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Résumeé

La scoliose idiopathique est la forme la plus courante de scolibse, maladie se
caractérisant par une déformation de la colonne vertébrale dans les trois plans de
I’espace. Plusieurs facteurs étiologiques ont été mis en cause dont un défaut de
- signalisation de la mélatonine dans les ostéoblastes de patients atteints. La prévalence de
la scoliose idiopathiqﬁe adolescente chez les filles au moment de la puberté' semble
également montrer un rdle important des estrogénes dans le développement de cette
maladie. Ainsi, ce projet avait pour but de déterminer le role des estrogénes dans la
pathogenése de la SIA, plus particuliérement de déterminef si P’interaction des
estrogenes avec la mélatonine exacerbe le défaut de signalisation de la mélatonine
présente dans les ostéoblastes humains de patients SIA. Les résultats de ce travail nous
ont ainsi permis de démontrer qu’il semble exister une interaction entre les estrogénes et
Pactivité de la mélatonine dans les ostéoblastes humains provenant de patients SIA
suggerant ainsi un role possible des estrogénes dans I’étiopathogenese de la SIA. Plus
particulierement, nos travaux nous ont permis de distinguer du point de vue fonctionnel
deux groupes de réponse au 17-B-estradiol dans les ostéoblastes humains de patients

SIA.

Mots-clés : Estrogenes, Scoliose Idiopathique Adolescente, Mélatonine
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Abstract

Idiopathic scoliosis is the most common form of scoliosis, a disease characterised
by three dimensional deformity of the spine. The pathogenesis of adolescent idiopathic
scoliosis (AIS) is attributed to differente factors and especially to a melatonin signalling
defect in osteoblasts of AIS patients. The prevalence of AIS in girls during pre-puberty
and puberty growth seems to point to an important role of estrogens in the development
of this disease. However, the reason this disease affects mostly girls as well as the role
of estrogens in AIS is not clear, despite the fact that these hormones are known for their
impact on bone and bone growth, including the spine. Thus, the goal of this study was to
determine the role of estrogens in the pathogenesis of AIS, and especially to determine if
the crosstalk between estrogens and melatonin could exacerbate the melatonin signalling
defect occurring in human osteoblasts of AIS patients. The results of this study allowed
us to -demonstrate that a crosstalk between melatonin and estrogens may exist in human
osteoblasts of AIS patients, which would suggest a possible role for estrogens in AIS
pathogenesis. Moreover, our results led us to distinguish two functional groups of

responsiveness to 17-B-estradiol in human osteoblasts.

Keywords : Estrogens, Adolescent Idiopathic Scoliosis, melatonin
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION



La scoliose est une déformation de la colonne vertébrale dans les trois plans de
l’eépace (frontal, sagittal et coronal). La scoliose est une maladie qui constitue une
préoccupation de santé publique importante puisqu’il s’agit du type de déformation
osseuse présentant la plus grande prévalence (Kesley, 1982) chez les 10-18 ans, soit
entre 2% et 3% de la population pédiatrique (Lonstein, 1989). La scoliose idiopathique |
de ’adolescent est la forme la plus commune de scoliose et survient principalement
durant la période de croissance pré-pubertaire et pubertaire. Cette pathologie affecte une
proportion significative de la population adolescente et en particulier les filles en
période de croissance avec un ratio filles : gargons de 10 pour 1 lorsque 1’angle de Cobb
est suphérieur a 30° (Goldbloom, 1994). La SIA engendre de multiples complications
pour la santé des adolescents atteints telles que des douleurs, de I’ostéopénie précoce et
pour les adolescents les plus atteints, des détresses respiratoires. Malheureusement les
causes de la SIA ne sont pas encore bien définies et les seuls traitements actuels sont les
corsets, afin d’essayer de stabiliser la déformation de la colonne vertébrale, et la
chirurgie. Ainsi‘ il est important de déterminer & la fois quels sont les facteurs
étiologiques et aggravants de la SIA et de permettre de diagnostiquer plus précocement

les adolescents a risque de progression.

De nombreux facteurs €tiologiques ont été étudiés et mis en évidence tels que les
facteurs génétiques, des anomalies au niveau des éléments structuraux du rachis, les
facteurs neurologiques et musculaires, les facteurs biochimiques, les facteurs
endocriniens (hormone de croissance, mélatonine et estrogenes). Récemment, une étude
a montré que la mélatonine, hormone produite principalement par la glande pinéale,
pourrait étre 4 I’origine du développement de la SIA, en particulier via un défaut dans la
voie de signalisation de cette hormone (Moreau et al., 2004). Cette étude ahperrnis
d’établir une classification en trois groupes fonctionnels des patients atteints de scoliose
idiopathique en fonction de leur réponse a la mélatonine. Des modifications post-
transcriptionnelles affectant la fonction des protéines Gi couplées aux récepteurs
membranaires de la mélatonine, MT1 et MT2, pourrait étre a la source de ce défaut de
signalisation (Moreau et al., 2004). Cependant toutes ces études n’expliquent pas

pourquoi la SIA se manifeste majoritairement a la puberté et qu’elle affecte en plus



grand nombre et en sévérité les jeunes filles. En effet, la plus grande incidence de la
maladie chez les adolescentes vient actualiser le r6le des estrogenes dans
l’étiopathogenése de la SIA. La puberté est également une période qui coincide avec un
ensemble de manifestations biologiques impliquant la sécrétion des estrogenes. De plus,
de nombreuses études ont mis en évidence I'impact des estrogénes sur 1’os et la
croissance osseuse. Cependant méme si les estrogenes semblent &tre impliques dans le
développement de la SIA, aucune étude n’a permis de mettre en évidence leur role et le
mécanisme par lequel ils agissent dans la pathogenése de la SIA. Ainsi dans le contexte
ol nous voulons étudier ’interaction de la voie de signalisation de la mélatonine et des
estrogénes, nous avons choisi les ostéoblasetes comme modele d’études car ils

répondent a ces deux hormones.

11 est intéressant de souligner que la mélatonine et 1’estradiol interférent lors de la
signalisation cellulaire. Cette interaction a été particuliecrement montrée dans les cellules
du cancer du sein (cellules MCF7) (Del Rio et al., 2004). De plus, la mélatonine est un
inhibiteur spécifique de la transcription induite par le 17-B-estradiol (E2) au niveau de
I'élément de réponse aux estrogénes (ERE). En outre, la sensibilité¢ des cellules a la
meélatonine est dépendante du rapport des récepteurs et de l'expression ectopique des
récepteurs des estrogenes (Del Rio er al., 2004).

Ainsi dans le cadre de ce projet de maitrise, nous avons émis I’hypothése que les
estrogénes participent au mécanisme pathogénique de la scoliose idiopathique
adolescente en jouant sur les effets négatifs d’une signalisation aberrante de la

meélatonine dans cette maladie.



CHAPITRE 2. REVUE DE LA LITTERATURE



2.1 La Scoliose Idiopathique Adolescente et son étiologie

2.1.1 Généralités

La scoliose est une déformation tridimensionnelle affectant le rachis, le thorax et le
bassin. Elle représente la déformation la plus fréquente en orthopedie au niveau
pédiatrique. La majorité des scolioses (85 %) sont des scolioses dont les causes sont
inconnues (idiopathique), les 15 % restant sont dues & des malformations congénitales,
des maladies neuromusculaires ou associées a des pathologies osseuses. Selon le
moment ou elles surviennent, celles-ci seront dites infantile (0-3 ans), juvénile (3-10
ans) ou adolescente (10-20 ans). Cette pathologie est diagnostiquée par un examen
clinique en position debout et assise. Le diagnostic fait intervenir la mesure de la
gibbosité, la mesure de I’angle de Cobb (il permet de calculer I’angulation de la
déformation du rachis) et la mesure du déséquilibre par rapport au pli inter-fessier.

Plusieurs chercheurs ont présenté des perspectives divergentes dans 1’espoir de définir
plus clairement 1’étiologie de la scoliose idiopathique adolescente. Ces recherches
nombreuses et parfois contradictoires nous permettent de penser que l'origine de la STA
est probablement multifactorielle. Bien que la composante héréditaire paraisse certaine,
beaucoup d'autres hypotheses ont été avancées mettant en cause des facteurs génétiques,
les facteurs musculo-ligamentaires et neurologiques, les facteurs biochimiques et
récemment les facteurs hormonaux et des dysfonctions dans la signalisation
intracellulaire engendrée par ces hormones ont été étudiees. Par conséquent, plusieurs
théories se confrontent sur 1’étiologie et la pathogenese de la scoliose idiopathique. De
plus, certains de ces facteurs étiologiques proposés peuvent intervenir tant dans
I’apparition que dans 1’aggravation ce qui complique la compréhension de cette maladie.
Néanmoins, des progres considérables ont été réalisés dans les derniéres années quant a
la compréhension de la pathogénie de la SIA qui préoccupe depuis des siécles les
cliniciens, les chercheurs et la population pédiatrique atteinte de cette maladie. Les
hypotheses les plus acceptées de 1’étiopathogenese de la SIA font intervenir des
anomalies de fonctionnement des centres du contréle postural situés dans le cerveau, qui

priveraient la colonne d'informations nécessaires a sa croissance réguliére en hauteur

(Dubousset et al., 1983).



Ces centres seraient sous la dépendance de la glande pinéale et récemment, Moreau et al.
(Moreau et al., 2004) ont démontré dans des cellules isolées de sujets scoliotiques,
I’existence d’un défaut de signalisation de la mélatonine, hormone produite
principalement par la glande pinéale. Le réle de la mélatonine dans la scoliose a été
d’ailleurs évoqué depuis de nombreuses années lorsque Dubousset et al. (Dubousset ef
al., 2001) ont démontré que I’ablation de la glande pinéale entraine cette maladie.
Cependant la majorité des études a ce jour chez I’Homme n’ont pu mettre en évidence
des changements significatifs dans les niveaux circulants de mélatonine (Brodner et al.,
2000; Sadat-Ali et al., 2000). Dans ce sens, la mise en évidence d’un défaut de
signalisation de la mélatonine vient actualiser le rble de cette hormone dans la
pathogénése de la scoliose au niveau de son action et non au niveau de sa carence. De
plus, ce défaut de signalisation permettrait d’expliquer également I’ensemble des
anomalies associées a la SIA puisque les récepteurs a la mélatonine sont présents dans

les tissus et systémes atteints par cette condition.

2.1.2 Les facteurs étiologiques de la STA
Dans le but de mieux comprendre 1’étiologie de la SIA et d’expliquer les différents types
de courbure de la colonne vertébrale observés chez les patients SIA, plusieurs
hypothéses ont été avancées (Lowe et al., 2000) (Burwell, 2003). Celles-c1 sont

résumées ici-bas de méme que dans un récent article (Letellier ez al., 2007) (cf annexes).

2.1.2.1  Les facteurs génétiques

La SIA survient parfois avec une fréquence plus €levée dans certaines familles (Cowell
et al., 1972; Kesling et al., 1997; Miller, 2002). Ainsi, plusieurs études ont essayé de
trouver une composante génétique a la scoliose mais jusqu'a présent les résultats des
travaux réalisés dans ce sens sont controversés et le mode de transmission reste un sujet
de débat. Wynne-Davies (Wynne-Davies, 1968) a réalisé une -étude sur 114 patients
atteints de scoliose idiopathique dans le but d'établir l'incidence familiale de cette
déformation et de comparer celle-ci avec l'incidence dans la population générale. Cette
¢tude a montré que la composante génétique était importante dans le groupe composé
d’adolescents scoliotiques. Cependant, le nombre de patients étudiés était trop faible

pour tirer des conclusions quant au mode de transmission (transmission dominante et



fransmission multi-génique). De plus, une étude réalisée sur des jumeaux a montré que
la scoliose se développait avec une plus grande prédominance chez les jumeaux
homozygotes (73 %) que chez les jumeaux heétérozygotes (36 %) (Carr, 1990) (Andersen ’
et al., 2007). Comme la prédominance féminine de la maladie est nette, certaines études
proposent que la transmission soit liée au chromosome X (Cowell et al., 1972), (Justice
et al.,, 2003) alors que d’autres favorisent une transmission autosomale (Salehi et al.,
2002). D'autres études ont également mis en évidence plusieurs loci de susceptibiiité
dans différents chromosomes. Il s’agit des régibns sur les chromosomes 2, 6, 9,10, 16,
17, 18, 19 (Chan et al., 2002b; Miller et al., 2005; Salehi et al., 2002; Wise et al., 2000)
(Alden et al., 2006). Ainsi les résultats de ces études suggerent plusieurs régions
candidates potentielles, indiquant que 1'hétérogénéité génétique et clinique pourrait étre
impliquée dans l'expression de cette maladie notamment dans la SIA dite familiale
(représente 15% des cas). En résumé, la composante génétique est encore au cceur du
débat et depuis plusieurs années, chercheurs et cliniciens tentent de développer des
hypotheses concluantes pour clarifier I’étiopathogenése de la SIA. Les études qui ont
révélées que la SIA est présente avec une fréquence plus élevée dans certaines familles
sont en faveur des facteurs génétiques (Cowell et al., 1972; Kesling et al., 1997). Malgré
qu’il existe une forte composante héréditaire, la plupart des scolioses idiopathiques (85
%) apparaissent dans des familles n’ayant aucun antécédent familial de SIA, ce qui

indique que des facteurs environnementaux pourraient également étre impliqués.

2.1.2.2 Les éléments structuraux du rachis

Puisque la scoliose est une déformation de la colonne vertébrale, il est possible qu'un
défaut dans T'une des .composantes de cette structure puisse en étre la cause. Ainsi,
I’existence d’une scoliose dans des maladies affectant le tissu conjonctif (scolioses
secondaires associées au syndrome de Marfan, I'hyperlaxité articulaires, d‘Ehlérs—
Danlos, l'homoc‘ystinurie et l'ostéogenese imparfaite) (Pyeritz et al., 1979) suggere une
responsabilité du collagéne ou des protéoglycanes (les éléments principaux dans le
support des structures de la colonne vertébrale) dans la genese d’une scoliose (Akhtar et
al., 2005; Hadley-Miller ef al., 1994; Worthington et al., 1991). Akhtar et al. (Akhtar ez
al., 2005), dans une étude réalis’ée sur les disques intervertébraux de sujets normaux et

de patients scoliotiques, ont observé le déréglement de l'organisation lamellaire du



collagéne et des fibres élastiques dans la scoliose. Worthington (Worthington et al.,
1991) a montré que le défaut primaire semble étre reli¢ a la synthése du collagene et des
protéoglycanes. Yu et al. (Yu ez al., 2005) ont montré que les disques intervertébraux
d'adolescents normaux révelent un réseau de fibres élastiques abondant et organisé alors
qu'il est épars et déréglé dans les disques scoliotiques et pourrait étre ainsi impliqué dans
la progression de 'la déformation de la colonne vertébrale (Duance et al., 1998).
Cependant, cette cause reste sujette a controverse. En effet, Oegema et al. (Oegema et
al., 1983) a montré avec une étude réalisée sur les disques intervertébraux que la
scoliose idiopathique ne semble pas étre le résultat d'une altération biochimique des
protéoglycanes mais plut6t que la déformation du rachis pourrait amener a une altération
de la composition des protéoglycanes en particulier dans le nucleus pulposis. Pedrini et
al. (Pedrini et al., 1973) ont pu observés une diminution de 25 % du taux de synthese des
glycosaminoglycanes et une augmentation de 25 % de la synthése du collagéne chez les
sujets scoliotiques. D'autres chercheurs se sont attardés a étudier le systéme des fibres
¢lastiques (2™ composant majeur de la matrice extracellulaire) dont une étude réalisée
sur 34 patients SIA qui a montré que 50% d’entre eux avaient une prédominance
anormale de fibre musculaires de type I mettant ainsi en évidence le rble des tissus
élastique dans la SIA (Echenne er al., 1988; Hadley-Miller et al., 1994). Une étude
réalisée par Miller et al. (Hadley-Miller e al., 1994) sur 23 patients SIA et 5 individus
contréles sans SIA montre un défaut dans ’arrangement des fibres €lastiques dans la

majorité des patients scoliotiques (82 % des scoliotiques).

2.1.2.3  Les théories biomécaniques de I’évolution des scolioses

Les influences mécaniques sur la croissance de la colonne vertébrale semblent jouer un
réle important dans la progression de la courbe des scolioses car elles apparaissent
principalement pendant la période rapide de croissance de 1’adolescence. Plusieurs
auteurs ont propos¢ que le développement de la scoliose serait basé sur la modiflc'ation
du profil sagittal (Cruickshank et al., 1989; Deacon et al., 1985; Dickson, 1992; Murray
et al., 1996; Roaf, 1966; Somerville, 1952; Willner et al., 1983). D’aprés cette
hypothese, les patients avec une scoliose idiopathique développent des hypocyphoses
progressives. Elles sont suivies d’une lordose de la colonne thoracique, causant le

pliement de la colonne vertébrale sous le chargement physiologique appliqué a celle-ci.



Smith et al. ont décrit plus tard, une déformation dans le plan transverse et un
phénomeéne de dérive osseuse vers la concavité de la courbe (Smith et al., 1991). Plus
récemment, Porter et al. ont proposé que la longueur de la moelle épiniere était plus
courte que la longueur antérieure du corps vertébral, ceci causant le pliement de la
colonne vertébrale et finalement la déformation typique dans les trois plans de I’espace
de la scoliose idiopathique (Porter, 2000). Cependant, la cause de cette théorie de
croissance antérieure et postérieure de la colonne vertébrale n’a pas été déterminée. Celav
pourrait étre relié aux différences dans le taux de croissance endochondral et
intramembranaire des €léments vertébraux.

Une fois la déformation scoliotique établie, la plupart conviennent que plusieurs
composants de la progression de la courbe sont régulés par le principe de Hueter-
Volkmann (Hueter, 1862; volkmann, 1882). Ce principe établit que la croissance est
retardée par une compression augmentée et qu’elle est accélérée quand les charges
compressives sont réduites. Stokes et al. (Stokes er al., 1998; Stokes et al., 1996) ont
proposé une théorie de modulation mécanique de la croissance vertébrale basée sur le
principe de Hueter-Volkmann, et ils croient qu’une fois que le chargement asymétrique
se produit, un cercle vicieux se déclenche avec une déformation vertébrale progressive.
Perdiolle et al. ont proposé qu’une petite courbure thoracique pourrait créer un
chargement asymétrique causant une progression de la courbe une fois que la courbe

atteint un certain niveau (Perdriolle et al., 1993).

2.1.2.4  Les facteurs neurologiques et les facteurs musculaires

Le role de la musculature vertébrale dans la pathogenése de la scoliose idiopathique a
été le sujet de nombreﬁses ¢tudes, en particulier dans la distribution des différents types
de fibres associée a la déformation. Il a été montré que la scoliose peut étre provoquée
par des altérations au niveau du contrdle de la proprioception, un désordre
neuromusculaire lié au neurotransmetteur impliqué dans 1’état postural bipéde (Ford et
al., 1988). Des différences ont €t€ observées entre les muscles du cbté concave et
convexe de la courbure. En effet, plusieurs changements morphologiques et
biochimiques dans les muscles de patients scoliotiques, telles qu’une différence de ratio

des fibres de type 1 et de type 2 dans les muscles de la colonne vertébrale de méme que
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des anomalies indiquant une dénervation et une neuropathie, ont ét¢ documentés.
Spencer (Spencer et al., 1976a; Spencer et al., 1976b) et Eccles ont été les premiers a
décrire les fibres musculaires de type I et ceux de type II (Spencer et al., 1976a; Spencer
et al., 1976b). Mannion et al. ont également mis en évidence, chez 14 patients, une
diminution des fibres de type I dans les muscles paraspinaux du c6té concave de la

courbure contrairement au c6té convexe ot aucune différence n’a été observée (Mannion

et al., 1998).

2.1.2.5 Les facteurs biochimiques

De nombreuses études ont mis en évidence le réle des facteurs biochimiques dans le
développement de la scoliose et en particulier des études réalisées sur les plaquettes
sanguines (Kindsfater et al., 1994; Lowe ef al., 2002; Muhlrad et al., 1982; Yarom et al.,
1982). En effet, plusieurs anomalies dans les plaquettes ont été observées chez les
patients SIA tel qu’un taux intracellulaire élevé de calcium et de phosphore et une
diminution de I’activité de plusieurs protéines intracellulaire (protéines contractiles,
mybsine adénosine triphosphate) (Yarom et al., 1982). Une augmentation du taux de
calmoduline serait associée a la SIA et a la progression de la coﬁrbure. De plus, la
mélatonine serait un antagoniste de la calmoduline modulant ainsi le transport. du
calcium (Kindsfater et al., 1994; Lowe et al, 2002). Cependant ces facteurs
biochimiques ne serait pas la cause de la SIA mais plut6t un bon indicateur de ce qui se
produirait dans d’autres types cellulaires et tissus tel que les muscles. Les plaquettes et
les muscles sont deux types cellulaires qui expriment I’actine et la myosine, des
protéines contractiles. Ainsi, les défauts observés dans les plaquettes pourraient étre
retrouvés dans les muscles. Une étude réalisée par le Dr Enouf et le Dr Moreau
(Bredoux er al., 2006) a également mis en évidence un défaut dans la maturation des
plaquettes en montrant une variation dans le niveau d’expression de différentes
isoformes de Ca®"-ATPase dans les plaquettes de 17 patients SIA. Ils ont ainsi montré
une augmgntation de ’expression de I’isoforme PMCA4b (plasma membrane Ca®'-
ATPase) chez 70% des patients SIA comparativement a I’expression observée chez des

sujets contrdles.
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2.1.2.6 Les facteurs endocriniens

2.1.2.6.1 Les facteurs de croissance

La scoliose idiopathique adolescente survient principalement lors de la puberté et a un
moment ou la croissance s’accelére. Les facteurs de croissance ont ainsi €té suspectés
dans l'étiopathogenése de la SIA. Nissinen et al. (Nissinen et al., 1993) ont découvert
que les enfants scoliotiques étaient plus grands que des enfants normaux. Cette
différence peut étre expliquée par une augmentation des niveaux dhormones de
croissance mais cette hypothese est contredite par les travaux de Misol et al. (Misol et
al., 1971). 11 est a mentionner que des cas de scoliose sont survenus suite au traitement
par hormone de croissance (Docquier et al., 2004) malgré qu’aucun lien direct avec le
traitement substitutif par hormone de croissance n’ai pu étre établi.

Différentes études ont également montré une interaction entre 1’hormone de croissance
et la mélatonine, une autre hormone semblant étre impliquée dans le développement de
la SIA. Deux études réalisées sur des hommes sains ont montré que I’administration
orale de mélatonine conduisait a une augmentation du taux de I’hormone de croissance
(GH) dans la plasma et augmentait également la réponse de I’hormone de croissance a la
GHRH (Growth Hormone Releasing Hormone) (Meeking et al., 1999; Valcavi et al.,
1987; Valcavi et al., 1993). Une étude récente montre également que les enfants ayant
une déficience en hormone de croissance ont des taux sanguins de mélatonine
augmentés. Cependant, bien qu’une relation entre la mélatonine et 1’hormone de
croissance ait ¢ét¢ mise en évidence par plusieurs études, le mécanisme impliquant

I’interaction entre ces deux hormones est encore peu compris.

2.1.2.6.2 La mélatonine
La mélatonine, une hormone produite principalement par la glande pinéale au niveau du
cerveau, régule plusieurs activités physiologiques notamment notre horloge biologique
(cycle circadien), le systéme nerveux et immunitaire de méme que le métabolisme
osseux. La mélatonine peut également étre produite par la rétine (Ivanova ez al., 2003),
le tractus intestinal et les lymphocytes (Carrillo-Vico et al., 2004) mais contrairement a
celle produite par la glande pinéale et les lymphocytes, celle-ci n’est pas sécrétée dans la

circulation générale et agit de manicre locale au niveau des cellules rétiniennes et de la
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muqueuse intestinale (Green et al., 2004). Le role de la mélatonine a €té évoqué a
plusieurs reprises suite a des expériences qui ont démontré que 1’ablation de la glande
pinéale entrainait le développement d'une scoliose chez le poulet et le rat (Machida et
al., 1993; Machida er al., 1999). Le développement d'une scoliose chez des sourls
bipedes et quadrupedes de souches C57BL/6 (souris présentant un défaut dans la
synthése de la mélatonine) confirme également I'importance de la mélatonine dans cette
pathologie (Machida et al., 2006; Machida et al., 1999). De plus, ’injection de doses
quotidiennes de mélatonine prévient la survenue de la maladie chez ces rats bipedes et
les poulets pinéalectomisés. Cependant, la pinéalectomie réalisée chez de jeunes
primates non humains n’a pas conduit au développement de scoliose et cela chez aucun
des primates pinéalectomisés, malgré une carence complete en mélatonine (Cheung et
al., 2005). De plus, la pertinence biologique de la mélatonine dans la scoliose
idiopathique est controversée puisque des études ont montré que les taux circulants de
mélatonine n'étaient pas sign‘iﬁcativement différents des individus contréles (Brodner et
al., 2000; Sadat-Ali et al., 2000). Cependant, Moreau et al. (Moreau et al., 2004) ont
démontré dans des cellules provenant des patients scoliotiques, 1’existence d’un défaut
de signalisation de la mélatonine. Cette découverte est venue actualiser I’importance de
cette hormone dans la pathogénie de la scoliose. Ces travaux ont permis de démontrer
que le défaut de signalisation serait dii a une augmentation de la phosphorylation des
protéines G inhibitrices (Gi1) qui engendre leur inactivation. Ces études ont permis
également de déterminer trois groupes de patients selon leur réponse a différentes
concentrations de mélatonine (10° 2 10" M).

