTF may exert distinctive roles through
sortilin, as both bind this alternative receptor (13) expressed by MSC (15). CLCF1 binds
MSC, induces JAK/STAT signaling and regulates MSC differentiation. As MSC can be
induced to generate several cell lineages besides osteoblasts, such as adipocytes, chondrocytes,
myocytes and neuron-like cells (26-29), it will be of interest to investigate whether these

processes are also regulated by CLCF1.

CLCFI1 requires CRLF1 as chaperon for efficient secretion. The phenotype of CRLF1 knock-
out mice suggests that CLCF1 is required for hematopoietic stem cell maintenance (30), a role
that could involve bone marrow stromal cells such as MSC. CLCF1 administration was shown
to promote B cell expansion and myelopoiesis (2, 31, 32). Ligands of CNTFR are believed to
have direct and indirect effects on hematopoietic cells such as B cells (2, 31-33). Factors
produced by bone marrow MSC in response to CLCF1 could contribute to the indirect effect

of CLCF1 on hematopoietic cells.

In conclusion, our results indicate that CLCF1 can influence MSC differentiation and confirm

that it regulates osteogenesis in vitro, indicating a new facet of activities for this cytokine.
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Experimental procedures

Isolation of BM-MSCs

All procedures conformed to the Canadian Council on Animal Care guidelines and
were approved by the Animal Ethics Committee of the Université de Montréal (CDEA).
Tibiae and femora of C57BL/6 female mice purchased from Charles River Laboratories were
dissected and washed with PBS. Bone marrows were flushed using AMEM media (Wisent
Bioproducts, Saint-Jean-Baptiste, QC) containing 10% FBS, 4 mM of L-Glutamine, 1 [U/mL
of penicillin and 100 pg/mL of streptomycin. The recovered cells were incubated in 100 mm
petri dish at 37°C under a 5% CO; atmosphere for 5 days. The MSC isolation and expansion
protocol was adapted from Huang et al. 2015 (34). Briefly, non-adherent cells were washed
away with PBS. Adherent cells were detached with Trypsin/EDTA and split at a 1:3 ratio into
75 cm? culture flasks to deplete the hematopoietic cell pool. Cells were passaged at confluence
and purity was assessed by flow cytometry using a FACS Canto II flow cytometer (BD

Biosciences). For all experiments, MSC at passage 7 and above were used.

CLCF1 binding assays

Freshly isolated bone marrow cells from C57BL/6 mice were depleted from red blood
cells and incubated for 1 h on ice with biotinylated CLCF1 ((35); 1 ug/mL) in PBS containing
1% BSA. Cells were washed and stained with Phycoerythrin (PE)-conjugated Streptavidin
(BD Biosciences) and Allophycocyanin (APC)-conjugated anti-mouse CD45.2 (Thermo
Fisher Scientific). The same protocol was used for the CLCF1 binding assays on the expanded
MSC without anti-CD45 staining. Fluorescence was detected and quantified by flow

cytometry.

Western blot analysis

MSC were plated at 5 x10* cells/cm? overnight and serum starved for 24 h. MSC were
then stimulated for 15 min with LIF (PeproTech) or recombinant murine CLCF1 (100 ng/mL).
CLCF1 was produced, purified and tested as described previously (35). When included during
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the stimulation, Ruxolitinib (Selleckchem, Houston, TX) was used at 10 uM. Cells were
washed with ice-cold PBS and lysed in RIPA lysis buffer containing protease (cOmplete™,
Millipore-Sigma) and phosphatase inhibitors (Thermo Fisher Scientific). Proteins were
subjected to PAGE and electrotransferred to polyvinylpyrrolidone blotting membranes.
Membranes were sequentially incubated with rabbit antibodies specific for phospho-STAT1
(76498, Cell Signalling Technology), phospho-STAT3 (4904S, Cell Signalling Technology),
STATI (9172, Cell Signalling Technology) or STAT3 (9131L, Cell Signalling Technology)
and with horseradish peroxidase-conjugated anti-rabbit IgG (R&D Systems). Signals were

revealed by chemiluminescence.

Osteogenic differentiation

Once MSC reached 90% confluence, the osteogenic induction media was added and
replaced every 3-4 days for 3 weeks. The MSC were differentiated according to Stagg J. et al.,
2006 (36). The osteogenic media consisted of the AMEM culture media described above
supplemented with 0.1 puM dexamethasone, 20 mM B-glycerophosphate and 200 uM L-
ascorbic acid 2-phosphate. Control wells contained non-supplemented AMEM media. CLCF1

was used at a concentration of 100 ng/mL.

Alizarin-red S staining and quantification

MSC incubated for 3 weeks in control or osteogenic media were washed 3x and fixed
for 1 h in PBS, 4% formaldehyde. The fixed cells were then washed 3x with water, stained in
40 mM Alizarin Red S (Sigma Aldrich) pH 4.1-4.3 for 20 min and washed with water.
Staining was analysed by microscopy. Photos of the wells were taken using a Fujifilm FinePix
F770EXR camera. For mineralization quantification, cells were gently shaken at room
temperature in 10% cetylpyridinium chloride, 10 mM sodium phosphate, pH 7.0 to extract the
red dye (37). The absorbance (4 at 570 nm) of the extracts diluted 1:5 was assessed using a
Viktor? microplate reader (Perkin-Elmer, Woodbridge, ON).
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Alkaline phosphatase activity

MSC incubated for 3 weeks in control or osteogenic media were washed with PBS and
lysed in 1% Triton X-100, 10 mM Tris-HCI pH 7.4. The cell lysates were scraped and
subjected to 3 freeze-thaw cycles. Cell lysate aliquots were incubated at a 5:100 ratio with p-
nitrophenyl phosphate liquid substrate (N7653, Sigma Aldrich). The reactions were stopped
using 25 pL of 3 M NaOH and the 4 at 405 nm measured. Protein concentration of cell lysates

was quantified using a bicinchoninic acid protein assay kit (Thermo Fisher Scientific).

