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ADNc: Acide désoxyribonucléique complémentaire
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AMPc : Adénosine monophosphate 3’-5'cyclique
Arg : Arginine

ARNm : Acide ribonucléique messager

Asn : Asparagine

Asp : Acide aspartique

ATP : Adénosine triphosphate

BAG-75 : Bone acidic glycoprotein-75kDa

BGP : Gla-protéine osseuse
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CHAPS : 3-[(3-cholamidopropyl)diméthylammonio]-1-propane-sulfonate

CLHP-PR : Chromatographie liquide haute performance en phase réverse

CPG : Chromatographie phase gazeuse
Cys : Cystéine

DAB : 3,3-diaminobenzidine-4 4’-tétrahydrochloride
DAG : Diacyl glycérol

DEAE : Diéthyl-amino-éthyl

DTT : Dithithréitol

EDTA : Ethyléne diamine tétra-acétique
EDTA-Na, : tétrasodium-éthylénediamine-tétra-acétate
EGF : Epidermial growth factor

FGF : Fibroblast growth factor

Fuc : Fucose

y Glu : Acide y-carboxyglutamique
GAG : Glycosaminoglycanne

Gal : Galactose

GalNAc : N-acétyl galactosamine

Gla : Acide y -carboxyglutamique

Glc : Glucose

GlcNAc : N-acétyl glucosamine

GlcUA : Acide glucuronique

Gln : Glutamine

Glu : Acide glutamique

Gly : Glycocolle

His : Histidine

Hyl : Hydroxylysine

Hyp : Hydroxyproline

IdoUA : Acide iduronique

IFN : Interféron

1GF : Insulin-like growth factor

IL-1 : Interleukine-1

He : Isoleucine :

IP3 : Inositol triphospha

kDa : kiloDalton

Leu : Leucine

LIF : Leukemia inhibitor factor

Lys : Lysine

M-CSF : Colony stimulating factor M
Man : Mannose

Met : Méthionine

MGP : Gla-protéine matricielle

MMP : Matrix metallo-protease

NBT : 4-nitro blue tétrazolium chloride
NeuAC : Acide N-acétyl neuraminique
NeuGec : Acide N-glycolyl neuraminique
OH-Lys : Hydroxy-lysine

OH-Pro : Hydroxy-proline

OHC : Ossein hydroxyapatite complex
Osn : Ostéonectine

PAGE : Electrophorese en gel de polyacrylamide
PBS : Tampon phosphate de sodium
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PDGEF : Platelet-derived growth factor

PG : Protéoglycanne

PGE, : Prostaglandine E,

Phe : Phénylalanine

PIP, : Phosphatidyl inositol diphosphate
PITC : Phénylisothiocyanate

PKC : Phosphokinase C

Pro : Proline

PrPTH : Peptide apparenté a la parathormone
PTH : Parathormone

PVP : Polyvinyl-pyrrolidone

R, s500mpeps - Récepteur de la 1,25-dihydroxyvitamine D3
RGD : Asparaginyl-Glycolyl-Aspartate

Ry, : Récepteur de l'interleukine 1

Rpry : Récepteur de la parathormone

SAB : Sérum albumine bovine

SDS : Dodécyl-sulfate de sodium

Ser : Sérine

SPARC : Actdic protein, secreted and rich in cystein
TGF : Transforming growth factor

Thr : Thréonine

TNF : Tumor necrosis factor

Tyr : Tyrosine

Val : Valine

Xyl : Xylose
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Introduction 1

Le tissu osseux est formé d’une matrice extracellulaire calcifiée abondante. II a un
role primordial de maintien de ’homéostasie minérale des liquides extracellulaires et
aussi un roéle de soutien et de protection des autres tissus de I’organisme. Le métabolisme
osseux correspond a un systéeme complexe, unique dans I'organisme, oit deux familles de
cellules s’opposent lors des processus de formation et de résorption osseuses.

On définit donc un cycle de remodelage osseux au cours duquel les ostéoclastes résorbent
initialement la matrice organique et minérale agée, ce qui entraine la formation d'une
lacune. Les ostéoblastes ont alors la charge de synthétiser une nouvelle matrice organique
osseuse au sein de cette lacune qui sera, par un mécanisme non encore élucidé,
minéralisée. Le complexe phosphocalcique/matrice organique formé constitue Ila
structure rigide du squelette.

Ainsi, on distingue dans le tissu osseux la matrice minérale phosphocalcique de la
matrice organique protéique.

L’essentiel de nos travaux a consisté en l'analyse et la caractérisation biochimique d’une
préparation industrielle de fémur bovin « Ossein Hydroxyapatite Complex » fournie par
les industries pharmaceutiques PIERRE FABRE MEDICAMENTS et obtenue par broyage
puis extraction a l’acétone, et en I'isolement et la caractérisation biochimique des familles
protéiques et glycoprotéiques majeures de la matrice organique.

Nous ferons précéder I'exposé de nos travaux par une revue sur le métabolisme osseux et
sa régulation. Apres la description des principales protéines et glycoprotéines présentes
dans la matrice organique de I'os, un chapitre fera le point sur nos connaissances actuelles

de la structure primaire des chaines glycanniques des glycoprotéines.
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A.. DESCRIPTION MORPHOLOGIQUEET STRUCTURALE DE L/OS,
COMPOSITION CHIMIQUE

Les os constituent une structure rigide qui sert de support d’ancrage a tous les
organes mous de notre corps. En cela ils jouent un réle basique de soutien et de
protection. Parallelement, le tissu osseux est formé d'une matrice extracellulaire
abondante qui a la particularité d’étre calcifiée et qui permet le maintien primordial de
I'homéostasie minérale des liquides extracellulaires. La matrice osseuse constitue donc un
réservoir de minéraux, dont les principaux sont le calcium et le phosphore, mais on y
trouve également du sodium, du soufre, du magnésium et du cuivre. Au besoin, ces
minéraux peuvent étre mobilisés et libérés dans la circulation sanguine sous forme
d’ions, puis distribués dans l'organisme. L'os correspond donc a un tissu vascularisé
composé d'un compartiment cellulaire et d'un compartiment extracellulaire qui
prédomine en terme de volume.

Du point de vue anatomique, les os sont classés selon leur forme mais tous les os sont
constitués de deux principaux types de tissu osseux :1'os compact ou cortical qui est dense,
lisse et homogene, et I'os spongieux ou trabéculaire constitué de petites pieces pointues ou
plates appelées travées formant un réseau dont les cavités contiennent la moelle. On
distingue donc : 1) les os longs formés essentiellement d’'os compact et a partir desquels
notre travail de recherche a été effectué (fémur), si bien que seule 'anatomie des os longs
sera décrite ; 2) les os courts, plus ou moins cubiques, formés essentiellement d'os
spongieux (poignet, cheville) ; 3) les os plats, minces, présentant deux faces d’os compact
séparées par une fine couche d’os spongieux (sternum, cotes) ; 4) les os irréguliers
n’entrant pas dans les précédentes catégories, constitués essentiellement d’os spongieux
recouvert de fines couches d’os compact (vertebres et certains os du crane).

Ainsi, 'anatomie macroscopique d’un os long typique a une structure générale constituée
de 6 parties qui sont: 1) la diaphyse, appelée également le corps osseux. Elle est de forme

tubulaire et constitue 1'axe longitudinal de l'os long (figure 1 p.3). Elle consiste en un
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cylindre épais renfermant un canal médullaire ou une cavité médullaire ; 2) les épiphyses
correspondant aux extrémité de I'os ; 3) la ligne épiphysaire constituant le reliquat de
cartilage de conjugaison qui se trouve ala jonction delépiphyse et de la diaphyse dans les

os jeunes ; 4) le périoste constituant une membrane double recouvrant la surface externe

q - Os spongieux
-§ Os compact
A Cartilage articulaire
@ Cartilage
E‘ articulaire
- Li
o r oene =
“ épiphysaire Endoste
Os spongieux
Os compact
médullaire
a
.E" Moelle
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O Os compact
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de Sharpey

Arteres
nourriciéres

Epiplyse distale

Figure 1: Structure d’'un os long (humérus).

de la diaphyse. Cette double membrane correspond a une premiere couche fibreuse
composée de tissu conjonctif dense et a une seconde couche interne (ostéogene, site de
remodelage et de résorption osseux) qui repose sur la surface osseuse, comportant surtout
des ostéoblastes et des ostéoclastes. Le périoste constitue également les points d'insertion
ou d’ancrage des tendons et des ligaments ; 5) I'endoste, fine membrane de tissu
conjonctif, garnissant les surfaces internes del'os et s’intercalant entre le canal médullaire
et 1'os compact. Tout comme le périoste, I'endoste contient a la fois des ostéoblastes et des

ostéoclastes ; 6) le cartilage articulaire recouvrant la partie osseuse de l'épiphyse par
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laquelle les os longs s’articulent. Ce cartilage amortit la pression pendant les mouvements
d’articulation.

La structure microscopique des os différencie 1'os compact ou cortical de 'os spongieux
trabéculaire. Ainsi, I'os compact est constitué d’une unité structurale appelée ostéon ou
systeme de Havers, qui a la forme d'un cylindre allongé et orienté selon 1'axe longitudinal
del o0s. L'ostéon correspond en fait a un ensemble de cylindres creux composés de matrice
osseuse et placés les uns dans les autres (os lamellaire ; figure 2). Le centre de chaque
ostéon forme un canal central (canal de Havers) o1 passent de petits vaisseaux sanguins et

des neurofibres desservant les cellules de I’ ostéon.
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Ostéocyte
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(systéme de Havers)
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*—— médullaire
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Fibres de
Sharpey
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N
Périoste Ll Canal central (de Havers)

Canal perforant (de Volkmann)

Vaisseau sanguin
Figure 2 : Structure microscopique de I’os compact.

Contrairement a I'os compact, I'os spongieux semble étre un tissu peu structuré. Il est

constitué de travées qui, en fait, sont loin d’étre placées de facon aléatoire puisque
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I'analyse de la situation précise de ces travées reflete les contraintes subies par I'os et lui
permet d'y résister au mieux. Ces travées ouvertes sur la moelle hématopoiétique
comportent des lamelles irréguliéres et des ostéocytes reliés entre eux par des canalicules.
La composition chimique de l'os comprend d’une part les constituants organiques des
cellules et de'ostéoide, et, d’autre part les constituants inorganiques de la matrice osseuse
ou hydroxyapatites. L'ostéoide correspond a la partie organique de la matrice osseuse et
représente approximativement 20% de la matrice osseuse. On y retrouve du collagene, des
protéoglycannes et des glycoprotéines qui font 1'objet de ce travail. Les hydroxyapatites
sont des sels minéraux phosphocalciques arrangés en cristaux situés entre et autour des
fibres de collagenes et qui conferent al'os sa dureté.
Enfin, le tissu osseux a la particularité unique de se renouveler dans des sites distincts
grace a l'action séquentielle et opposée de deux types cellulaires : les ostéoblastes et les
ostéoclastes. Ce processus est hautement régulé au niveau local, et permet le
renouvellement de la matrice extracellulaire et le maintien de la masse osseuse au cours

de la vie adulte.
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B. LE REMODELAGEOSSEUX ET LES CELLULES OSSEUSES
B.I. LE PROCESSUS DE REMODELAGE OSSEUX
Au sein de chacune des unités de remodelage corticale ou trabéculaire se succedent

les différentes phases du remodelage osseux (figure 3) : tout d’abord, le long de la surface

osseuse inactive, recouverte de cellules bordantes, apparaissent les précurseurs cellulaires
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Figure 3 : Différentes étapes du remodelage osseux.

mononucléés des ostéoclastes. C'est la phase d’activation qui correspond a la
différenciation ostéoclastique. Cette phase d’activation est suivie par la phase de

résorption deés que les ostéoclastes dégradent I'os ancien. On observe alors la formation
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d’une lacune ot les ostéoclastes sont remplacés par des cellules mononucléées de type
macrophagique. Ce phénomene de couplage entre les différents types cellulaires nécessite
quun «signal » soit donné a la fin de la phase de résorption pour que survienne le
recrutement des ostéoblastes qui combleront la lacune : cest la phase d’inversion. Lors de
la phase de reconstruction ou de formation, les ostéoblastes apparaissent alors dans la
lacune et la comblent en apposant dans un premier temps une nouvelle matrice osseuse
non minéralisée, appelée ostéoide, qui se minéralise par la suite. La durée totale de ce
cycle de remodelage est d’environ 150 jours dans I'os adulte. Les unités de remodelage
effectuent leur cycle les unes aprés les autres, si bien que le phénomeéne n’est pas
synchrone dans le squelette [1]. Toutefois, il existe un équilibre dans le maintien de
I'architecture et de la masse osseuse, tant et si bien que les activités de formation et de
résorption osseuses sont quantitativement identiques.