L’inactivation des récepteurs de la mélatonine MT1 et MT2 par des techniques de
mutagenése ont permis de mieux compfendre le réle de ces récepteurs. En effet, la
mutation du récepteur MT1 réalisée chez les souris (souris homozygotes pour la
mutation) ne montre pas d’effet de ce récepteur sur la survie ni dans la fonction du
rythme circadien. Cependant, ’inactivation du récepteur aboli I’effet inhibiteur de la
mélatonine sur le décharge synaptique. De plus, les souris mutantes pour le récepteur de
la mélatonine MT1 montrent une réponse partielle 4 la mélatonine mettant ainsi en
évidence une redondanc‘e des recepteurs de la mélatonine (Liu et al., 1997). La réponse

partielle observée est abolie dans les souris double mutantes pour les récepteurs MT1 et
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MT2 montrant le role du récepteur MT2 dans cette redondance (Jin et al., 2003). De
plus, une étude ciblée sur les variants alléliques du récepteur de la mélatonine MT1 a
montré qu’il n’y avait pas de corrélation entre les polymorphismes présents chez les

individus atteints de SIA et les individus normaux (Morcuende et al., 2003).

2.1.2.6.3  Les estrogénes

La prédominance féminine de la SIA a amené des chercheurs a se questionner sur le role
potentiel des estrogénes dans le développement de la SIA. En effet, 1a SIA est présente
dans une proportion fille : gargon de 2 pour 1 avec des déformations inférieures a 10° et
de 10 pour 1 avec des déformations supérieures a 30° d’angle de Cobb. De plus,
I’incidence de la maladie est principalement observée au moment de la puberté qui est
une période ou les estrogeénes jouent un réle important. Une étude a récemment montré
une relation entre 1’age a la ménarche, qui désigne 1’age ou les jeunes filles ont pour la
premiere fois leurs régles et la prévalence de la SIA (Grivas et al., 2006) ce qui laisse
penser que les estrogénes pourraient intervenir dans le développement de cette
pathologie. En effet, une étude de Warren et al. sur les jeunes danseuses de ballets a
montré que 15 danseuses sur 18 atteintes de scoliose avait eu une ménarche
significativement retardé (14 ans et plus) comparativement aux danseuses sans scoliose.
Cette étude suggere qu’une ménarche retardée correspondant a un hypoestrogenisme
pourrait prédisposer les danseuses de ballets a la scoliose et aux fractures (Balasch,
2003; Warren et al., 1986). Alors que le d’autres études ont suggéré un effet des
estrogeénes et des agonistes des estrogenes (17-a-ethynylestradiol) sur le développement
de scoliose. Le traitement du Xenopus laevis blastulae avec une dose pharmacologique
de 17-B-estradiol (E2) 10° M a conduit au développement de scoliose (Iwamuro et al.,
2003). De méme, le traitement du Fundulus heteroclitus avec un agoniste des estrogénes
(17alpha-ethynylestradiol (EE2)) conduit a une incidence significativement plus élevée
des scolioses (Boudreau et al., 2004). Cependant les mécanismes moléculaires par
lesquels les estrogenes interviendraient dans I’initiation et/ou la progression de cette
maladie ne sont pas clairement élucidés. Les récepteurs des estrogenes, en particulier le
récepteur ERa, ont ét¢ visés par plusieurs études démontrant chez 1'une que le

polymorphisme de ce récepteur peut étre corrélé avec la progression de la SIA dans la
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population japonaise et en particulier pour les déformations thoraciques droites (Inoue et
al., 2002). Néanmoins, une €tude récente réalisée sur 540 patients chinois contredit ces
résultats et montre qu'il n'y a pas d'association entre les polymorphismes Pvull et Xbal

du gene du récepteur aux estrogénes ERa et la sévérité de la courbe (Tang et al., 2006).

2.2LA MELATONINE

2.2.1  Généralités

La mélatonine (N-acétyl-5-méthoxytryptamine) est une neurohormone principalement
synthétisée par la glande pinéale et est secrétée dans la circulation ou elle agit au niveau .
des tissus cibles. La mélatonine est produite durant la nuit (Claustrat e al., 2005) et sa
synthése est réalisée en plusieurs étapes : la premiere est la conversion du L-tryptophan,
capté des vaisseaux cérébraux, en sérotonine. La sérotonine est ensuite métabolisée par
Parylalkylamine N-acetyltransférase (AA-NAT) en N-acetyl-5-hydroxytryptamine.
L’étape finale de la voie de synthese de la mélatonine est la conversion du N-acetyl-5-
HT en mélatonine par la hydroxyindole-o-méthyltransferase. La mélatonine est une
protéine lipophile qui est largement distribuée a travers le corps. Elle intervient dans la
régulation du rythme circadien et saisonnier. Mais elle a également d’autres fonctions
physiologiques et biochimiques. La mélatonine agit via quatre modes d’action
principaux :

- sa liaison a des protéines intracellulaires (exemple: calmoduline) (Benitez-King

etal., 1991),

- des effets antioxidatifs (Reiter ez al., 2003; Tan et al., 2003),

- saliaison a des récepteurs membranaires (Macchi et al., 2004),

- et sa liaison a des récepteurs nucléaires de la famille des récepteurs orphelins

(Rafii-El-Idrissi ez al., 1998).

2.2.2 La signalisation cellulaire de la mélatonine
La mélatonine peut activer ou inhiber des cascades de signal de transduction & travers
différents récepteurs. La mélatonine se lie a des récepteurs membranaires (affinité de
I’ordre du picomolaire) ainsi qu’a des récepteurs nucléaires (RZR/ROR) (affinité de

I’ordre du nanomolaire).
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2.2.2.1  Action via ses récepteurs

1.1.1.1.1  Les récepteurs membranaires, MT1 et MT2

La mélatonine agit via deux récepteurs membranaires : MT1 (Mel-1A ou MTNR1A) et
MT2 (Mel-1B ou MTNRIB). Ces récepteurs sont constitués de sept segments
transmembranaires et sont couplés aux protéines G ("Guanine nucleotide-binding
proteins") (RCPG) (Masana et al., 2001; Reppert, 1997). Les protéines G sont des
protéines hétérotrimeriques possédant une activité GTPase et sont constituées des sous-
unités alpha, béta et gamma. Il existe au moins 20 sous-unités alpha dont les plus
présentes sont les protéines G alpha i (inhibitrice), G alpha S (stimulatrice), G alpha q
(active la voie de la phospholipase C (PLC)). Les protéines G agissent comme des
« interrupteurs moléculaires » qui sont capables de déclencher une voie de signalisation
en conduisant a la production de messagers secondaires. A I’état inactif, la sous-unité
alpha lie le GDP. Lorsque le récepteur couplé aux protéines G est acﬁvé par la liaison
de son ligand, la protéine G se lie au récepteur. Cette liaison au récepteur permet la
libération du GDP par la protéine G qui le remplace par du GTP. La sous-unité Galpha
se dissocie ensuite des soué-unités gamma et beta. Les sous-unités alpha et gamma/beta
peuvent ainsi déclencher différentes voies de signalisation en activant des messagers
secondaires différents et des canaux ioniques (Gy/B). L hydrolyse du GTP par la sous-
unité¢ G alpha permet a nouveau sa liaison aux sous-unités beta/gamma et peut ainsi
commencer un nouveau cycle.

Des études réalisées sur des rongeurs ont montré que les récepteurs membranaires de la
mélatonine, MT1 et MT2, sont présents dans des tissus variés. Chez I’humain, ces
récepteurs sont également présents dans de nombreux organes : le cerveau, la rétine, le
systéme cardiovasculaire, le foie, la vésicule biliaire, les intestins, les reins, les cellules
immunitaires, les adipocytes, la prostate, les cellules épithéliales du sein, les ovaires et la
peau. Les voies de transduction des récepteurs de la mélatonine couplés aux protéines G
a travers la membrane plasmique font intervenir plusieurs messagers secondaires :
’adénosine monophosphate cyclique (AMPc), le diacylglycérol (DAG), I’inositol-1,4,5-
triphosphate (IP3), le guanosine monophosphate (GMPc) et le calcium. Ces messagers
secondaires, vont véhiculer ’information liée a la fixation du ligand jusqu’a des

effecteurs intracellulaires terminaux responsables, plus ou moins directement, de la
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fonction de la mélatonine. Les interactions du récepteur MT1 avec plusieurs protéines G
ont été démontrées : Gj, Go, Gq, Gz, Gi2, G13, G4, Gi6 (Barrett et al., 2003; Brydon et al.,
1999; Chan ét al., 2002a; Ho et al, 2001; New et al., 2003). Cependant c’est
majoritairement la forme inhibitrice qui est impliquée dans la transduction du signal de
la mélatonine et une étude a montré qu’un défaut existe a ce niveau dans la SIA (Moreau
et al., 2004).

La voie de signalisation activée par la mélatonine semble étre régulée et tissu spécifique.
La liaison de la mélatonine a son récepteur membranaire améne a la liaison de la
protéine G ainsi qu’au changement de conformation de la sous unité alpha intracellulaire
specifique. La mélatonine a travers I’activation de la protéine Go inhibitrice, conduit a
une inhibition de la stimulation de la production de I’AMPc¢ induite par la Fomkoline
(Niles et al., 1990; Niles ef al., 1991, Witt-Enderby ef al., 1996). La diminution du taux
d’ AMPc intracellulaire conduit a une inhibition de I’activation de la PKA et donc a une
inhibition de la phosphorylation de CREB (cAMP-Responsive Element Binding
Protein)(Masana et al., 2001; McNulty et a/., 1994; Witt-Enderby et al., 1998). En plus
de la cascade dépendante de I’AMPc, le récepteur MT1 peut activer un signal de
transduction dépendant de la PLC directement ou indirectement via les sous unités 3 et y
des protéines G et activer ainsi la voie de la PKC par la formation de DAG (Brydon et
al., 1999; Chan et al., 2002a; Godson et al., 1997; Ho ef al., 2001; MacKenzie et al.,
2002; Roka et al.,, 1999). Dans un autre temps, 'activation de MT1 augmente la
phosphorylation de MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) ou MEK1 (MAPK/ERK
Kinase-1), MEK2 (MAPK/ERK Kinase-2) et ERK1/2 (Extracellular Signal-Regulated
Kinases 1 and 2)(Hazlerigg et al., 1996).

Ces récepteurs peuvent aussi moduler la formation de 1’acide arachidonique (Godson et
al., 1997) et INK (c-Jun N-terminal Kinase)(Chan et al., 2002a; Witt-Enderby ef al.,
2003). De plus, plusieurs mécanismes de réponse a la mélatonine sont médiés par la
régulation des canaux ioniques (figure 1). _

Les niveaux d’AMPc et de GMPc (Petit et al., 1999) sont également modulés a travers
lactivation de MT2. De fagon similaire a MT1, ’activation de MT2 par la mélatonine
inhtbe la formation d’AMPc (Brydon et al., 1999; Jones et al., .2000; MacKenzie et al.,

2002) et MT2 est également couplé a une stimulation de [I’hydrolyse de
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I’inositolphosphate (IP) en diacylglycérol (DAG) et en inositol 3,4,5 triphosphate (IP3)
qui jouent un rdle de second messagers (Ho et al, 2001; MacKenzie et al., 2002).
Néanmoins, contrairement 8 MT1, la localisation de MT2 est plus limitée (le cervelet, le
SNC, la rétine, les reins, les ovaires, les os, les vaisseaux cardiaques et dans des lignées
cellulaires cancéreuses) (von Gall ef al., 2002).

La sensibilité de la réponse des récepteurs de la mélatonine a son ligand reflete des
changements dans la densité des récepteurs a la mélatonine qui se produisent pendant le
cycle 24h jour/nuit. Les mécanismes qui engendrent une réponse différente a la
mélatonine selon le tissu ne sont pas encore bien compris, mais les données commencent
a montrer que les événements transcriptionnels et le découplage des protéines G

pourraient étre impliqués.
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Figure 1: Schéma de la voie de signalisation de la mélatonine via les récepteurs

MT1 et MT2 (adapté de ambion.com)
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2.2.2.1.1 Le récepteur MT3
Un troisieme récepteur a la mélatonine MT3 a été cloné chez le Hamster (Nosjean et al.,
2000()4 Il a été montré que cette protéine avait 95% d’homologie avec la quinone
réductase 2 humaine, une enzyme impliquée dans la détoxification (Nosjean e al.,
2000). Ce récepteur cytosolique possede une plus faible affinité pour la mélatonine que
les récepteurs membranaires MT1 et MT2 (de I’ordre du nanomolaire)(Nosjean et al.,
2001). Ce récepteur est également exprimé de fagon ubiquitaire (le foie, les reins, le
cerveau, les tissus adipeux, les muscles squelettiques, les poumons, les intestins, les
testicules)(Nosjean et al., 2001). Récemment, des études ont montré que le récepteur
MTS3 pourrait étre impliqué dans la régulation de la pression intraoculaire chez le lapin
(Pintor et al., 2001) et dans la réponse inflammatoire (Lotufo et al., 2001). Le récepteur
MT3 n’est pas un recepteur au méme titre que les récepteurs membranaires de la
mélatonine MT1 et MT2 mais plutdt un récepteur pharmacologique puisqu’il reconnait

de nombreux ligands mais avec une affinité moindre.

2.2.2.1.2  Les récepteurs nucléaires

La mélatonine se lie également a des récepteurs nucléaires RZR/ROR qui sont des
récepteurs de la famille des récepteurs nucléaires orphelins (Becker-Andre et al., 1994)
(Rafii-El-Idrissi et al., 1998). Contrairement a la majorité des hormones la mélatonine
ést une petite molécule chimique qui peut rentrer librement dans la cellule ou elle peut' se
lier au récepteur cytosolique MT3 ou se rendre au noyau et se lier au récepteur
RZR/ROR. La constante de liaison de la mélatonine a ces récepteurs est de ’ordre du
nanomolaire, ce qui est similaire a la concentration physiologique de la mélatonine. Des
études de transfection utilisant une construction RORE-geéne rapporteur ont montré que
P’activité transcriptionnelle de ses récepteurs était augmentée en présence de mélatonine
et de ces analogues (Missbach et al., 1996; Schrader et al., 1996). Ces récepteurs
nucléaires contiennent cinq domaines : un domaine A/B (N-terminal) qui posséde une
séquence AF-1, un domaine C de liaison a ’ADN, un domaine D variable charniére, un
domaine E de liaison au ligand (contenant AF2) et un domaine optionnel court nommé
F. Ces récepteurs se lient a ’ADN sous forme de monoméres et reconnaissent les

¢lements de réponse RORE (¢éléments de réponse aux hormones)(Giguere et al., 1995;
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Greiner et al., 1996; Schrader et al., 1996). Le récepteur RZR ainsi que RORa sont
exprimés dans de nombreux organes'alors que les récepteurs RZRP et RZRy sont plus
restreints (Smirmov, 2001) (Wiesenberg et al., 1995). RORY est le plus exprimé dans les
muscles squelettiques (Hirose et al., 1994). Ces récepteurs nucléaires sont ainsi
impliqués dans de nombreuses actions physiologiques. Ils sont en particulier impliqués
dans les réactions du systeme immunitaire (He et al., 1998), dans la différenciation du
systtme nerveux central (Matysiak-Scholze et al, 1997) et possiblement dans la

modulation du métabolisme lipidique (Mamontova et al., 1998).

2.2.2.1.3  Autres récepteurs
Il existe également chez les mammiféeres, un récepteur qui posseéde 45% d’homologie
avec la séquence d’acides aminés des récepteurs de la mélatonine, le récepteur GPR50.
Il est cependant incapable de lier la mélatonine et son ligand est encore inconnu.
Néanmoins, une étude a montré que le récepteur GPRS50 était capable d’inhiber la
fonction du récepteur MT1 en I’hétérodimérisant avec ce dernier (Levoye ef al., 2006).
En effet, le récepteur GPR50 abolli la liaison de 1’agoniste ainsi que le couplage des
protéines G au récepteur MT1 de I’hétérodimére. Cependant, le récepteur GPRS50

hétérodimérisant avec le récepteur MT2 ne modifie pas la fonction de ce dernier.

2.2.2.2  Action non-dépendante des récepteurs via la calmoduline

La mélatonine a également la capacité d’agir indépendamment de ses récepteurs. Cette
capacité est attribuée a son petit poids moléculaire et a sa nature hautement lipophile
et/ou dit & un mécanisme actif d’absorption. La mélatonine une fois dans le cytoplasme
se lie a la calmoduline (CaM) avec une grande affinité. La calmoduline ést codée par
trois genes distincts transcrit en huit ARNm constitués de différents signaux de
polyadénylation mais sont cependant traduits en une seule protéine identique de 148
acides aminés. La calmoduline est une protéine ubiquitaire liant le Ca®* et qui relaie le
signal du Ca** a différentes protéines cibles (Cheung, 1980). Le complexe Ca**-CaM
agit directement par interaction avec des enzymes cibles clés (adénylates cyclases,
phosphodiestérases, microtubule binding proteins (MAPs) et tubuline 4) (Lee et al.,
1984; Salter et al., 1981; Sharma et al., 1986) et indirectement via des protéines kinases

spécifiques (Klee, 1991). La liaison du Ca’®* & la calmoduline expose des régions
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hydrophobes permettant ainsi la liaison des protéines cibles. Initialement, il a été
suspecté que la calmoduline pouvait étre impliquée dans la transduction du signal
intracellulaire de la mélatonine car les changements dans ’activité¢ de la calmoduline
étaient comparables aux effets de I’hormone sur la structure du cytosquelette (Benitez-
King et al., 1990). D’autres expériences ont suggéré une interaction physiologique entre
la CaM et la mélatonine (Benitez-King er al., 1991). De plus, des expériences de
séparation é€lectrophorétique apres incubation de la CaM avec de la mélatonine tritiée
(Mélatonirie-HB) ont montré que la mélatonine migre avec la calmoduline seulement en
présence de Ca’". Ainsi ces expériences ont montré que la calmoduline posséde une
haute affinité pour la mélatonine mais cette interaction est dépendante de la présence de
Ca”" (Benitez-King er al., 1991). Enfin, plusieurs études ont montré que la mélatonine
joue un réle d’antagoniste de laAliaison des ions calcium (Ca*") & la calmoduline
(Benitez-King et al., 1993a; Benitez-King ef al., 1993b) et qu’elle est également capable
d’inhiber de maniere dose dépendante ’activation de I’enzyme Ca’*-CaM-dependant
phosphodiestérase par la calmoduline. Les modeles animaux ont permis de montrer que
I’expression altérée de la calmoduline peut amener au développement de pathologies
telles qu’une hypertrophie cardiaque (surexpression de la calmoduline) (Obata et al.,

2005), maladie de Graves (hypertyroidie) (Inaba ef al., 1984).

2.2.3 Régulation des récepteurs de la mélatonine

2231 Les acides aminés impliqués dans VPactivation et la
signalisation des récepteurs de la mélatonine

La capacité de la mélatonine a lier, activer et moduler ses propres récepteurs dépend de
I'interaction de la mélatonine avec des acides aminés ou des domaines spécifiques de ses
récepteurs. L’analyse de liaison de la mélatonine a ses récepteurs et les changements
résultants qui induisent leur activation ont été facilités par des modéles récents de
récepteurs de la mélatonine qui sont basés sur les cristallographies de la rhodopsine
(Navajas e al., 1996). A partir de ce modele, Navajas et al. ont proposé un site
hypothétique de liaison de la mélatonine, dans lequel un résidu valine et un résidu
histidine sont responsables de la reconnaissance du groupe 5-methoxy de la mélatonine
et un résidu sérine et alanine qui sont nécessaires a la liaison du groupe fonctionnel N-

acétyl (Navajas et al., 1996). Plusieurs études de mutagenese sur des résidus des
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récepteurs de la mélatonine, MT1 et MT2, ont été réalisées et ont montré leur
importance dans la liaison du ligand et dans la fonction de ces récepteurs. Des études de
mutagenése du récepteur MT1, on montré que la valine 208 (V208) conduit a une
diminution de 2 4 5 fois de la liaison de la 2-['*’I]-iodomélatonine comparativement au
récepteur natif (Conway et al., 1997). Cette mutation n’affecte cependant pas la
fonctionnalité du récepteur dans les cellules transfectées HEK. Ce rhutant n’affecterait
que la liaison du ligand et suggérent ainsi que la valine 208 participerait a la poche de
liaison du récepteur. Les études de mutagenése sur le résidu histidine 211 ont montré
que ce résidu serait aussi impliqué dans la liaison du ligand puisque le changement de
I’histidine en phenylalanine (H211F) ou en leucine (H211L) conduit a une diminution de
la liaison du ligand de 6 a 7 fois comparativement au récepteur natif. De plus, 1’analyse
de H211F et H211L révele que ces mutants ne sont pas capables d’inhiber la production
d’AMPc (Conway et al, 1997). Ceci révele que I’histidine 211 est impliquée dans la
liaison du ligand mais également dans 1’activation du récepteur. L’analyse des mutations
S110A et S114A dans 1¢ récepteur humain MT1 indique que ces mutations réduisent la

liaison de la 2-[125

[]-iodomélatonine pour le récepteur de 8 a 9 fois. Ces mutations
résultent aussi en une diminution de I’affinité du récepteur pour ses agonistes et ses
agonistes partiels mais n’a cependant pas d’effet sur la liaison de I’antagoniste luzindole
(Conway et al., 1997). Enfin, 1l a été montré que les résidus cystéine joueraient un role
important en modulant la liaison de haute affinité des agonistes au récepteur MT2, les
mutations C113 ou C190 en alanine conduisent a une perte de la liaison de la 2-["°1)-
iodomélatonine au récepteur MT2 (Mseeh et al., 2002). Le pont disulfure serait
important dans la conformation du site de liaison de la mélatonine dans le récepteur
MT?2. Une mutation de G266 en une thréonine génére un mutant MT1 qui lie faiblement
la 2-['?*I}-iodomélatonine comparativement au récepteur natif (Gubitz et al., 2000). Des
études ont également montré I'importance du segment transmembranaire 6 (TM6) du
récepteur MT1 par la production de chimére (Gubitz et al., 2000) ainsi que le segment
transmembranaire 4 (TM4) (Conway et al., 2000).

2.2.3.2  Régulation négative des récepteurs a la mélatonine

La régulation négative est un processus qui vise a diminuer le nombre de récepteurs a la

membrane cellulaire apres une exposition prolongée ou répétée a la mélatonine ou a un
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autre agoniste. Ce mécanisme de diminution des récepteurs est différent de celui observe
dans la désensibilisation des récepteurs par phosphorylation. Cette diminution passe par
un mécanisme de dégradation qui est observé au niveau protéique et de I’ARNm. De
plus, ces mécanismes sont agoniste-dépendant (Kallal et al., 1998). Les récepteurs sont
tout d’abord internalisés dans des vésicules et sont ensuite pour la majorité recyclés a la
membrane. Ils peuvent ainsi étre a nouveau activés par la liaison de I’agoniste.
Cependant une petite  minorité des récepteurs internalisés sont envoye€s vers les

lysosomes pour y étre dégradés (von Zastrow et al., 1992).

2.2.3.3  Désensibilisation des récepteurs a la mélatonine

Bien que la désensibilisation des récepteurs de la mélatonine ait été peu étudiée, il est
fort probable que ce mécanisme soit similaire a celui utilisé par d’autres récepteurs
couplés aux protéines G (RCPG) (Gerdin et al., 2004; Hazlerigg et al., 1993; Jones et
al., 2000; MacKenzie et al., 2002).

La désensibilisation est un mécanisme qui permet d’inactiver les récepteurs couplés aux
protéines G par phosphorylation. La phosphorylation de ces récepteurs peut é&tre
effectuée par différentes kinases telles que les Sérine/thréonine kinase GRK (G-protein
Receptor Kinases), la protéine kinase A (PKA), la protéine kinase C (PKC) etc. (Hosey
et al., 1995; Krupnick ez al., 1998). 11 existe deux mécanismes de désensibilisation : la
désensibilisation homologue (c'est-a-dire par la mélatonine elle-méme) et la
désensibilisation hétérologue (c'est-a-dire par d’autres stimuli telle que la photopériode

ou I’estradiol).