Quantitative PCR (qPCR)

MSC incubated for 3 weeks in control or osteogenic media were detached and total
RNA was isolated using TRIzol™ (Thermo Fisher Scientific). RNA was further purified using
RNeasy Mini Kit columns (Qiagen). RNA concentrations were measured using a NanoDrop
spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). RNA integrity was assessed using a
BioAnalyzer (Agilent Technologies). A high capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems) was used to generate the cDNA using aliquots of 1 pg of RNA as
template. Levels of specific mRNA were quantified with a QuantStudio™ 7 Flex Real-Time
PCR System. Results were normalized using the HPRT mRNA levels as an endogenous

control that was not regulated by CLCF1. Primer pairs used are indicated in table 1.
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Table 1. Forward and reverse primers used for RT-qPCR.

Gene Forward sequence  Reverse sequence

Alpl cggatcctgaccaaaaacc  tcatgatgtccgtggtcaat
Runx2 gcccaggcgtatttcaga  tgcctggctettettactgag
Sp7 agcaccaatggactcctctc  gggtgggtagtcatttgeat
DIx5 agcccctaccaccagtacg — getccgecacttetttete
Bglap2 agactccggcgctacctt ctcgtcacaagcagggttaag
Ctnnbl ccaatggcttggaatgaga  gggatcatcctggegata
Hprt tectcctcagaccgctttt cctggttcatcatcgctaatce
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Figure 1. CLCF1 binds to a CD45 population in mouse bone marrow and to MSC.
Freshly isolated bone marrow cells (1 x 10° cells) were incubated with biotinylated-CLCF1 (1
png/mL) for 1 h then stained with an APC-conjugated anti-CD45.2 mAb and PE-conjugated
streptavidin to detect the CLCF1 binding. Fluorescence was measured by flow cytometry. (A) The
gray filled histogram and the black line show the PE-conjugated streptavidin control stain and the
CLCF1 binding, respectively, both on the gated CD45"¢ population. (B, D) The vertical dot plot
shows the mean fluorescence intensity = SD of the CLCF1-biot binding compared to the control
staining. Student’s t-test was used to assess statistical significance. *p < 0.05, ***p < 0.001. (n =
3 technical replicates). (C) MSC (1 x 10° cells) were incubated with biotinylated-CLCF1 (1
ng/mL) for 1 h then stained with a PE-conjugated streptavidin. Fluorescence was measured by
flow cytometry. The gray filled histogram represents the fluorescence of MSCs incubated with
streptavidin alone. The black line represents the fluorescence of MSCs incubated with CLCF1 and

streptavidin.
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Figure 2. CLCF1 activates the phosphorylation of STAT1 and STAT3 in MSC. (A-B)
MSCs were stimulated with CLCF1 (100 ng/mL) or with CLCF1 (100 ng/mL) + Ruxolitinib
(Lane: CLCF1 + Ruxo; 10 uM) for 15 min. Lysates were subjected to Western blot analysis using
anti-phospho-STAT3 (p-STAT3), anti-STAT3, anti-phospho-STAT1 (p-STATI) or anti-STATI
mAb, respectively. Signals were revealed using HRP-labeled secondary antibody and
chemiluminescence. (C) MSCs were stimulated with 0, 0.1, 1, 10, 50 or 100 ng/mL of CLCF1 or
with 1 ng/mL of LIF for 15 min. Lysates were analyzed for p-STAT3 and total STAT3 levels as

described above.

44



DIx5 Runx2 Osterix

Ind

@
-
@

A

{_

- 0N
o o

o
RNA fold change

RNA fold change
Ha
RNA fold change

o -
o

b4
<

T T T
& & & & < &
9 o 9 (9 o
© [ Ko 94 K4 © (o4

> d o°

Osteocalcin Alkaline phosphatase

a
S

RNA fold change
o 2
3 8
RNA fold change
o s
g

o

RNA fold change
5

RNA fold change
~

1 —trded— 2 0.5
T 0.0 T
N x N N N
N < S 3 g < & oy
S o& o o& & 0\9 o 0\9
& &

Figure 3. CLCF1 inhibits the induction of osteogenic specific genes in MSC. MSC were

expanded in AMEM media (Ctl-), AMEM media supplemented with CLCF1 (100 ng/mL)
(CLCF1), osteogenic media (Ost) or osteogenic media supplemented with CLCF1 (100 ng/mL)
(Ost + CLCF1) for 3 weeks. DLx5, Runx2, Osterix, Osteocalcin, Alkaline phosphatase, B-catenin
and PPARy mRNA expression was quantified by RT-qPCR. Results were normalized using the
housekeeping gene HPRT mRNA levels. Vertical dot plots indicate mean mRNA fold changes +
SD. Statistical significance was assessed using ANOVA test. **p < 0.01, ***p<0.001, ns = not