Le remodelage osseux fait donc intervenir les deux types de cellules osseuses ostéoclastes
et ostéoblastes, les ostéocytes correspondant a des ostéoblastes enfouis dans la matrice
osseuse néo-synthétisée. Ce processus est hautement régulé et nécessite des interactions,
d’une part entre les deux types cellulaires osseux, et, d’autre part entre ces cellules
osseuses et la matrice qu’elles ont synthétisée.

Le nombre d'unités fonctionnelles et la vitesse de renouvellement de l'os cortical et

trabéculaire sont différents. Il apparait que le nombre d’'unités de remodelage par unités

de volume est de 20

Os cortical Os spongieux

Nombre d’unités de remodelage : fois moins élevé dans

- par m m° de tissu osseux 0,2 4,0

- dans le squelette 0,3-10° 1,4-10° l'os cortical que dans
No'm],are d'unités de remodelage 100 760 Y'os spongieux. En fait,
activées par heure
Renouvellement global (%/an) 3a4 25 la taille des unités de
Tableau 1 : Renouvellement du tissu osseux remodelage dans I'os

cortical est bien supérieure a celle de l'os spongieux (tableau 1). De méme, la fréquence

d’activation des unités de remodelage dans le tissu spongieux est bien supérieure a celle
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de T'os cortical, probablement en raison de la grande surface de contact entre I'os et la
moelle hématopoiétique de 1'os spongieux, et en raison de la différenciation des cellules
osseuses a partir du tissu hématopoiétique ou stromal de la moelle.

Globalement le renouvellement del os spongieux est donc 5 a 8 fois plus rapide que celui
de I'os cortical. Un déséquilibre dans la séquence du remodelage aura des répercussions
plus précoces sur l'architecture osseuse et d'intensité plus importante dans I'os spongieux
que dans !'os cortical [2].
La fonction du processus physiologique de remodelage est donc double : renouveler les
structures osseuses anciennes et contribuer a l'équilibre minéral phosphocalcique de
I'organisme.
B.II. LES OSTEOCLASTES ET LA RESORPTION OSSEUSE
B.I1.1. Morphologie et origine des ostéoclastes

L'ostéoclaste est une cellule géante multinucléée possédant une morphologie
caractéristique qui la distingue de I'ensemble des cellules présentes dans le tissu osseux
[3, 4]. Ainsi, le cytoplasme de ces cellules est riche en mitochondries et en lysosomes, mais
il est peu abondant en réticulum endoplasmique [5]. Les ostéoclastes ont donc une forte
capacité a produire de l'énergie et une activité catabolique enzymatique aigué. La
morphologie m ulti-nucléaire des ostéoclastes n’est pas le résultat de mitoses. Ces cellules
proviendraient donc de la fusion de précurseurs cellulaires suffisamment matures pour
étre fonctionnels [6].
Dans I'os adulte, la différenciation ostéoclastique nécessite différentes étapes survenant le
long de la surface osseuse : 1) la prolifération de précurseurs mononucléés dans la moelle
hématopoiétique ; 2) la fusion de ces précurseurs par l'intermédiaire d’une molécule de
liaison intercellulaire, la cadhérine E [7] ; 3) l'acquisition des criteres du phénotype
ostéoclastique par des précurseurs multinucléés ; 4) enfin, la polarisation de la cellule

correspondant a la liaison sur l'os par la « zone claire » et ’acquisition de la fonction de

résorption.
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Les travaux sur l'ostéopétrose animale et humaine ont permis de démontrer l'origine
hématopoiétique de l'ostéoclaste. L'ostéopétrose est une affection héréditaire rare,
caractérisée par une ostéosclérose diffuse due a une totale absence d’ostéoclastes ou a une
incapacité des ostéoclastes a résorber le tissu osseux. Or, par transplantation de cellules
hématopoiétiques saines, des souris ostéopétrotiques irradiées peuvent étre guéries [8].
Etant donné les similarités fonctionnelles de dégradation entre les ostéoclastes et les
macrophages, le débat sur 1'origine de l'ostéoclaste au sein des cellules hématopoiétiques
s'est focalisé sur les relations entre les précurseurs ostéoclastiques et la lignée
monocytaire/ macrophagique. En dehors du fait qu'il est admis que les précurseurs des
ostéoclastes sont différents des ostéoblastes, les travaux menés in vitro pour démontrer

que lostéoclaste et le macrophage ont ou n'ont pas de précurseurs communs, sont

controversés [9, 10, 11]. On Cellul "
elules soucnes 3 Autres cellules progénitrices

hématopoiétiques
admet globalement que les porha ~_ 2
Ve S
ostéoclastes sont dérivés de ~ A
Cellules progénitrices Cellules progénitrices
cellules mononucléaires ayant des mo_nocytes N des ostéoclastes
» N ?
. . N
pour origine la moelle N
Monoblastes ~_ 7 N
osseuse ou d’autres organes ~o A
~
. . ? A
hématopoiétiques, et que ces Promonocytes — — — — — —p  Préostéodlastes
v
. . N -
cellules migrent vers le tissu i P
) ] ] Monocytes/ Macrophages -
osseux via la circulation
vasculaire. La nature précise |
Cellules géantes Ostéoclastes
des  cellules  souches des Figure 4: Hypothese de différenciation des ostéoclastes

(selonNijweide P.J. [10]).

Les ostéoclastes auraient pour origine directe les cellules

) ) , progénitrices granulocyte-macrophage issues elles-mémes de cellules
ostéoclastiques  n'est  pas | souches hématopoiétiques. Ces cellules progénitrices
granulocyte-macrophage seraient les précurseurs a la fois des
encore établie. Toutefois, on | ostéoclastes et des monocytes. Il existerait toutefois un type cellulaire
progéniteur susceptible d’engendrer les cellules progénitrices des
ostéoclastes : probablement un phagocyte mononucléaire immature,
un monoblaste ou encore un pro-monocyte.

cellules ostéoclastiques et pré-

suppose que le stade initial de
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différenciation est commun a celui des monocytes/ macrophages, mais que la
différenciation finale divergerait de celle des monocytes (figure 4 p.9) [12].

La formation des ostéoclastes correspond donc a un processus en plusieurs étapes incluant
la prolifération, la différenciation puis la fusion cellulaire. C’estla raison pour laquelle on
distingue plusieurs stades cellulaires différant par leur stade de différenciation [10]: 1) les
cellules progénitrices des ostéoclastes, sans caractéristique particuliere, assurant la
prolifération cellulaire ; 2) les cellules précurseurs des ostéoclastes évoluant du stade
phosphatase acide tartrate-non résistant au stade tartrate-résistant ; 3) les ostéoclastes
correspondant a la fusion de cellules précurseurs entre elles ou avec un ostéoclaste ; 4) les
cellules post-ostéoclastes résultant de la fission des ostéoclastes en cellules
mononucléaires.

Différents agents interviendraient au cours de ces étapes de différenciation des
ostéoclastes. Il semble que les contacts intercellulaires soient essentiels entre ostéoclastes
et ostéoblastes : des facteurs spécifiques solubles synthétisés par les ostéoblastes et/ou les
cellules stromales seraient impliqués dans la différenciation ostéoclastique, et, par la suite,

dans la cascade d’événements nécessaires a la résorption [13]. D’autre part, certaines
protéines de la matrice calcifiée, comme 1’ostéocalcine, le collagene de type I ou le TGFB,

se comportent, in vitro, comme des facteurs chimiotactiques pour les précurseurs des
ostéoclastes. Ces protéines pourraient donc influencer la migration des précurseurs des
ostéoclastes de la moelle vers la surface osseuse. Ainsi, la différenciation des ostéoclastes
nécessite de nombreuses interactions de type cellule-cellule ou cellule-matrice, mais a
I'heure actuelle la chronologie de ces interactions au cours de la différenciation
ostéoclastique fait toujours 1'objet de nombreuses controverses.
B.IL2. Larésorption ostéoclastique

a) Mécanisme général de la résorption

L’ostéoclaste est la cellule en charge de la résorption osseuse, mais il n'est pas

certain que d’autres cellules, comme les macrophages [14] ou certaines cellules cancéreuses
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[15, 16] capables de résorption des particules osseuses in vitro, puissent résorber 'os in
vivo. C'est 'anatomiste Albert Kolliker qui, en 1873, fut le premier a proposer que les
cellules multinucléées observées sur certaines surfaces de 1'os étaient responsables du
phénomene de résorption osseuse {17].
L’ostéoclaste est le plus souvent accolé a la surface osseuse au niveau d’une dépression
appelée lacune de Howship résultant de son activité de résorption (figure 5-A). La portion

centrale de contact avec la matrice correspond a des protusions cytoplasmiques d’un

« bord plissé » (figure 5-B). Cette aire
est entourée d’'une «zone claire »
(zone périphérique du cytoplasme
dépourvue de tout organelle autre
que les  microfilaments du
cytosquelette) qui, par de fortes

liaisons entre ostéoclastes et matrice

osseuse, isole et délimite une aire Figure 5-A : Groupe d’ostéoclastes (O) creusant une lacune
(x100).
centrale de résorption [13, 18, 19]. A

ce point de contact cellule-matrice
osseuse, la membrane plasmique
contient de nombreuses protusions
organisées en rangs et appelées
podosomes [20, 21]. Le mécanisme de
liaison n’est pas clairement établi ;
toutefois la présence de récepteurs a

vitronectine a la surface

membranaire des ostéoclastes

Figure 5-B : Aspect ultrastructural d’un ostéoclaste (O)
. (noyau : N) dont la bordure plissée (BP) est en contact
pourrait étre a 1 origine de ces fortes | étroit avecla matrice osseuse (M) (x10000).
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interactions [13, 21, 22, 23]. Le récepteur a vitronectine est un hétérodimere formé de sous-
unités liées de fagon non covalentes de type a,f; appartenant a la famille des intégrines. I1

interagirait avec des protéines d’adhésion via une séquence tripeptidique RGD. Parmi les

protéines retrouvées dans la matrice osseuse, seules l'ostéopontine, la sialoprotéine
osseuse, la vitronectine et la fibronectine interagissent avec la sous-unité B3 de ce

récepteur de type intégrine localisé a la surface des podosomes des ostéoclastes. La
thrombospondine et la ténascine, qui possedent des séquences RGD fonctionnelles, ne
présentent pas d’affinité pour ce type de récepteur [24, 25]. D'autre part, des études
d’immunolocalisation ont montré qu’a ce jour, seule l'ostéopontine était localisée a la
surface osseuse [26] et qu’il existerait une co-localisation de I’ostéopontine et du récepteur
dans la « zone claire ». On suppose que, suite a son accumulation le long de la surface de
I'os, Vostéopontine se lie aux ostéoclastes ou a leurs précurseurs. Il en résulterait une
attache rigide qui permettrait localement (dans la bordure plissée) une résorption active
del os [13]. Par ailleurs, les ostéoclastes adherent et s'étalent sur 1'ostéocalcine (qui est une

protéine ne contenant pas la séquence RGD). In vitro, le contact de 1'ostéoclaste avec cette

protéine induit la sécrétion d’ostéopontine, et des modifications de la concentration en
calcium intracellulaire [27].Les intégrines de type a,f; sont également connues pour agir

comme des récepteurs ostéoclastiques du collagene de type I, et leur présence a la surface
des ostéoclastes, dans la bordure plissée, serait essentielle au processus de résorption [28].
Les phosphatases acides tartrate-résistantes caractéristiques des ostéoclastes
déphosphorylent les protéines sur lesquelles les ostéoclastes adherent, a savoir
I'ostéopontine et la sialoprotéine osseuse (BSP). Or, leur capacité de liaison aux
ostéoclastes diminue de facon significative lorsqu’elles sont déphosphorylées. La sécrétion

de cette phosphatase acide dans V'aire de résorption pourrait donc réguler la liaison des

ostéoclastes a la matrice osseuse [29]. Enfin, la métalloprotéase 9 MMP-9 (collagénase de

type IV/gélatinase B, capable de la dégradation des chaines a, des collagenes I, M et V) a
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été localisée exclusivement dans les ostéoclastes humains. Cette métalloprotéase 9 ainsi
que la MMP-1 (collagénase interstitielle) et probablement la MMP-2 (collagénase de type
IV/gélatinase A) [30] pourraient dégrader les collagenes du micro-environnement
ostéoclastique [31].