22331 Désensibilisation homologue

Les intervenants de la désensibilisation homologue sont les kinases couplées aux
protéines G (GRK) et la B-arrestine. La désensibilisation homologue est dépendante de
la liaison du ligand au récepteur et de son activation. La famille des GRK comprends six
membres dont certains d’entre euX, semblent avoir une spécificité pour certains
recepteurs. Les GRK vont phosphoryler les résidus sérine et thréonine des récepteurs
couplés aux protéines G au niveéu de la queue C-terminale. Les GRK sont des protéines
cytoplasmiques qui sont transloquées a la membrane sous le contréle de différents

mécanismes (farnésylation, liaison aux phospholipides, palmitoylation etc.). Elles
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peuvent étre régulées par des protéines telles que la calmoduline (Pronin et al., 1997), la
recoverine (Chen et al., 1995) et la PKC. Cependant les GRK ne sont pas suffisantes
pour l’inactivation totale des RCPG ou la désensibilisation homologue nécessite
également la présence d’une autre protéine, la ﬁ-aﬁestine. La P-arrestine possede
plusieurs domaines qui interviennent dans la reconnaissance des récepteurs activés et
phosphorylés : domaines de reconnaissance des résidus phosphorylés (doméine P,
reconnaissance de la forme activée du récepteur (domaine A). La liaison de ces deux
domaines aux récepteurs activés induit un changement de conformation qui permet
d’exposer un troisiéme domaine de la B-arrestine, le domaine S (domaine de liaison au
récepteur) augmentant ainsi 1’affinité de liaison des P-arrestines aux récepteurs. Les
récepteurs ainsi liés a la B-arrestine ne peuvent plus se coupler aux protéines G et induire

leur voie de signalisation au niveau cellulaire.

2.2.3.3.2  Désensibilisation hétérologue

La désensibilisation hétérologue fait intervenir des protéines kinases qui sont activés par
d’autres récepteurs présents a la membrane cellulaire. Ces kinases sont ainsi activées
grace aux seconds messagers produits apres activation de ces autres récepteurs. Les
kinases impliquées dans ce mécanisme sont la protéine kinase A (PKA) et la protéine
kinase C (PKC). La phosphorylation des récepteurs par ces kinases conduit a une
diminution du couplage des RCPG aux protéines G conduisant ainsi a une inactivation

des récepteurs.

2.2.3.3.3  Internalisation des récepteurs

Les récepteurs soumis a la désensibilisation homologue et hétérologue sont ensuite
internalisés dans des vésicules de clathrine et se retrouve ainsi dans des endosomes
précoces. Ces endosomes seront retrouvés a la périphérie cellulaire ou ils seront
redirigés a la membrane en passant par le réticulum endoplasmique ou redirigés vers les
compartiments tardifs de ’endocytose. Les endosomes tardifs fusionnent ensuite avec
les lysosomes (Mullock et al., 1998). Les récepteurs sont ensuite dégradés par les

enzymes présentent dans les lysosomes.
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2.2.4 LA MELATONINE ET L’OS

De nombreuses études oht montré le lien entre la mélatonine et le métabolisme osseux.
La mélatonine et ses récepteurs semblent impliqués dans la prolifération, I’induction de
la différenciation des ostéoblastes et dans la formation de I’os (Roth et al., 1999). Une
des études qui appuie cette implication de la mélatonine montre que cette hormone
stimule la synthése de collagene de type 1, protéine intervenant dans la formation de 1’os
et qui constitue la trame de la matrice osseuse, dans les lignées cellulaires d’ostéoblastes
cultivées in vitro (Nakade et al., 1999). La différenciation des ostéoblastes est générée a
partir de cellules ostéoprogénitrices qui se différencient en ostéoblastes aprés arrét de
leur prolifération. Les ostéoblastes sont des cellules osseuses chargées de la synthese et
de la minéralisation de la matrice osseuse. Leur role est également de contréler la
dégradation de la matrice osseuse grace a la production de collagénase. La
différenciation des ostéoblastes ainsi que le contrdle de leur prolifération et leur
apoptose est contrdlé par des facteurs de transcription (Cbafl/Runx2) (Yamaguchi et al.,
2000), par des interactions cellulaires (Hay et al., 2000), par des hormones telles que
I’hormone parathyroidienne (PTH) (Strewler, 2001) ou des facteurs de croissance (TGF-
B, FGF). Différents marqueurs sont exprimés lors de la différenciation des cellules
preécurseurs en ostéoblastes tels que la phosphatase alcaline (Huang ef al.), suivi plus
tard dans la différenciation du collagene de type I, de 1’ostéopontine et au niveau de
I’ostéoblaste différencié : la sialoprotéine osseuse (BSP) et 1’ostéocalcine (Oldberg et
al., 1988; Radio et al., 2006). Des études réalisées sur le lien entre la mélatonine et la
formation de 1’os ont montré que les effets de cette hormone sur les cellules osseuses
semblent passer par ses récepteurs membranaires, en particulier le récepteur MT2 (Roth
et al, 1999). En effet, un traitement des ostéoblastes MC3T3 par le luzindole
(antagoniste de la mélatonine) et la toxine pertussique (inactive les protéines Gi)
diminue 1’expression de BSP (salioprotéine osseuse) et ALP (phosphatase alcaline)
induite par la meélatonine. De plus, le promoteur de la BSP contient un élément de
réponse des récepteurs nucléaires de la mélatonine (RZR)(Schrader et al., 1996). La
mélatonine pourrait ainsi jouer un réle important dans la croissance osseuse.

De plus; la voie de signalisation de la mélatonine induit par les récepteurs membranaires

influence le taux d’AMPc intracellulaire et pourrait ainsi agir sur 1’expression des
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récepteurs nucléaires RZR/ROR qui est régulée elle-méme par le taux d’AMPc (Baler et
al., 1996).

Deux études réalisées sur des souris C57BL/6j naturellement déficientes en mélatonine
ont montré I’importance dela mélatonine sur I’0os et particulierement dans le
développement de la scoliose. La souche de souris C57BL/6J posséde une mutation au
niveau du géne AANAT (enzyme nécessaire a la synthése de mélatonine) encodant ainsi
pour une protéine tronquée. La mutation alteére 1’épissage de I’ARN et conduit ainsi a
une protéine tronquées puisqu’il contient un codon stop (Roseboom et al., 1998). Au
niveau fonctionnel, une diminution de la densité minérale osseuse a été observée (Akhter
et al., 2004; Raum et al., 2007). En effet, ces souris lorsqu’elles sont placées en mode
bipeéde suite a 1’amputation des membres supérieurs développent des scolioses et
I’injection de mélatonine prévient ce développement (Machida et al., 2006; Oyama et
al., 2006). Deux études comparant le métabolisme osseux chez les souris C57BL/6j,
déficiente en mélatonine, et chez les souris C3H, présentant une surproduction de
mélatonine, ont montré que la masse osseuse ainsi que la densité osseuse étaient
diminuées chez ces premiéres comparativement a celles observées chez les souris C3H

(Chen et al., 1999a; von Gall et al., 2000).

2.3LES ESTROGENES

2.3.1 Généralités
Les estrogenes sont des hormones stéroidiennes synthétisées principalement dans les
ovaires mais également dans les testicules, le tissu adipeux, 1’hypothalamus et le
cerveau. La distribution des estrogenes a travers le corps se fait a travers le sang dans
lequel ces hormones sont liées a la globuline et a ’albumine. Les estrogenes pénetrent
é¢galement dans les cellules dues a leur caractére lipophile et se lient a des récepteurs
intracellulaires. Différents estrogénes sont produits, les trois principaux sont I’estradiol,
I’estriol et 1’estrone. Ce sont des dérivés du noyau estrane qui comporte un cycle
aromatique. La synthése des estrogenes se fait a partir de précurseurs, les androgenes
qui, chez la femme, sont sécrétés par la glande surrénale et les ovaires. Les estrogénes
sont des dérivés du cholestérol et de la prégnénolone qui sont transformés en

androstenedione et testostérone. La principale enzyme impliquée dans la synthése de



27

’estradiol et de 1’estrone & partir de ces précurseurs est 1’aromatase. Cette enzyme est
constituée d’une cytochrome P-450 et d’une cytochrome réductase utilisant le NADPH
comme réducteur (Simpson et al., 2000). La synthése d’estrogenes est variable au court
du cycle menstruel et durant la vie. Elle est augmentée au moment de la puberté et est
fortement diminuée a la ménopause. Les estrogénes ont des effets variés, ils
interviennent dans le développement des caractéres sexuels primaires et secondaires
(utérus, trompes, vagin, glandes mammaires et seins). Lors de la puberté, les estrogénes

accélérent la croissance, ayant ainsi un effet sur la croissance squelettique.

2.3.2 Signalisation cellulaire
2.3.2.1 Les récepteurs aux estrogénes

2.3.2.1.1  Les récepteurs ERa et ERf}
Les estrogénes agissent via des récepteurs nucléaires, ERa et ERP (Green et al.,
1986a)(Green et al., 1986b; Greene et al., 1986). Ce sont des récepteurs nucléaires a
cinq domaines (A/B, C, D, E et F) appartenant a la superfamille des récepteurs
nucléaires des hormones stéroidiennes/thyroidiennes. Le domaine A, au miveau de la
région N-terminale, réprésente le domaine d’interaction protéine-protéine et possede des
fonctions de transactivation. En effet, il participe, par le recrutement de coactivateur
transcriptionnel, a I’activation et a I’expression des genes cibles des estrogénes. Ce
domaine possede une fonction d’activation de la transcription ou AF-1 en plus de sites
de phosphorylations fonctionnels. Le domaine C possede deux sous domaines, 1'un qui
intervient dans la liaison @ I’ADN au niveau du ERE (Estrogen Response Element) et
lautre dans la dimérisation des récepteurs (DBD). Le domaine DBD posséde une
structure en doigts de zinc importante pour la dimérisation des récepteurs ainsi que dans
la liaison des récepteurs a une séquence spécifique de ’ADN. Ce domaine est
relativement bien conservé entre ERa et ERB (Enmark et al., 1997; Pace et al., 1997).
Le domaine D contient la région charniere et la séquence NLS (signal de localisation an
noyau) permettant la translocation du récepteur au noyau. Les domaines E/F, placés en
région C-terminale, constitue le domaine de fixation du ligand (LBD) et le domaine
d’activation fonctionnelle AF-2. En absence d’estrogenes, les corépresseurs

transcriptionnels sont liés au LBD ce qui maintient le récepteur dans un état
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transcriptionnellement inactif. Plusieurs isoformes d’ERa et ER[} ont été mis en
évidence dans la littérature.

La réponse des récepteurs aux estrogéﬁes aux antiestrogénes synthétiques (Génistéine,
DES, tamoxiféne, raloxiféne, ICT 164,384) est différente selon le récepteur (tableau 1).
Les différences dans la région N-terminale des deux récepteurs pourraient expliquer la
réponse différente des deux récepteurs a leurs différents ligands (en particulier leur

différence au niveau du domaine AF-1).

Tableau I: Les agonistes et les antagonistes des récepteurs aux estrogénes

Agoniste Antagoniste
Benzestrol cyclofenil
[-Zearalenol Furan (antagoniste)
Dichlorodiphenyltrichloro-ethane (DDT) ICI 164,384
Diéthylstilbestrol (DES) ICT 182,780
Furan (Agoniste) Raloxiféne
, Hexestrol Tamoxiféne
Phytoestrogénes (Daidzéine, Génistéine) 4-hydroxytamoxifene (TOT)
Propy! pyrazole triol (PPT)
Tétrahydrochrysene (THC)

2.3.2.1.2 Les récepteurs orphelins (estrogen receptor-related
receptors)

D’autres récepteurs nucléaires possédant une forte homologie avec les récepteurs
nucléaires des stéroides ont ét¢ découverts. Ces récepteurs, les « estrogen related
receptors » alpha, beta et gamma (ERRa, ERRB, ERRY), constituent un sous groupe de
récepteurs orphelins. Ils ont en particulier une homologie au niveau des domaines DBD
et LBD mais ils ne lient pas les estrogenes ou les composés estrogéniques. L’action des
estrogénes passent par deux effets cellulaires : des effets génomiques (ERE) et des effets

non génomiques (signalisation rapide).
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2.3.3 Les effets génomiques

2.3.3.1 Effets dépendants de la liaison a ’ADN

Les estrogenes, suite a leur liaison aux récepteurs vont conduire a un changement de
conformation de leurs récepteurs qui permettra la dimérisation de ceux-ci. Les
récepteurs dimerisés se lient 3 I’ADN au niveau du ERE (Estrogen Response Elements).
Cette liaison est suivie d’un recrutement de coactivateurs et de facteurs de transcription
conduisant ainsi a la formation d’un complexe de pré-initiation. Les récepteurs des
estrogeénes peuvent interagir avec les mémes facteurs de transcription tels que fos et jun
au niveau du site AP-1 pour permettre 1’activation et I’expression de certains génes
(Paech et al., 1997). A cause de leur homologie dans leur domaine AF-2, il a été anticipé
que les deux sous-types de récepteurs aux estrogenes auraient un comportement
similaire dans le recrutement des co-activateurs. Cependant, certaines différences dans le
recrutement de ces coactivateurs ont €té reportées et montrent ainsi que ERa et ERP

peuvent avoir des effets opposés en présence d’estrogénes (Paech et al., 1997).

Tableau II : Les coactivateurs des récepteurs aux estrogénes.

Facteurs Références
SRC-1 (p160-1, N-CoAl) (Wang et al., 2007)
SRC-2 (TIF-2, GRIP-1, N-CoA2) (Normis et al., 1998)
SRC3 (ACTR, AIB, P/CIP, PRIP, RAC3, RAP250, (Labhart et al., 2005)
TRAMI, TRBP)
CBP/p300 (Zhou et al., 1998)
TRAP/DRIP : (Zhang et al., 2005)
SRA (steroid receptor RNA activator) (Coleman er al., 2004)
Brgl/Brm (Acevedo et al., 2004)
Histone methyl transferase (CARM1) (Chen et al., 1999b)
: PRMT2 (Q1 et al., 2002)
Ubiquitine ligase (E6-AP) (Li et al., 2000)

Cizl (den Hollander ez al., 2006)




Tableau III : Les corépresseurs des récepteurs aux estrogenes.

Facteurs Références
MAP2 (Cui et al., 2006)
TFII-I (Ogura et al., 2006)

RIP-140 | (Augereau et al., 2006)

SHP (Johansson ef al., 1999)

DAX-1 (Zhang et al., 2000)
NCoR (Chien et al., 1999)
SMRT (Nagy et al., 1997)
LcoR (Fernandes et al., 2003)
SAP30 (Laherty et al., 1998)

2.3.3.2 Effet des ER indépendante de la liaison du ligand

Plusieurs études ont semblé mettre en évidence que I’activation des récepteurs
stéroidiens ne nécessite pas forcément la liaison du ligand au récepteur. Le mécanisme
par lequel les récepteurs peuvent étre activés sans la liaison du ligand implique la
phosphorylation des récepteurs (Weigel, 1996). Les récepteurs sont phosphorylés par
plusieurs protéines kinases telles que la protéine kinase A (PKA) (Aronica et al., 1993)
et 1a protéine kinase C (PKC) (Lahooti et al., 1998). La phosphorylation des récepteurs
agit sur la fonction des récepteurs aux estrogenes aussi bien de maniére positive que
négative. Elle peut augmenter 1’ affinité de liaison du ligand au récepteur (Likhite et al.,
2006) ou diminuer la stahilit¢ du récepteur (Cheng et al., 2000; Cheng et al., 2001;
Murphy et al.,, 2006). La phosphorylation joue également un role important dans la
liaison du récepteur ERa a I’ADN, en augmentant (Castano et al., 1997; Likhite et al.,
2006; Tzeng et al., 1996) ou diminuant son affinité de liaison pour I’ADN (Chen et al.,
1999c). Elle est également importante dans d’autres parties de leur activité
transcriptionnelle telle que leur interaction avec leurs cofacteurs (Bunone et al., 1996;
Likhite et al., 2006; Masuhiro et al., 2005) ou dans leur localisation subcellulaire (Lee et
al., 2002); De plus, la dimérisation des récepteurs semble étre sous I’influence de la -
phosphorylation d’une serine (Ser-236) dans la région LBD (Chen et al., 1999¢). 11 est
également possible que les récepteurs aux estrogenes modulent 1’expression des génes

sans une liaison directe & I’ADN comme par exemple dans le cas de la liaison de ER« &



31

une sous unité de NFxB qui prévient son interaction avec le promoteur de I’interleukine

6 (IL-6) (Galien et al., 1997).

2.3.4 [Effets non génomiques
En plus d’intervenir dans la transcription de certains geénes par l’intermédiaire de
I’activation de ses récepteurs nucléaires, les estrogénes sont également capable de
moduler un certains nombre de messagers secondaires tels que le Ca”" intracellulaire
(Improta-Brears et al., 1999), la production d’AMPc (Aronica et al., 1994), la génération
de phosphate inositol (Le Mellay er al., 1997), et ’activation de « mitogen-activated
protein kinases » (MAPK), Erk1 et Erk2 (Endoh et al., 1997; Watters et al., 1997). 11 est
particulierement intéressant de noter que I’existence d’une signalisation rapide initiée
par les estrogénes a été démontrée dans des lignées d’ostéoblastes (ROS 17/2.8). Cette
étude a montré que I’exposition des ostéoblastes aux estrogenes conduisait a une
activation rapide des MAPK (5 minutes) (Endoh et al., 1997). Des études utilisant des
antagonistes des récepteurs des estrogenes (ICI 182,780 ; ICI 164,384) ont montré
également que ERa et ERP pourrait faciliter cette signaliéation rapide et I’activation des
Erk (Improta-Brears et al., 1999; Migliaccio et al., 1996). Cependant le mécanisme par
lequel les estrogénes agissent est encore peu connu, mais di a la rapidité de son action,
ce mécanisme interviendrait surement au niveau de la membrane plasmique. Un gene
codant pour un récepteur de la superfamille des récepteurs couplés aux protéines G, qui
semble étre impliqué dans la réponse rapide aux estrogenes, a été cloné. Son expression
a €té associée a I’expression des récepteurs aux estrogénes dans les cellules de cancer du
sein (Carmeci et al., 1997). Cette étude a également montré que les cellules n’exprimant
pas les récepteurs des estrogeénes sont également capables d’activer les kinases Erk en
présence de 17-B-estradiol, probablement via les sous-unités y et f des protéines G
couplées au récepteur GPR30 (Carmeci et al, 1997). Le récepteur GPR30 est un
récepteur présent au niveau de la membrane plasmique qui conduit, suite a la liaison
spécifique des estrogénes, a une augmentation du taux d’AMPc intracellulaire (Filardo
et al., 2007). 1l serait ainsi couplé a une protéine Gog (Thomas et al., 2005). Une étude
a montré que les estrogénes réduisent les niveaux de protéines G, Gj; et Gy dans

I’hypothalamus (Raap et al., 2000). De plus, le 17-B-estradiol diminue 1’expression des
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protéines Gay, Gog et Gog dans les ostéoblastes comparativement aux niveaux

d’expression observés dans les contrdles (Papaioannou et al., 1999).

2.3.5 [Estrogenes et I’os |
Les récepteurs des estrogénes sont présents au niveau des cellules osseuses, en
particulier dans les ostéoblastes et les chondrocytes mais leur présence dans les
ostéoclastes matures demeure controversée. Le taux d’ARNm d’ERa est 10 fois plus
important que celui d’ERP dans 1’os trabéculaire cependant le niveau d’expression de
ces deux récepteurs reste pourtant faible par rapport a celui observé dans les organes
reproducteurs. En plus de la présence des réceptéurs des estrogénes dans les cellules
osseuses, de nombreuses études ont mis en évidence I’implication des estrogénes dans le
métabolisme osseux. Une forte corrélation négative entre 1’estradiol et les marqueurs du
remodelage osseux (ALP, pré-collagéne de type I, ostéocalcine) a été¢ démontrée chez
les filles durant la puberté (Blumsohn et al., 1994; Cadogan et al., 1998; Weaver et al.,
1997). De plus, la perte d’estrogénes conduit a la formation d’ostéoporose (Lindsay et
al., 1976, Raisz, 1988) montrant ainsi que les estrogénes sont essentiels pour le
maintient de la masse osseuse chez les femmes (Migliaccio et al., 1995). La présence
des marqueurs du remodelage osseux est élevée durant I’enfance et augmente de fagon
plus importante encore pendant la puberté. Le role potentiel des estrogénes dans la STA
est également soutenu par I’ostéopénie observée chez les filles atteintes de scoliose
1diopathique adolescente (Cheng et al., 1999) chez environ 30% des patients, dans la
population chinoise.
L’effet des estrogénes sur le remodelage osseux est de diminuer la fréquence
d’activation et le nombre d’ostéoclastes et d’ostéoblastes. Cependant, I’effet des
estrogenes sur les ostéoclastes est probablement indirect et serait le résultat d’une
régulation de leur différenciation et de I’activité par des protéines produites par les
ostéoblastes telles que RANKL (Receptor Activator of Nuclear Factor-«B Ligand) et
CSF-1 (colony stimulating factor 1) (Riggs et al., 2002) (Eastell, 2005) (figure 2). Enfin,
I’E; (17-p-estradiol) stimule aussi la synthése et 1a sécrétion de 1’ostéoprotegrine (OPG),
une protéine qui a un réle dans I'inhibition de la fonction des ostéoclastes. Sur les

ostéoblastes, les estrogenes exerceraient un effet anabolique (Tobias et al., 1999).
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Les estrogenes ont €galement une action sur la plaque de croissance en agissant sur
I"apoptose des chondrocytes (Weise ef al., 2001) et la présence des récepteurs des
estrogénes, ERa et ERP, dans les ostéoblastes et dans les chondrocytes suggére une
action directe des estrogenes sur la croissance et la formation de 1’os (Kusec et al., 1998;
Nilsson ef al., 1999). L’inactivation génique des récepteurs aux estrogenes réalis€s sur
des souris semblent montrer que les effets sur le remodelage osseux sont médi€s par
ERa tout comme les effets sur la plaque de croissance mais les effets sur le perioste
semblent &tre médié par ERP (Riggs et al., 2002).

D’autres études récentes en faveur de I'implication des estrogeénes dans le remodelage
osseux suggerent que les estrogénes régulent la production de cytokines,
particulierement celles responsables du remodelage osseux : IL-1 (interleukin-1), tumor
necrosis factor (TNF-qt) et IL-6 (interleukin-6) dont la synthése est diminuée dans les

ostéoblastes par la présence de 17-B-estradiol (Horowitz, 1993).

A 4
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Cellules précurseurs
Ostéoclasle
RANKL OPG
M-CSF —> stimulation
(+) —3> inhibition
3 +) . S
I1.-6 (+) Estrogines : action positive
IM.-1 () Estrogines : action négative
(-)
" Ostéoblaste

Figure 2: Action des estrogénes sur le remodelage osseux (adapté de

Medscape.com).
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2.4Tnteraction Estrogénes / Mélatonine

La mé¢latonine a €été longtemps suspectée de jouer un rble dans le contrdle de la
reproduction saisonniére chez les animaux (Reiter, 1980). Ainsi plusieurs chercheurs se
sont intéressés a I’interaction entre la mélatonine et les estrogénes donnant ainsi lieu a de
nombreuses évidences que ces hormones peuvent interagir dans leur voie de
signalisation cellulaire. Cette interaction a surtout été étudiée dans les cellules
cancéreuses de sein puisque la mélatonine semble avoir un réle oncostatique, en
particulier dans ce type de cancer, ou elle prévient le développement et la croissance de
tumeurs chez le rongeur (Cos et al., 2000a; Cos et al., 2000b). Le tfaitement des cellules
MCF-7 a la mélatonine diminue le taux d’ARNm codant pour les récepteurs des
estrogenes (Molis et al., 1994). La mélatonine aurait ainsi des effets antiestrogéniques
dans les cellules de cancer du sein (MCF-7) (Cos et al., 1998; Cos et al., 2000a). En
effet, ’inhibition de la prolifération et de I’invasion des cellules MCF-7 induite par la
présence d’estrogénes a €té observée lorsque les cellules sont traitées a des
concentrations physiologiques de mélatonine (Cos et al., 1998; Cos et al., 2000a). De
plus, la mélatonine augmente la sensibilit¢ de ces cellules aux antagonistes des
estrogenes (Wilson et al., 1992). En outre, la mélatonine inhibe également 1’expression
de protéines régulées par les estrogenes (Mediavilla ez al., 1997; Molis et al., 1995). La
sensibilite des cellules MCF-7 a la mélatonine et le mécanisme impliqué dans cette
sensibilité semble étre dépendante du ratio de ERo/ERp puisqu’elle est supprimée lors
de la surexpression d’ER (Del Rio ez al., 2004).