significant, n = 3 technical replicates.
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Figure 4. CLCF1 inhibits MSC differentiation into osteocytes. (A) Photographs of the
alizarin red S stained cells. MSCs were expanded in AMEM media (Ctl-), AMEM media with
CLCFI1 (100 ng/mL) (CLCF1), osteogenic media (Ost) or osteogenic media supplemented with
CLCFI1 (100 ng/mL) (Ost + CLCF1) for 3 weeks. Calcium deposits were stained with alizarin red
S. (B) Alizarin red S was extracted using cetylpyridinium chloride (10%) and the 4. 570 nm was
assessed. Vertical dot plots represent mean 4 £ SD, n = 4 technical replicates. (C) To quantify
alkaline phosphatase activity, MSCs were lysed in 1% Triton X-100 and incubated with p-
nitrophenyl phosphate for 10 min. The total protein concentration was used to normalize the
values. Vertical dot plots represent mean alkaline phosphatase activity = SD, n = 6 technical

replicates. Statistical significance was analyzed using ANOVA. **p <0.01, ***p<0.001.
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Figure S1.  Mesenchymal stem cell surface marker expression. Bone marrow MSC surface

marker expression was assessed by flow cytometry. Passage 8 MSC were detached and stained
using APC-labelled anti-CD45.2, PE-labelled anti-CD11b, V450-labelled anti-Scal and FITC-

labelled anti-CD44 antibodies. The gray shading and black line histograms show the unstained and
stained MSC, respectively.
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Figure S2.  Le CLCF1 inhibe la différentiation des MSC en adipocytes. Des MSC a 99%
(A, B) ou a < 80% (non-pures) (C, D) ont été induites a se différentier en adipocytes en présence
ou en absence de CLCF1. Les milieux de culture utilisés sont: AMEM (CTL-), AMEM avec du
CLCFI1 (100 ng/mL) (CLCF1), milieu adipogénique (Adipo) (AMEM supplémenté avec 1 uM de
dexamethasone, 0,5 mM d’isobutylméhtylxantine, 60 uM d’indométhacine et 5 pg/mL d’insuline)
ou, milieu adipogénique avec du CLCF1 (100 ng/mL) (Adipo + CLCF1). Les cellules ont été
traitées pour 2 semaines, marquées a I’huile rouge et photographiées. Les photographies ont été
coupées. (B, D) Quantification du marquage a I’huile rouge. L’ huile rouge a été extraite des
adipocytes a 1’aide d’isopropanol. L’absorbance de 1’extrait a ¢ét¢ mesurée a 490 nm. Les
histogrammes représentent 1’absorbance moyenne + SD. La signification statistique a été calculée

a ’aide du test ’ANOVA. *p <0.05, ****p <0.0001.
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Figure S3. Le CLCF1-mut-1 lie les MSC et active les p-STAT1 et 3. (A) Les

MSC (1 x 10 cellules) ont été incubés avec du CLCF1-biotinylé (1 ng/mL) ou du CLCF1-
mut-1-biotinylé (1 pg/mL) pour 1 h puis marquée a 1’aide de streptavidine conjuguée au PE.
La fluorescence a été quantifiée par cytométrie en flux. L’histogramme grisé représente le
controle (Strep), la ligne noire représente les cellules traitées avec le CLCF1-mut-1 (W94A)
et la ligne pointillée les cellules traitées avec le CLCF1. (B) L histogramme en nuage de
points représente 1’intensité de fluorescence moyenne = SD des cellules incubées avec le
CLCFI1-mut-1, le CLCF1 sauvage ou marquées seulement avec la streptavidine-PE (controle
négatif; CTL-). La signification statistique a ¢t¢ évaluée a I’aide du test I’ ANOVA. ***p <
0,001. (C) Les MSC ont été stimulées avec du CLCF1 ou du CLCFI-mut-1 (100 ng/mL)
pour 15 min. Les lysats ont ét¢ analysés par immunobuvardage de type Western Blot. Les
protéines ont €té incubées successivement avec un anticorps anti-phospho-STAT1, anti-
phospho-STAT3, anti-STATI1 ou anti-STAT3 et un anticorps secondaire conjugué a une

peroxydase de raifort.
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Figure S4. Effects of CLCF1 on the RANK/RANKL/OPG axis during MSC
differentiation into osteoblasts in vitro. MSC were expanded in AMEM media (CTL-), AMEM
media supplemented with CLCF1 (100 ng/mL) (CLCF1), osteogenic media (Ost) or osteogenic
media supplemented with CLCF1 (100 ng/mL) (Ost + CLCF1) for 3 weeks. OPG and RANKL
mRNA expression was quantified by RT-qPCR. Results were normalized using the housekeeping
gene HPRT mRNA levels. Vertical dot plots indicate mean mRNA fold changes + SD. Statistical
significance was assessed using ANOVA test. **p < 0.01, n =3 technical replicates.