Les connaissances concernant les mécanismes de la résorption ostéoclastique ont
considérablement évolué au cours de ces dernieres années, notamment grace a la mise au
point de techniques d’isolement et de mise en culture des ostéoclastes a partir d’os de
poulets [32], de rats ou de lapins [33]. On admet donc que la zone active de résorption est
confinée a proximité de la surface osseuse out la structure membranaire de l'ostéoclaste
s'organise en bordure en brosse qui facilite ainsi la fusion de vésicules cytoplasmiques
avec la région externe aux cellules. On considere depuis longtemps déja que la dissolution
de la phase minérale de la matrice osseuse est le résultat d’une baisse de pH dans 'aire de
résorption. Ce milieu est effectivement maintenu a un pH proche de 5 par libération de

protons par l'ostéoclaste. Les protons seraient excrétés par l'intermédiaire, d’une part,
d'une ATPase vacuolaire Na'/K’' dépendante [34, 35] localisée exclusivement sur la
bordure plissée [36] et, d’autre part, par une seconde ATPase Na'/H" [37]. Ces protons sont
produits dans la cellule grace a une anhydrase carbonique cytoplasmique de type II qui
induit la production d’ions HCO; et H' a partir de CO, et H,0. D’autres mouvements
ioniques ont lieu de part et d’autre de la membrane plasmique et, notamment,
I'ostéoclaste possede un échangeur chlorure-bicarbonate lui permettant d’évacuer le
surplus d’ions HCO;' et de prévenir une alcalinisation intracellulaire excessive [38]. Enfin,
sur la membrane basale des ostéoclastes on retrouve la présence de pompes de type
ATPase Na'/Ca® dépendantes, permettant la sortie active des ions calcium
intracellulaires libérés lors de la résorption du réseau d’hydroxyapatite [39] (figure 6 p.14).
L’acidité de l'aire de résorption située entre la bordure plissée et la matrice osseuse

permettrait donc la dissolution des cristaux d’hydroxyapatite et la libération, sans
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précipitation, du calcium et du phosphore a partir de la phase minérale.
En ce qui concerne la phase organique de la matrice osseuse, les ostéoclastes sont
également capables de la dégrader, par sécrétion d’enzymes protéolytiques [5, 34, 40] dans
la lacune active de la résorption. Selon un mécanisme parallele a celui des cellules
épithéliales qui sont, comme les ostéoclastes, des cellules polarisées, le matériel osseux
digéré dans l'aire de résorption pourrait étre relargué par transcytose au niveau de la
membrane apicale [41].

Cependant, la mise en évidence par immunocytochimie de la présence de récepteurs du
mannose 6-phosphate sur la bordure plissée des ostéoclastes [40] soutient 'hypothese de la
dégradation extracellulaire de la matrice organique. En effet, ce récepteur 2 mannose 6-
phosphate présent dans d’autres types cellulaires est connu pour étre situé sur la
membrane de l’appareil de Golgi et dans les lysosomes primaires, oit il permet I'adressage
des enzymes lysosomiales vers les lysosomes secondaires.

Le compartiment acide créé par les ostéoclastes correspondrait en fait a un véritable
lysosome secondaire [42] dans lequel on retrouve principalement des hydrolases
lysosomiques et des cathepsines L, N et B (qui sont des cystéine-protéinases). Les
cathepsines, dont I'activité est optimale a pH acide, sont capables de dégrader les liaisons
entre les molécules de collagéne, qui sont les constituants majeurs de la matrice
organique. Les ostéoclastes produisent également une collagénase de type IV, la

collagénase neutre (MMP-1) et la gélatinase (MMP-9) (qui seraient actives dans les phases
tardives de la résorption) [31, 43], des B-glucuronidases, des hydrolases et les phosphatases

tartrate-résistantes, qui sont responsables de la dégradation des protéoglycannes et des
autres protéines non collagéniques de l'os [5, 44, 45]. L’activité acide-phosphatase,
résistante a l'inhibition par de fortes concentrations en tartrate est caractéristique des
ostéoclastes [10]. En cela, les ostéoclastes se différencient des monocytes et des

macrophages.
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b) Controle de la résorption

Des analyses par microscopie électronique sur des ostéoclastes isolés, ont montré

que I'ensemble des constituants de la matrice osseuse sont résorbés par les cellules, mais il
existe une digestion séquentielle ot la déminéralisation doit précéder la résorption du
collagéne [46]. Au contraire de Kolliker, qui considérait que les cellules qu'il avait
nommeées ostéoclastes étaient seules responsables de la dégradation lente des phases
minérales et organiques de 1'os, sans la participation active du tissu osseux ou d’autres
cellules osseuses, il apparait désormais que d’autres types cellulaires osseux, en particulier
les ostéoblastes ou les cellules de lignée ostéoblastique, jouent un roéle dans la résorption
osseuse, par contrdle de l'activité des ostéoclastes (figure 7 p.17). Il existe, en effet, une
sorte de compétition entre les ostéoblastes et les ostéoclastes a la surface matricielle de 1'os
et différents facteurs affectent I'équilibre des événements contribuant a la formation ou a
la résorption de l'os. De plus, dautres cellules voisines comme les
monocytes/ macrophages, les lymphocytes, les fibroblastes, ou certaines cellules
cancéreuses présentes a la surface de I'os, ont également été identifiées comme étant
d’importants régulateurs potentiels du mécanisme de la résorption osseuse, a travers léur
production de cytokines, de prostaglandines ou d’autres médiateurs. Ainsi, on distingue
la régulation de la résorption ostéoclastique par les agents ioniques, de la régulation par
les facteurs hormonaux. La régulation ionique est essentiellement basée sur la
concentration en calcium intra- ou extra-cellulaire. Une augmentation de Ia
concentration en calcium extracellulaire, en réponse a la dissolution des cristaux
d’hydroxyapatite, entraine larrét de la résorption [47]. En fait, il s’en suit une
augmentation de la concentration en calcium intracellulaire qui désorganise les structures
filamenteuses (ou podosomes) grace auxquelles les ostéoclastes adherent a la matrice
osseuse, ce qui entraine leur détachement de cette matrice et donc l'arrét de la résorption
[48]. De méme, il semble quune augmentation de la concentration en phosphore

extracellulaire traduise une diminution de l'activité ostéoclastique. A l'inverse, un pH
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inférieur a 7.2, en milieu de culture, stimule la résorption d’ostéoclastes isolés {49], en
induisant une diminution de la concentration en calcium intracellulaire et en stimulant
la liaison des ostéoclastes a la matrice [50]. En dehors de la régulation ionique, de
nombreux facteurs biochimiques endocriniens ont un effet indéniable sur l'activité des
ostéoclastes, donc sur la résorption osseuse (figure 7 p.17).

En considérant l'existence de la barriere des ostéoblastes a la surface osseuse, il est
vraisemblable de supposer un réle actif des ostéoblastes dans l’activation des ostéoclastes.
Mais surtout, la plupart des facteurs locaux décrits figure 7 sont sécrétés par les
ostéoblastes et correspondent en fait a des agents de communication entre les ostéoblastes
et les ostéoclastes. Plusieurs raisons évidentes font de l'ostéoblaste un intermédiaire
essentiel lors de l'activation des ostéoclastes : 1) la présence exclusive sur les ostéoblastes

de récepteurs de différentes hormones activatrices de la résorption osseuse

(parathormone (PTH), 1,25(0OH), vitamine Dj) ; 2) les effets des facteurs stimulant la
résorption osseuse comme la PTH, la 1,25(OH), vitamine D;, l'interleukine-1 (IL-1) et les

tumor necrosis factors (TNFa et f) sont augmentés considérablement lorsque des

ostéoblastes sont ajoutés a des cultures d’ostéoclastes isolés. Ainsi, l'action des différents
facteurs activant la résorption osseuse est le plus souvent iridirecte, et la réponse
ostéoclastique a ces agents dépend largement de la présence des ostéoblastes, de leur
densité et de leur proximité ; 3) enfin, la possibilité de 1'action de la collagénase, sécrétée

par les ostéoblastes sous une forme antérieure pro-collagénase, a la surface osseuse. En
réponse a la PTH, la 1,25(0OH), vitamine D; et a la PG-E2, la collagénase permettrait de

préparer la surface osseuse aux ostéoclastes et favoriserait donc leur action [5, 51].
En conclusion, la résorption osseuse est globalement le résultat de trois étapes successives
qui sont :

- une premiere étape correspondant a la formation de cellules progénitrices des

ostéoclastes dans les tissus hématopoiétiques, suivie de leur dissémination vasculaire
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associée a la genese de pré-ostéoclastes puis d’ostéoclastes dans 1'os ;

- une deuxiéme étape consistant en l'activation des ostéoclastes au contact de I'os
minéralisé, par liaison des ostéoclastes a la matrice osseuse, qui permet de créer un micro-
compartiment dans les replis de la bordure en brosse. Les ostéoblastes semblent contrdler
cette étape par exposition de la matrice osseuse aux ostéoclastes et aux pré-ostéoclastes,
et/ou par relargage de facteurs solubles capables d’activer ces cellules ;

- enfin une troisi¢tme étape, se traduisant par la résorption a la fois de la phase
minérale et de la phase organique du tissu osseux minéralisé, a travers 1'action d’agents
sécrétés dans la zone délimitée par la bordure plissée. La phase minérale est solubilisée
par sécrétion de protons libérés dans la zone de résorption par l'intermédiaire d’une

ATPase Na*/K"* dépendante localisée sur la membrane. Les protons dans le cytoplasme des
ostéoclastes proviennent de I’action d’une anhydrase carbonique sur CO, + H,O. Quant au

relargage de la matrice organique, il fait suite a I'action de différents enzymes comme les
cathepsines et les hydrolases lysosomiques libérées dans le micro-environnement acide de
l'aire de résorption.

B.III. LES OSTEOBLASTES ET LA FORMATION OSSEUSE

B.IIL.1. Morphologie et origine des ostéoblastes

A ce jour, on reconnait 4 stades de différenciations morphologiques et
histochimiques aux ostéoblastes : le pré-ostéoblaste, 1'ostéoblaste, la cellule bordante et
Vostéocyte.
Les cellules ostéogéniques du stroma médullaire se différencient en ostéoblastes, et le pré-
ostéoblaste est le précurseur direct de 1'ostéoblaste mature. Les pré-ostéoblastes présentent
des caractéristiques morphologiques et biochimiques identiques a I'ostéoblaste mature,
comme la forte activité de phosphatase alcaline. Toutefois, les pré-ostéoblastes restent
sans activité de biosynthese. Ces cellules sont localisées le long des ostéoblastes dans I'os.

Les ostéoblastes matures sont des cellules cuboidales polarisées et localisées le long de la

matrice osseuse qu’ils sécretent. Ils présentent un noyau apical, un cytoplasme basophile
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riche en réticulum endoplasmique

et en mitochondries, et un appareil
de Golgi tres développé
témoignant de la forte activité de
biosynthese de ces cellules
(figure 8) [52]. Les caracteres
biochimiques des ostéoblastes
matures correspondent a une forte
activité phosphatase alcaline, a la

synthese et a la sécrétion du

collagéne de type I et de différentes

Figure 8 : Coupe histologique décrivant des ostéoblastes
différenciés (Ob) synthétisant du tissu osseux non
minéralisé (ostéoide : O) le long de 1'os calcifié (Oc) (x100).

protéines non  collagéniques,

comme Yostéocalcine et la

sialoprotéine osseuse [10, 53]. Le collagene de type I semble étre d’ailleurs le médiateur de
I'expression du phénotype ostéoblastique [54] et participe a la différenciation cellulaire des
cellules souches [55]. Concernant la phosphatase alcaline, il sera décrit ultérieurement
que, malgré sa capacité a libérer des ions phosphates, et malgré sa forte concentration lors
de la formation minérale, il n’a pas encore été franchement établi que cet enzyme joue un
role direct dans le processus de formation osseuse par les ostéoblastes.