Les différentes actions de la mélatonine sur les estrogenes et leur voie de signalisation
semblent étre médiées par le récepteur membranaire de la mélatonine MT1 puisque la
surexpression de ce récepteur dans les cellules MCF-7 augménte ’activité suppresseur
de tumeurs de la mélatonine (Jones ez al., 2000; Ram et al., 2002; Yuan et al., 2002). La
mélatonine n’agit toutefois pas dans la liaison des estrogenes a leur récepteurs, ni par
une liaison direct a ERa et ERP mais elle agit plutét sur leur niveau d’expression et sur

la 1iaison du complexe E»-ER a I’ADN ziu niveau du ERE (Rato ez al., 1999).
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La mélatonine et les estrogénes modulent certains messagers secondaires de fagon
opposée comme le taux d’AMPc intracellulaire. En effet, les estrogenes sont capables,
par un mécanisme non-génomique, d’activer les adénylates cyclases et d’augmenter
ainsi le taux d’AMPec intracellulaire (Aronica et al., 1994) contrajrement a la mélatonine
qui par I’intermédiaire du couplage de ces récepteurs aux protéines G inhibitrices
conduit a une diminution du taux d’AMPc intracellulaire (Godson et al., 1997). Ainsi il
a été démontré que la mélatonine diminuait les taux d’AMPc induit par la forskoline et
les estrogenes dans les cellules MCF-7 en plus d’inhiber la transcription du gene ERo.
(Kiefer et al., 2002).

La melatonine interagit également avec la voie de signalisation des estrogénes au niveau
d’une protéine, la calmoduline. La liaison du complexe estrogénes-récepteurs a I’ADN
est facilitée par la liaison de la calmoduline a ce complexe (Bouhoute et al., 1995;
Castoria et al., 1988). La liaison de la calmoduline aux récepteurs des estrogénes n’a été
observé que dans le cas du récepteur ERa (Del Rio et al., 2004; Garcia Pedrero et al.,
2002). Le mécanisme par lequel la calmoduline facilite la liaison du complexe E2-ER
fait intervenir la phosphorylation du récepteur (Bouhoute et al., 1995; Garcia Pedrero et
al., 2002). 11 est intéressant de souligner que la mélatonine interagit également avec la
calmoduline (Benitez-King et al., 1993a) et inhibe [P’activit¢ de I’enzyme:
« Ca**/calmodulin dependant Kinase II » (Benitez-King et al., 1996; Dai et al., 2002).
De plus, 'interaction de la mélatonine avec la calmoduline semble &tre un point
important de I’effet antiprolifératif de la mélatonine dans les cellules cancéreuses
puisque I’expression d’un mutant de ERa, incapable de lier la calmoduline, aboutit a la
suppression de cet effet sur les cellules MCF-7 (Del Rio et al., 2004).

Les estrogenes peuvent également agir sur la voie de signalisation de la mélatonine, une
é¢tude a montré que le 17-B-estradiol affecte les récepteurs membranaires de la
meélatonine MT1 et MT2 en atténuant la réponse de la mélatonine a travers 1’activation

de MT1 et en augmentant la densité des récepteurs MT2 (Masana et al., 2005).
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2.5Hypothese

L’étiologie de la scoliose idiopathique de I’adolescent (Matysiak-Scholze et al), la
forme la plus commune de scoliose, n’est pas claire bien que la SIA soit une maladie
affectant un nombre important de jeunes adolescents (0.2-6% de la population). Il est de
plus en plus concevable qu’aux facteurs biomécaniques et biochimiques s’ajoutent de
nouveaux concepts basés sur des dysfonctionnements des facteurs de signalisation
hormonale impliquant le systéme neuroendocrinien. L’équipe du Dr Alain Moreau a mis
en évidence un dysfonctionnement dans la sfgnalisation cellulaire de Ja mélatonine dans
les ostéoblastes chez les patients atteints de scoliose idiopathique (Moreau et al. 2004).
Cependant ces concepts n’expliquent pas pourquoi la SIA se' manifeste
majoritairement a la puberté et qu’elle affecte en plus grand nombre et en sévérité
les jeunes filles. La puberté est une période qui coincide avec un ensemble de
manifestations biologiques impliquant la sécrétion des estrogeénes et elle est donc non
seulement cruciale pour I’initiation de la scoliose mais aussi décisive dans la progression
de la maladie. Cependant, plusieurs études ont montré que les estrogénes interviennent
dans la voie de signalisation de la mélatonine en exer¢ant un antagonisme avec la
mélatonine. Ainsi, ce projet a pour but de déterminer I’effet des estrogenes sur la
signalisation de la mélatonine dans un contexte ou I’incidence de la SIA survient a la
pubert¢ moment ou la production d’estrogenes augmente. . Sachant que les estrogenes
(dont les principaux sont l'estrone (E;), estriol (E3) et le 17-B-estradiol (E;)) jouent un
role actif dans le déclenchement de la puberté, nous avons émis I’hypothése que les
estrogénes participent an mécanisme pathogénique de la scoliose idiopathique en
amplifiant les effets négatifs d’une signalisation aberrante de la mélatonine dans

cette maladie.

2.6 Objectifs

L’objectif de ce projet a été de vérifier si les estrogenes interférent avec la signalisation
cellulaire de la mélatonine et d’identifier par quels mécanismes [’estradiol exerce des
effets sur la signalisation de la mélatonine chez les patients SIA.

Les objectifs spécifiques ont donc été les suivants :
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Analyse des effets des estrogenes sur 1’activité adénylate cyclase en réponse a ia'
mélatonine en présence ou en absence de I’estradiol (E,) dans des cellules
contrdles et des cellules de patients scoliotiques

Analyse de ’effet des estrogénes sur le couplage des récepteurs a la mélatonine
aux protéines G

Analyse de I’effet des estrogenes sur la localisation cellulaire des récepteurs de la

mélatonine et leur colocalisation avec les protéines Ga,; et Gog.
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CHAPITRE 3. MATERIEL ET METHODES



39

3.1 Isolement des cellules

Les ostéoblastes de patients SIA ont été isolés de spécimens osseux obtenus durant la
chirurgie de la colonne vertébrale. Les fragments osseux proviennent des vertebres de 40
patients SIA (allant de T3 a L4) et des fragments osseux provenant de différents sites
anatomiques (tibia, fémur, cheville, verteébres) de 10 sujets témoins ont été également
utilisés. Ces ostéoblastes ont €té obtenus lors de chirurgies réalisées suite a un
traumatisme chez des sujets d’age et de sexe appariés. Les tissus ont été obtenus avec le
consentement éclairés des patients et 1’approbation par le Comité d’Ethique
Institutionnel de ’Hoépital Sainte-Justine et de I’Hopital pour Enfants de Montréal, de
IHopital Shriners et 'universit¢ McGill, Montréal. Toutes les variables cliniques
indiquées ont été obtenues au moment de la chirurgie. Les caractéristiques cliniques des
sujets témoins et SIA examinés sont indiqués dans les tabieaux IV, V et VL Les
variables cliniques indiquées dans ces tableaux sont 1’age a la chirurgie, 1’angie de Cobb
a la premiére visite, I’angle de Cobb pré-opératoire, le risser a la premiére visite, le risser
pré-opératoire (risser au moment de la chirurgie) et I’age a 1la ménarche. Le Risser est un
indice de maturité osseuse. 1l permet de déterminer le noyau d’ossification secondaire
des crétes iliaques. Il est différencié en 5 stades (0-5), le stade 5 correspondant a 1’arrét
de 1a croissance. Nous avons sélectionnés des filles SIA avec un 4ge moyen au moment
de la chirurgie de 14 ans et 8 mois et qui ne sont pas sous prescription d’anovulant.

Les tissus moux présents sur les‘ fragments osseux ont été €liminés aprés un traitement a
la collagénase. Les fragments ont ensuite été coupés en plus petits fragments et ont été
placés dans des pétris de 78,5 cm? (Corning, Life Sciences, Lowell, Massachusetts) dans
du milieu a-MEM (dulbecco’s modified Eagle’s medium, Gibco BRL, Burlington,
" Ontario) contenant 10% SVF (sérum de veau feetal, Gibco BRL, Burlington, Ontario) et
1% Penicilline-Streptomycine (Gibco BRL, Burlington, Ontario, Canada), a 37°C et 5%
de CO,. Une période de 30 jours a été nécessaire a 1’émergence des ostéoblastes des
fragments osseux. Les cellules ont ét¢ maintenues dans ces conditions jusqu’a
confluence. Elles ont ensuite été passéeé en présence de trypsine (trypsine 0,25 %,

Gibco, Burlington, Ontario) afin de les congeler.
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Tableau IV: Données cliniques des patients provenant du groupe 1 selon la classification de Moreau et al., 2004 (N/D : non
disponible).

1 tdig 14,8 39 41-50 0(12,8) 3(14,8) 13,0
2 tdlg 14,3 57-53 67-55 0(14) 1(14,3) N/D
3 tdlg 16,6 38-25 51-30 3 (14,75) 3.4 (16) 13,8
4 tdig 12,8 44-38 53-55 2 (11,25) 3(12,8) 11,17
5 tdlg 16,6 60-66 65-95 N/D N/D N/D
6 tdlg 15 29-27 29-37-35 1(14,42) 3(15) N/D
7 tdlg 14,61 3537 41-48 N/D N/D N/D
8 tdlg 15,3 72-59 72-59 0 0(15,3) N/D
9 tdlg 18 40-52 45-57 N/D N/D 16,9
10 tlg 16,16 33 28 2(13,8) 3(16,2) 11,9
11 tld 12,6 41 63 0 (10,08) 1(12,6) 12,5
12 tld 14,6 33 38 N/D N/D N/D
13 td 14,8 66 58 2+ (13,17) 3(14,17) 13
14 td 14,75 29 32 -(13,75) 0 (14,75) 16
15 td 14,25 88 88 -(13,9) - (14,25) N/D
16 td 16,18 58 58 N/D N/D N/D
17 td 14,9 48 54 - 4(14,5) 11,5
18 td 14,81 61 67 N/D N/D N/D
19 tdg 13,25 58-49 58-49 N/D N/D 13,8
20 tlg 15,21 21 56 N/D N/D N/D

. tdlg = thoracique droite lombaire gauche (double scoliose), tlg = thoracolombaire gauche, tld = thoracolombaire droit, td = thoracique droite, tdg = thoracique
droite gauche. Tous les patients sont des filles et la moyenne d’age a la chirurgie est de 14,96 + 1,3 et la moyenne d’4ge a la ménarche est de 13,36 + 1,97.

ov



TableauV : Données cliniques des patients provenant du groupe 2 selon la classification de Moreau et al., 2004 (N/D : non

disponible).
. et
1 54-61 48 0(12) 0(13,02) 13,68
2 td 16,44 32 49 2 (14,42) 4(16,44) 14,44
3 td 13,11 35 51 0 N/D N/D
4 tdlg 15,52 42-20 55-42 N/D N/D
5 td 13,78 39 61 0(9,5) N/D N/D
6 td 15,3 64-61 64-61 4(14,92) 4(15,3) 11,5
7 tdlg 13,41 28-31 60-48 N/D N/D N/D
8 td 14,04 40 50 N/D N/D N/D
9 tdlg 18,93 36-30 29-35 N/D N/D N/D
10 tdlg 14,41 61-54 57-65 N/D N/D N/D

tdlg = thoracique droite lombaire gauche (double scoliose), tlg = thoracolombaire gauche, tld = thoracolombaire droit, td = thoracique droite, tdg = thoracique
droite gauche. Tous les patients sont des filles et la moyenne d’4ge a la chirurgie est de 14,8 + 1,83 et la moyenne d’4ge 4 la ménarche est de 13,2 + 1,53.
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Tableau VI : Données cliniques des patients provenant du groupe 3 selon la classification de Moreau et al., 2004 (N/D : non
disponible).

1 td 17,78 79 84 (16,25) 5(17,78) N/D
2 tdlg 15,61 21-24 57-50 0 (12,42) 5(15,61) 14,58
3 tdlg 15,69 63-45-33 63-45-33 3(14,83) 3 (15,69) 14,42
4 td © 13,73 54 54 2 (13,5) 3(13,73) N/D
5 td 13,07 40 36 N/D N/D N/D
6 td 14,46 78 78 1(14,25) 1(14,46) N/D
7 tlg 12,01 67 67 0 (11,83) 0(12,01) " N/D
8 td 13,74 61 61 (13,42) 4(13,74) 11,83
9 td ' 11,07 70 100 0(10,42) 0(11,07) 10,58
10 wlg 14,22 48-45 64-42 1(12,5) 2(14,22) 14,75

tdlg = thoracique droite lombaire gauche (double scoliose), tlg = thoracolombaire gauche, tld = thoracolombaire droit, td = thoracique droite, tdg = thoracique
droite gauche. Tous les patients sont des filles et la moyenne d’age a la chirurgie est de 14,14 £ 1,92 et la moyenne d’age a la ménarche est de 13,23 £ 1,9,

[44



TableauVII : Données cliniques des sujets controles (N/D : non disponible).

1 F 14,23 fracture malléole interne gauche. cheville

2 F 18,74 luxation hanche gauche . tibia

3 F 15,5 séquelle pied bot tibia et péroné
4 F 11,07 malunion tibia distal cheville

5 F 15,07 ostéochondrite disséquante genou droit fémur distal
6 ¥ 15,71 polytrauma fémur

7 M 16,65 polytrauma femur

8 M 14,1 ILMI fémur

9 F 18,09 Hernie discale vertebre
10 F 16,45 spondylo vertébre

F = féminin, M = masculin

£
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3.2 Culture cellulaire

Les tissus ont été incubés dans le milieu de culture a-MEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium, Gibco BRL, Burlington, Ontario) et supplémenté avec 10% (v/v) de
SVF (sérum de veau feetal, Gibco BRL, Burlington, Ontario), 1% de Pénicilline (Gibco
BRL, Burlington, Ontario) et 100 pg/ml de streptomycine (Gibco BRL, Burlington,
Ontario) a 37°C dans une atmosphere de 5% CO2/ 95% air et dans les boites de culture
78,5 cm’ (Moreau et al., 2004). Les ostéoblastes ont toujours été utilisés pour les

expériences a des passages maximum de P; et Py.

3.3 Phosphatase alcaline

Les cellules ont été ensemencées dans des labteks (lame a 8 chambres) a une densité de
15 000 cellules/cm®. Les cellules ont été incubées dans le milieu de culture a-MEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium, Gibco BRL, Burlington, Ontario) et
supplémenté avec 10% (v/v) de SVF (sérum de veau feetal, Gibco BRL, Burlington,
Ontario, Canada), 1 % de Pénicilline et de streptomycine (Gibco BRL, Burlington,
Ontario, Canada) a 37°C dans une atmosphére de 5% CO2/ 95% air pendant 4 jours. Les
cellules ont ensuite été fixées avec 3,7 % de formaldéhyde (Sigma-Aldrich, Oakville,
Ontario) dans du PBS (0,137 M NaCl, 8 mM Na,HPO,, 2,68 mM KCI, 1,5 mM
KH,PO,) pendant 5 minutes puis rincées 3 fois rapidement avec du PBS. Les cellules
ont été incubées pendant 1h a température ambiante avec une solution de coloration (0,5
mM de naphtol AS-MX phOSphate (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario), 1 mM de fast red

TR (Sigma-Aldrich, Oakville, Ontario), 62,5 pl d’éthyléne glycol monoéthyléther, 6 ml
| TBS (Tris 0,1 M, NaCl 0,15 M a pH 9.5) puis les cellules ont été rincées 3 fois avec du
PBS. Des photographies ont ensuite été réalisées au microscope, la coloration rouge

représentant ainsi la présence de la phosphatase alcaline.
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3.4 Extraction d’ARN

Les cellules a confluence daﬁs des pétris de 78,5 cm?, ont été privées de sérum avec du
milieu o-MEM et 1% Penicilline-Streptomycine pendant 24h. Elles ont ensuite été
récoltées mécaniquement (grattage) en présence du Trizol (Invitrogen, Burlington,
Ontario) (1 ml pour 107 cellules) et placées dans des tubes eppendorfs o 200 ul de
chloroforme a été ajouté par ml de Trizol. Les tubes ont ensuite été agités
vigoureusement pendant 45 secondes. Les tubes ont été placés a température ambiante
pendant 3 minutes. Ils ont ensuite été centrifugés a 4°C pendant 15 minutes. La phase
aqueuse a €té récupérée et I’ARN a été précipité avec 500 pl d’isopropanol/ml de Trizol.
Les échantillons ont été placés 10 minutes a température ambiante et ont ensuite été
centrifugé 10 minutes a 12 000 g 4 4°C. Le culot a été lave avec 500 pl d’éthanol froid,
suivi d’une centrifugation de 5 minutes 4 7500g a 4°C. L’ARN a été resuspendu dans de
I’eau stérile. Le dosage de I’ARN a été réalisé a 1’aide d’un spectrophotometre UV-
visible (spectrophotometre, UV-1601PC, Mandel, Guelph, Ontario) dans une solution de
TE (Tris HC1 20 nM, EDTA 2 nM pH 7,5). L’intégrité de ’ARN a été vérifié par
électrophorése sur gel d’agarose 1,2 % (Gibco BRL, Burlington, Ontario) dans du
tampon MOPS (Roche, Mississauga, Ontario).

3.5 Analyse d’expression génique semi-quantitative de
marqueurs de différenciation ostéoblastique par RT-
PCR |

Les RT-PCR ont été réalisés a partir d’ARN totaux d’ostéoblastes de patients SIA et de
patients controles. Les réactions de RT-PCR ont été effectués a partir d’un mix
comprenant 10 mM Tris pH 8,3, 50 mM KCI, 1,2 mM dNTP, 6 mM de MgCl,, 3 uM
d’Hexamere, 3 mM de DTT. A ce mix a été ajouté 20 U RNAse Out (Invitrogen,
Burlington, Ontario) et 60 U Reverse Transcriptase (Invitrogen, Burlington, Ontario)
par échantillon. La réaction de RT-PCR a été réalisée a partir d’un pg d’ARN. Les
échantillons ont été incubés 10 minutes a température ambiante, puis 15 minutes a 42°C,

et enfin 5 minutes a 99°C. Les réactions de PCR ont été effectuées a partir de I’ADNc
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obtenus de la réaction de RT. Pour chaque PCR, 2 pl de RT ont été utilisés et placé dans
un mix constitué de 6 mM de MgCl,, 10 mM Tris pH 8,3, 50 mM KCl, Taq 2,5 U par
échantillons (Invitrogen, Burlington, Ontario). A chaque échantillon, a été ajouté 260
nM d’amorces sens et anti-sens (tableau VIII). Toutes les réactions PCR ont été soumis a
un cycle de dénaturation de 1 minute a 95°C, suivi d’une hybridation a une température

variable selon les amorces (tableau VIIT) et d’une extension de 1 minute a 72 °C.

Tableau VIII : Amorces et conditions des PCR

Amorces Sens Taille du fragment  Nbre de cyle  T°C hybridation

Phosphatase alcaline : Sens 5' ACACCTGGAAGAGCTTCAAACCGA 3' 401 30 60°C
. Phospbatase alcaline | Anti-sens 5' TCCACCAAATGTGAAGACGTGGGA 3

Collagéne Type I : Sens 5' TGACCTCAAGATGTGCCACT 3 197 35 52,8°C

Collagéne Type I : Anti-sens 5' ACCAGACATGCCTCTTGTCC 3'

Ostépontine : Sens 5" CAGCCATGAATTTCACAGCC 3’ 307 35 52,8°C

Ostéppontine : Anti-sens 5 GGGAGTTTCCATGAAGCCAC 3

Ostéocalcine : Sens 5" ACACTCCTCGCCCTATTG 3’ 249 30 55°C

Ostéocalcine : Anti-sens 5" GATGTGGTCAGCCAACTC ¥’

GAPDH : Sens 5. ACCACAGTCCATGCCATCA -3 452 30 60°C

GAPDH : Anti-sens 5'- TCCACCACCCTGTTGCTGT -3'

3.6 Tests d’activité d’adenylate cyclase dans les ostéoblastes

La fonctionnalité de la voie de signalisation de la mélatonine a été évaluée par la
détermination de I’habilité des protéines Gi a inhiber 1’activité des adénylates cyclases
stimulées par 1a Forskoline dans les ostéoblastes. Les ostéoblastes de patients SIA et des
sujets contrdles ont été ensemencés en quadruplicata dans les plaques de 24 puits (1x10°
cellules/puits). Les cellules ont été privées de sérum avec du milieu a-MEM (1%
penicilline — streptomycine) pendant 16 h et ont ensuite été incubées avec la Forskoline
(10°M, Sigma) pour stimuler la formation de VAMPc. Les courbes d’inhibition de la
production d’AMPc ont été générées en présence de forskoline par 1’addition de la
mélatonine dans les échantillons 4 des concentrations allant de 10"'M 4 10°M seul ou
en présence de 17-B-estradiol (10" M, Sigma) dans un volume final de 1 ml de milieu
o-MEM contenant 2,5% de SVF et 1% de pénicilline/streptomycine. Aprés 30 minutes
d’incubation a 37°C, les cellules ont €té lysées et les lysats ont été portés a ébullition
puis centrifugés a 13 000 rpm, a 4°C pendant 3 minutes. Le taux d’AMPc a été

déterminé dans un aliquot de 200 ul de supernageant gricea un kit de



47

radioimmunologique (Amersham-Pharmacia Biosciences, Mississauga, ON, Canada).

Tous les tests ont été réalisés en duplicata.

3.7 Préparation des extraits membranaires et solubilisation
des protéines membranaires

Les cellules ont été mises en culture jusqu’a confluence dans une boite de culture de
78,5 cm’, rincées 2 fois dans du PBS froid, et grattées dans 200 pl de tampon froid : 5
mM Tris (pH 7.4), 2 mM EDTA, et un mélange de protéase (1 pg/ml pepstatine, 1 ng/ml
aprotinine, 1 pg/ml leupeptine, ImM PMSF (phenyimethylsulfonylﬂuoride), 1 %
métabisulfite de sodium). Les cellules ont été homogénéisées avec un polytron
(PT1300D, KINEMATICA AG) pendant 5 secondes a 29 000 rpm. Les lysats ont été
centrifugés a 450 g pendant 5 minutes a 4°C et le surnageant a été ajouté doucement sur
le dessus d’une solution de 9 ml de sucrose 35 % dans des tubes d’ultracentrifugation
(Beckman Instruments Inc. Palo Alto, CA, USA). Les fractions de membrane plasmique
ont été sédimentées par ultracentrifugation a 150,000 g pendant 90 minutes a 4°C et le
culot comprenant les membranes a été resuspendu dans 1 ml de tampon froid : Tnis 50
mM (pH 7.4), MgCl, 5§ mM, EDTA 2 mM, et un mélange d’inhibiteur (pepstatine 1
pg/ml,  aprotinne 1  pg/ml, leupeptine 1  pg/ml, PMSF 1mM
(phenylmethylsulfonylfluoride), 1 % métabisulfite de sodium), incubés avec ou sans
mélatonine (10'9 M) et avec ou sans 17-B-estradiol (10" M) pendant 30 minutes a 4°C.
[es membranes ont ensuite eté centrifugées a 13,000 g pendant 20 min a 4°C. | Les
culots ont éte lavés avec un tampon froid : Tris 75 mM (pH 7.4), MgCl, 12 mM, EDTA
2 mM et un mélange d’inhibiteurs de protéases et ensuite resuspendu dans le méme
tampon contenant 1% de Triton X-100 et mis sous agitation toute la nuit a 4°C. Les
protéines membranaires non solubilisées ont été enlevées par centrifugation a 13,000 x g

pendant 30 min 2 4°C.

3.8 Purification des phosphoprotéines

Les ostéoblastes ont été mises en culture jusqu’a confluence dans une boite de culture de

78,5 cm®. Les cellules ont été soumis & I’action de la trypsine et ont été resuspendues
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dans un tampon de lyse contenant du CHAPS (0,25 %) (Qiagen, Mississauga, Ontario)
et des inhibiteurs de protéases (Qiagen, Mississauga, Ontario). Les cellules sont ensuites
incubées pendant 30 minutes a 4°C et les échantillons ont été vortexés briévement a
toutes les 10 minutes a trois reprises. Apres 30 minutes d’incubation, les cellules ont été
centrifugées a 10 000 g et a 4°C pendant 30 minutes. Les protéines ont été quantifiées
puis les échantillons contenant 2,5 mg de protéines ont été déposés sur des colonnes de
purification. Les colonnes ont ensuite été lavées avec du tampon de lyse comme décrit
précédemment. 500 pl de solution d’élution ont ét¢ déposé dans les colonnes et les
fractions d’¢élution ont été récupérées. Cette derniére étape a été répétée 11 fois. Les

concentrations en protéines de chaque fractions d’élution ont été déterminées.

3.9Dosage des protéines

Le dosage des protéines a été réalisé par la méthode de Bradford (BioRad, Mississauga,
ON, Canada). Une courbe étalon a été réalisée avec des concentrations croissantes de
BSA (albumine sérique de boeuf). Les échantillons ont été incubés 15 minutes en
présence de réactif de Bradford et la lecture de I’absorbance a 595 nm a ¢té réalisée a

I’aide d’un lecteur de plaque (ASYS Hitech EXPERT96 Biochrom, Autriche).