50



CHAPITRE III. Discussion

3.1 Le CLCF1 lie les MSC et active STAT1 et STATS3.

Nos expériences initiales ont montré¢ que le CLCF1 lie une population de la moelle
osseuse non hématopoiétique (négative pour le marqueur de surface CD45). Un test de liaison
du CLCF1 sur des MSC isolées de moelle osseuse de souris et cultivées in vitro dans des
conditions favorisant spécifiquement 1’expansion de ces cellules souches (BM-MSC) montre
que la cytokine lie une fraction de ces cellules. La stimulation des BM-MSC avec du CLCF1
active les STATI et les STAT3 de facon dose dépendante. La stimulation des MSC avec le
CLCFI1 en présence du ruxolitinib, un bloqueur des tyrosines kinases JAK1 et JAK2, bloque la
phosphorylation de STAT3 ce qui indique que la signalisation du CLCF1 implique la voie
JAK/STAT dans les BM-MSC et suggere que CLCF1 recrute un récepteur aux cytokines sur
ces cellules. Sachant que les cytokines de la famille IL-6/CNTF ont des effets pléiotropiques
sur le développement et le métabolisme des os, ces observations nous ont amenés a étudier

I’effet du CLCF1 sur la différenciation des ostéoblastes a partir des MSC.

3.2 Le CLCF1 diminue ’expression des facteurs de

transcription essentiels a I’ostéogenese.

Plusieurs facteurs de transcription régulés a la hausse sont essentiels a 1’ostéogenése
comme Runx2, DIx5 et Ostérix (137, 139, 141). Dans le but d’identifier les facteurs de
transcription sur lesquels le CLCF1 agit, une quantification des ARNm codant pour les
facteurs de transcription clés ainsi que pour certains marqueurs de 1’ostéogencése a été
effectuée. Nos résultats confirment que, lors de 1’ostéogenese, les niveaux d’ARNm codant
pour les facteurs de transcription DIx5, Runx2 et Ostérix sont régulés a la hausse, tous comme
eux codant pour 1’ostéocalcine et la phosphatase alcaline, des marqueurs des ostéocytes (193,

194). L’ajout du CLCF1 durant I’induction de la différenciation des MSC en ostéoblastes
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inhibe significativement 1’augmentation de 1’expression de I’ARN codant pour les facteurs de
transcription et les marqueurs de 1’ostéogenese. Par contre, les niveaux d’expression de I’ARN
codant pour PPARY, un facteur de transcription clé dans 1’adipogenése, restent inchangés par
rapport aux MSC différenciées en ostéoblastes montrant la spécificité¢ de I’effet du CLCFI.
Ces résultats suggerent que le CLCF1 inhibe la différenciation des MSC en ostéoblastes en
inhibant la transcription de facteurs de transcription impliqués dans 1’ostéogénéese. Les facteurs
de transcription DIx5, Runx2 et Ostérix sont des effecteurs de la voie des BMP. La
quantification de I’ARNm montre un effet inhibiteur du CLCF1 sur I’expression de I’ARNm
codant pour les facteurs de transcription de la voie des BMP sans que le niveau de la B-
caténine soit affecté. Ceci suggére que le CLCFI1 régule la différenciation des MSC en

ostéoblastes en agissant sur la voie des BMP et non la voie wnt/-caténine.

3.3 Le CLCF1 inhibe la différenciation des MSC en

ostéoblastes.

Une fois différenciés, les ostéocytes déposent une matrice extracellulaire sur laquelle
se forment des dépots de calcium (124). Plusieurs cytokines de la famille de CLCF1 sont
capables de réguler la différenciation des MSC. A titre d’exemple, il a été montré que 1’OSM
favorise la différenciation des MSC en ostéoblastes (87, 167, 168). Nos résultats montrent que
I’ajout du CLCF1 lors de I’induction de la différenciation des MSC en ostéoblastes réduit
significativement la minéralisation (caractérisée par les dépodts extracellulaires de calcium
détectables par coloration a 1’alzarine rouge et diminue 1’activité de la phosphatase alcaline,
une enzyme impliquée dans I’ostéogenese. Ces résultats confirment que le CLCF1 inhibe la

différenciation des MSC en ostéoblastes.

Nos observations sont en accord avec ceux d’une étude montrant une inhibition de 1) la
minéralisation de cellules primaires ostéoblastiques en provenance du calvarium de souris et

2) I’expression du facteur de transcription Ostérix suite a un traitement avec du CLCFI.
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Toutefois dans cette étude, aucun effet sur le niveau des ARNm codants pour d’autres facteurs
de transcription ou marqueurs associés a 1’ostéogenese n’a été détecté. Cette méme étude a

montré un effet similaire suite au traitement de ces cellules avec du CNTF (77).

Comme discuté dans I’introduction, I’OSM, le LIF et la CT-1 favorisent la minéralisation
osseuse alors que le CNTF et le CLCF1 démontrent un effet inverse sur la minéralisation, bien
que I’ensemble de ces cytokines induisent leur signalisation a travers les chaines de récepteur
LIFRP/gp130. Cela suggere que la liaison du CNTF et du CLCF1 sur le récepteur
CNTFR/LIFRB/gp130 induit I’activation de voies de signalisation différentes, et ce bien que le
CNTFRa soit une protéine a ancre GPI. Une explication alternative serait que le CNTF et le

CLCFI inhibent la minéralisation en recrutant un récepteur comprenant la sortiline.