En fin de formation, une minorité d’ostéoblastes se laissent emprisonner dans la matrice
osseuse qu'ils viennent de synthétiser. Ils deviennent alors des ostéocytes. Les ostéoblastes
et les ostéocytes restent en contact et communiquent par des jonctions cellulaires de type
« gap ». Ce réseau permet ainsi le transfert de signaux entre les cellules localisées a la
surface de I'os et les ostéocytes enfouis dans la matrice osseuse. Les ostéocytes jeunes se
différencient des ostéoblastes par un cytoplasme moins basophile, mais qui demeure riche
en réticulum endoplasmique, en mitochondries et en appareil de Golgi. Les ostéocytes

moins jeunes sont enfouis plus profondément dans I'os ; ils sont de taille plus petite, de
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forme ovoide et présentent moins d’organelles. Enfin, les ostéocytes agés se caractérisent
par la présence de nombreux lysosomes et par un espace péricellulaire élargi contenant
des composants de la matrice osseuse. Il semble, en fait, que 1'ostéocyte puisse a la fois
produire et détruire la matrice osseuse, au cours d'un processus dont le but serait de
maintenir 1'homéostasie phosphocalcique. Toutefois, 1'existence d'un véritable
phénomene d’ostéolyse péri-ostéocytaire n'a jamais été formellement démontrée, et les
activités métaboliques sont peu connues dans ces cellules en raison de leur accessibilité
difficile.

En fin de formation, certains ostéoblastes matures ne devenant pas des ostéocytes forment
alors une couche de cellules bordantes, de forme allongée, le long de la matrice
nouvellement synthétisée (figure 3 p.6). Les noyaux de ces cellules sont filiformes, le
réticulum endoplasmique et les autres organelles sont peu développés. Des jonctions de
type « gap » relient également les cellules entre elles, favorisant un contact cellulaire
dense, et formant un réseau de canalicules entre ces cellules bordantes et les ostéocytes.
Cet alignement cellulaire constitue une barriere physiologique délimitant Vespace
médullaire du compartiment intracellulaire. Ces cellules serviraient de support
nutritionnel aux ostéocytes puisque des nutriments, des sels minéraux et des facteurs
hormonaux circuleraient de la surface osseuse vers les ostéocytes et la moelle osseuse, a
travers les canalicules évoquées précédemment. Par ailleurs, il a récemment été mis en

évidence que les cellules bordantes pourraient intervenir dans le processus de remodelage
osseux [56]. En effet, sous 'action de la PTH et de la 1,25(0OH), vitamine Dj;, les cellules

bordantes se rétractent et s’arrondissent par un mécanisme faisant intervenir le
cytosquelette. Ce changement morphologique des cellules bordantes serait une des étapes
initiales permettant I'acces des ostéoclastes a la matrice osseuse dans le processus de
résorption. Enfin, les cellules bordantes sont capables de proliférer et de donner naissance
a des ostéoblastes [57]: il semble que la prolifération de ces cellules ostéoblastiques le long

de la surface osseuse permette le recrutement ostéoblastique et I’ostéoformation [58].



Généralités 22

L’ostéoblaste mature a pour

Cellules souches .
. . , . e—]p Autres cellules progénitrices
origine, dans l'endoste, des | dustromamédullaire Prog

cellules souches présentes Q @

) . . Cellules Fibroblastes, cellules endothéliales,
dans le stroma médullaire qui | mésenchymateuses adipocytes, myoblastes -> myocytes
progénitrices
proliferent et se différencient des ostéoblastes

[59]. I est admis que les

Préostéoblastes
précurseurs cellulaires de 1'os

et de la moelle se différencient Ostéoblastes
en familles de cellules qui ‘
Cellules bordantes
. . ! b tact direct
sont : les cellules réticulaires Ostéocytes (eﬁ(;g:naice C:Ie;ﬁ:; ¢

fibroblastiques, adipocytiques, | Figure 9 : Origine et différenciation des ostéoblastes. Les
ostéoblastes proviennent de la différenciation de cellules issues du
endothéliales, myocytiques et | stroma médullaire. En fin de formation, les ostéoblastes deviennent
des ostéocytes ou des ostéoblastes quiescents bordant la surface de
l'os.

ostéogéniques. Les cellules

souches ostéogéniques sont capables de se différencier en cellules précurseurs de la lignée
ostéogénique (figure 9) parmi lesquelles on retrouve les ostéoblastes et les chondroblastes.
A noter que les cellules provenant de stromas non médullaires, issues d’autres tissus
immuno-hématopoiétiques (thymus, rate, ganglions lymphatiques), ne sont pas capables
d’induire d’ostéogenese in vivo [59]. Par contre, dans certaines conditions in vitro (en
présence de collageéne, de protéines non collagéniques et de facteurs de croissance), ces
cellules peuvent étre amenées a se différencier en cellules ostéogéniques.

Dans certaines conditions de culture, les cellules ostéoblastiques prélevées des surfaces de
I’endoste ou du périoste, ou les cellules dérivées du stroma médullaire, se différencient in
vitro en ostéoblastes matures, capables de former du tissu osseux minéralisé. Ainsi,
I'ostéogenese in vitro, a partir de ces types cellulaires, se caractérise par la succession
invariable d’événements marquant les grandes étapes de la différenciation ostéoblastique :
1) la premiere phase correspond a la prolifération des cellules précurseurs et a 1'expression

de génes précoces associés a la prolifération rapide des cellules (oncogenes fos et myc,
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histone H4) {60, 61] ; 2) la prolifération cesse a confluence des cellules et certains genes

associés a la production de la matrice extracellulaire sont alors exprimés (collagene,
fibronectine, TGFB), les cellules synthétisent d’ailleurs du collagene de type I qui permet la

formation d’une matrice extracellulaire. A ce stade, de nombreuses interactions cellule-
cellule et cellule-matrice sont rendues possibles par I'intermédiaire de motifs de type RGD
[62] présents dans I’ostéopontine, la fibronectine, le collagene de type I et la sialoprotéine

osseuse, ou de motifs de type glycyl-histidine-lysine également retrouvés dans la chaine
a, du collagene de type I [63]. De plus, des interactions étroites existent entre les intégrines

et le cytosquelette et stimulent 1'expression de genes caractérisant la différenciation des
ostéoblastes (genes de la phosphatase alcaline, de 1'ostéocalcine, de I'ostéopontine, de la
sialoprotéine osseuse et du collagéne de type I). L’expression de ces génes suggere un role
des protéines dans la minéralisation de la matrice puisque la minéralisation est associée a
I'expression de genes tardifs de la différenciation ostéoblastique, en particulier ceux de
I'ostéocalcine et de la sialoprotéine osseuse [61] ; 3) la derniere phase est celle de la
minéralisation dela matrice collagénique en présence de calcium et de phosphate.
La différenciation ostéoblastique est donc un processus séquentiel mettant en jeu de
nombreuses interactions entre les cellules et la matrice. La régulation de ce processus est
particulierement complexe, puisque la différenciation peut étre controlée a chacune des
étapes. En conclusion, bien que les étapes précises de la différenciation ne soient pas
parfaitement connues, on considere qu'in vivo, a partir des cellules souches du stroma
médullaire, les cellules ostéogéniques se différencient en pré-ostéoblastes, puis en
ostéoblastes et enfin en ostéocytes ou en cellules bordantes (figure 9 p.22).
B.I1.2. La formation osseuse ([100] pour revue)

a) Mécanisme général de la formation osseuse

L’ostéoblaste mature synthétise essentiellement du collagéne de type I qui

représente la substance organique majeure de la matrice osseuse. La syntheése et
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I'assemblage des chaines a du collagéne de type I seront décrites ultérieurement. Ces
événements participent largement et sont a l'origine de la formation de la matrice
osseuse. Parallelement, des interactions spécifiques entre ces fibres et certaines molécules
produites par les ostéoblastes (ostéonectine, fibronectine, protéoglycannes) s’établissent au
cours du dépot de la matrice, avant la minéralisation [64]. Ces interactions permettent
généralement une stabilité moléculaire de ces différentes molécules, les rendant
biologiquement actives lorsqu’elles sont en contact avec le milieu extracellulaire ou avec
les cellules elles-mémes. En dehors de ces effets directs de la matrice extracellulaire
osseuse sur l'activité cellulaire, le collagéne présente des activités chimiotactiques a
I'égard des précurseurs des ostéoblastes. Enfin, cette matrice collagénique arrangée en
fibrilles assure a la fois une résistance mécanique aux forces de compression, et une
certaine élasticité.
En plus du collageéne de type I, les ostéoblastes synthétisent différentes protéines non

collagéniques. Parmi ces nombreuses protéines, certaines contiennent des résidus ¢y-

carboxyglutamiques (Gla ou yGlu) dont la carboxylation est dépendante de la vitamine K:

1) l'ostéocalcine ou BGP (Bone Gla Protein) est spécifiquement synthétisée par les
ostéoblastes. Il sera précisé ultérieurement que cette protéine présente une affinité pour
les ions calcium, mais aucun rdle ne lui est attribué dans le processus de minéralisation.
En outre, 'ostéocalcine a des propriétés chimiotactiques pour les ostéoblastes et leurs
précurseurs ; 2) la protéine matricielle MGP (Matrix Gla Protein) est présente dans 1'os
immature et le cartilage.

D’autres protéines produites par les ostéoblastes se caractérisent par la présence de la
séquence tripeptidique RGD (Arg-Gly-Asp) spécifique de la liaison aux récepteurs de type
intégrine et favorisant l'étalement des cellules a la matrice : 1) la fibronectine est
abondante dans l'os feetal et immature. Elle possede de nombreux sites de liaison, dont

celui au collagene, si bien qu'on lui confére un role probable dans I'organisation
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structurale de la matrice extracellulaire immature ; 2) la thrombospondine, en plus des
séquences RGD, posséde différents sites de liaison aux ions calcium. Comme pour la
fibronectine, ces propriétés lui conferent un role potentiel dans l'organisation structurale
de la matrice extracellulaire ; 3) 1'ostéopontine (Bone Sialoprotein I, ou 44kDa Bone
Phosphoprotein, ou pp60) est une glycoprotéine acide majeure de 1'os immature. Elle
stimulerait la liaison des ostéoblastes et 'adhérence des ostéoclastes ; 4) la sialoprotéine
osseuse (Bone Sialoprotein II ou BSP) a les mémes propriétés que l'ostéopontine et
participerait ainsi al’organisation et a la synthese de la matrice extracellulaire ; 5) la Bone
Acidic Glycoprotein (BAG-75) est également synthétisée par les ostéoblastes et se lie
activement aux protéoglycannes de I'os, mais son role reste non élucidé.

Une derniere glycoprotéine acide est synthétisée non spécifiquement par les ostéoblastes :
I'ostéonectine (Osn, SPARC, BM-40). Elle est abondante dans l'os immature, se lie
fortement aux ions calcium, au collagene et a I'hydroxyapatite, si bien qu’elle pourrait étre
impliquée dans l'initiation de la minéralisation et dans I’organisation structurale du tissu
osseux minéralisé [65, 66].

Les ostéoblastes synthétisent également différents protéoglycannes, parmi lesquels un
protéoglycanne de grande taille (600kDa), isolé uniquement dans I'os immature. Il semble
en effet que celui-ci soit dégradé avant la minéralisation de l'os. Deux autres
protéoglycannes de plus petite taille ont également été isolés dans I'os et sont sécrétés par
les ostéoblastes : le biglycan (PG-I) et la décorine (PG-II). Ces deux petits protéoglycannes
pourraient jouer un réle dans 1'organisation structurale du tissu conjonctif osseux et dans
I'initiation de la minéralisation [65]. Enfin, in vitro, les cellules osseuses en culture
synthétisent des protéoglycannes de type héparane-sulfate. Ces derniers pourraient jouer
un role dans le contréle dela croissance des fibrilles de collagene et dans la régulation de
la croissance cellulaire par sa liaison aux facteurs de croissance.