3.10 Immunoprécipifation

L’immunoprécipitation a été réalisée a partir de 100 ug de protéines membranaires. Les
protéines membranaires ont €té incubées avec les anticorps sprécifiques anti-MT2 ou
MT]1 dirigés contre les protéinés humaines (chévre polyclonal, Santa Cruz, CA, USA).
Une dilution finale de 1:80 a été utilisée ce qui correspond a 2,5 pg/ml. Les extraits ont
été incubés toute la nuit & 4°C sous une agitation lente. Par la suite, 30 pl d’une solution
de protéine A-agarose (50% (vol/vol)) ont été ajoutés aux échantillons et ceux-ci ont étél
placés sous agitation lente pendant 6h a 4°C. Aprés une centrifugation d’une minute a
5000 g, les surnageants ont été enlevés et les billes d’agarose ont été lavées 5 fois avec 1
ml de tampon froid : Tris 75 mM (pH 7.4), MgCl, 12 mM, EDTA 2 mM, (pepstatine 1
pug/ml,  aprotinine 1 ug/ml,  leupeptine 1 pug/ml, PMSF 1mM
(phenylmethylsulfonylfluoride), 1 % métabisulfite de sodium), et 0,05% de Triton X-
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100. Les billes ont été ensuite resuspendues dans un tampon contenant 70 mM de Tris-
HCI, 2% de SDS, 4 mM d’urée, 40 mM de Dithiothreitol (DTT) 10 % glycérol, et 0,05
% de bleu de bromophénol pH 6,8.

3.11 Immunodétection des protéines

La détection des protéines Go; et Gag a partir des échantillons d’extraits membranaires
immunoprécipités a ensuite été effectuée par immunobuvardage de type Western blot
avec des anticorps anti-Gog (BD Biosciences, Mississauga, Ontario) et anti-Go; (Santa
Cruz Biotechnology). Les échantillons issus de I’immunoprécipitation ont €té bouillis
pendant 5 minutes afin de dénaturer les protéines. Les protéines ont ensuite €te séparées
dans un gel de 10 % (w/v) de polyacrylamide SDS-PAGE et transférées ensuite sur une
membrane de nitrocellulose (Hybond C extra, Amersham Biosciences). Les membranes
ont été bloquées toute la nuit dans une solution de T-TBS (20 mM Tris, 0,15 M NaCl,
pH 7,5, 0,1 % Tween-20) et de lait (5 %). Les membranes ont par la suite été rincées et
incubées pendant 1 heure a température ambiante‘ avec les anticorps anti-Gog (250
ug/ml, BD Biosciences), anti-Ga,; (Santa-Cruz Biotechnology), anti-MT1 (0,2 pg/ml,
chévre polyclonal, Santa Cruz, CA, USA), anti-MT2 (0,2 pg/ml, chevre polyclonal, .
Santa Cruz, CA, USA) et anti-a-tubuline (sigma-aldrich, Oakville, Ontario). Apres
incubation avec 1’anticorps primaire, les membranes ont été soigneusement lavées et
réincubées péndant 1 h & température ambiante avec un anticorps secondaire.
L’anticorps anti-souris IgG conjugué a la péroxidase (dilution 1 dans 40 000, chevre
anti-souris IgG Horseradish Peroxidase) et I’anticorps anti-lapin IgG conjugué a la
peroxidase (dilution 1 dans 40 000, anti-lapin IgG Horseradish Peroxidase) ont été
utilisé respectivement pour la détection des protéines Gag et Ga;. Apres les lavages, la
détection a ¢été réalisée en utilisant le «Super Signal Western Blotting
chemiluminescence system » (SuperSignal, Pierce). La densité des bandes obtenues lors
des immunobuvardages de type Western a été quantifi¢ a 1’aide du logiciel Fluorchem

8800 (Alpha Innotech Corporation).
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3.12 Détection des récepteurs MT1, MT2 et des proteines
Ga,; et Gag par immunfluorescence

Les ostéoblastes ont été cultivés en monocouche sur des lames de verre (Labtek) (Nagle
Nunc International, Naperville, IL) et traités avec ou sans mélatonine 10° M (Sigma-
Aldrich, Oakville, Ontario, Canada), et en présence 17-f3-estradiol 107°M, (Sigma-
Aldrich, Oakville, Ontario, Canada) 4 37° C pour une période de 30 minutes dans du
milieu de culture o-MEM (Dulbecco's modified Eagle's medium; Gibco BRL,
Burlington, Ontario, Canada) supplémenté avec 2.5 % (v/v) SVF (Sérum de veau feetal,
Gibco). Les cellules ont été fixées dans une solution 50 % d’éthanol et 50% acétone
pendant 10 minutes. Les cellules fixées ont été incubées avec 1’anticorps anti-Gog (BD
Biosciences purifi€¢ de souris, monoclonal, 250 ng/ml, dilution 1/1000), anti-Goy (Santa
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, lapin polyclonal, 200 ng/ml, dilution 1/1000), anti
MT1 and anti MT2 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, chevre polyclonal, 200
ng /ml) toute la nuit & 4 °C. Les cellules ont été lavées et incubées avec 1’anticorps
secondaire (dilution 1/600) pendant 1h a température ambiante. Les lames contenant les
cellules ont été lavées, montées avec des lamelles et a 1’aide du réactif ProLong ® Gold
antifade avec DAPI (Molecular Probes, Eugene, OR) et analysées en utilisant un
microscope Leica DMR (Retiga Qimaging Camera). Un marquage positif a été révélé
par les sondes Alexa fluor 488 pour le marquage vert (FITC) (anti-souris et anti-lapin),
Alexa fluor 594 pour le marquage rouge (anti-chévre) et le DAPI pour le marquage

nucléaire bleu.

3.13 Analyses statistiques

Afin de determiner si les differences observées dans les tests d’AMPc et les
immunoprécipitations suivies d’immunobuvardages de type Western (stimulation avec
ou sans mélatonine et avec ou sans estradiol) sont significatives, nous avons réalisés des
analyses statistiques avec un test paramétrique (test t de student) en utilisant le logiciel

STATISTICA. Les différences ont été considérées significatives lorsque le p <0,05.
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CHAPITRE 4. RESULTATS
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4.1 Expression des marqueurs de différenciation des
ostéoblastes

Les ostéoblastes dérivés des biopsies de patients ont été caractérisés phénotypiquement
tout d’abord en vérifiant I’expression des marqueurs ostéoblastiques. En effet, le tissu
osseux est constitué d’une matrice extracellulaire constituée de fibres de collagéne de
type I et de glycoprotéines telles que 1’ostéopontine (OPN), 1a BSP (bone sialoprotein) et
des protéoglycanes. Parmi ces marqueurs, ’ostéoblaste différencié exprime le collagéne
de type I, I’ostéopontine, la phosphatase alcaline, 1a BSP et ’ostéocalcine. Ces protéines
sont exprimées tout au long de la différenciation de I’ostéoblaste. L’ ostéocalcine est un
marqueur d’ostéoblastes matures. Nous avons ainsi réalisés des tests colorimétriques et
des analyses d’expression par RT-PCR afin de détecter les marqueurs de différenciation
des ostéoblastes pour nous assurer que les cellules dérivées des fragments osseux
obtenus durant la chirurgie des patients SIA tous séveérement atteints et des sujets
témoins opérés suite a un traumatisme sont bien des ostéoblastes. La figure 3 montre que
les cellules de patients SIA et les cellules de sujets sains utilisés réagissent de fagon
positive au test colorimétrique de « fast red » permettant de détecter la phosphatése
alcaline (figure 3A). Comme attendu, les cellules HEK, des cellules humaines
embryionnaires de rein, utilisées cbmme contréle négatif, n’ont pas été coloré en rouge
montrant I’absence de phosphatase alcaline (Figure 3A).

Des RT-PCR a partir ’ARNm extraits des ostéoblastes de patients SIA et des sujets
contrdles ont €té réalisées afin de détecter les marqueurs de différenciation des |
ostéoblastes tels que la phosphatase alcaline, le collagene de type-1, ’ostéopontine et
’ostéocalcine (figure 3B). Les transcrits (ARNm) des genes codant pour ces quatres
protéines ont été détectés chez les patients SIA ainsi que chez les contrdles utilisés. 1ls
n’ont cependant pas été détecté, comme attendu, dans les cellules HEK (controle
négatif) a I’exception du transcrit du géne codant pour 1’ostéopontine. Une réaction de
RT-PCR a été réalisée avec chaque échantillon en utilisant les amorces permettant de
détecter la GAPDH afin de s’assurer que la quantité d’ARNm utilisé pour réaliser les

RT-PCR pour chaque échantillon était identique.
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Figure 3 : Expression de différents marqueurs ostéoblastiques dans les cellules
dérivées de patients scoliotiques et de cellules humaines embryionnaire de rein
(lignées HEK).

Ces cellules ont €té cultivées dans des pétris jusqu’a confluence. Panneau A : la
phosphatase alcaline (marqueur ostéoblastique) a ét€ détectée par méthode
colorimétrique a I’aide du colorant « fast red ». Le panneau A représente la coloration
réalisée sur les cellules dérivées de fragments osseux provenant de patients contrdles,
scoliotiques et de cellules HEK représentant le contrdle négatif. Le panneau B représente
les RT-PCR réalisées a partir d’ARN extraits d’ostéoblastes provenant de patients
contrOles, de patients SIA et cellules HEK. Cette figure montre I’expression de ’ARNm
de divers marqueurs de différenciation ostéoblastique : la phosphatase alcaline, le COL-
I (collagéne de type-1), ’OCN (ostéocalcine) et I’OPN (ostéopontine). Les amorces et

les conditions de PCR sont données dans la section Matériel et Méthodes (VIII).
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4.2Détermination de I’effet du 17-B-estradiol sur le défaut
de la voie de signalisation de la mélatonine dans les
ostéoblastes de patients SIA

4.2.1 Défaut de signalisation de la voie de signalisation de la
meélatonine chez les patients atteints de SIA

Des études précédentes réalisées dans le laboratoire du Dr Alain Mbreau ont mis
en évidence un défaut de signalisation de la mélatonine dans les ostéoblastes de patients
SIA (Moreau et al., 2004). Les variations dans les réponses des ostéoblastes a la
mélatonine ont permis de classifier les patients en trois groupes fonctionnels. Les mémes J
tests ont été réalisés sur les ostéoblastes de patients SIA afin de déterminer les groupes
auxquels ils appartiennent et ainsi que sur des sujets témoins (trauma). Les ostéoblastes
ont été soumis a des concentrations croissantes de mélatonine (10" M 4 10 M) et le
taux d’AMPc a été mesuré suite a la stimulation des adénylates cyclases par la
forskoline (10 M) afin d’observer I’inhibition de cette activité par la mélatonine (figure
4). Les ostéoblastes dérivés de sujets témoins (non-scoliotique) montrent une courbe
d’inhibition de la production d’AMPc intracellulaire en présence de concentrations
croissantes de mélatonine. Cependant, les ostéoblastes provenant de patients SIA ne
montrent pas cette courbe d’inhibition. Ainsi trois groupes ont été observés, le premier
groupe correspond .aux ostéoblastes qui ont une augmentation de la production d’AMPc
en présence de mélatonine comparé a la production d’AMPc induite par la forskoline. Le
groupe 2 correspond aux ostéoblastes qui ne montrent aucune inhibition ou stimulation
en réponse a la mélatonine. Et enfin le groupe 3 montre une courbe d’inhibition partielle
suite a la stimulation avec des concentrations croissantes de mélatonine. Cependant,
cette inhibition est plus faible que celle observée dans les ostéoblastes de sujets témoins.
Les variations du niveau d’AMPc en présence de mélatonine est significative
comparativement aux controles pour le groupe 1, ainsi que pour le groupe 2. Cette
variation est significative pour les concentrations de mélatonine de 10” et 10° M pour
les patients du groupe 3. Cette classification en trois groupes, selon les types de réponse

a la mélatonine a été précédemment publiés (Moreau et al. 2004)(Azzedine et al. 2007).
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Ces expériences confirment a nouveau I’existence de ces trois groupes de patients quant

a leur réponse suite a la stimulation avec des concentrations croissantes de mélatonine.
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Figure 4 : Effet de la mélatonine sur les taux d’AMPc dans les ostéoblastes de
patients SIA et de controles humains. Les cellules provenant de fragments osseux de
patients AIS et de patients opérés pour un traumatisme ont été cultivées dans des pétris
jusqu’a confluence. Les cellules ont été stimulées a la forskoline (10° M) et a des
concentrations croissantes en mélatonine (10']I a 10” M) pendant 30 minutes. Ce
graphique représente le dosage de I’AMPc intracellulaire réalisé a partir d’un kit
radioimmunologique (n=40). La courbe bleu représente les taux d’AMPc des patients du
groupe 1 (n=20), la courbe rouge celles des patients du groupe 2 (n=10), la courbe verte
celle des patients du groupe 3 (n=10) et enfin la courbe mauve celle des sujets témoins
(n=10). Les données sont exprimées en moyenne = SEM, * représente les statistiques
effectuées sur les taux d’AMPc : patients SIA vs contrdles (test t-student ; p<0,002); #

représente les statistiques effectuées sur les taux d’ AMPc : forskoline vs mélatonine (test

t-student ; p<0,002).
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4.2.2 Effet du 17-B-estradiol sur la réponse fonctionnelle de la
mélatonine (reflétant le défaut de signalisation de la
mélatonine) dans les ostéoblastes de patients SIA et
controles

4.2.2.1 Effet du 17-B-estradiol en présence de mélatonine sur les
ostéoblastes controles

Le dosage de I’AMPc intracellulaire a été réalisé sur des ostéoblastes témoins (patients
trauma) afin de déterminer le role du 17-B-estradiol dans le taux d’ AMPc intracellulaire
en présence de mélatonine (figure 5). Suite a la stimulation préalable des ostéoblastes
par la forskoline (10~ M), ceux-ci produisent de ’AMPc et I’exposition des cellules a
des concentrations croissantes de melatonine génére une courbe d’inhibition de ’activité
adénylate cyclase se traduisant par une inhibition de 60 % de la production d’AMPc a
une concentration pharmacologique de mélatonine ( 10> M). Une courbe d’inhibition esf
cgalement observée lorsque les ostéoblastes sont traités avec la mélatonine a une
concentration physiologique de 17-B-estradiol (107'° M). En présence de concentration
de mélatonine égales ou supérieures a 10° M, le 17-B-estradiol augmentent légérément
le taux d’AMPc intracellulaire comparativement a celui observé en présence de
mélatonine seule. Cependant cette augmentation d’AMPc intracellulaire en présence

d’E; n’est pas significative.
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Figure 5 : Effet du 17-B-estradiol sur les taux d’AMPc dans les ostéoblastes dérivés
de sujets témoins (non scoliotiques).

Ce graphique représente le dosage de I’AMPc intracellulaire réalisé€ a partir d’un kit
radioimmunologique (n=10). La courbe rouge (-=) correspondant aux taux d’AMPc
dosés dans les ostéoblastes en présence de mélatonine seule et la courbe bleu ( €)
correspond aux taux d’AMPc dosés en présence de mélatonine et de 17-B-estradiol (E2)
(10'lo M). Les données sont exprimées en moyenne = SEM, * représente les statistiques
effectuées sur les taux d’AMPc : mélatonine vs mélatonine + E, (17-B-estradiol) (test t-
student (p<0,002); * représente les statistiques effectuées sur les taux d’AMPc:

forskoline vs stimulations (mélatonine et mélatonine + E,) (test t-student p<0,002).
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4.2.2.1 Effet du 17-B-estradiol en présence de mélatonine sur les

ostéoblastes des patients SIA du groupe 2 et 3

Le dosage de I’AMPc intracellulaire a été réalisé sur des ostéoblastes de patients
proVenant du groupe 2 et 3 selon la classiﬁcatioﬁ de Moreau et al. (Moreau et al. 2004)
afin de déterminer le role du 17-B-estradiol dans le taux d’AMPc intracellulaire en
présence-de mélatonine chez les patients atteints de scoliose idiopathique (figure 6 et 7).
Chez les osféoblastes provenant du groupe 2, nous n’observons pas ou trés peu
d’inhibition de I’activité¢ de I’adénylate cyclase en présence de mélatonine seule (figure
6). L’inhibition n’est également pas observé lorsque les cellules sont stimulées avec des
concentrations croissantes de mélatonine et une concentration physiologique de 17-B-
estradiol (107° M) excepté pour les ostéoblastes traités avec du 17-B-estradiol et une
concentration de 10 M de mélatonine. Nous n’observons pas de différence significative
dans le taux d’AMPc intracellulaire entre les ostéoblastes traités avec de la mélatonine
seule ou avec de la mélatonine et du 17-B-estradiol.

Chez les ostéoblastes provenant du groupe 3 selon la classification de Moreau et
al. (Moreau et al. 2004)(Azzedine et al. 2007), nous observons une inhibition de la
production de I’AMPc par les adénylates cyclases en présence de mélatonine seule
(figure 7). Elle est cependant moins importante que celle observée chez les ostéoblastes
controles mais est significative par rapport aux taux obtenus en présence de forskoline
seule. L’inhibition obtenue est de 40 % ce qui est plus faible que 1’inhibtion de 60 %
démontré chez les ostéoblastes contrles. Lorsque les cellules sont stimulées
simultanément avec de la mélatonine et du 17-B-estradiol, nous ne constatons pas de
diminution du taux d’AMPc intracellulaire. Le taux d’AMPc varie entre 100 et 110 %
lorsque les cellules sont stimulées a la mélatonine et au 17-B-estradiol comparativement
aux taux observés en présence de forskoline (100%). La différence remarquée entre les
taux d”’AMPc en présence de mélatonine seule et en présence de mélatonine et de 17-3-

estradiol est significative pour Jes concentrations en mélatonine de 10° M et 107 M.
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Figure 6 : Effet du 17-B-estradiol sur les taux d’AMPc dans les ostéoblastes de
patients SIA humains provenant de patients du groupe 2.

Ce graphique représente le dosage de I’AMPc intracellulaire réalisé a partir d’un kit de
radioimmunologique (n=10). La courbe rouge () correspondant aux taux d’AMPc
dosés dans les ostéoblastes en présence de mélatonine seule, la courbe bleu (@)
correspond aux taux d’AMPc dosés en présence de mélatonine et de 17-B-estradiol (E2)
(lO"10 M) et la courbe noire (-&-) correspond aux taux d’AMPc des sujets témoins en
présence de mélatonine seule. Les données sont exprimées en moyenne + SEM, *
représente les statistiques effectuées sur les taux d’AMPc : mélatonine vs mélatonine +
E, (test t—student, p<0,002) ; # représente les statistiques effectuées sur les taux d’AMPc

forskoline vs stimulations (mélatonine et mélatonine + E,) (test t-student ; p<0002).



60

140 W -a- Sansk,
—— AveckE,
120 A —-A- Contrdle
— 100 -
IS
o
% 80 1
T 60
<
=
= 40
20 A
0

Forskoline 101 107 107 108

Mélatonine (M)

Figure 7 : Effet du 17-B-estradiol sur les taux d’AMPc dans les ostéoblastes de
patients SIA humains provenant de patients du groupe 3.

Ce graphique représente le dosage de I’AMPc intracellulaire réalis€ a partir d’un kit
radioimmunologique (n=10). La courbe rouge (-® ) correspondant aux taux d’AMPc
dosés dans les ostéoblastes en présence de mélatonine seule, la courbe bleu ( @)
correspond aux taux d’AMPc dosés en présence de mélatonine et de 17-B-estradiol (E2)
(10'lO M) et la courbe noire (-&-) correspond aux taux d’AMPc des sujets témoins en
présence de mélatonine seule. Les données sont exprimées en moyenne + SEM, *
représente les statistiques effectuées sur les taux d’AMPc : mélatonine vs mélatonine +
E, (test t —student, p<0,002) ; # représente les statistiques effectuées sur les taux
d’AMPc forskoline vs stimulations (mélatonine et mélatonine + E;) (test t-student

p<0002).
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4.2.2.2 Effet du 17-B-estradiol en présence de mélatonine sur les
ostéoblastes des patients SIA du groupe 1

Les ostéoblastes de patients SIA provenant du groupe 1 selon la classification de Moreau
et al. (Moreau et al. 2004)(Azzedine et al. 2007) ont été soumis a des concentrations
croissantes de mélatonine (10" M a 10° M) en présence et Aou en absence de 17-B-
estradiol (figure 8). En présence de mélatonine seule, le taux d’AMPc intracellulaire est
augmenté comparativement aux ostéoblastes contrdles et aux ostéoblastes des groupes 2
et 3 (figure 4). L’augmentation du taux d’AMPc par rapport aux taux d’AMPc dosé en
présenée de forskoline seule est significative pour les concentrations en mélatonine de
10" Met 107 M.

En présence de 17-B-estradiol et de mélatonine, nous observons une courbe d’inhibition
de la production d’AMPc. Cette inhibition par rapport aux taux obtenus en présence de
forskoline seul (107 M) est significative pour toutes les concentrations de mélatonine.
Lorsque les ostéoblastes sont stimulés simultanément avec du 17-B-estradiol et de la
mélatonine, le taux d’AMPc intracellulaire est diminué d’environ 40% comparativement
a celul observé en présence de mélatonine seule (figure 8). Cette différence observée en
présence de 17-B-estradiol est significative pour les concentrations de mélatonine allant
de 107" M a 10® M. Ainsi la courbe d’inhibition observée en présence de 17-B-estradiol
se rapproche de celle obtenu chez les sujets témoins sans toutefois rejoindre les niveaux

d’ AMPc intracellulaire obtenus dans les ostéoblastes de ces derniers.
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Figure 8 : Effet du 17-B-estradiol sur les taux d’AMPc dans les ostéoblastes de
patients SIA humains provenant de patients groupe 1.

Ce graphique représente le dosage de I’AMPc intracellulaire réalis€ a partir d’un kit
radioimmunologique (n=]0). La courbe rouge (-=) correspondant aux taux d’AMPc
dosés dans les ostéoblastes en présence de mélatonine seule, la courbe bleu (4 )
correspond aux taux d’ AMPc dosés en présence de mélatonine et de 17-B-estradiol (E2)
(10'10 M) et la courbe noire (&) correspond aux taux d’AMPc des sujets témoins en
présence de mélatonine seule. Les données sont exprimées en moyenne * SEM, *
représente les statistiques effectuées sur les taux d’AMPc : mélatonine vs mélatonine +
E, (test t —student, p<0,002) ; # représente les statistiques effectuées sur les taux

d’AMPc forskoline vs stimulations (mélatonine et mélatonine + E;) (test t-student ;

p<0002).
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4.3Mise en évidence des protéines Ga couplées aux
récepteurs de la mélatonine chez les patients SIA du
- groupe 1

4.3.1 Couplage des protéines Gao; avec les récepteurs
membranaires de la mélatonine, MT1 et MT2

Suite a la diminution des taux d’AMPc intracellulaire en présence de 17-3-estradiol dans
les ostéoblastes provenant de patients SIA du groupe 1 selon la classification de Moreau
et al. (2004), nous nous sommes particuliérement intéressés a ce groupe fonctionnel.
Nous avons voulu déterminer si le couplage des récepteurs de la mélatonine aux
protéines G était modifié et pourrait expliquer les variations d’AMPc observés. Dans ce
but, des immunoprécipitations ont été réalisées avec des anticorps spécifique anti-MT1
et les protéines G couplés aux récepteurs ont été révélées par immunobuvardages de type
western. La littérature ayant bien établi le couplage préférentiel des récepteurs de la
mélatonine aux protéines G inhibitrices nous avons tout d’abord observés le couplage
avec la sous-unité alpha 1. Ces immunoprécipitations ont permis de confirmer
I’interaction entre les récepteurs de la mélatonine MT1 et les protéines Go; dans les
ostéoblastes provenant des patients AIS du groupe 1 (figure 9). Cette interaction est
également présente dans les ostéoblastes provenant de fragments osseux obtenus lors de
la chirurgie pour traumatisme (sujets témoins). De méme, I’interaction entre le récepteur
de la mélatonine MT2 et les protéines Ga, a été observée dans les ostéoblastes provenant
de patients du groupe 1 (figure 10). L’interaction des récepteurs MT1 et MT2 avéc les
protéines G a été constaté pour chacune des stimulations (mélatonine seule, 10° M ;
E, seule, 10 M ; mélatonine, 10° M + E,, 10™'° M). Les anticorps anti-Ga; utilisés
reconnaissent les protéines Gay et Goys. La quantification de I'intensité des bandes
obtenues lors des immunobuvardages de type western réalisés a partir des
immunoprécipitations avec les anticorps anti-MT1 et anti-MT2 a été effectuée (figure
11). Dans les immunoprécipitations réalisées en utilisant I’anticorps anti-MT1, nous

n’avons pas observé de variation significative dans I’intensité¢ des bandes lorsque les
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ostéoblastes ont été stimulés avec une concentration physiologique de 17-B-estradiol
(107" M) en présence ou en absence de concentration physiologique de mélatonine (107
M) (figure 11A). Aucune variation n’a été également observée dans les
immunoprécipitations réalisées avec I’anticorps anti-MT2 (figure 11B). 11 est a noter que
deux bandes distinctives ont été observées dans les immunobuvardages utilisant

I’anticorps spécifique anti-Ga,; : une bande a 45 kDa et une bande a 60 kDa.
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Figure 9: Mise en évidence du complexe constitué des protéines Go; et du
récepteur membranaire de la mélatonine MT1 dans les ostéoblastes de patients SIA
du groupe 1.