4. Conclusion

En conclusion, nous avons démontré que le CLCFI module a la baisse la
différenciation des MSC en ostéoblastes. Nos résultats suggerent que le CLCF1 joue un rdle
dans la formation osseuse. Le CLCF1 constitue ainsi une cible thérapeutique pouvant étre
inhibé dans les maladies du métabolisme osseux comme dans 1’ostéoporose. Cependant, le

role du CLCF1 dans le métabolisme osseux in vivo reste a explorer.
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S. Perspectives

5.1 Mode d’action du CLCF1 lors de la régulation de la
différenciation des MSC.

Dans le but de trouver par quelle voie de signalisation le CLCF1 exerce son effet sur
les MSC, il serait intéressant de quantifier I’ARNm codant pour des facteurs de transcription
impliqués dans chacune des voies de signalisation : BMP ou wnt/B-caténine. Nos résultats
suggérent que I’effet du CLCF1 passe par la voie des BMP. Pour valider cela, il serait utile de
quantifier ’ARNm codant pour les effecteurs de la voie des BMP qui se trouvent en amont du
DIx5 comme les Smadl et 5 et le BMP-2 et, les effecteurs qui se trouvent en amont de la -
caténine comme le wnt. En outre, sachant que le CLCF1 induit 1’activation de STAT1 et de
STATS3, il serait intéressant d’induire la différenciation des MSC en ostéoblastes en présence
du CLCF1 et d’un inhibiteur de la voie des JAK/STAT comme le ruxolitinib. Ceci permettrait
de déterminer si le CLCF1 régule la différenciation des MSC en ostéoblaste a travers la voie

des JAK/STAT.

5.2 Le récepteur de CLCF1 sur les MSC.

La cytokine composite CLCF1/CRLF1 est un ligand du CNTFR, de la sortiline et de
SorLA (25, 64). 11 a été montré que I’expression de la sortiline est augmentée durant la
différenciation des MSC en ostéoblastes ce qui favorise la minéralisation (195). Comme
expliqué dans I’introduction, le CLCF1 interagit avec la chaine CNTFRa via le site 1 (55). Le
site d’interaction du CLCF1 avec la sortiline reste a identifier. Des résultats préliminaires
(figure S3) montrent que le CLCF1 dont le site d’interaction avec le CNTFRa (site 1) est muté
(CLCF1-mut-1) lie les MSC et active les phospho-STAT1 et 3 dans les MSC. Ceci suggére

que le CLCF1 pourrais aussi exercer un effet sur les MSC a travers un autre récepteur que le



CNTFR. Afin d’identifier I’identité de ce récepteur, il serait intéressant d’induire des MSC
provenant de souris déficientes pour le géne SORTI (196) qui code pour la sortiline a se
différentier en ostéoblastes et d’étudier 1’effet de CLCF1 sur la minéralisation osseuse et sur

I’expression des facteurs de transcription régulant I’ostéogenese.

5.3 L’effet direct et indirect du CLCF1 sur la différenciation
des MSC en adipocytes.

Des résultats préliminaires suggerent un effet du CLCF1 sur la différenciation des
MSC en adipocytes. En effet, 1’ajout du CLCF1 lors de I’induction de la différenciation des
MSC purifiées de la moelle osseuse de souris diminue légeérement, mais significativement la
différenciation en adipocytes (figure S2, A et B). Dans des expériences effectuées sur des
MSC a un passage moins avancé et donc contaminés par des cellules my¢loides, 1’effet de
CLCF1 est plus marqué (figure S2, C et D). Ces résultats suggérent aussi que le CLCF1 régule
la différenciation des MSC en adipocyte a la baisse, et ce de facon indirecte a travers les
macrophages. Plusieurs études ont montré que les macrophages avaient des effets indirects sur
la régulation de la différenciation des MSC: une co-culture de MSC et de
monocytes/macrophages favorise la différenciation des MSC humains et des MSC murins en
ostéoblastes (197, 198). La stimulation des macrophages dérivés de la moelle osseuse
(BMDM) a l’aide du CLCFI induit la sécrétion d’une panoplie de cytokines susceptibles
d’influencer la différenciation des MSC en adipocytes comme I’'IL-13, I’IL-6, I’IL-9, I’'IL-10,

I’IL-12, le G-CSF, le GM-CSF et le TNFa (54).
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5.4 Etudier ’effet du CLCF sur la différenciation des MSC

in vivo.

Dans le but de valider le potentiel de CLCF1 comme cible thérapeutique, il serait
intéressant d’étudier son effet sur la capacité de régénération osseuse in vivo. Il serait ainsi
possible, dans un premier temps, de vérifier ’expression du CLCF1 dans les souris
ostéoporotiques et de bloquer ensuite cette cytokine a 1’aide d’anticorps spécifiques pour
évaluer con réle dans un modele de cette pathologie en étudiant notamment la variation dans
le nombre d’ostéoclastes et d’ostéoblastes et dans la surface de minéralisation. A cet effet, il
existe plusieurs modeles de souris ayant un phénotype ostéoporotique comme les souris
ovariectomisées qui constituent le modele d’ostéoporose induite par la ménopause le plus
utilisé (199, 200). La présence d’un effet du CLCF1 sur le phénotype ostéoporotique permettra

de considérer le CLCF1 comme une cible thérapeutique.

Une autre stratégie complémentaire serait d’induire la déplétion du geéne codant pour le
CLCFI1 dans une souris ostéoporotique par ovariectomisation pour étudier 1’effet de 1’absence
du CLCF1 sur le phénotype et le développement de I’ostéoporose. La délétion homozygote du
CLCFI1 chez les souris est l1étale de fagon périnatale (201). I1 serait intéressant de produire une
souris exprimant un CLCF1 floxé. Le croisement cette derniére avec une souris exprimant une
recombinase CRE inductible, suite a une injection de tamoxiféne par exemple, générera des

souris dont la déplétion du CLCF1 peut étre induite apres la fin du développement.