Parallelement, des études récentes sur cultures d’ostéocytes isolés de poulet ont décrit

Iexpression de genes et la présence intracellulaire de différentes protéines parmi
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lesquelles on retrouve du collagéne de type I, de l'ostéopontine, de 1'ostéocalcine et de
Y ostéonectine. Ces résultats montrent que les ostéocytes auraient, comme les ostéoblastes,
la capacité d’altérer la composition de la matrice extracellulaire qui les entoure, par
production et sécrétion de ces protéines [67].

b) Contréle de la production de la matrice osseuse

La formation osseuse de I’endoste est régulée de facon excessivement complexe par
de nombreux facteurs hormonaux et locaux qui interagissent entre-eux [10, 68] (figures 10-
A et 10-B p.27-28).
Ainsi, la prolifération et la différenciation des ostéoblastes est sous la dépendance de
différentes hormones dont les effets sont induits, modulés, diminués ou amplifiés par de
nombreux facteurs locaux a effet cellulaire.
Les activités de formation, comme de résorption, sont donc susceptibles d’étre régulés tout
au long de la succession d’événements allant de la prolifération des cellules souches, a la
différenciation finale en cellules matures.
La succession de ces événements dépend non seulement de la présence des hormones et
facteurs locaux, mais également du contact entre les cellules et les protéines matricielles

retrouvées dans la matrice osseuse.

Toutefois, méme si les effets de tous ces facteurs ne sont plus a démontrer, des études
récentes menées in vitro ont mis en évidence la sensibilité de cellules ostéoblastiques a
des contraintes mécaniques entrainant la production des protéines de la matrice

organique, indépendamment de la régulation hormonale [69].
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Figure 10-A : Représentation schématique du processus de régulation par les facteurs hormonaux de la prolifération et de I'activité des
ostéoblastes. On observe pour la parathormone (PTH) des effets variables en fonction du temps ; de plus, une activation du récepteur de
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la différenciation des ostéoclastes. * : un nouveau peptide a trés récemment été isolé du pancréas et favoriserait la prolifération
d’ostéoblastes en culture [70].
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Résorption Formation
Recrutement Activité Recrutement Activité
cellulaire cellulaire cellulaire cellulaire
Hormones
-PTH + + + -
- 1,25(0OH), D3 + + o -
- Calcitonine - - o o
- Glucocorticoides o o - -
- Hormones + + o o
thyroides
- Insuline o 0 + +
- Hormone de o o + +
croissance
- (Estrogénes o - + +
Facteurs de croissance
-EGF + + + -
- PDGF + + + -
- FGF o o + o
- TGFg* - + + +
- IGF-1 o o + +
Cytokines
-1L-1 + + + -
- PGE, o +/- +/- +/-
- TNFa + + + -
- IFNy - - - -
-1L-6 + o o o)

Tableau 2 : Effets des principaux facteurs hormonaux et locaux sur les tissus osseux.

* La préparation OHC, a partir de laquelle nos travaux ont été menés, a d’ailleurs fait
l'objet d’une étude in vitro de la prolifération d’ostéoblastes. Le TGFPI1, qui est présent

en quantité non négligeable dans l'os comme dans I'OHC, inhibe la prolifération
ostéoblastique [71].

¢) Minéralisation de la matrice osseuse

Laminéralisation d’un tissu correspond au dépot d’une substance minérale au sein
d’une matrice organique extracellulaire. Chez les mammiferes en général, et chez
I’homme en particulier, il s’agit d’une calcification, donc d’un dépdt de sel de calcium : le
phosphate de calcium. Au cours de l'ostéogenese, la calcification aboutit a la formation

d’os a partir de la matrice protéique ostéoide. Un minéral amorphe de calcium et de

phosphate se dépose dans un premier temps a la surface osseuse, puis se transforme en
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une phase cristalline de la famille des apatites [72].
La calcification, ou minéralisation ne correspond pas seulement a la précipitation
simultanée des ions phosphate et calcium au sein de la matrice organique. Elle résulte
également de l'action, par un mécanisme excessivement complexe, de facteurs multiples
présents dans la matrice organique, les cellules et leurs organites tels que des enzymes, des
vitamines, des hormones, des cytokines et des ions. Pour ces raisons, le contrdle de la
minéralisation est globalement apparenté a celui de la formation de l'os évoqué
précédemment.
La cristallisation minérale de la matrice n’est pas spontanée et demande une initiation de
la minéralisation par un processus de nucléation. Dans une solution ionique, la
nucléation et la croissance d'un cristal se produisent grace a l'énergie dérivée de la
saturation en ions. Lorsque cette énergie est totalement dérivée de cette saturation
ionique, la nucléation est dite homogene. Dans l'os, on sait effectivement que la
concentration en ions phosphate et calcium est saturée dans le milieu extracellulaire par
rapport a la phase minérale. Toutefois, dans les conditions biologiques normales, on
observe le plus souvent une nucléation dite hétérogéne ou la formation du premier
cristal se fait a la surface de particules d’origine étrangere. C'est ainsi que de nombreux
éléments de la matrice organique osseuse sont considérés comme initiateurs potentiels de
la nucléation hétérogéne. Parmi ces constituants, le collagéne de type I reste un site
probable de nucléation, entre les fibrilles de collagéne (dans une partie moins riche en
acides aminés occasionnée par le décalage des chaines de tropocollagene les unes par

rapport aux autres) [73, 74]. Certaines protéines retrouvées dans la matrice osseuse sont
également capables de promouvoir le processus de nucléation [65]. Parmi celles-ci, I'a,HS

glycoprotéine, l'ostéocalcine, 1'ostéonectine et les phosphoprotéines (notamment la
sialoprotéine osseuse) présentent une forte affinité pour les ions calcium et pourraient

contribuer ala minéralisation du collagene [75, 76].
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D’autre part, le réle des ostéoblastes pendant la nucléation hétérogene fait référence a la

wl

théorie des « vésicules matricielles » [77, 78, 79]. En effet, ces vésicules correspondraient
des structures extracellulaires ayant pour origine les ostéoblastes. Ces vésicules, situées a
proximité du front de calcification, accumuleraient un nombre croissant de cristaux
d’hydroxyapatite qui finiraient par provoquer 1'éclatement de la membrane vésiculaire.
Cette derniere serait biologiquement active et contiendrait une batterie d’enzymes, de
protéines et de lipides nécessaires a l'initiation de la minéralisation. Le role de ces
vésicules matricielles dans le processus de nucléation reste controversé puisqu’il a été
montré que le début de la croissance cristalline peut se produire exclusivement dans les
espaces des fibrilles de collagene. L’ agrégation des fibrilles de collagene natives produit un
espace suffisant a l'initiation de la nucléation. Aprés accumulation des ions calcium et
phosphate, les cristaux envahissent ces espaces intermoléculaires le long de l'axe
longitudinal des fibrilles de collagene pour, enfin, les recouvrir totalement.

Toutefois, des travaux récents dans le tendon [80] ont montré que les premiers cristaux
d’apatite ne sont ni trés concentrés dans les espaces, ni alignés le long des fibrilles de
collagene. L’hypothese proposée est que l'initiation de la calcification du tissu osseux se
ferait au sein des vésicules matricielles, puis les dép6ts minéraux se propageraient aux
fibrilles [81]. De récents travaux font état de la présence d’inhibiteurs du processus
d’agrégation et de croissance cristalline comme étant le pyrophosphate, les
glyc.osaminoglycannes et le citrate. En fait, la disparition totale de ces inhibiteurs
constituerait une étape indispensable pour permettre au mécanisme de calcification de se
produire.

D’un point de vue hormonal, la parathormone, en dehors de son activité anabolisante

sur les ostéoblastes, augmente la concentration en calcium sérique par stimulation de la
résorption osseuse et de l'absorption calcique intestinale. La 1,25(OH), vitamine D,

stimule également 1’absorption intestinale desions calcium.
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Enfin, les ostéoblastes restent les cellules essentielles du contréle de l'initiation et de la
propagation de la phase minérale. Ces cellules ont la capacité de réguler 1’ensemble des
mécanismes par la synthese, 1'organisation et le dépdt du collagene et des protéines non
collagéniques. De plus, les ostéoblastes contrdlent le transport des ions calcium et
phosphate vers la matrice organique, élaborant ainsi une matrice calcifiable, et produisent
des structures comme les vésicules matricielles susceptibles d’étre impliquées dans les
mécanismes de calcification.
En raison d’une forte activité phosphatase alcaline principalement membranaire des
ostéoblastes, on suggere un role clé (bien que non clairement établi) de cet enzyme dans le
processus de minéralisation. Toutefois, il a récemment été démontré, in vitro, que des

cellules de type ostéoblaste sont susceptibles d’initier un phénomene de biominéralisation
en présence de phosphate organique sous forme de Ser-P, de Thr-P ou de B-

glycérophosphate. Ces agents occasionnent effectivement un dépdt minéral dont
I'arrangement cristallin est similaire a celui de I'os humain. Sachant que la formation
minérale est inhibée en présence de pyrophosphate ou de lévamisole (inhibiteur de la
phosphatase alcaline), ce processus de formation impliquerait donc une activité
phosphatase alcaline [82, 83]. Des études histochimiques montrent que la phosphatase
alcaline est exprimée essentiellement dans les ostéoblastes matures et les ostéocytes
jeunes, alors que les cellules bordantes et les pré-ostéoblastes sont faiblement marqués [53].
De plus, les vésicules matricielles dans lesquelles s’accumulent les ions phosphate et
calcium, et out 'hydroxyapatite cristallise, sont riches en phosphatase alcaline. L’emploi
d’inhibiteurs de l'activité phosphatase alcaline (tels que le béryliium et le lévamisole) a
également pour effet d’empécher la calcification des vésicules matricielles [84]. Cet
enzyme pourrait donc jouer un role dans la calcification par augmentation de la
concentration en phosphate inorganique et par inactivation des molécules de

pyrophosphate inhibitrices de la minéralisation.



Généralités 33
D’autre part, les ostéoblastes agissent sur la concentration en ions phosphate et calcium en
inhibant la formation de pyrophosphates par les ATPases, pyrophosphohydrolases et
phosphatases alcalines. Enfin, récemment il a été mis en évidence la présence d’une
pompe Na*/Ca® dans les membranes des ostéoblastes [85]. Mais il n’est pas encore
clairement établi que les ostéoblastes favorisent directement le transport du calcium du
milieu extracellulaire vers le site de nucléation.
En résumé, la minéralisation correspond a un phénomene biphasique de nucléation puis
de propagation (figure 10-C p.34). Les événements de la minéralisation se caractérisent
par: 1) une calcification normale débutant dans la matrice organique, a I'extérieur des
cellules ; 2) le maintien des concentrations en ions phosphate et calcium dans les fluides
extracellulaires, favorable a la formation de la phase minérale de forme cristalline de
phosphate de calcium. Toutefois les concentrations locales en ions calcium et phosphate
sont insuffisantes pour engendrer une précipitation spontanée de phosphate de calcium,
si bien qu'une initiation ou nucléation est requise ; 3) la nucléation se fait au niveau de
vésicules matricielles ou dans les espaces libres internes des fibrilles de collagene de type 1.
Puis, 'augmentation de la concentration en ions calcium et phosphate (respectivement
par la constitution de canaux calciques et par 1'’hydrolyse d’esters phosphatés) crée les
conditions ioniques optimales au dép6t minéral ; 4) la propagation de la calcification
s'opere par la rupture membranaire des vésicules matricielles suite a la pénétration des
cristaux. L'éclatement des vésicules matricielles engendre alors 1'exposition des cristaux
qui serviront de foyers de nucléation secondaire, par utilisation des ions phosphate et
calcium disponibles dans le fluide extracellulaire.
Les cellules, et plus particulierement les ostéoblastes, contrélent donc toutes ces phases de
la calcification au cours de la synthése de la matrice organique, et lors de la sécrétion des

vésicules matricielles.
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C. LES PROTEINES DELA MATRICE ORGAN IQUE OSSEUSE

Le tissu osseux est constitué d'un compartiment extracellulaire minéralisé
correspondant a la matrice extracellulaire. La fraction organique de cette matrice est
constituée essentiellement par du collagéne de type I qui représente 90% de la masse
osseuse organique extracellulaire. Les 10% restants sont attribués aux protéines dites non
collagéniques, et cette fraction représente approximativement 2% de la masse osseuse
totale. En raison de leur faible pourcentage et de la difficulté a les extraire du tissu osseux,
les protéines non collagéniques sont longtemps restées méconnues. En effet, ces protéines
ne sont pas extractibles en conditions classiques, mais nécessitent 1'usage de tampons
dénaturants permettant leur purification sans agrégation, ni dégradation. De plus,
I'alternance d’extractions en conditions dissociant le minéral (déminéralisation) et non
dissociantes, a permis de préciser la distribution des protéines dans les phases minérales
(incluses dans les cristaux d’hydroxyapatite) et organiques (interagissant avec les fibrilles
de collagene). Toutefois, 'emploi de ces conditions d’extraction drastiques ne permet pas
d’assurer le maintien de I'activité biologique et des propriétés physioiogiques de ces
protéines. Ce n'est que depuis ces quinze dernieres années que les protéines non
collagéniques ont été étudiées, et qu’on leur accorde désormais différents roles potentiels
dans les processus de formation et de résorption osseuses.