Les cellules provenant de fragments osseux de patients SIA et de sujets contrdles
(trauma) ont été stimulées & des concentrations physiologiques de mélatonine (10 M)
en présence ou en absence de 17-B-estradiol (107" M) pendant 16 heures. Les
immunoprécipitations ont €été réalisées avec des anticorps anti-MT1 et anti-MT2
spécifiques a partir des fractions membranaires provenant d’ostéoblastes de patients SIA
et de sujets contrdles (n=5). Afin de nous assurer que la quantité des récepteurs de la
mélatonine MT1 immunoprécipités a été similaire, nous avons également détectés le
récepteur MT1 (contréles d’immunoprécipitation). Les immunobuvardages de type
western réalisés ensuite, ont été révélés avec des anticorps spécifiques anti-Ga et anti-
MT1. La bande a 45 kDa correspond a la protéine Ga, et la bande a 50 kDa correspond a
la protéine MT1.
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Figure 10: Mise en évidence du complexe constitué des protéines Ga; et du
récepteur membranaire de la mélatonine MT?2 dans les ostéoblastes de patients SIA
du groupe 1.

Les cellules provenant de fragments osseux de patients SIA et de patients opérés pour un
traumatisme ont été stimulées a des concentrations physiologiques de mélatonine (107
M) en présence ou en absence de 17-B-estradiol (107" M) pendant 16 heures. Les
immunoprécipitations ont été réalisées avec des anticorps anti-MT1 et anti-MT2
spécifiques a partir des fractions membranaires provenant d’ostéoblastes de patients SIA
et de sujets contrdles (n=5). Afin de nous assurer que la quantité des récepteurs de la
mélatonine MT2 immunoprécipités a été similaire, nous avons également détectés le
récepteur MT2 (contréles d’immunoprécipitation). Les immunobuvardages de type
western réalisés ensuite ont été révélés avec des anticorps spécifiques anti- Ga; et anti-
MT?2. La bande a 45 kDa correspond a la protéine Ga; et la bande a 50 kDa représente la
protéine MT2.



67

120 .
100
80
60 -
40

20+

Densitométrie (GayMT1)

+E2

120,
100
80
60
40

20 -

Densitométrie (GoyMT2)

CTRL MEL E2 MEL
+E2

Figure 11: Détermination du couplage des protéines Ga; aux récepteurs
membranaires de la mélatonine MT1 et MT2 dans les ostéoblastes de patients SIA
du groupe 1. Les cellules provenant de fragments osseux de patients SIA ont été
stimulées a des concentrations physiologiques de mélatonine (MEL) (10° M) en

présence ou en absence de 17-B-estradiol (E2) (107

M) pendant 16 heures. Les cellules
sans stimulation servent de contr6le (CTRL). Les immunoprécipitations ont été réalisées
avec des anticorps anti-MT1 et anti-MT2 spécifiques a partir des fractions membranaires
provenant d’ostéoblastes de patients SIA et de sujets contrles a partir de 100 pg de
protéines (n=5). Afin de nous assurer que la quantité des récepteurs de la mélatonine
MT1 et MT2 immunoprécipités a été similaire, nous avons également détecté le
récepteur MT2 (contréles d’immunoprécipitation). Les immunobuvardages de type
Western réalisés ensuite ont été révélés avec des anticorps spécifiques anti-Ga, anti-
MT1 et anti-MT2. Ce graphique représente la quantification de la densité des bandes

observées a 45 kDa correspondant a la protéine Gao; rapportée a la densité des bandes a

50 kDa correspondant aux récepteurs de la mélatonine (MT1/MT2).
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4.3.2 Couplage des protéines ’Gas avec les récepteurs
membranaires de la mélatonine, MT1 et MT2

Suite a 1’absence de variatibns dans le couplage des récepteurs MT1 et MT2 avec les
protéines G inhibitrices nous avons étudiés le couplage de ces récepteurs avec les
protéines G stimulatrices. Des immunoprécipitations réalisées avec des anticorps
spécifique anti-MT1 et anti-MT2 ont ainsi permis de mettre en evidence une interaction
entre les récepteurs de la mélatonine, MT1 et MT?2, et les protéines Gas chez les patiénts
AIS du groupe 1 (figure 12-14). Nous pouvons observés deux bandes sur les
immunobuvardages de type western réalisé€s avec les anticorps spécifiques anti-Gag, une
bande a 45 kDa et une autre a environ 60 kDa (figure 12 et 13). Nous pouvons
également observés la présence de la bande & 60 kDa dans les immunoprécipitations
réalisées avec 1’anticorps anti-MT2 (figure 13). De plus dans ces immunoprécipitations
nous avons obsérvés une diminution de I’intensité des bandes lorsque les ostéoblastes
ont été stimulés avec une concentration physiologique de 17-B-estradiol (10 M) en
présence ou en absence de concentration physiologique de mélatonine (10° M). Cette
diminution n’est pas observée dans les immunoprécipitations réalisées avec 1’anticorps
anti-MT1 (figure 12).

La densitométrie des bandes réalisée & partir des immunobuvardages effectués avec les
anticorps anti-Gog confirment ’absence de différence dans I’interaction du récepteur
MT]1 et des protéines Gas (figure 14). Cependant lorsque les immunoprécipitations sont
réalisées avec les anticorps anti-MT2, nous observons une diminution significative de
40 % du couplage entre le récepteur MT2 et les protéines Gog en présence de 17-f3-
estradiol. Une diminution de l’interaction entre ces deux protéines est également

observée en présence de mélatonine seule mais cette différence n’est pas significative.
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_Contrdle  #AIS1 = #AIS2  #AIS3 #AIS4  #AIS5

Mélatonine —_ + —_ +  + _ + _ + _ + _ + + + + _ o+ _ o+

17-p-estradiol — — + + — — + + _ _ + + _ _ + + _ _ + +

- — + +

Figure 12 : Mise en évidence du complexe constitué des protéines Gos et du
récepteur membranaire de la mélatonine MT1 dans les ostéoblastes de patients SIA
du groupe 1.

Les cellules provenant de fragments osseux de patients SIA du groupe 1 ont été
stimulées & des concentrations physiologiques de mélatonine (10° M) en présence ou en
absence de 17-B-estradiol (10™"° M) pendant 16 heures. Les immunoprécipitations ont été
reéalisces avec des anticorps anti-MT1 et anti-MT2 spécifiques a partir des fractions
membranaires provenant d’ostéoblastes de patients SIA et de sujets contrdles (n=5).
Afin de nous assurer que la quantité¢ des récepteurs de la mélatonine MT1 et MT2
immunoprécipités a été similaire, nous avons également détectés le récepteur MT2
(contréles d’immunoprécipitation). Les immunobuvardages de type Western réalisés
ensuite ont €té révélés avec des anticorps spécifiques anti-Gos et anti-MT1. La bande a

45 kDa correspond a la protéine Gag et 1a bande a 50 kDa représente la protéine MT1.
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Contrdle #AIS3 #AIS4  #AIS5
Mélatonine _ + — + ' Ct 4+ o+ o+ _ o+
17-B-estradiol — — + + — — + + _ _ + 4+ _ _ + 4+ _ _ + + _ _ +
Gls%
(45 kDa)
MT2—>
(50 kDa)

Figure 13 : Mise en évidence du complexe constitué des protéines Gog et du
récepteur membranaire de la mélatonine MT2 dans les ostéoblastes de patients SIA
du groupe 1.

Les cellules provenant de fragments osseux de patients STA ont été stimulées a des
concentrations physiologiques de mélatonine (10 M) en présence ou en absence de 17-
B-estradiol (101° M) pendant 16 heures. Les immunoprécipitations ont été réalisées avec
des anticorps anti-MT1 et anti-MT2 spécifiques a partir des fractions membranaires
provenant d’ostéoblastes de patients SIA et de sujets controles (n=5). Afin de nous
assurer que la quantité des récepteurs de la mélatonine MT2 immunoprécipités a été
similaire, nous avons également detect¢é le récepteur MT2 (contrdles
d’immunoprécipitation). Les immunobuvardages de type Western réalisés ensuite ont
été révelés avec des anticorps spécifiques anti-Gas et anti-MT2. La bande a 45 kDa

correspond a la protéine Gas et la bande a 50 kDa représente la protéine MT2.
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Figure 14 : Détermination du couplage des protéines Gag aux récepteurs
membranaires de la mélatonine MT1 et MT2 dans les ostéoblastes de patients SIA
du groupe 1. Les cellules provenant de fragments osseux de patients SIA ont été
stimulées 4 des concentrations physiologiques de mélatonine (MEL) (10° M) en
présence ou en absence de 17-B-estradiol (E2) (107'° M) pendant 16 heures. Les cellules
sans stimulation servent de contr6le (CTRL). Les immunoprécipitations ont été réalisées
avec des anticorps anti-MT1 et anti-MT2 spécifiques a partir des fractions membranaires
provenant d’ostéoblastes de patients SIA et de sujets controles a partir de 100 ug de
protéines (n=5). Afin de nous assurer que la quantité des récepteurs de la mélatonine
MT1 et MT2 immunoprécipités a été similaire, nous avons également détecté le
récepteur MT2 (contréles d’immunoprécipitation). Les immunobuvardages de type
western réalisés ensuite ont €été révélés avec des anticorps spécifiques anti-Gog, anti-
MT1 et anti-MT2. Ce graphique représente la quantification de la densité des bandes
observées a 45 kDa correspondant a la protéine Gog rapportée a la densité des bandes a

50 kDa correspondant aux récepteurs de la mélatonine (MT1/MT?2).
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4.3.3 Colocalisation des protéines Gog et Go; avec les récepteurs

membranaires de la mélatonine MT1 et MT?2

Des expériences d’immmunofluorescences ont été réalisées afin de déterminer si les
récepteurs membranaires de la mélatonine et les protéines Go; et Gag colocalisent dans
les ostéoblastes. Ces expériences ont été réalisées avec des cellules de patients du groupe
1 (figure 15-18). Les expériences d’immunofluorescence montrent une colocalisation
des récepteurs MT1 avec les protéines Go,; et Gog au niveau du cytoplasme et de la
membrane plasmique dans les ostéoblastes de patients STA du groupe 1 (figure 15 et 16).
De méme, les récepteurs MT2 colocalisent avec les protéines Go; et Gos dans les
mémes compartiments cellulaires. Cependant, le récepteur MT2 contrairement au
récepteur MT1 colocalise avec les protéines Ga, et Gog au niveau dé la membrane
nucléaire en présence de 17-B-estradiol (ﬁgure 15, 17 et 18).
Nous avons également mis en évidence un marquage moins important lorsque les
expériences d’immunofluorescence ont été réalisés avec des ;anticorps anti-MT1 ce qui
semblerait supposer que les récepteurs MT1 sont moins présent que les récepteurs MT2
dans les ostéoblastes humains. Cependant, aucune variation dans les taux des récepteurs
de la mélatonine MT1 et MT2 en fonction des différentes stimulations (mélatonine
seule, 17-B-estradiol seul ou mélatonine et 17-B-estradiol) n’a pu étre observé au niveau
des ostéoblastes des patients SIA. Les immunofluorescences ont également été réalisées
sur des sujets témoins mais aucune différence notable n’a pu étre observée (figure 19 -
22).
Ainsi, les expériences d’immunofluorescence n’ont pu mettre en évidence une variation
dans la localisation et la distribution de ces récepteurs dans les différentes conditions
utilisées. Cependant, nous avons pu observer que le récepteur MT2 semble étre plus
présent au niveau péri-nucléaire que le récepteur MT1 en présence de 17-f-estradiol

dans les ostéoblastes de patients du groupe 1.
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Figure 15 : Détection du récepteur MT1 et de la protéine Goy dans les ostéoblastes
humains de patients SIA du groupe 1.

Les cellules provenant de [ragments osseux de patients SIA du groupe | ont €té cultivées
sur des lames de verre (labtek) (15000 cellules/puits) et stimulées ensuite a des
concentrations physiologiques de mélatonine ( 10" M) en présence ou en ahsence de 17-
B-estradiol (107" M) pendant 30 minutes. Les ostéoblastes ont é1¢ incubés avec les
anticorps spéeifiques anti-MT1 et anti-Gay. La dctection des anticorps primaires a é1é
réalisée a partir d anticorps couplés au FITC (Fluoresceine Iso Thio Cyanate) ou a la
rhodamine. [.es noyaux ont ¢1¢ colorés a Taide d une solution de DAPILL La ligne A
correspond aux ostéoblastes non traités. la ligne B aux ostéoblastes traités avec unc
concentration physiologique de mélatonine (107 M), la ligne C aux ostéoblastes traités

. . . - : tG
avec unc concentration physiologique de 17-f-estradiol (10

M). la ligne D aux

. Sy . . . . . -9
ostéoblastes traités avee une concentration physiologique de mélatonine (107 M) et de

17-B-cstradiol (107 M).
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Figure 16 : Détection du récepteur MT'I el de la protéine Go dans les ostéoblastes
humains de patients SIA du groupe 1.

Les cellules provenant de fragmenls osscux de patients SIA du groupe | ont été cultivées
sur des lames de verre (lablek) (15000 cellules/puits) et stimulécs ensuite a des
concentrations physiologiques de mélatonine (10”7 M) en présence ou en absence de §7-
B-estradiol (107" M) pendant 30 minutes. Les ostéoblastes ont €1¢ incubés avee les
anticorps spécifiques anti-MT1 et anti-Gos. La détection des anticorps primaire 4 éé
réalisé€e a partir d anticorps couplés au FITC (Fluoresceine Iso Thio Cyanate) ou 4 la
rhodamine. Les noyaux ont €& colorés a ['aide d'une solution dc DAPI. La ligne A
correspond aux ostéoblastes non traités. la ligne B aux ostéoblastes traités avec une
concentration physiologique de mclatonine (10 M), la liene C aux ostéoblastes traités
avec une concentration physiologique de 17-B-estradiol (10" My, 1a ligne D aux
ostéoblastes traités avec une concentration physiologique de mélatonine (1077 M) et de

1 7-B-estradiol (10" M).
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Figure 17 : Détection du récepteur MT2 et de la protéine Go; dans les ostéoblastes
humains de patients STA du groupe 1.

Les cellules provenant de fragments osseux de patients SJA du groupe | ont ¢t¢é cultivées
sur des lames de verre (labtek) (15000 cellules/puits) et stimulées ensuite a des
concentrations physiologiques de mélatonine (107 M) en présence ou en ahscnce de |7-
B-estradiol (107" M) pendant 30 minutes. Les ostéoblastes ont été incubés avec les
anticorps spécifiques anti-MT2 et anti-Goy. La détection des anticorps primaires a €té
réalisée a partir danticorps couplés au FITC (Fluoresceine Iso Thio Cyanate) ou a la
rhodamine. Les noyaux ont €té colorés a I'aide d'une solution de DAPI. La ligne A
correspond aux ostéoblastes non trait€s, la ligne B aux ostéoblastes traités avec une
concentration physiologique de mélatonine (107 M), la ligne C aux ostéoblastes traités
avec une concenlration physiologique de 17-B-estradiol (107" M), la ligne D aux
ostéoblastes traités avec une concentration physiologique de mélatonine (107 M) et de

| 7-B-cstradiol (10" M).
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MT2

Figure 18 : Détection du récepteur MT2 et de la protéine Gas dans les ostéoblastes
humains de patients SIA du groupe 1.

Les cellules provenant de fragments osseux de patients SIA du groupe 1 ont €t€ cultivées
sur des lames de verre (labtek) (15000 cellules/puits) et stimul€es ensuite a des
concentrations physiologiques de mélatonine (10°° M) en présence ou en absence de [7-
B-estradiol (10'" M) pendant 30 minutes. Les ostéoblastes ont été incubés avec les
anticorps spécifiques anti-MT2 et anti-Gas. La détection des anticorps primaires a €té
r€alisée a partir d anticorps couplés au FITC (Fluoresceine Iso Thio Cyanate) ou a la
rhodamine. Les noyaux ont €€ colorés a I'aide d’une solution de DAPIL. La ligne A
correspond aux ostéoblastes non traités, la ligne B aux ostéoblastes traités avec une
concentration physiologique de mélatonine (107 M), la ligne C aux ostéoblastes traités
avec une concentration physiologique de 17-f3-estradiol (107" M), la ligne D aux
ostéoblastes trait€s avec une concentration physiologique de mélatonine (107 M) et de

17-B-estradiol (107" M).
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Merged

IFigure 19: Détection du récepteur MT1 et de la protéine Go; dans les ostéoblastes
humains d’un sujet témoin.

Les cellules provenant de fragments osscux de sujets témoins ont ¢té cultivées sur des
lames de verre (labtek) (15 000 cellules/puils) el stimulées ensuite & des concentrations
physiologigues de mélatonine (107 M) en présence ou en absence de 17-B-estradiol (107
''M) pendant 30 minutes. Les ostéoblastes ont é1é incubés avec les anticorps spécifiques
anti-MT 1 et anti-Goy. La détection des anticorps primaires a €té réalisée a partir
d anticorps couplés au FITC (Fluoresceine Iso Thio Cvanate) ou a la rhodaminc. Les
noyaux ont €té colorés a I"aide d'une solution de DAPIL. La ligne A correspond aux
ostéoblastes non traités, la ligne B aux ostéoblastes traités avec une concentration
physiologique de mélatonine (107 M), la ligne C aux ostéoblasies traités avee une
concentration physiologique de 17-B-estradiol (107" M). la ligne D aux ostéoblastes
traités avec une concentration physiologique de mélatonine (10” M) ct de | 7-B-estradiol

(10" M),
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Merged

Merged

Figure 20 : Détection du récepteur MT1 et de la protéine G dans les ostéoblastes
humains d’un sujet témoin.

Les cellules provenant de fragments osseux de sujets témoins ont €té cultivées sur des
lames de verre (labtek) (15 000 cellules/puits) et stimul€es ensuite a des concentrations
physiologiques de mélalonine (10° M) en présence ou en absence de 17-B-estradiol (107
'O M) pendant 30 minutes. Les ostéoblastes ont été incubés avec les anticorps spécifiques
anti-MT1 et anti-Gog. La détection des anticorps primaire a €té réalisée a partir
d’anticorps couplés au FITC (Fluoresceine Iso Thio Cyanate) ou a la rhodamine. Les
noyaux ont ¢l€ colorés a I'aide d’une solution de DAPI. La ligne A correspond aux
ostéoblastes non traités, la ligne B aux ostéoblastes trait€s avec une concentration
physiologique de mélatonine (10° M), la ligne C aux ostéoblastes traités avec une
concentration physiologique de 17-B-estradiol (|O"0 M), la ligne D aux ostéoblastes
trait€s avec une concentration physiologique de mélatonine ( 10° M) et de 17-B-estradiol

(107" M.
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Figure 21 : Détection du récepteur MT2 et de la protéine Go; dans les ostéoblastes
humains d’un sujet témoin.

Les cellules provenant de fragments osseux de sujets r€moins ont ¢LE cultivées sur des
lames de verre (labtek) (15 000 cellules/puits) et stimulées ensuite a des concentrations
physiologiques de mélatonine (107 M) en présence ou en absence de 17-B-estradiol (107
' M) pendant 30 minutes. Les ostéoblastes ont été incubés avec les anticorps spécifiques
anti-MT2 et anti-Gou. La détection des anticorps primaires a &té realisée a partir
danticorps couplés au FITC (Fluoresceine Iso Thio Cyanate) ou & la rhodamine. Les
noyaux ont ¢t¢ colorés a ['aide d'une solution de DAPL La ligne A correspond aux
ostéoblastes non traités, la ligne B aux ostéoblastes traités avec une concentration
physiologique de mélatonine (10”7 M), la ligne C aux ostéoblastes traités avec une
concentration physiologique de 17-B-estradiol (107" M), la ligne D aux ostéoblastes
traités avee une concentration physiologique de mélatonine (1077 M) el de | 7-B-estradiol

(10 " M.
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Figure 22 : Détection du récepteuar MT2 et de la protéine Gog dans les ostéoblastes
humains d un sujet témoin.

Ies cellules provenant de fragmenls osseux de sujets témoins ont ¢(¢ cultivées sur des
lames de verre labtek) €15 000 cellulev/puitsy et sumuldes ensuite i des concentrations
phyvsiologiques de mélatonine (107 M) en présence ou en abscoce de 1 7-B-estradiol (10
AT pendant 30 minutes. Les ostéoblastes onr ¢té incubds wvec les anticorps spécifigues
anti-MT2 er anti-Gos. La détection des anticorps primaires a ¢t¢ rdalisée a partir
dranticorps couplds au FITC (Fluoreseeine [so Thio Cyanate) ou & Ta thodamine. Tes
noyaux ont ¢t colords a Maide diune solution de DAPL Ta ligne A correspond aux
ostéoblastes non rands, Ja ligne B aux ostéoblastes traltes avee une concentration
physiologique de mélatonine (107 AMD. Ja ligne C aux ostéoblasies traités avee nne
concentrarion physiologique de 17-B-estradiol (107 M) la ligne D aun ostéoblasies
frattds aved une concentration phvsiologicue de mélatonine (107 A et de 17 estradiol

(107 AD.
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4.4 Phosphorylation du récepteur de la mélatonine MT2

Nous avons démontré 1’existence du couplage des récepteurs de la mélatonine aux
protéines Gog et en particulier nous avons observés une diminution du couplage du
récepteur MT2 aux protéines Goig en présence de 17-f-estradiol chez les patients du
groupe 1. Ces résultats nous ont amené a nous questionner sur le mécanisme impliqué
dans la spécificité du couplage des récepteurs de la mélatonine aux protéines G. La
littérature supporte un rdle important de la phosphorylation dans le couplage spécifique
des récepteurs couplés aux protéines G aux différentes protéines G, en particulier chez
les récepteurs P-adrénergiques. Nous avons ainsi regardé la phosphorylation des
récepteurs de la mélatonine dans différentes conditions (mélatonine seule, 17--estradiol
et mélatonine + 17-B-estradiol) afin de déterminer si la phosphorylation du récepteur
MT?2 pourrait expliquer les variations observées dans le couplage de ce récepteur avec
les protéines G dans les différentes conditions de stimulation. Nous avons réalisés une
purification des phosphoprotéines présentes dans les extraits membranaires

d’ostéoblastes de patients SIA du groupe 1.

Les cellules ont été mises en culture en présence de concentrations physiologiques de
mélatonine (10° M) et de 17-B-estradiol (10™'° M). Les extraits obtenus ont ensuite été
passés dans des colonnes de purification de phosphoprotéine. Les imrhunobuvardages
de type western utilisant 1’anticorps spécifique anti-MT2 ont été réalisés par la suite avec
les fractions éluées (figure 23). Nous avons observés une seule bande 3 64,2 kDa
correspondant au récepteur MT2 phosphorylé. Cette bande est plus intense lorsque les
cellules ont été stimulées avec une concentration physiologique de mélatonine et/ou avec
une concentration physiologique de 17-B-estradiol. L’intensité plus importante de la
bande correspondant au récepteur MT2 dans les ostéoblastes stimulés comparativement
aux ostéoblastes non stimulés met en évidence une phosphorylation plus importante en
présence de mélatonine et de 17-B-estradiol. Cependant aucune variation n’est observée
dans la quantité du récepteur MT?2 entre les cellules stimulées a la mélatonine ou au 17-
B-estradiol.

Les immunobuvardages réalisés avec des anticorps spécifiques anti-phospho-tyrosine

ont permis de montrer la présence de résidus tyrosine phosphorylés au niveau des
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récepteurs MT2 de deux patients du groupe 1 testés. La phosphorylation au niveau de
ces résidus tyrosine est plus importante lorsque les cellules ont été stimulées avec des
concentrations physiologiques de mélatonine seule (10° M) ou de concentrations

physiologiques de mélatonine (10° M) et de 17-B-estradiol (107'° M) chez les patients

testés (figure 24).
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Figure 23 : Détection des récepteurs MT2 phosphorylés dans les ostéoblastes de
patients SIA (groupe 1).

Les cellules provenant de fragments osseux de patients SIA du groupe 1 ont été cultivées
dans des pétris jusqu’a confluence dans du milieu a-MEM contenant 10% de SVF et 1%
de pénicilline-streptomycine. Les cellules ont été privées de sérum durant 16 heures et
stimulées & des concentrations physiologiques de mélatonine (10° M) en présence ou en
absence de 17-B-estradiol (E;) pendant 16 heures. Des extraits membranaires ont été
réalisés et les phosphoprotéines ont été purifiées a partir qu’un kit de purification
QIAGEN. Des immunobuvardages de type Western ont été réalisés ensuite a partir des
extraits purifiés de phosphoprotéines et ont été révélés avec des anticorps spécifiques
anti-MT2 et anti-a-tubuline. La bande a 64,2 kDa correspond a la protéine MT2
phosphorylée.
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Mélatonine — + — + - + —
17-B-estradiol — — + + — — +

MT2 —>»
(64,2 kDa)

Figure 24 : Détection des récepteurs MT2 phosphorylés au niveau de résidus
tyrosine dans les ostéoblastes de patients SIA (groupe 1).