5.5 Etude de I’effet du CLCF1 sur la résorption osseuse

Les résultats obtenus plus haut montrent que le CLCF1 inhibe I’ostéoblastogenese or,
pour considérer le CLCF1 une cible thérapeutique dans I’ostéoporose il serait intéressant
d’¢tudier aussi I’effet de cette cytokine sur la résorption osseuse. Pour cela, il serait utile
d’¢tudier I’effet du CLCF1 sur la différenciation des cellules hématopoiétique en ostéoclastes,
acteurs clés de la résorption osseuse. Des résultats préliminaires (Figure S4) suggérent que

I’ajout du CLCF1 durant la différenciation des MSC en ostéoblastes augmente 1’expression de
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I’ARNm codant pour RANKL et diminue I’expression de I’ARNm codant pour OPG. Ceci
suggére que le CLCF1 agit aussi sur I’axe de signalisation RANK/RANKL/OPG. Comme
mentionné dans 1’introduction, RANKL est responsable de 1’induction de I’ostéoclastogenese
alors que, OPG est responsable de 1’inhibition du RANKL. L’hypothése serait que le CLCF1
favoriserait la différenciation des cellules souches hématopoiétique en ostéoclastes. De plus,
une ¢tude récente a montré que RANKL régule négativement la différenciation des MSC en
ostéoblaste, ceci vient renforcer la conclusion que le CLCF1 inhibe la différenciation des MSC
en ostéoblastes. Donc, RANKL joue non seulement un réle dans 1’ostéoclastogenése mais

aussi dans 1’ostéoblastogencse.

Le CLCFI pourrait aussi agir sur 1’ostéoclastogeneése par I’intermédiaire des MSC.
Pour vérifier cela, il serait intéressant de traiter des MSC avec du CLCF1 et d’utiliser le milieu
conditionné lors de I’induction de la différenciation des cellules hématopoiétiques en

ostéoclaste.
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Appendix

Etude de la liaison du CRLF1 avec le cholestérol

Introduction

Le cardiotrophine-like cytokine factor 1 (CLCF1) est une cytokine de la famille de I’IL-6 qui
joue un réle dans la survie des cellules neuronales, dans la prolifération des cellules B et dans
le systtme immunitaire (1-3). Le récepteur soluble cytokine-like factor 1 (CLF1 ou CRLF1)
permet la sécrétion de CLCF1 (4). Le complexe CLCF1/CRLF1 forme une cytokine
composite jouant un rdle dans le systtme immunitaire, le systtme nerveux le rein et le
métabolisme (5).

Il a ét¢ montré que CLCF1 interagit avec I’apolipoprotéine E (ApoE) et que cette interaction
module D’activité biologique de la cytokine au niveau neuronal et métabolique (6). Les
lipoprotéines jouent un role important dans le transport des lipides a travers la circulation
sanguine. L’ ApoE est spécifiquement impliqué dans le métabolisme du cholestérol (7).

Une ¢étude protéomique a large échelle a identifié 250 protéines qui lient le cholestérol incluant
le CRLF1 (8). Dans cette ¢tude, une méthode de bio-conjugaison appelé réaction click ou
copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition (CuCAA) est utilisée. Cette réaction permet la

bio-conjugaison de deux molécules ayant I’une un groupement azide et I’autre un groupement

amide.
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Figure 8. Schéma représentatif de la méthode de bio-conjugaison CuCAA.



Notre hypothése est que le cholestérol interagit avec la cytokine composite CLCF1/CRLF1 et
régule son activité biologique et que les médicaments qui modulent les niveaux de cholestérol
pourraient moduler de la sécrétion de la cytokine. Les statines sont des molécules capables
d’inhiber la synthése du cholestérol (9). Elles sont fréquemment employées en clinique pour le
traitement de I’hypercholestérolémie dans le but de prévenir les maladies cardiovasculaires
(10). Le premier objectif est de confirmer la liaison du CRLF1, seul ou en complexe avec le
CLCF1, avec le cholestérol a 1’aide de la réaction de bio-conjugaison CuCAA. Pour cela, un
cholestérol exogéne ayant un groupement amide sera utilis€¢ pour induire la formation d’un
complexe CRLF1-cholestérol dans des cellules qui surexpriment le CRLF1. Pour détecter ce
complexe, un fluorochrome ayant un groupement azide sera ensuite bio-conjugué in vitro avec
le cholestérol exogéne (8). Le deuxieme objectif est d’étudier ’effet de I’inhibition de la
synthése du cholestérol, a 1’aide d’une statine, sur la sécrétion de la cytokine composite

CLCFI1/CRLFI.

Matériels et Méthodes

Réaction de bio-conjugaison.