L’expression et la synthése de la plupart de ces protéines non collagéniques ont lieu dans
le squelette (par les ostéoblastes) et certaines d’entre elles sont spécifiques de I'os. Ces
dernieéres jouent probablement un role majeur dans plusieurs aspects du métabolisme
osseux (figure 11 p.37), comme 1) la nucléation et la croissance des cristaux
d’hydroxyapatite, 2) la prolifération et la maturation des cellules osseuses au cours des
différents stades de développement de l'os, par leurs propriétés chimiotactiques et
d’adhésion. D’autres protéines d’origine extra-osseuse circulent dans le sang et les liquides
interstitiels puis sont piégées dans la phase minérale en raison de leur affinité pour

I'hydroxyapatite. Leur fonction n’est donc pas nécessairement limitée a1'os.
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/ Marqueurs\

Invitro In vivo
¢ Du phénotype ostéoblastique * Du remodelage osseux :
* De la régulation hormonale et résorption-formation
non hormonale de I'activité ¢ De la minéralisation

des ostéoblastes

Figure 11: 0 Interventions potentielles des protéines osseuses non collagéniques dans la physiologie du
squelette, et leur usage en tant que marqueurs.

Les taux d’expression de ces protéines non collagéniques sont variables selon les especes et
Vage, si bien que la présence de certaines protéines a des stades variables du
développement doit influencer le métabolisme des cellules osseuses. En dehors de leur
intervention dans la physiologie osseuse, les protéines de la matrice servent de
marqueurs phénotypiques des cellules qui les synthétisent (les ostéoblastes) et de
marqueurs potentiels du remodelage osseux lors de l'analyse clinique de maladies
métaboliques osseuses. On retrouve effectivement certaines de ces protéines dans la
circulation sanguine, qui refletent alors I'activité des ostéoblastes.

De méme, des produits de clivage des protéines osseuses peuvent étre dosés afin
d’évaluer l'activité des ostéoclastes. La distribution des protéines majeures d’origine
osseuse et plasmatique est détaillée dans le tableau 3 page suivante (la liste donnée n’est
nullement exhaustive et les concentrations indiquées ne sont qu’indicatives, puisque ces

valeurs varient avec I'age et 'espece étudiée).
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Protéines

Répartition

Distribution

Origine osseuse

¢ Collagenes
- Collageéne de type I

- Collagene de type V
- N-propeptide du type I

¢ Protéoglycannes
- biglycan
- décorine

¢ Protéines a séquence RGD

- Sialoprotéine osseuse
- Ostéopontine

- Thrombospondine
-BAG 75

¢ SPARC/Ostéonectine

¢ Gla-protéines
- Ostéocalcine
- Gla protéine matricielle
- Protéine S

e Facteurs de croissance
- Protéines osseuses

90% des protéines
3% du collagene

5% des PNC:Protéines
Non Collagéniques(foetus)

jusqu’a 10% des PNC

le plus abondant dans
la matrice osseuse

12% des PNC
2% des PNC

jusqu’a 20% des PNC
(foetus)

jusqu’a 20% des PNC

Constitue une trame fibrillaire qui sera
ensuite minéralisée

2 populations, I'une liée a la phase
organique, I’autre a la phase minérale

Lié au minéral, péricellulaire
Lié aux fibres de collagéne

Présente dans les phases minérale et
organique

2 populations (au moins chez le rat), liée
essentiellement au minéral et peu a la matrice

Liée essentiellement au minéral, avec une
affinité variable selon 1’espece

Liée au minéral (pas seulement?)
Liée a la matrice (pas seulement?)

morphogénétiques (BMP)

- TGF-B > 200 ug/kg, principal

réservoir del’ organisme

- IGF
Origine plasmatique
* a,HS-glycoprotéine/ ) Composants d’origine ~ Toutes les protéines exogénes sont liées a la

Fétuine bovine ) plasmatique les plus phase minérale

e Albumine ) abondants
¢ Immunoglobulines

¢ Transferrine

¢ al antifrypsine

* Apo Al lipoprotéine
e Hémoglobine

Tableau 3 : Distribution des protéines majeures retrouvées dans le tissu osseux

L’exposé ne traitera pas des cytokines et protéases dont les réles fonctionnels ont été

décrits précédemment.

C.I. LES COLLAGENES

Les collageénes sont les molécules les plus abondantes de l'organisme ou ils

représentent 25% des protéines totales. Dans le tissu osseux, les collageénes constituent

90% du contenu protéique ; on y retrouve en grande majorité du collagene de type I, une
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faible quantité de collageéne de type V, et des traces de types III, XI et XIIL
Du point de vue structural, le collageéne est défini par la présence d'un triplet Gly-X-Y
dans sa séquence peptidique, ou X est généralement un résidu de proline (30%) et Y un
résidu de 4-hydroxyproline (30%). La composition en acides aminés des molécules de
collagéne est propre a chaque espece. Mais la glycine occupe environ 30% des positions et
la proline 25%. De plus, de nombreux résidus de proline et de lysine y sont chimiquement
modifiés (modification post-traductionnelle), respectivement en 4-hydroxyproline et en
5-hydroxylysine (figure 12), qui composent approximativement 25% de l'ensemble des

résidus de la chaine. Cette séquence Gly-X-Y trés caractéristique impose a la chaine une

O
I
C
N—-CH
/\
H,C CH,
N/
/7 \
H H
Résidu de proline 7 \ . Résidu de
o o . succinate
4-hydroxyproline

a-cétoglutarate

o

",  Sug ",

N—CH
/ 0\ N/
H CH, T H
CH, CH,
| , | Lysyl hydroxylase
CH, + CH,
I | Ascorbate
H—C—H C=0
| | @,
CH, y
7 \
I O O- I succinate
+*NH, "NH,
Résidu de lysine o-cétoglutarate Résidu de

5-hydroxylysine

Figure 12 : Réactions d’hydroxylation de la proline en hydroxyproline et de la lysine en hydroxylysine.
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conformation en hélice gauche de seulement trois résidus par tour. Or, la chaine de
collageéne, appelée aussi tropocollagene, est composée de l'arrangement de trois hélices
gauches enroulées les unes autour des autres en super hélice droite. Puisque chaque
chaine de tropocollagene est une hélice a trois résidus d’acides aminés par tour, les acides
aminés placés en multiple de trois dans une chaine donnée sont tous exceptionnellement
proches des deux autres chaines ; ainsi, les contacts intimes se présentant le long de l'axe
central de la triple hélice laissent un espace juste suffisant pour I'atome d’hydrogene de la
chaine latérale de la glycine, tout autre résidu que la glycine, plus volumineux, écarterait
les trois brins de collagéne les uns des autres. Comme la glycine, la proline joue un rdle
essentiel dans la conformation de la molécule de tropocollagéne. En effet, les noyaux
pyrrolidones de la proline se repoussent par encombrement stérique et excluent toute

flexibilité.

La conformation étirée Y Y

/ /s des aminé

de cette triple hélice de \ X \ X Séquence en acides aminés
/7 /7

tropocollagéne est donc

responsable de la

forme des fibres de

collagene : une
molécule de
t
tropocollagene est )
I r
longue d’environ } > | : —» F— » >

300nm pour un Fibre de collagene

Figure 13 : Structure et maturation du collagéne de type L.

diametre de 1,5nm. Les

différences entre les molécules de collagénes proviennent des variations du nombre de
triplets Gly-X-Y présents dans la séquence primaire de ces protéines, des structures et des
positions des molécules glycanniques, ainsi que de la séquence des autres résidus présents

en X et en Y. Enfin, plusieurs types de chaines peuvent étre présents au sein d'une famille
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de molécules de collagéne. Ainsi, la molécule de collagéne de type I retrouvée dans 1'os
(o (D] a,(I)) est constituée de deux chaines o, (I) associées a une chaine a, (I). Cette

forme de tropocollageéne est essentiellement arrangée en triple hélice, a 1'exception de

courtes régions aux extrémités (figure 13 p.40). La molécule de collagene de type V est, elle

aussi, constituée de deux chaines a; hétérogénes et d'une chaine a,, dont les séquences
primaires different de celles de type I (a(V) a;(XI) a,(V)). Des glucides (galactose ou

glucose-al,2-galactose) sont fixés par covalence sur certains résidus de
5-hydroxylysine, si bien que le collagene de type I est en fait une glycoprotéine.

Ces molécules de tropocollagene sont de plus organisées en fibres (ou fibrilles) au sein de

% o 3

CcC=o0 o C=0
I Lysyl N |
H,N+CH,-CH,-CH,-C— H C-CH,-CH,-CH,-C— H
| oxydase H/ |
NH NH
Résidu de lysine E NH4*+ H,O Lys % Résidu d'allysine

% g
0=cC H c=o0
I | |
H —C -CH, -CH, -CH, -CH, -N =C -CH,-CH,-CH,-C— H
| I

HN% Base de Schiff N%H
2 Réduction %
O=C CcC=0

I |
H —C-CH, -CH, -CH, -CH, -N= CH, -CH,-CH,-CH,-C —H

I I !
HN H NH

3 3

Figure14:0 Oxydation d’un résidu de lysine en allysine. L’allysine formée se condense
avec une seconde lysine pour former un pont covalent.
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la matrice extracellulaire osseuse. Leur résistance a la traction et leur rigidité sont dues

d’une part aux liaisons hydrogenes entre hélices, et d’autre part a des liaisons covalentes

autres que celles de cystine (communes a la plupart des protéines, mais totalement

absentes dans le collagene). Des réticulations s'operent entre les chaines latérales de

certaines lysines ou hydroxylysines modifiées par l'intermédiaire de deux réactions

enzymatiques :
o=C c=0
| /OH o XN |
H_C-CH,-CH,-CH= C\ /C -CH,-CH,-CH,-C—H
| H |
HN H NH
Résidu dallysine Résidu d’allysine
2 (forme énol) (forme aldéhydique)
Condensation aldolique
3 oo i %
\3
o=C HO N\ C d cC=0O

| I I
H —C -CH, -CH, -CH, -C — CH -CH,-CH,-C —H

HN H NH
3 .

3 o n %
o=cC \\C/ C=0

| |
H —C-CH, -CH, -CH, -C =C-CH,-CH,-C—H
| | |
HN H NH

3 3

Figure 15: Liaison de réticulation du collagéne par condensation
aldolique entre deux résidus d’allysine.

1) la lysyl-oxydase qui transforme les groupes s-aminés de résidus de

lysine ou d’hydroxylysine en
allysine ou hydroxyallysine
(figure 14 p.4l) ; 2) une
aldolase qui condense une
allysine avec une lysine ou
encore deux allysines entre
elles (figure 15).