Les cellules provenant de fragments osseux de patients SIA du groupe 1 ont été cultivées
dans des pétris jusqu’a confluence dans du milieu a-MEM contenant 10% de SVF et 1%
de pénicilline-streptomycine. Les cellules ont été privées de sérum durant 16 heures et
stimulées & des concentrations physiologiques de mélatonine (10° M) en présence ou en
absence de 17-B-estradiol (E;) pendant 16 heures. Des extraits membranaires ont été
réalisés. Les phosphoprotéines ont été purifiées a partir qu’un kit de purification
QIAGEN. Des immunobuvardages de type Western ont été réalisés ensuite a partir des
extraits totaux protéiques et ont été révélés avec des anticorps spécifiques anti-phospho-
tyrosine. La bande & 64,2 kDa correspond a la protéine MT2 phosphorylée au niveau de

résidus phosphorylés.
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4.5Etude des différents sites de phosphorylations des |
récepteurs de la mélatonine

Afin d’identifier les kinases qui pourraient étre potentiellement impliquées dans la
phosphorylation des récepteurs de la mélatonine, nous avons également étudié, a partir
de la séquence des récepteurs de la mélatonine MT1 et MT2 obtenues dans NCBI, les
différents sites de phosphorylations possibles (figure 25 et 26). Nous avons pu
déterminer la présence de motifs de phosphorylation reconnus par certaines kinases dans
les séquences protéiques des récepteurs de la mélatonine MT1 et MT2. Ces kinases
pourraient ainsi potentiellement phosphoryler ces récepteurs au niveau de résidus
spécifiques (tableau IX et tableau X). Nous avons ainsi pu observer que les sites de
phosphorylation du récepteur MT1 sont différents de ceux observés dans le récepteur
MT?2. Ainsi, plusieurs protéines kinase C semble pouvoir phosphoryler un résidu
thréonine au niveau 1252 du récepteur MT1 alors que les protéines kinases C (PKC)
semblent pouvoir phosphoryler un résidu sérine au niveau S336 dans le récepteur MT2.
De plus, les kinases semblant étre impliquées dans ces phosphorylations sont également
différentes. Certaines kinases semblent étre capables de phosphoryler les deux
récepteurs de la melatonine, MT1 et MT2, telles que les kinases Lck, les protéines |
kinases C (PKCd, PKCL, PKCe, PKCp) mais d’autres kinases phosphoryleraient
uniquement 1’un des deux récepteurs. En effet, seul le récepteur MT2 posséderait un site
de reconnaisance de 1’enzyme Erkl.

Il est importaﬁt de souligner également que plusieurs sites de phosphorylation sont
presents au niveau de la queue C-terminal cytoplasmique des récepteurs MT1 et MT2.
En particulier, le site de phosphorylation du résidu tyrosine 308 au niveau du récepteur
MT?2, semble pouvoir étre accessible par la kinase puisqu’il est présent au niveau du

domaine intracellulaire de la queue C-terminal (tableau X1).
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1 MQGNGSALPN ASQPVLRGDG ARPSWLASAL ACVLIFTIVV DILGNLLVIL SVYRNKKLRN
61 AGNIFVVSLA VADLVVAIYP YPLVLMSIFN NGWNLGYLHC QVSGFLMGLS VIGSIFNITG

121JIAINRYCYIC HSLKYDKLYS SKNSLCYVLL IWLLTLAAVL PNLRAGTLQY DPRIYSCTFA

PKCS / PKCe Akt Akt

181QSVSSAYTIA VVVFHFLVPM IIVIFCYLRI WILVLQVRQR VKPDRKPKLK PQDFRNFVTM

241FVVFVLFAIC WAPLNFIGLA VASDPASMVP RIPEWLFVAS YYMAYFNSCL NAII\T’GLLNQ
Src kinase

301NFRKEYRRII VSLCTARVFF VDSSNDVADR VKWKPSPLMT NNNVVKVDSV

PKCC

Figure 25 : Séquence du récepteur de la mélatonine MT1 (MEL1-A) de PHomo
Sapiens et sites de phosphorylation possibles au niveau de résidus tyrosine,

sérine/thréonine (obtenu de NCBI, # P48039, PRI 10-JUL-2007).



Tableau IX : Résidus reconnus par différentes kinases dans la séquence
récepteur MT1
Groupe de kinases Nom deskinases Résidus
Tyrosine Kinase Kinase Lck Y295
kinase Abl Y295
Insulin Receptor kinase Y282
Kinase Sc Y295
Groupe de kinase sérine/ thréonine basophile PKCzeta $132, 8336
PKCdelta S144
PKCepsilon S144, 5182
PKCmu $H1
PKCzeta $132,3336
Kinase Akt S176
PKA 4
PKCalpha/ beta/ gamma $H1
PKCmu T155,T167, T188
PKCepsilon T87
PKA T167
PKCzeta T239, T315
Kinase Akt T167
Groupe de kinase sérine/ thréonine acidophile Caseinkinase 1 S144
GG Kinase T178
Groupe de Kinase sérine/ thréonine proline-dépendante Cdk5 kinase 336
Cdc2kinase 336

86
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1 MSENGSFANC CEAGGWAVRP GWSGAGSARP SRTPRPPWVA PALSAVLIVT TAVDVVGNLL

ERK-1
61 VILSVLRNRK LRNAGNLFLV SLALADLVVA FYPYPLILVA IFYDGWALGE EHCKASAFVM

121 GLSVIGSVFN ITAIAINRYC YICHSMAYHR IYRRWHTPLH ICLIWLLTVV ALLPNFFVGS

PKA
181 LEYDPRIYSC TFIQTASTQY TAAVVVIHFL LPIAVVSFCY LRIWVLVLQA RRKAKPESRL

241 CLKPSDLRSF LTMFVVFVIF AICWAPLNCI GLAVAINPQE MAPQIPEGLF VTSYLLAYFN
PKC

301 SCLNAIVYGL LNQNFRREYK RILLALWNPR HCIQDASKGS HAEGLQSPAP PIIGVQHQAD

d M

Lck Kinase
361 AL

Figure 26 : Séquence du récepteur de la mélatonine MT2 (MEL1-B) de ’Homo
Sapiens et sites de phosphorylation possibles au niveau de résidus tyrosine,

sérine/thréonine (obtenu de NCBI, # P49286, PRI 10-JUL-2007).



Tableau X : Résidus reconnus par différentes kinases dans la séquence
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du

récepteur MT2
Groupe de kinases Nom des kinases Résidus
Tyrosine Kinase Lck kinase Y308
Groupede kinase sérine/ thréonine basophile PKCzelta S145
PKCdelta S197
PKCmu 54, S123
PKCzeta 238, 245, 249
Akt kinase S189
PKCmu T252, T51
PKCdelta T252
PKCZeta T252
PKCepsilon T252
PKA T157
Groupede kinase sérine/thréonineacidophile Casein kinase 1 340
GS3 Kinase X7, 31 (chondrocytes)
Groupe de Kinase sérine/ thréonine proline-dépendante p38 MAPK 347
Erk 1 kinase 347
Qdc2 kinase T33, T157
Erk 1 kinase T33

Tableau XI : Domaines protéique du récepteur MT2

Chaine d’acides aminés

(de - a) Domaine
1-42 extracellulaire
43 -63 transmembranaire 1
64 -76 cytoplasmique
77 -97 transmembranaire 2
98 - 115 extracellulaire
116 - 136 transmembranaire 3
137 - 155 ' cytoplasmique
156 - 176 transmembranaire 4
177 - 200 extracellulaire

- 201 -221 transmembranaire 5
222 -253 cytoplasmique
254 -274 transmembranaire 6
275 - 287 extracellulaire
288 - 308 transmembranaire 7

309 - 362 cytoplasmique
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Nous avons choisi de réaliser notre étude sur le role des estrogénes dans la SIA avec des
ostéoblastes humains car la SIA est une maladie qui affecte particulierement le tissu
osseux, notamment la colonne vertébrale mais également d’autres os. De plus, les
ostéoblastes sont également connus pour répondre a la mélatonine et aux estrogenes in
vitro et in vivo (Cardinali ef al., 2003) (Nakade et al., 1999) (Roth ef al., 1999) (Balasch,
2003). La caractérisation phénotypique des cellules dérivées des patients SIA avec
lesquelles nous avons réalisés nos expériences ont confirmé qu’il s’agissait bién
d’ostéoblastes. La détection de 1’expression de 1’ostéopontine dans les cellules HEK
utilisées comme cellules témoins n’est pas surprenant et concorde avec la littérature. En
effet, I'ostéopontine est une protéine présente dans le tissu osseux mais elle est
également exprimée dans d’autres tissus tels que le rein (Rodan, 1995). Ceci nous a donc
| permis de développer une banque de cellules humaines unique au monde provenant de
fragments osseux obtenus lors des chirurgies de la colonne vertébrale sur des patients

atteints de SIA.

5.1 Confirmation du défaut de signalisation de la mélatonine
et clarification fonctionnelle des patients SIA

Dans les ostéoblastes dérivés de patients scolioﬁques, nous avons confirmé la présence
d’un défaut dans la signalisation de la mélatonine en mesurant I’accumulation d’AMPc
induite par la forskoline. Chez les patients SIA appartenant au groupe 1, celle-ci est
augmentée significativement par la mélatonine, maintenue chez les patients appartenant
au groupe 2 ou légerement diminuée chez les patients du groupe 3 ce qui contraste avec
I'inhihition de la production de ’AMPc observée dans les ostéoblastes contrdles
provenant des sujets non scoliotiques (figure 4). A ce jour, tous les patients SIA analysés
ont montré un défaut dans cette voie de signalisation. Il est a noter que la présence de
trois groupes fonctionnels sélon la classification propos€e par Moreau et al. suggere
’existence d’au moins trois groupes distincts qui sont affectés dans la SIA. Dans ce
contexte, et en tenant compte de la prévalence de la SIA chez les filles, il nous a semblé

important voir essentiel de déterminer la contribution des estrogeénes dans la SIA
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notamment au niveau de leur réle possible comme facteur aggravant sur la signalisation

de la mélatonine.

5.2 Effet du 17-B-estradiol sur la signalisation cellulaire de la

mélatonine dans les ostéoblastes provenant de patients
SIA

L’addition de doses physiologiques de 17-B-estradiol (107" M) lors des tests d’AMPc
réalisés en présence de mélatonine a significativement aggravé voir complétement
bloqué cette signalisation dans les ostéoblastes des patients SIA des groupes 2 et 3. En
effet, chez les patients des groupes 2 et 3, nous avons observé une augmentation des taux
.d’ AMPc par rapport aux taux observés en présenée de mélatonine seule (figure 6 et 7).
Cet effet pourrait étre médié entre autre via une voie de signalisation rapide impliquant
le récepteur GPR30 couplé aux protéines G situé au niveau de la membrane plasmique
‘(Carmeci et al., 1997). La liaison du 17-B-estradiol a ce récepteur permet ’activation de
la phospholipase C (PLC) a travers la protéine Gog ce qui aboutira a une augmentation
de ’AMPc intracellulaire par l’activation des adénylates cyclases. Ces taux élevés
Id’AMPc, amplifié par le 17-B-estradiol, conduit a I’activation de la protéine kinase A
(PKA) qui va phosphoryler la protéine CREB (cAMP response element-binding)
aboutissant ainsi a 1’expression de plusieurs génes impliqués dans la différenciation
osseuse, la croissance cellulaire et le remodelage osseux (figure 27). De plus,
P’augmentation de I’AMPc intracellulaire en présence d’estradiol pourraient avoir un
effet néfaste dans ce sous groupe de patients car les taux élevés d’AMPc sont connus
Apour supprimer la fonction Ostéoblastique a travers la dégradation protéolytique de
Cbfal, un facteur de transcription clé dans la formation de ’os (Plant et al., 2002)
(Tintut et al., 1999), ce qui pourrait expliquer 1’ostéopénie observé chez certains patients
STA. L’¢étude de la dégradation de Cbfal chez les patients scoliotiques du groupe 2 et 3
seraient ainsi intéressante. Cependant, 1’étude de Cbfal in vitro (hors du contexte
physiologique) est difficile car c’est un facteur régulé par beaucoup de facteurs de

transcription. Des études ont montré que chez les adolescentes scoliotiques, la densité
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minérale osseuse au niveau lombaire est significativement plus faible que dans la
population contréle (Cheng et al, 1999). Cependant, la relation entre les niveaux
-circulants d’estrogénes et la présence d’ostéopénie n’a pés encore été clarifiée dans la
pathogenese de la SIA.
Ce résultat est important puisqu’il peut expliquer la plus grande incidence de cette
maladie chez les jeunes filles au moment de la puberté en termes de nombre et de
sévérité. Toutefois, ’effet de 1’estradiol sur la signalisation de la mélatonine et la
synthése d’AMPc a montré des effets opposés chez les patients constituant le groupe 1.
En effet, nous avons observé une inhibition de la synthese d’AMPc sous I’influence du
17-B-estradiol comparativement aux mémes cellules traitées qu’en présence de
meélatonine (figure 8). La courbe d’inhibition observée en présence de 17-B-estradiol se
rapproche de la courbe d’inhibition observée chez les sujets témoins suggérant ainsi une
possible correction potentielle du défaut de signalisation chez les patients par le 17-B-
estradiol. 11 est également intéressant de souligner qu’on retrouve davantage de gargon
dans ce groupe fonctionnel (Moreau et al., 2004). Ceci pourrait s’expliquer par un effet
potentiellement bénéfique du 17--estradiol sur ce groupe de patients. Il est possible que
les taux circulants d’estradiol serait plus faible chez les patients du groupe 1
comparativement a celui des groupes 2 et 3 ou les ﬁlles saines, cependant aucune étude
n’existe a ce sujet. Il serait donc intéressant de doser le taux d’estradiol circulant chez
les jeunes filles du groupe 1 ainsi que chez les patients du groupe 2, du groupe 3 ou les
filles non scoliotiques du méme age.
Il demeure incertain si des concentrations plus grandes ou I’utilisation d’agonistes
pharmacologiques pourraient avoir un effet correcteur plus important au point de
corriger complétement le défaut de signalisation de la mélatonine chez les patients SIA

du groupe 1.

Les mécanismes conduisant a cette diminution du taux d’AMPc pourraient étre dii & une
diminution du couplage des récepteurs de la mélatonine aux protéines Gog observés

chez ce groupe de patients. Ces mécanismes seront discutés dans les paragraphes

suivants.



93

lumiere . obscurité
\y -

— Voie des estrogénes

o
Rr’.cr.ptwrm

onctions
neuronales

Figure 27 : Schéma de P’interaction de la voie rapide des estrogenes avec les voies
de signalisation de la mélatonine. —» représente la voie rapide de signalisation des

estrogenes via le récepteur couplé aux protéines G (Adapté de ambion.com).
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5.3 Couplage différentiel des récepteurs MT1 et MT2 aux

protéines Gai et Gas survient dans les ostéoblastes des
patients SIA du groupe 1

Suite aux observations faites sur la réponse des ostéoblastes au 17-f-estradiol, nous
pensons que les mécanismes impliqués dans le développement de la SIA chez les
patients du groupe 2 et 3 est différent de celui observés chez les patients du groupe 1.
D’ailleurs, les résultats obtenus chez les patients du groupe 1 ol nous avons observé un
effet positif du 17-B-estradiol contrebalangant le défaut de signalisation de la
meélatonine, nous a conduit a nous intéresser plus particuliérement a ce groupe de
patients. Le groupe 1 n’est pas le groupe le plus représentatif de la scoliose idiopathique
adolescente toutefois compte tenu du patron scpécifique de ce groupe quant aux résultats
du dosage de I’AMPc intracellulaire, nous avons choisi de cibler notre étude sur ce
groupe afin de caractériser plus particulierement leur réponse aux estrogénes. Nous
avons examiné si les réponses anormales observées chez les patients du groupe
fonctionnel 1 et le rétablissement d’une inhibition de la production d’AMPc en présence
de 17-B-estradiol étaient causées par des changements moléculaires survenant au niveau
du couplage des récepteurs de la mélatonine avec les protéines G. Nous avons observé
un couplage des récepteurs MT1 et MT2 avec les protéines Gai dans les ostéoblastes de
sujets controles et des patients SIA, ce qui est en accord avec la littérature (Brydon ef al.,
1999). Cette observation a été faite dans les ostéoblastes de patients STA non traités ainsi
que dans les ostéoblastes stimulés avec les concentrations physiologiques de mélatonine -
et/ou de 17-B-estradiol. Cependant, nous avons également observés un couplage des
récepteurs de la mélatonine MT1 et MT2 avec les protéines Gas (figure 12 et 13). Le
couplage des récepteurs MT1 aux protéines Gog a été démontré dans la littérature dans
les lignées cellulaires COS (cellules de rein de singe vert africain contenant une version
du génome du virus SV40), cependant il n’avait pas encore été observé avec le récepteur
MT2 (Chan et al., 2002a). Ces résultats semblent fournir un mécanisme plausible
expliquant le plus haut taux d’AMPc observés dans les ostéoblastes isolés de patients

AIS du groupe 1 en présence de mélatonine seule. Les protéines Gags couplés aux
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récepteurs de la mélatonine augmenterait le taux d’AMPc intracellulaire en activant les

adénylates cyclases (Sunahara et al., 1996).

Les immunobuvardages de type Westermn suite aux immunoprécipitations avec les
anticorps anti-MT1 et anti-MT2 ont montré que les récepteurs de la mélatonine sont
couplés aux protéines Go,; et Gas. Nous avons détecté deux bandes correspondant aux
protéines Go,; et deux bandes correspondant aux protéines Gog dans ces
immunobuvardages. Les bandes présehtes a 45 kDa correspondent aux protéines Ga,
non phosphorylées et les bandes présentes a 60 kDa correspondent aux protéines Go;
phosphorylées tel que démontré par Moreau et al. (Moreau et al., 2004).

Nous avons également observé une diminution du couplage des récepteurs MT2 avec les
protéines Gog en présence de 17-B-estradiol. Il ne semble pas que cette diminution du
couplage en présence de 17-B-estradiol soit due a une diminution de la quantité des
protéines Gas présentes puisqu’elle n’est pas observée avec le récepteur MT1 sur les
mémes échantillons et dans les mémes conditions. Cette diminution du couplage de
récepteurs MT2 avec les protéines Gag en présence de 17-B-estradiol entrainerait une
correction du défaut de signalisation de la mélatonine chez les patients du groupe 1 en
permettant aux protéines Gi de se coupler au récepteur MT2.

Un autre mécanisme pourrait également expliquer cette diminution de 1’interaction des
protéines Gas avec les récepteurs MT2. En effet, Masana et al. ont montré que le 17-f-
estradiol augmente la densité des récepteurs MT2 et compte tenu que les protéines Goig
sont dix fois moins abondantes que les protéines Go; ceci expliquerait la diminution
apparente du recrutement des protéines Gog (Kaziro et al;, 1991) (Masana et al., 2005). -
Cependant cela n’aurait pas ou peu d’impact sur le couplage des Gi au récepteur MT2 a
cause de leur plus grand nombre permettant d’occuper presque’ tous les récepteurs MT2
(figure 8). Toutefois, cette augmentation possible de la densité des récepteurs MT2 par
le 17-B-estradiol n’a pu étre confirmée par nos expériences d’immunofluorescence. Des
essais d’affinité avec I’iodomélatonine marquée devraient étre réalisés afin de vérifier
cette possibilité. 11 serait également important de déterminer 1’affinité des récepteurs de

la mélatonine pour les protéines Go; et Gag grace a des colonnes d’affinité.
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De plus, I’étude du couplage des récepteurs de la mélatonine au protéines G par des
expériences d’immunfluorescence, nous a permi de reporté dans cette étude que
I’exposition aux estrogénes et a la mélatonine n’agit pas de la méme maniere sur la
localisation sub-cellulaire des protéines Gi dans les cellules AIS. Nous avons trouvé une
colocalization cytoplasmique des protéines Gai avec les récepteurs MT2 dans les
cellules exposées au 17-B-estradiol. Cependant, daﬁs les cellules exposées a la
melatonine seule, cette colocalisation n’a pas été observée. Plusieurs études ont montré
la présence des protéines Gi au niveau du noyau (Willard ez al., 2000). La localisation
cytoplasmique versus nucléaire des protéines Gi est importante pour la différenciation
cellulaire et la prolifération et ainsi pour le métabolisme osseux et la fonctionnalité des

cellules (Crouch, 1991; Crouch et al., 1997; Gobeil et al., 2006).

5.4 Désensibilisation des récepteurs de la mélatonine

Des ¢tudes montrent que le couplage préférentiel des récepteurs couplés aux protéines G
a différentes protéines G serait sous le contrdle de modifications post-traductionnelles
telles que la phosphorylation. En effet, la présence dix fois plus importante de protéines
Gi1 que de protéines Gs (Kaziro et al., 1991) dans un grand nombre de type cellulaire et
tissus montre que le couplage des récepteurs aux protéines Gs nécessite un mecanisme
spéciﬁque pour favoriser leur couplage aux récepteurs couplés aux protéines G (RCPGQG).
Des études réalisées sur les récepteurs P-adrénergiques ont montré un changement du
couplage avec les protéines Gs, habituellement couplés a ces récepteurs, vers un
couplage avec les proteines Gi (Baillie ez al., 2003). La phosphorylation des récepteurs
B-adrénergiques diminue significativement leur capacité a se coupler aux protéines Gs,
ce qui augmente simultanément leur couplage aux protéines Gi (Zamah et al., 2002). La
phosphorylation de ces récepteurs est médiée par la protéine kinase A (une sérine kinase
activée par la voie rapide des estrogénes) et permet la désensibilisation hétérologue des
récepteurs. Ainsi, le modele retenu par Daaka et al. (Daaka et al., 1997) est que la

phosphorylation des récepteurs f-adrénergique par la PKA les rendent moins apte a se



97

coupler aﬁx protéines Gs mais plus apte a se coupler aux protéines Gi in vitro. De plus,
ce mecanisme de « switch moléculaire » par lequel les protéines Gs sont remplacées par
les protéines Gi a été observé dans différents types cellulaires (cellules épithéliales de
rein de hamster, lés myocytes cardiaques de rat, cellules pancréatiques de souris et des
cellules d’ovaire de hamster chinois) (Lefkowitz et al., 2002). Cependant, bien que
plusieurs études aient montré le remplacement des protéines Gs par les protéines Gi dans
le couplage avec les récepteurs B-adrénergiques, aucune étude n’a mis en évidence le
remplacement des protéines Gi par des protéines Gs et en particulier avec les récepteurs
de la mélatonine. Nous sommes ainsi les premiers a montrer un tel changement dans le
couplage des protéines G et les RCPG. Ainsi, il est possible que le couplage des
récepteurs MT2 aux protéines Gs soient dii & une modification dans la phosphorylation

des récepteurs MT2 (figure 28).
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Figure 28 : Mécanisme impliqué dans le changement du couplage des récepteurs -

adrénergique avec les protéines G et mécanisme possible impliqué dans la diminution du

couplage des récepteurs de la mélatonine MT2 avec les protéines Gos en présence de

17-B-estradiol.
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La phosphorylation des récepteurs MT2 en présence de 17--estradiol pourrait expliquer
la diminution du couplage aux protéines GaS en stimulant I'activité d’une tyrosine
kinase, d’autres kinases comme la PKA 6u tout simplement en réduisant la synthese de
protéines GaS et en augmentant le nombre de récepteurs. L’analyse de la séquence du
récepteur MT2 a montre qu’il possede, au niveau de la queue C-terminal, des motifs
reconnus par deux serine kinase, Erk et p 38 MAPK, et une tyrosine kinase, Lck
("leukocyte-specific protein tyrosine kinase"). La tyrosine kinase inclut dans ce motif est
situé en positi'on 308 de la séquence en acides aminés. Le tableau X1 montre que le
dernier domaine cytoplasmique du récepteur de la mélatonine MT2 se situe au niveau de
la région allant de I’acide aminé 309 a ’acide aminé 362. Ainsi, il est possible que la
tyrosine 308 soit accessible aux tyrosines kinase. Plusieurs études ont montré que les
kinases Erk-1 et p38 MAPK peuvent étre activées par les estrogenes (Seval et al., 2006)
(Gentilini et al., 2007). Contrairement au récepteur MT2, nous n’observons pas de
diminution dans le couplage des récepteurs MT1 aux protéines GaS. Cette difference
peut etre expliquée par le fait que les récepteurs MT1 et MT2 n’ont pas les mémes sites
de phosphorylations (figures 25 et 26, tableaux VII et IX). En effet, bien que les
récepteurs partagent une grande homologie de séquence, les récepteurs MT1 et MT2 ne
possédent pas les mémes motifs de reconnaissance des kinases. La queue C-terminale du

récepteur MT1 ne possede pas de motifs reconnus par les kinases Lck, Erk-1 et p38
MAPK.
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CHAPITRE 6. CONCLUSION ET PERSPECTIVES
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En conclusion, nous avons pu répondre a notre premier objectif qui était de déterminer
les effets des estrogenes sur 1’activité adénylate cyclase en réponse a la mélatonine en
présence ou en absence de 17-B-estradiol. Nous avons démontre I’existence de trois
groupes de patients en nous appuyant sur le défaut de signalisation de la mélatonine et
de deux groupes en nous appuyant sur la réponse des ostéoblastes au 17-B-estradiol.
Nous avons ainsi montré chez les patients du groupe 2 et 3 une augmentation
significative du taux d’AMPc en présence de 17-f-estradiol qui pourrait se répercuter
par un défaut de signalisation de la mélatonine exacerbé (en terme de niveau d’ AMPc).
Dans le cas de ce groupe, nous établissons que le traitement des ostéoblastes par les
estrogenes pourrait étre dommageable. Ces patients ne devraient donc pas étre exposés
aux substances ayant des propri€tés de stimulation des récepteurs aux estrogenes tels que
les anovulants ou les dictes riches en phytoestrogenes de méme que certains polluants
biomimétique des estrogénes. Nous avons également montré que chez les patients du
premier groupe, le défaut de signalisation de la mélatonine conduisant a une
augmentation des taux d’ AMPc peut &tre corrigé partiellement in vitro par ’addition du
17-B-estradiol (E2). Ces résultats ont également permis d’établir un bénéfice potentiel,
chez ce groupe de patient, du traitement des ostéoblastes par un agoniste des récepteurs
aux estrogenes tel que les phytoestrogénes.