Le protocole de la réaction de bio-conjugaison est adapté de 1’étude de J. Hulce, 2013. Des
plasmides contenant les ADNc codant pour CRLF1-flag, ADPGK ou JAGNI1 sont transfectés
dans des cellules HEK293T. En parall¢le, les ADNc codant pour CRLF1-flag et CLCF1,
contenus chacun dans un plasmide d’expression, sont co-transfectés dans des cellules
HEK293T. Quarante-huit heures apreés la transfection, les cellules sont incubées avec du
cholestérol-amide (10 pM) pour 30 min & 37 °C dans I’obscurité. A cet effet, un mélange de
cholestérol-amide (100 mM) (Sigma-Aldrich) et de méthyl-B-cyclodextrine (38 mM) (Sigma-
Aldrich) est préparé et incubé a TP au moins 12 heures a ’avance. Les cellules sont ensuite
irradiées a 365 nm avec une lampe UV (4 Watt et 60 Hz) a une distance de 6 cm pour 125 min
dans du PBS. Les cellules sont ensuite lysées par sonication dans du PBS. La concentration en
protéines du lysat cellulaire est dosé a 1’aide du Pierce BSC Protein assay kit (Thermo Fisher

Scientific) et ajusté a 1 mg/mL de protéines totales. Une partie du lysat est séparée sur un gel
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en acrylamide (12%) et électro-transférée sur une membrane PVDF qui est ensuite incubée
avec un anticorps monoclonal anti-flag M2 (F1804, Sigma-Aldrich). Pour la réaction de bio-
conjugaison, 50 puL du lysat est ajoutée dans un tube de 1,5 mL avec 20 uM d’azide-fluor 488
(760765, Sigma), 1 mM TCEP (Tris(2-carboxyethyl) phosphine Hydrochloride) (Alfa Aesar,
Haverhill, MA), 100 mM TBTA (Tris [(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl) methyl] amine)
(510758-28-8, Alfa Aesar) et 1 mM CuSOs dans un volume total de 100 pL. Les réactifs sont
ensuite incubés pendant 1 h a TP et une fraction du produit de la réaction est analysée par
PAGE. Le gel est ensuite scanné a 532 nm a 1’aide du Typhoon Molecular Dynamics
phosphor/fluorescence imager. Une autre fraction du produit de la réaction est analysée par
immunobuvardage de type Western Blot a 1’aide d’un anticorps spécifique pour 1’étiquette

Flag (M2).

Traitement avec la simvastatine.

Un plasmide contenant ’ADNc CRLF1-flag est transfecté seul ou en combinaison avec un
plasmide contenant I’ADNc CLCF1-protC dans des cellules HEK293T. Vingt-quatre heures
apres la transfection, les cellules sur-exprimant le CRLF1 ou la combinaison de CLCF1 et de
CRLFI1 ont été traitées avec 20 uM de simvastatine pendant 24 h. La concentration de
protéines des lysats cellulaires a été quantifiée a 1’aide du Pierce BSC Protein assay kit. Les
lysats et le surnageant de chaque transfection ont été analysés par immunobuvardage de type
Western blot a I’aide d’anticorps dirigés contre les étiquettes Flag ou ProtC (A00637,
GenScript, NJ, USA). L’intensité des bandes a ¢été quantifiée a 1’aide du logiciel Imagel.
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Figure 9. Le CRLF1 ne semble pas former un lien covalent avec le

cholestérol. Des plasmides contenant les ADNc codants pour CRLF1, CLCF1,

ADPGK ou JAGNI ont été transfectés dans les cellules HEK293T. Les cellules ont été
incubées en présence (+; 10 uM) ou en absence de cholestérol-amide (-) pour 30 min a 37°C,
irradiées a ’UV et lysées. Une partie du lysat a été séparée sur un gel en acrylamide et
transférée sur une membrane avant d’étre immuno-marquée a 1’aide d’un anticorps anti-flag
(B). Les protéines liant le cholestérol ont ét¢ marquées par la conjugaison du cholestérol-
amide (lysat cellulaire a 1 mg/mL de protéines) avec de 1’azide-fluor488 (20 uM). Des
échantillons du produit de la réaction de conjugaison ont ¢té analysés sur un gel
polyacrylamide-SDS qui a été photographi¢ a 532 nm a 1’aide d’un imageur biomoléculaire
Typhoon. Les fléches indiquent les bandes qui correspondent aux complexes JAGNI-
cholestérol et ADPGK-cholestérol. (A) Les échantillons de produit de réaction analysés par
immunobuvardage de type Western blot a I’aide d’un anticorps anti-Flag (C).
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Figure 10. La simvastatine inhibe la sécrétion du CRLF1 et de la cytokine
composite CLCF1/CRLF1. (A) Un plasmide contenant I’ADNc¢ codants pour le
CRLFI1-flag a été transfecté dans les cellules HEK293T. (C, E) Les plasmides contenant les
ADNCc codant pour le CRLF1-flag ou le CLCF1-protC ont été co-transfectés dans des cellules
HEK293T. Les cellules sur-exprimant le CRLF1 ou la combinaison de CRLF1 et de CLCF1
ont été traitées avec la simvastatine (0 ou 20 uM) pour 24 h. Des aliquots de lysats cellulaires
correspondants a 15 pg de protéines ou de milieu de culture (15 pL de 2 ml) ont été analysé
par immunobuvardage de type Western blot a 1’aide d’anticorps spécifiques pour les étiquettes
Flag ou Prot C. (B, D, F) L’intensité¢ des bandes a été quantifiée a 1’aide du logiciel Imagel.
Les histogrammes représentent 1’intensité moyenne des bandes + SD. La signification

statistique a été calculée a I’aide du test ’ANOVA. *p <0.05, **p <0.01, ***p < 0.001.