Les modes de synthese, de
sécrétion, puis d’assemblage
des molécules de collagéne
de type I sont de loin les
mieux étudiés des protéines
de l'os [86]. Les genes codant

pour les chaines a; (I) et

a, (I) sont respectivement

localisés sur les

chromosomes 7 et 17 chez '’homme. Ces chaines a4 et a, sont alors traduites puis passent

dans la lumiere du réticulum endoplasmique rugueux sous forme de précurseur du

tropocollagene : le procollagene [64]. Les molécules pro-a, et pro-a, contiennent un

excédent d’environ 100 résidus a leurs extrémités C et N terminales (les télopeptides).
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Dans la lumiere du réticulum endoplasmique, les résidus de proline et de lysine du
procollagene sont alors transformés par modifications post-traductionnelles en résidus
d’hydroxyproline et d’hydroxylysine, et des molécules de type glucidique sont ajoutées
aux chaines de procollagene sur les résidus d’hydroxylysine. Lorsque cette élongation est

terminée, des ponts disulfures se forment entre les résidus de cystéine des peptides

excédant des chaines pro-a; et pro-a, (aux extrémités C-terminales), ce qui assure

I'alignement indispensable des trois chaines pro-a en triple hélice dans la lumiere de

I'appareil de Golgi. Apres sécrétion dans la matrice extracellulaire, des procollagéne
peptidases élaguent les peptides supplémentaires des faisceaux de procollagene, et les
molécules de tropocollagene s'assemblent spontanément en fibrilles (ou microfibrilles)
apres réticulation des triples hélices. Le role biologique éventuel de ces propeptides, apres
leur clivage, pourrait étre de réguler la synthese du collagene de typeI par rétroaction [87].
D’autre part, des interactions entre une des chaines de la triple hélice et la décorine
pourraient étre a l'origine de la formation et de ’arrangement des microfibrilles [88]. Les
molécules de collagene alignées au sein des fibres ont également la particularité d'étre
séparées latéralement entre elles par un espace d’environ 45nm, et décalées d’environ un
quart de leur longueur, soit 67nm. Cette distance équivaut a une séquence de 234 résidus
d’acides aminés. Ces lacunes dans les fibres de collagene de type I jouent un réle crucial
dans la nucléation des cristaux au moment de la formation du tissu osseux, comme cela a
été décrit précédemment. Enfin, le collagene de type I renferme 3 séquences Arg-Gly-Asp
(RGD) connues pour étre impliquées dans les mécanismes d’adhésion cellulaire [89].

Le collagene de type I est donc la molécule protéique la plus abondante de la matrice
organique osseuse. De ce fait, elle est étudiée depuis de nombreuses années et reste la
protéine ou glycoprotéine la plus connue de la matrice osseuse. Récemment, deux
peptides collagéniques mineurs de 25 et 28kDa (Small Collagenous Apatite Binding

Protein = SCAB) ont été décrits dans la matrice d’os feetal porcin et semblent exclus de
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toute relation avec le collagene de type I [90]. Ces peptides pourraient alors constituer des
composants collagéniques nouveaux de la matrice osseuse, bien qu’on n’ait pas encore pu
les identifier dans un tissu osseux adulte.

C.II. LES PROTEOGLYCANNES

Les protéoglycannes sont des macromolécules constituées d’un noyau protéique sur
lequel sont liées une ou plusieurs chaines de glycosaminoglycannes (GAG) [91, 92]. Les
glycosaminoglycannes sont des polymeres linéaires d’unités disaccharidiques contenant
d'une part une hexosamine pouvant étre sulfatée (glucosamine ou galactosamine), et
d’autre part un hexose sulfaté ou/et carboxylé (galactose, acide glucuronique ou
iduronique). En plus des chaines de glycosaminoglycannes, la plupart des noyaux
protéiques portent des oligosaccharides O- ou/et N-liés, dont les structures sont similaires
a celles présentes dans les glycoprotéines.
On distingue 4 classes de glycosaminoglycannes : Il'acide hyaluronique, le
chondroitine/dermatane sulfate, le kératane sulfate et I’héparane sulfate (figure 31 p.86).
Le type de glycosaminoglycanne porté par une protéine donnée peut varier selon la
nature de la cellule étudiée.

C.IL1. Le biglycan et 1a décorine

Dans la matrice organique del'os, on retrouve essentiellement des protéoglycannes
de petite taille dont les mieux décrits a ce jour sont le biglycan (PG-I) et la décorine (PG-II)
[93, 94, 95]. Ces deux protéoglycannes ne sont pas spécifiques de I'os puisqu’on les retrouve
dans la plupart des matrices extracellulaires del’organisme.
La décorine et le biglycan ont respectivement des masses moléculaires en gel de
polyacrylamide en présence de SDS (SDS-PAGE) de 135 et 270kDa. Dans Il'os, ils
contiennent des chaines latérales de chondroitine 4-sulfate d’environ 40kDa, mais le
biglycan porte deux chaines contre une seule pour la décorine. Les masses moléculaires
des parties protéiques de ces protéoglycannes avoisinent 38kDa, et ont la particularité

d’étre riches en résidus de leucine et d’asparagine (ou d’acide aspartique). Les clonages
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moléculaires des noyaux protéiques ont révélé 55% d’homologie de séquence, suggérant
que le biglycan et la décorine résulteraient de la duplication d’'un méme gene [96]. Les
formes protéiques matures contiennent 330 résidus d’acides aminés pour la décorine et
332 pour le biglycan. On distingue les 4 domaines suivants : I) un domaine N-terminal de
23 résidus d’acides aminés. Ce premier domaine porte les chaines latérales de
glycosaminoglycannes branchées sur des résidus de sérine, en 4 pour la décorine et en 5 et
11 pour le biglycan ; II) un domaine de 28 résidus d’acides aminés dont 4 cystéines
susceptibles de former 1 ou 2 ponts disulfures ; IIl) un domaine particulier de 232 résidus
d’acides aminés contenant une série de 10 versions identiques d’un motif de 14 acides
aminés riche en leucine (leucine Rich Repeat = LRR), séparées par des séquences moins
conservées de 10 acides aminés environ. Ce domaine porte également des sites potentiels
de N-glycosylation (3 asparagine pour la décorine, et 2 communes a la décorine pour le
biglycan) ; IV) un domaine de 49 résidus d’acides aminés dont 2 cystéines susceptibles
également de former un pont disulfure ; le domaine IV du biglycan renferme davantage
de résidus hydrophobes que celui de la décorine.

Du point de vue synthétique, ces deux protéoglycannes sont fortement exprimés par les
ostéoblastes puis sécrétés dans la matrice osseuse [97]. Apreés formation du noyau
protéique, l'ensemble des réactions de glycosylation s’effectue dans le Golgi. Ces
modifications post-traductionnelles débutent par I'addition d"un résidu de xylose sur une
sérine du noyau protéique. Il existe des structures glycanniques communes d’ancrage des
glycosaminoglycannes sur la chaine protéique (description p.87).

La répartition de ces protéoglycannes varie avec I'age, puisqu’ils représentent jusqu’a 10%
des protéines non collagéniques dans I'os foetal bovin [98], puis leur proportion diminue
chez l'adulte. Ces protéoglycannes sont retrouvés a des taux similaires dans les os de
différentes especes animales, et leurs fonctions pourraient étre communes a toutes les
matrices osseuses. La décorine se lie aux fibrilles de collagéne de type I par sa partie

protéique (probablement par l'intermédiaire du domaine riche en leucine). Elle est
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capable d'inhiber, in vitro, la formation de ces microfibrilles [99], si bien qu'on lui attribue
un role potentiel de contrdle de la formation, de la stabilisation et/ou de la croissance des
fibres de collagéne [97]. Enfin, 1'expression du biglycan au cours du développement du
tissu osseux semble associée a la différenciation des ostéoblastes. En effet, alors que la
décorine est retrouvée uniformément dans les ostéoblastes et les cellules progénitrices, le
biglycan n’est exprimé qu’a des stades tardifs de différenciation des ostéoblastes [97].

C.IL.2. Les autres protéoglycannes

Un protéoglycanne de haut poids moléculaire de 600kDa (le versican) est retrouvé
dans le mésenchyme interstitiel au cours de I'ostéogenese précoce [100]. Ce protéoglycanne
a chondroitine 4-sulfate serait, en fait, a 'origine du biglycan et de la décorine qui
apparaissent plus tardivement au cours du développement de l'os.
A partir d’extraits osseux, in vitro, un quatriéme protéoglycanne a chondroitine sulfate de
petite taille, nommé CS-PG I, a été décrit exclusivement chez le porc et présente une
masse moléculaire de 110kDa avec une partie protéique de 38kDa. Aucun réle précis n'a
encore été attribué a ce protéoglycanne, mais il semble que celui-ci se lie
préférentiellement ala phase minérale de la matrice osseuse [101].
Une glycoprotéine de 59%kDa (la fibromoduline), de structure homologue a celle de 1la
décorine et du biglycan, a également été retrouvée dans I'os [102]. Comme la décorine, la
fibromoduline se lie aux microfibrilles de collagéne et inhibe leur formation in vitro

[103]. Toutefois, sa présence dans la matrice osseuse reste a 1'état de trace. Par hydrolyse
trypsique et précipitation au CaCl, d'une matrice osseuse bovine [104], Hashimoto a

récemment isolé un fragment de 59%kDa issu d’un nouveau protéoglycanne. Ce dernier
contiendrait une chaine latérale de chondroitine 4-sulfate et probablement de kératane
sulfate. L’analyse de la séquence primaire du noyau protéique de ce fragment a démontré
que ce protéoglycanne n’appartenait pas a la famille des petits protéoglycannes. Il
constituerait donc un nouvel élément de la matrice organique de l'os susceptible de

participer au processus de formation del'os.
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Parallelement, des études in vitro sur cultures de cellules osseuses ont révélé la présence
d’un glycosaminoglycanne de type héparane sulfate synthétisé par ces cellules osseuses et
susceptible de se lier a des facteurs de croissance en provenance de la circulation [105]. De
méme, un glycosaminoglycanne non sulfaté de type hyaluronane est synthétisée par des
ostéoblastes en culture [100], mais son rdle n'est pas clairement défini. Toutefois, par
analogie avec d’autres tissus, ce glycosaminoglycanne serait impliqué dans la prolifération
et la différenciation cellulaire.
Enfin, la sialoprotéine osseuse de lapin (détaillée ultérieurement) porte une chaine de
kératane sulfate ; cette glycoprotéine unique appartient donc, dans cette espece, a la
famille des protéoglycannes [106].
Les protéoglycannes sont globalement des glycoprotéines non négligeables de la matrice
organique du tissu osseux. La décorine et le biglycan sont les protéoglycannes majeurs les
mieux étudiés de la matrice. Bien que leur rdle ne soit pas encore clairement établi, ce
sont des glycoprotéines de structure qui doivent intervenir dans le processus de

formation dela matrice organique osseuse.

C.III. LES -CARBOXYGLUTAMIQUE PROTEINES (GLA-FROTEINES)

L’acide gamma-carboxyglutamique (yGlu ou Gla) est le résultat d’une modification
post-traductionnelle vitamine K-dépendante d'un acide glutamique. Cette réaction de
y-carboxylation correspond a la fixation d'une molécule de (0, sur le carbone terminal de

la chaine latérale du glutamate, par action d’une carboxylase dont la vitamine K est un

cofacteur. La forme active de la vitamine K lors de la carboxylation des protéines est une
hydroquinone (figure 16 p.48) [107]. Les acides y-carboxyglutamiques ont initialement été
découverts lors de l'étude des différents facteurs de la coagulation vitamine K-
dépendants. En particulier, la prothrombine (facteur II), forme inactive de la thrombine

qui contient 10 résidus d’acide gamma-carboxyglutamique, reste la protéine la plus

étudiée des protéines a carboxylation vitamine K-dépendantes [108]. En raison de son
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carboxyglut que Figure 16 : Le cycle de la vitamine K : mécanisme d’interconversion de la

X vitamine K associé a la formation d’un résidu d’acide

sont l'ostéocalcine | gamma-carboxyglutamique.

Etape I : réduction de la vitamine K en hydroquinone KH,. Etape II : Oxydation
et la Gla-protéine de la vitamine K en vitamine K epoxyde KO par action d’une carboxylase.
Etape Il : réduction de la forme epoxyde en vitamine K par action d’une
epoxyde réductase. A noter qu'in vitro, les étapes I et Il nécessitent la présence

matricielle. de groupements thiols (DTT).