Les résultats obtenus chez les patients du groupe 1 nous ont conduits a nous intéresser au
mécanisme impliqué dans la diminution du taux d’AMPc en présence de 17-B-estradiol.
Ainsl nous avons pu montrer 1’existence du couplage entre les récepteurs de la
meélatonine et les protéines Gass. De plus, nous avons mis en évidence une diminution de
’interaction des protéines activatrices (Gog) couplées au récepteur MT2 de la
melatonine provoquée par ’exposition des cellules au 17-B-estradiol dans ce groupe de
patients, semblant montrer que [’interaction entre la voie de signalisation de la

mélatonine et le 17-B-estradiol passerait par le récepteur MT2.

Dans les perspectives futures il serait important de déterminer si la phosphorylation des
récepteurs MT2 est impliquée dans la diminution du couplage de ces récepteurs aux
protéines Gos en présence de 17-B-estradiol. En effet, la littérature montre que la

phosphorylation des récepteurs joue un rdle important dans la spécificité du couplage
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des récepteurs couplés aux protéines G avec les différentes protéines G (Daaka et al.,
1997). 11 serait donc intéressant d’étudier le profil de phosphorylation du récepteur MT2
chez les patients du groupe 1 en présence de 17-B-estradiol et/ou de mélatonine et de le
comparer a celui observé chez les patients du groupe 2 et 3 ainsi que chez les sujets
contrdles. Les sites de phosphorylations et les kinases pouvant étre impliquées (PKA,
Erk-1, Lck) devront étre étudiés.

Des variations dans la désensibilisation des récepteurs de la mélatonine pouvant étre
¢galement un mécanisme impliqué dans le défaut de signalisation observé aux niveaux
des taux d’AMPc chez les patients SIA, il serait également important de déterminer s’il
existe une variation dans la désensibilisation de la réponse a la mélatonine en présence
de 17-B-estradiol dans les ostéoblastes de patients SIA et plus spécifiquement dans les
deux sous-groupes montrant des réponses opposées en présence de 17-B-estradiol
(groupe 2 et 3). La désensibilisation augmentée des récepteurs pourrait expliquer
I’absence d’inhibition de I’activité adénylate cyclase en présence de mélatonine mais
¢galement en présence de 17-B-estradiol. Ainsi, pour aborder 1’effet potentiel des
estrogeénes dans la désensibilisation de la voie de signalisation de la mélatonine il serait
intéressant d’exposer des cellules provenant des patients SIA et de sujets témoins a la
mélatonine en présence de I'E, (17-B-estradiol) et d’explorer la cascade classique
adénylate cyclase, AMPc et PKA. Il faudrait explorer le phénomene de désensibilisation
hétérologue et homologue car 1l est fort probable que les estrogeénes exercent un effet de
désensibilisation hétérologue qui serait additionnelle a la désensibilisation homologue
des récepteurs a la mélatonine (MT1 et MT2) déja connue dans la littérature. Le
phénomeéne de translocation de la PKC a la membrane sera également étudier car cette
enzyme est également impliquée dans la phosphorylation des récepteurs couplés aux
protéines G.

D’autre part, les phytoestrogénes, ayant des propriétés semblables aux hormones
naturelles, pourraient influencer le développement de la scoliose comme nos expériences
semblent 1’envisager chez les patients du groupe 1 (Cos et al., 2003). En effet, le 17-B-
estradiol semble avoir un effet positif sur le rétablissement de la voie de signalisation de
la mélatonine défaillante dans les ostéoblastes des patients SIA de ce groupe. Dans ce

but, nous sommes en train de mettre en place une étude clinique qui évaluera le potentiel
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des suppléments en phytoestogénes sur la maturation osseuse (radiologie), la densité
minérale osseuse, I’¢tat hormonal (dosages plasmatiques), de la croissance pubertaire, la
réponse aux estrogeénes (test in vitro de I’activité de créatine kinase, et test de I’AMP

cyclique) et 1’évolution (progression) de la déformation rachidienne.

Impact potentiels au niveau clinique et fondamental

Une meilleure compréhension concermnant le mécanisme par lequel les estrogénes
contribuent a réguler la voie de signalisation de la mélatonine et leurs fonctions pendant
le développement et la croissance cu rachis devrait fournir des informations essentielles
sur les causes du développement et/ou de la progession de la SIA. L’¢élucidation de ces
mécanismes permettra d’identifier et de valider de nouvelles cibles moléculaires
impliquées dans la SIA. L’étude proposée permettra d’explorer plus directement le réle
des estrogénes dans le mécanisme pathogénique sous-jacent la formation des

déformations scoliotiques dans la SIA.
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bre et avec le plus de sévérité. Outre lo déformation du rochis, cette
moladie peut avair des conséquences importontes sur fo sonté des
patients et affecter des fanctions d*équilibre, vestibulaire et propria-
ceptive, altérer le tanus musculaire et susciter 'opparition prématurée
d'osténporose chez certaines patientes  I'dge adulte. De nas jours, on
admet volantiers que la scaliose idiopathique de Padolescent (SIA) est
une maladie d’origine multifactonelle, €n effet, des facteurs d’osdre
génétique, neurolagique, endocrinien, biomécanigue, métabalique et
autres peuvent interveny tant dans le déclenchement que dons 'ag-
grovotion de cette malodie.

Facteurs étiologiques de la scoliose idiopathigue

Plusieurs perspectives divergentes ant été présentées dans |'espoir de
définir plus clairement I’étiolagie de la SIA et d’expliquer Jes ditféren-
tes perturbatians assaciées & la défarmatian du rachis observée chez
les patients SIA L1, 2. Dans cette synthése nous prapasons un survo!
des différents facteurs considérés dans Vétiolagie de la SIA et nous
nous attarderons aux plus récents cancepts moléculoires impliquant
un défaut de signalisatian de ta mélatonine dons P'étiapathogénie de
ta SIA.

Facteurs génétiques

Des observations de vrais jumeaux otteints de scalioses ont été rap-
partées o de nombreuses reprises et montrent fe dévelappement de
scoliose dans 73 % des cos pour les jumeaux identiques et 36 % des
cos chez les jumeaux gémellaires [3, 4] confirmant la cantributian
de focteurs génétiques. Bien que la composante héréditaire puisse
étre présente dans certaines familles, an nate que 85 % des scolioses
idiopathiques constituent des cas sporadiques : elles surviennent dans
des famitles n'dyunt oucun antécédent. Néanmoins, plusieurs études
ont clairement mis en évidence que la SIA survient avec une fréquence
plus élevée dans certaines familles [ 1]. Les travaux de Wynne-Davies
[5] et de DeGeorge [ 4] ont permis de démontrer une incidence fami-
liale suggérant un mode de tronsmissian dominante et ont d'aitleurs
établi une prévolence dans Ja tronsmissian de la scoliose variant de 17
0 42 % chez les filles et de 7 & 29 % chez les gargons issus d'un parent
atteint de S1A sans qu'il y ait une différence significative selon que ta
mere ou le pere soit affecté d’une scoliose [5, 6. La prédominance
de lo SIA chez les filles a conduit plusieurs groupes & examiner une
possible transmissian de lo SIA vio le chromasome X [7]; d’autres
groupes fovorisent plutdt une transmission autasomale [8]. Les plus
récentes données génétiques abtenues dans différentes papulations
ant mis en évidence un nombre croissant de loci de susceptibilité pour
la SIA, cantribuant ainsi & accroitre la difficulté d'identifier un au
plusieurs génes candidats responsables de cette malodie Teblent ).
Certes ce décompte peut s’expliquer par le nombre limité de familes
comprenant plusieurs cas de SIA recrutées 6 ce jour mois aussi on peut
I"attribuer & 'absence de méthodes permettant de mieux classifier les
patients scoliotiques. En effet, les anolyses génétiques reposent sur
le phénotype principal soit la courbure du rochis. Cependant, d’outres

WiSnT i), vol 23, novembre 209}
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paramétres cliniques, biochimiques ou métoboliques
(endophénatypes) devraient étre pris en compte afin
de tirer profit des plus récentes €tudes génétiques et de
mieux définir I'étiapathogenése de la SIA.

Eléments structuraux du rachis

La scoliose est un des signes cliniques qu'an retrouve
dans plusieurs maladies offectant le tissu conjonctif
(syndrome de Marfan, hyperfaxité articuloire d’Ehlers-
Danfas, homocystinurie et ostéagenése imparfaite)
[9]. Des oltérotians du coHagéne seraient aussi reliées
4 des focteurs envirannementaux notomment une
insuffisance en cuivre déclenchant une scoliose, car le
cuivre intervient dans lo régulotion de la lysiloxydase,
choinon importont du métabalisme du collagéne {10}
Dans ce cantexte, it n’est donc pas surprenant que les
principaux éléments des structures vertébrales, soit
le collugén: et les protéoglycanes, oient été analysés
dans I'espoir d*élucider la couse de la SIA [11, 12]. Ces
différents changements de points de vue sont résumés
au Tableau 1. €n définitive, I'analyse des génes codant
paur ces différentes compasantes o permis d'exclure
la moindre implication de ces génes dans I'étiapatho-
genése de lo scoliose [13, 14]. Canséquemment, les
madificatians observées dans la SIA seroient plutdt des
événements secondaires associés 4 cette maladie: et
ils se limiteroient seulement & I’aggravation des défor~
mations.

Facteurs neurologiques et musculaires

Plusieurs preuves expérimentales relévent des anamo-
lies de fonctionnement des centres du contrle postural
situés dans |e cerveou, qui priveraient la colonne verté-
brale d'informotions nécessaires & sa croissance régu-
liere en hauteur [15]. La mauvaise intégration de ces
informations dans te systeme nerveux central (SNE) ou
encore dans le systéme nerveux périphéngue pourrait
expliquer la croissonce osymétrique du rachis chez les
enfants et odolescents atteints de SIA, En effet, lo des-
truction de I'hypotholomus chez le rot por stéréotaxie
électrique entroine lo farmation d’une scoliose {16]
Une étude réolisée sur 150 sujets scoliatiques o montré
que 79 % d’entre eux présentaient des anamalies de
fonctionnement de I'équilibre orthastatigue portant
autant sur fo proprioception gue sur les réflexes ocu-
lomoteurs ; en comparoison, seulement 5% des sujets
témoins présentoient ces anomalies (17]. Le réle de la
musculature spinole dons la pothagenése de la scaliase
idopathique a été également le sujet de nombreuses
€tudes, en particulier dans i distribution des différents
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types de Fibres nssociés o fo déformotion [18]. Mannion et al, aat  cdté concave de la courbe scoliotique mais pas de dif-
mantré chez 14 adolescentes scoliotigues gu'il y avoit une proportion  férence du cété convexe [19].
significativement plus faible de fibres de typel dans les muscles du

Facteurs hiochimiques

Facteun neuroiogiques et musculoires | B les facteurs biochimiques en jeu dons
. - Pétiopathogénie de la scolinse ont sur-
tout été abservés dons les plaquettes

7 ¢ M H ¥ . N
Systéme merveux central Deslru:tunntqzlllypuzﬁulnmux sanguines qui sont également des cel-
‘Amomolies de praprioceptions ) lules présentant un octivité contrac-
tite (20-22] Une ougmentation du col-
. - ; N ium et h hare |0 ellulaire
Muscularure spinale Distribution différentes des fibres ciu du phosphare introcellu

dans les ploquettes de potients SIA,

sy / ) _oinsi qu'une diminution de Voctivité

seieiirg bikhimig
e

de plusieurs pratéines intracellulaires
telles que les protéines contractiles et
la myosine adénosine triphosphatase
ont été observées [22]. L'nugmentotion

des toux de colmoduline dons les pio-

) quettes de potients SIA serort associée
Protéines structurales e . - 6 la SIA et notamment & lo progression
: ’ ’ de |o caurbure de Id scoliose [21]. Plas
récemment, les travaux pravenont des

fibrillime Bisorganization des fibres équipes dirigdes po7 les Drs Enouf & Paris

et Moteou & Montréol ont mis en evi-
Callogene / . dence un défaut dans la différenciation
Pratéogiycanes Dégénératian du collogene . et dans lo matucotion des ploquettes

Accumulotian d'ngrégats de prétoglycones songuines des sujets otteints de SIA

s . . ©° porticuliérement en étudiant les profils
d’expressian de différentes isoformes
des ATPoses ealciques PMCA et SERCA,
Cependont, les défouts observés dons les
plaguettes représentergient une indi-

Réduction des linisons des fibres de - cotion des chongements métaboliques
collogene

) AT(Er’ulian‘ de lo campasition des
Collagéne L protéaglycanes

"Focteur non confirme

survenont dans d'outres types cellu/oires
X et dans les tissus tels gue {es muscles et
fibres éiostiques Chargements de matphalogie discole les ostéoblastes plutdt qu'un événement
primaire & lorigine de lo S1A {2627,

Facteurs neuroendoctiniens

La piste neuroendacrinienne fondée sur
hypothése qu’une carence en mélato-
nine seroit o Jo source de la SiA a suscité
beaucoup d'intérér et de cantroverses,
Cette hypothése découle du Fort que
Uablation de la plande pindate chez le
poulet cu 1e rat montenu dons un mode
bipede, produit une scoliose similaire en
piusieurs paints @ la molodie humaine

[15). Plus récemment, des résultats

Tabjequ . Facteurs Gticiogigues de la SIA. identiques ant été shtenus chez des
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sours bipkdes et quudrupédes de souche C5781/6 (souris dont lo voie
de synthése de la mélatonine est diminuée a lo suite d’une mutation)

[23]. En effet, lo mélotonine (N-océtyl-5-méthoxytryptamine) est une’

neurohormone pringipalement synthétisée por la glande pinéale selon

un rythme circadien ; elle est secrétée dans la circulation ou elle agit

sur des tissus cibles [24]. La mélatonine est synthétisée également

par d'autres cellules notamment les lymphocytes et les plaquettes et
régule plusteurs activités physialogiques notamment ['horloge biologi-

Facteurs
gEnétiques

g

[4a}

[3)]

* aggrécanes

SNTG)

Tableau /. Foctaurs gtiofogiques de (o 31A (suite).

4 MIER* 1), vol. 73, aovemdrs 2087

Latler_Synihase.mad &

que {cycle circodien),
le systémme nerveus et
immunitaire de méme
que e mérabolisme
osseux. L'injection de
doses quotidiennes
de mélatonine exa-
gene chez les onimayx
pinéolectamisés pré-
vient la formation
d’une scoliose {23].
La pertinence biolg~
gique de la mélata-
nine dans la SIA est
cependant cantraver~
sée puisque la plupart
des études n’ant pu
mettre en évidence
une diminution signi-
ficative du taux de
mélatonine circulonte
chez les potients SIA
£n autre, ni Fablatian
de la glande pingale
chez les onimaux
supérieurs ctomme
le singe, ni lo des-
truction de la glande
pinéole por des trai-
tements de rodiathé-
rapie chez les enfants
atteints d'un cancer
tare de la glonde
pinéale ne conduit au
développerment d’une
scoliase: ces foit
vont & & I'encontre
de I'hypothése d’une
carence en mélato-
nine comme facteur
dtiologique de lo S!A.
Voild pourquoi nous
avons été conduits a
vEiifier si fa SIA pou-

vait compter parmi ses focteurs de déclenchement un
défout de signolisation de lo mélatanine dans lo cetlule

Signalisation de la mélatonine et SIA

La mélatonine exerce ses effets par le biais de récep-
teurs spécifiques de haute affinité. Ces récepteurs de la
mélatonine sant couplés & des pecites pratéines appe-
iges protéines G inhibitrices ou Gi (granine nucleatide-
binding protein) et teur activatian conduit & une inhi-
bitian des adénylates cyclases, enzymes respansables
de \a synthese d'AMPc. Por clanage moléculoite, trais
saus-types de récepteurs mélatoninergiques couplés
qux protéines G ant été identifiés chez les veriebres
[25]. Les propriétés de limison ou hgand, cinsi que [es
mecanismes de signalisntion de ces récepteurs sont
remarquablement similaires. Chague sous-type de
écepteur est cauplé @ une inhibjtion de Yaccumulo-
tion d'AMPe. Les génes des récepteurs MTL et MT2 sant
présents chez les mammiferes et de nombreuses dan-
nées démantcent que MT) est le récepteur qui régule
les fonctions reproductives et circadiennes en réponse
& 1o mélatanine [25). e troisieme récepteur, MelRlc
{(deux isaformes a et ) o uniquement été détecté chez
ie poulet et le Xénape. Un deuxieme type de récepteur
de la mélotonine, appelé MT3, o d'abord éte découvert
griice © ses prapriétés pharmocologigues mois il est fort
distinct des sécepteurs MT] et MTZ [%¢]. Récemment,
les récepteurs MT1 de Phomme et de lo souris ont été
clonés ; ils correspondent & une protéine codée per un
gene homologue de lo guinane réductose 2 (QRZ). Le
dle exact de ce géne dans la transmission du signal de
la mélotonine reste a détesminer. En dehors des récep~
teurs membranaires, les récepteurs nucléaires orphe-
lins RZRet et 3 ont été propasés comme interagissant
avec lo mélatonine [27]. Nous avens été les premiers
@ démontrer un dysfanctionnement de |o signalisotion
intracellulaire de la mélatonine dans les tissus mus-
culo-squelettiques d'une cohorte de patients atteints
de SIA [28] que naus avans comparée & une série de
sujets témoins otteints pu nan d'un autre type de
scohiose cliniquement reconnu et décrit. Les tests que
nous avans effectués ant permis d’observer trais types
de réponses en présence de concentratians arofissantes
de mélatonine suggérant ainsi la participation passible
de génes distincts dons ce défout de signalisetion chez
certains patients SIA (Tizure 14). De plus, lo faible
capacité b inhiber Mactivité des adénylates cycloses
stimuylées par la forskoline o également éte observee
aver un onalague nan hydrolysable du GTP, le Gpp(NH)p,
permetrant de penser qu'un tel dysfanctionnement de
la signalisation de la mélotanine dons la SIA powrrait

(1102007 160235



étre induil par une hypo-fonctionnalité sélective des  tions post-tenductionnelles des protéines Gi impliquant la phospho-
pratéines Gi, Foit d*gilleurs occrédité por une augmen-  rylatian de résidus sérine & feur extrémité amino-terminale sant bien
tation de 1o phaspharylation des protéines Gi couplées  tonnues pour blaguer la farmotion d’hétérotriméres fanctionnels avec
oux récepteurs de lo mélatanine. £n effet, les madifica«  les vaus-unités GP et Gy, empéchont ajnsi linhibition de Factivité des

1S

o= téroins (n=10) -

c i groupel (ns 22)
Dl e grovpe 2(n= 34)

(o graupg‘} {n'=34)

" Pourcentage relatif d'AMPEe

P loeh we?’ e’ les

Concentration en mélatanine

Figure 1. A. fvaluation dn Teffet Infiiki de fo mdl fere sur o intraceliudaite
AMP deris (25 wstdoblautns humaias. EHet de doses croissontes de mélatonine (10 1 & 107°M)

siit iz5 Mvenux d°AMPr intrarellulaite induit por in stimulntion de V'activité ndénylate cyciose por
la Forsialin {107%M) dons les ostéoblostes dérivés de patients scoliotiques. Les courbes diinhibition
ont permis de classiker les potients SPA en wroiy groupes fonctiannels Le proupe 1 { ==} mantre
une gugmentation des niveoun d’AMPe ou liey g’une diminution somme an ['vbservee dant ie groupe
constSle, Dons te groupe 2 ( =8=), on n'ohserve presgue pos d'inhibiion, olors que ies cetlules Bey
potients du grouge 1 { == ) montrent une réponse partielle. B. Défout de signalisation de lo méfa-
raning ches (es paticaes $18. La mélotonine peut se lier 4 ses réceqtedrs membranaices MT1 au MT2
{pringipolement présents a I'étor d'hétérodimeres). Ce sont des récepteurs cauplés aix protéines G
{5 inhibitcices) qui, une fois oclivées, inhibent Pactivilé des ndénylales ryciases. Chez les patients
14, les sous-unités Go des protémes b1 sant phosphorylées dons les résidus séring, ce qui prévient
lu formution de trimgres gvec ley spus-anités [y, re qui induit leut noctivation £t lewr incapacité &
inhiber I'uctivité ees ndénylotes cycloses. Lo phospharylntion des protéines Gi o été.démantrée chez
tes potients SIA por Moreau et af. [28).

Want 2, vol, 13, novembre 2027

adénylates eycloses en présence d’un
lignnd spécifique [25]. Cette phas-
pharylation anarmale nichée dans ies
ostéoblostes et dans plusieurs autres
types celulaires testés témoignant
d’'un défaut systémique (7
fait inséressont, \es oestrogénes

inhibent fortement I'expression et {a
synthese de la sous-umité a des pro-~
téines G {6i,.; et Gs) dans des cultu-
res d’ostéoblastes {30], suggérnns
ainsr que la signolisation de la mélo-
tonine pourrait €tre modulée par les
cestrogénes. On peut remargquer que
la copaité des mstrogénes 6 modu-
fer fes niveoux des protéines G (6s et
Gi) pousrait exphguer la prévaience
des manifestations cliniques de lo
SIA a I'odolescence et le fait que les
filles saient plus séverement ottein-
tes qua les gargons. Dons ce sens,
lo mise en évidence d’un défaut de
signalisotian de lo mélatanine vient
non seylement actugliser fe role de
cette hormone dans g pothogénie
de la scaliose mais, de plus, consti-
tue un concept unificateur pouvant
expliquer la majorité des offections
assocides & la scaliose (Figure 2; Qe
plus, ce nouveou cancept molécu~
laire a permis de dévetopper ua pre-
mier test de dépistage fonctionnel
de in SIA gctuellement en caurs de
validation clinique,

Développement d’un test
fonctionnel pour le dépistage
pricoce de la S1A

Comme i n'existe pour le moment
aucun test ni une guelcongue fagan
de prévair Uapparition £'une sca-
liose ; celle-ci n'est diognostiquée
que lorsque Jo déviation de la eolanne
ecommence o etre opparente. Ainsi
c’est taute la manére dant on traite
les patrents scaliotigues depuis des
décennies qui sera houleversée, voire

1107 16 D435




transformée, par la mise au paint d’un test de dépistoge précoce. Le
test cible deux papulotians distinctes. Premierement, les enfants dits
a risque, ¢'est-0-dire ceux provenant de familles présentant plusieurs
cas de scaliose ou encore ceux dont I'un des deux parents est scolia~
tique [&, ). Deuxiemement les enfonts et les adolescents en début de
maladie (¢’est-a-dire, victimes d’une déformation du rachis apparente
comprise entre 10° et 30°) au sein desquels 1] sera possible d’identifier
ceux qut présentent un risque de progression rapide. Le test est relati-
vement simple puisque & partir d'un échantillon sanguin, les fympho-
cytes possedent des técepteurs de ta mélatortice, sont isalés et utitisés
pour déterminer la présence d'un défaut dons lo transmission de {a
mélatonine. Ce défaut est déterminé par un test biochimigue mesurant
lo capacité de fa mélatanine o inhiber la synthéese d’AMPc, malécule
chimique produite par ia cellule et agissant comme messager introcel-
lulaire secondaire {Figure 1}, La production d'AMPc est astificiellement
stimulée par un troitement en présence de forskaline, molécule qui sti-
mule Pactivité des odénylate cyclases, enzymes membranaires chorgés
de la synthése d’AMPc. £n présence de concentrations croissantes de
mélatonine, an observe une réductian rapide de cette synthése dans
les lymphocytes des sujets sains ; en revonche, dans les lymphocytes
des patients SIA, on observe une obsence d’inhibition. Nous ovons
identifié trois types de réponses anormales chez les sujets SIA ce qui
nous permet de faire une classificotion fonctionnelle des patients. En
outre, ce test fonctionnel permet le dépistage précoce de la SIA sans
ovoir o priori une connoissance des mutotions ou des génes en cause

dans lo SIA puisqu’l cible une voie de signalisation ce
qui couvre un ensemble plus générol. ©
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