Résultats et discussion

La liaison de CRLF1 avec le cholestérol n’a pu étre confirmée

Dans le but de confirmer la liaison entre le cholestérol et le CRLF1, des cellules HEK293T qui
surexpriment le CRLF1 ou la combinaison de CRLF1 et CLCF1 ont été incubées avec du
cholestérol-amide puis irradiées a 1’U.V. dans le but de stabiliser la liaison cholestérol-
protéine par un lien covalent. La réaction de bio-conjugaison CuCAA a ensuite effectuée sur
les lysats cellulaires pour catalyser la formation de complexes entre le cholestérol-amide et
I’azide-fluor488. L’ADPGK (ADP-specific glucokinase) et le JAGN1 (Jagunal Homolog 1)
ont été inclus comme controles positifs de la réaction. L’interaction de ces deux protéines avec
le cholestérol, a été confirmée par PAGE et par analyse de fluorescence dans 1’étude originale
sur I’identification des protéines liant le cholestérol (8). Nous avons pu reproduire ces résultats
(figure 9 A). Par contre, aucune bande spécifique indiquant que le CRLF1 ou que le
CLCFI1/CRLF1 forme un complexe avec le cholestérol n’a été détectée (figure 9 A). La figure
9 (B, C) montre la présence du CRLF1 dans les réactifs et dans les produits de la réaction de

bio-conjugaison détectable a 1’aide d’un anticorps spécifique pour I’étiquette Flag.

Pour augmenter la sensibilit¢ de la technique, des essais de purification du CRLF1-6His bio-
conjugu¢ a la sonde de cholestérol ont été effectués par chromatographie d’affinité utilisant le
nickel (IMAC). Ces essais n’ont pas ¢été fructueux, probablement en raison de la présence du
cuivre dans le produit de la réaction. En effet, les étiquettes 6-His lient trés fortement les ions
cuivre et, la présence du cuivre dans les échantillons pourrait empécher 1’isolation du CRLF1
par IMAC. Pour se débarrasser du cuivre et des réactifs nuisibles a la purification par
chromatographie, une dialyse des produits de la réaction a été effectué¢e. Cependant, la dialyse
semble avoir causé la perte d’une grande partie de la protéine CRLF1 (résultats non montrés).
Une alternative serait d’utiliser une chromatographie d’affinité autre que I'IMAC pour enrichir

le CRLF1.
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La simvastatine inhibe la sécrétion du CRLF1 et de la cytokine composite

CLCF1/CRLF1 dans les transfectants HEK293T.

La simvastatine est une statine capable d’inhiber I’activit¢ de la HMG-CoA réductase,
I’enzyme responsable de la transformation de ’'HMG-CoA en mévalonate, inhibant ainsi la
biosynthése du cholestérol (9). L hypothése est que 1’interaction CRLF1-cholestérol régule la
sécrétion de la cytokine composite CLCF1/CRLF1 et que I’inhibition de la biosyntheése du
cholestérol perturberait cette sécrétion. Le traitement de transfectants HEK293T exprimant le
CRLFI1 (figure 10 A et B) ou le CLCF1/CRLF1 (figure 10 C, D, E et F) avec la simvastatine
induit une augmentation des niveaux de CRLF1 et du CLCF1 dans le lysat cellulaire et d’une
diminution de la concentration des mémes protéines dans le surnageant, indiquant une
inhibition de la sécrétion de ces protéines. Ces résultats suggeérent un rdle du cholestérol dans

la régulation de la sécrétion du CRLF1 et du CLCF1/CRLF1.

Conclusions et Perspectives

Les résultats de la réaction de bio-conjugaison CuCAA n’ont pas permis de confirmer une
interaction entre le récepteur soluble CRLF1 et la cytokine composite CLCF1/CRLF1 avec le
cholestérol. Cependant, le traitement avec la simvastatine des transfectants HEK293T qui sur-
expriment la cytokine composite CLCF1/CRLF1 ou le récepteur soluble CRLF1 inhibe de la
sécrétion de ces derniers suggérant un rdle du cholestérol le controle de la production de la
protéine.

L’effet inhibiteur de la sécrétion que la simvastatine exerce n’est pas toujours dépendant du
cholestérol. La simvastatine est notamment capable de bloquer le canal ionique VGCC
(Voltage-gated calcium channels) impliqué dans la sécrétion d’une variété de protéines,
comme I’insuline, inhibant leur sécrétion (11). Ainsi, dans le but de vérifier que la
simvastatine inhibe la sécrétion de la cytokine composite CLCF1/CRLF1 en agissant sur le
métabolisme du cholestérol, il serait intéressant de vérifier que 1’ajout de cholestérol exogene

renverse I’effet de la simvastatine. Une approche complémentaire serait de traiter, en parall¢le,
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des transfectants CLCF1/CRLF1 avec la cholestérol oxydase (COase) ou la cholestérol
estérase (CEase) et d’observer les effets sur la sécrétion de la cytokine. Ces enzymes sont
commercialement disponibles et peuvent étre ajouté au milieu de culture. En effet, la COase
permet de dépléter le cholestérol en le transformant en cholesten-3-one alors que, la CEase
permet d’augmenter les niveaux de cholestérol en transformant le cholestérol ester en
cholestérol. Ces deux enzymes sont fréquemment utilisées dans des études de déplétion de

cholestérol cellulaire et leur utilisation serait intéressante dans ce cas (12).
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