C.IIL.1. L’ ostéocalcine

On la nomme également Gla-protéine osseuse (BGP). Cette protéine est la plus
abondante des protéines non collagéniques de la matrice extracellulaire (1 a 20% des
protéines matricielles osseuses selon I'age et I'espece) et représente 0,5 a 1% des protéines
totales de l'os [109]. L' ostéocalcine fait ainsi partie des 10 protéines les plus abondantes du
corps humain. C'est une protéine acide (pl = 4.0) de faible poids moléculaire (proche de
6kDa), constituée d’une chaine unique de 46 a 50 résidus d’acides aminés selon l'espece.
Elle a pour la premiere fois été isolée a partir d’une matrice osseuse de poulet par le

groupe d’'Hauschka [110], puis dans 1'os bovin par Price [111]. La séquence en acides aminés
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de I'ostéocalcine a été déterminée chez plusieurs especes dont I’homme [110].

L’ostéocalcine est hautement conservée, en particulier en ce qui concerne les trois résidus

d’acide y-carboxyglutamique en positions 17, 21 et 24, et le pont disulfure 23-29 (figure 17).

1 10 20 30 40 Nombre de résidus
Singe YLYQWLGAPAPYPDPL EPKREVCEL NPDCDELA DHIGFQEAYRRF YGPV 49
Lapin E-1?2GQ QV-L-D-—-Q-———- 49
Homme v R 49
Beeuf —DH 49
Porc ---DHG R 1A 49
Mouton —DPG R 49
Chévre —-DPG 49
Chat —APG L D T- 49
Kangourou T—F Q-N S TA 49
Rat —-NNG H: N D-—K——TTV 50
Souris - ~-8V—--S T--Q A S--QY-~-LKI~-K-—-I-—--IT1I 46
Poulet H--AQDSGV—G— ~N——-AQ S Q 49
Espadon ATR--GDLT--LQ--SL VS M—--TA-IVA-—-JAY—-IQF 47
Acides aminés conserveés* PPPP R CEL P CDELD G AY R YG
Actdes aminés conservés P E RE CEL CDE D G AY YG

—_—

Figure 17 : Structures primaires d’ostéocalcines d’especes variées [110 pour références] ; les résidus
identiques a ceux du singe sont indiqués par (-) et les délétions par un espace blanc ; les résidus Gla
communs sont en position 17, 21 et 24 ; un pont disulfure relie les résidus de cystéine 23 et 29 ;
* signifie résidus communs a toutes les especes excepté 1’'espadon.

Les analyses conformationnelles par dichroisme circulaire [112], spectroscopie en
ultraviolet et résonance magnétique nucléaire en solution [113, 114] de 1'ostéocalcine de
poulet ont permis de déterminer la présence de deux domaines antiparalleles alpha-

hélicoidaux (la Gla-hélice en 16-25 et I'hélice Asp-Glu en 30-41), reliés entre-eux par un

peptide contenant un coude § (en 26-29), et stabilisés par un pont disulfure unique 23-29.

L’arrangement structural de la premiere hélice o est dépendant des ions calcium [115],

puisqu’en solution sans calcium, 1'ostéocalcine est particulierement flexible et adopte a

une conformation aléatoire [113]. Ce domaine hélicoidal renferme les trois résidus de

yGlu alignés, cet arrangement semblant essentiel a l'interaction de la protéine avec le
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réseau d’hydroxyapatite. L'affinité de l'ostéocalcine pour lI'hydroxyapatite est en effet
largement diminuée par décarboxylation [112, 116, 117], ou par utilisation d’un inhibiteur

de la carboxylation comme la warfarine (métabolite antagoniste de la vitamine K) [109].
De plus, lorsque la protéine est adsorbée sur le réseau d’hydroxyapatite, les résidus de yGlu

sont parfaitement protégés contre une décarboxylation par chauffage [117]. En solution,
I'ostéocalcine fixe 2 a 3 moles d’ions calcium par mole de protéine avec une constante de
dissociation comprise entre 0,8 et 3mM [115]. Elle ne se fixe pas dans les mémes conditions

aux anions phosphate. La seconde hélice est quant a elle antiparallele a la premiere. Enfin,
on note a l'extrémité C-terminale une conformation en feuillet § des acides aminés 42 a

48, probablement a !'origine de l'interaction spécifique des monocytes avec 1'ostéocalcine
in vitro [118].

L’ ostéocalcine apparait comme un produit de synthese spécifique des ostéoblastes [119]. Le
géne humain de l'ostéocalcine a été localisé sur le chromosome 1 [120]. Une pré-pro-
ostéocalcine de 125 acides aminés est synthétisée dans un premier temps et inclut un
peptide signal de 26 résidus. Apres action d"une peptidase, la pro-ostéocalcine libérée subit
différentes modifications post-traductionnelles dont la y-carboxylation vitamine K-
dépendante de certains résidus d’acide glutamique. Un nouveau clivage protéique libere
la forme mature de l'ostéocalcine (environ 6kDa) qui est sécrétée par les ostéoblastes. En
fait, il se pourrait que la séquence du propeptide libéré soit un signal de reconnaissance
par la carboxylase du cycle d’action de la vitamine K {[121]. En effet, 'extrémité N-
terminale de ce propeptide présente une séquence de 9 acides aminés commune a
"ensemble des propeptides des ostéocalcines isolées d'especes variées (figure 18 p.51).

La biosynthese de l'ostéocalcine implique en fait l'action de trois vitamines : 1) la
vitamine K pour la formation des résidus yGlu ; 2) la vitamine C pour "hydroxylation du
résidu de proline (en position 9) en hydroxyproline ; 3) la vitamine D pour la stimulation

de la production de la protéine ; en effet, la 1,25 (OH), vitamine D; contrdle directement
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Figure 18 : Biosynthese et sécrétion de I'ostéocalcine par
les ostéoblastes.
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la  transcripion du geéne de
Vostéocalcine, sur le promoteur du
geéne qui présente une séquence dite
« élément de réponse a la vitamine D »
[122-126]. L’ ostéocalcine étant spécifique
du métabolisme des ostéoblastes, le
contrdle de sa synthese rejoint la
régulation du processus de formation
décrit

osseuse précédemment,

qui

implique de nombreux facteurs
hormonaux et locaux [127].

L’ostéocalcine est considérée comme
une protéine spécifique de l'os, et plus
particulierement des ostéoblastes et

ostéocytes. Aucun ARNm n’a pu étre

détecté dans des préparations de foie
(site actif de y-carboxylation des facteurs

de coagulation vitamine K-

dépendants), de langue, d’intestin, de cceur, de rein, de cerveau, de peau, ou méme de

rate. Cependant, une fraction de I'ostéocalcine produite n’est pas incorporée a la matrice

osseuse, mais s'échappe dans la circulation sanguine [128]. Diverses études ont montré

que les valeurs sériques de 'ostéocalcine sont en relation avec l'intensité du remodelage

osseux, et, en particulier, avec la formation de la matrice extracellulaire del’os. Ainsi, une

variation de la concentration plasmatique de I'ostéocalcine est généralement le reflet de

désordres pathologiques de I'os d’origines diverses (figure 19 p.52) [129].
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Figure 19 : Concentrations plasmatiques de I'ostéocalcine de patients atteints de
maladies osseuses et non-osseuses ; DPA : dialyse peritonéale ambulatoire.

On pense que l'ostéocalcine plasmatique provient d’une néosyntheése d’origine osseuse

plutdt que d’une résorption ou d’un relargage de la protéine [128], méme si le squelette
constitue un réservoir tres important d’ostéocalcine (sa concentration y est 10* 2 10° fois

plus élevée que dans le sang).

Enfin, la concentration normale en ostéocalcine est fonction de1’age. Les concentrations
sont plus élevées chez le nouveau-né, I'enfant et 'adolescent que chez l'adulte [130, 131].
A la naissance, les taux sont les plus élevés (40 a 60mg/mL), demeurent importants
jusqu’a 12 mois puis déclinent rapidement (10 a 25mg/mL), et restent constants jusqu’a la
puberté. L'effet hormonal a cet age est variable selon le sexe, mais se traduit
systématiquement par une augmentation brutale de la concentration en ostéocalcine.
Chez I'adulte, les taux sont peu élevés et stables (environ 5mg/mL) [129]. On observe des
variations uniquement chez la femme enceinte ou ménopausée (figure 20 p.53).

La fonction précise de l'ostéocalcine comme composant de la matrice osseuse n’est

toujours pas clairement définie et reste un domaine de spéculations. L'analyse structurale

de l'ostéocalcine montre un alignement caractéristique des résidus de yGlu favorable a
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Vadsorption sur l'hydroxyapatite. De plus, le domaine C-terminal en feuillet § (et plus

particulierement le pentapeptide Phe-Tyr-Gly-Pro-Val) pourrait étre le locus essentiel a

I'interaction de la protéine avec des récepteurs de cellules voisines [118, 132].
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Figure 22: Concentrations plasmatiques de I'ostéocalcine en fonction de I'dge. F : Femme ; H: Homme
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Par son affinité avec les ions Ca”, l'ostéocalcine pourrait inhiber ou stimuler les

phénomenes de nucléation ou de précipitation et pourrait mobiliser les ions ca®

accessibles en surface du cristal formé ou en formation [133]. Des études récentes ont

montré que l'ostéocalcine interagit avec des phospholipides vésiculaires [134]. Or il est
maintenant bien établi que le complexe Ca™*/ phospholipide est capable d’initier in vitro

la cristallisation minérale, a partir de solutions saturées en calcium et en phosphate. Cette
propriété conférée a I'ostéocalcine suggere en fait que, par sa liaison aux phospholipides,
elle influencerait l'initiation de la minéralisation et stabiliserait la structure osseuse.
D’autre part, la résorption osseuse implique !’activation d’ostéoclastes présents a la surface
osseuse, ainsi que la stimulation et la fusion de cellules précurseurs des ostéoclastes
(supposées étre des monocytes ou des macrophages). Effectivement, les monocytes

peuvent étre mobilisés a la surface de I'os par différentes protéines de la matrice, telles
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que le collagéne de type 1, 'a,HS glycoprotéine et l'ostéocalcine [27, 132, 135].
Parallelement, des expériences ont montré que des implants sous-cutanés de particules
osseuses provenant de rats traités par la warfarine (inhibiteur de la gamma-carboxylation)
ne sont pas dégradés aussi activement que ceux provenant de rats témoins [136]. Méme si
ces résultats sont controversés [137], l'ostéocalcine pourrait servir de signal au
recrutement et a la différenciation des cellules impliquées dans la résorption osseuse.
De par son abondance dans l'organisme, 1'ostéocalcine reste une protéine largement
étudiée. Toutefois, les roles qu’on lui attribue restent incertains et font toujours 1'objet de
nombreuses recherches. Enfin, étant donné sa présence relative dans la circulation
sanguine, cette protéine constitue un marqueur biologique fiable lors de I'exploration de
désordres métaboliques du tissu osseux.

C.IIL2.La Gla Protéine matricielle (MGP)

Plus récemment, une protéine contenant des résidus d'acide gamma-
carboxyglutamique a été isolée de la matrice osseuse : la Gla-protéine matricielle (MGP).

Son nom provient de son adhésion avec la phase organique de I'os et du cartilage [138-
140]. La MGP bovine contient 79 résidus d’acides aminés dont 5 yGlu en positions 2, 37, 41,

48 et 52, pour un poids moléculaire de 19kDa environ. Elle contient un pont disulfure et
il semble que le résidu d’acide glutamique en position 2 ne soit que partiellement
carboxylé (80%). Par opposition a l'ostéocalcine, la MGP ne contient pas de domaine
hydrophobe, et pourtant, seule la MGP est insoluble dans l'eau en absence d’agent
dénaturant. Le séquencage de ’ADNc de la MGP de rat [141], de bovin et d’humain [142]
prédisent une taille de 84 résidus d’acides aminés pour la protéine mature, soit 5 résidus
supplémentaires a I'extrémité C-terminale. Ce pentapeptide (Arg-Arg-Gly-Ala-Lys) perdu
a I'extrémité C-terminale est commun aux trois especes et, par analogie avec le rdle
chimio-attractif de l'ostéocalcine, ce peptide de la MGP aurait une fonction biologique

importante. Parallelement, le pro-polypeptide humain de 103 résidus (12,5kDa) est
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respectivement a 84,5 et 81,6% homologue aux précurseurs polypeptidiques de beeuf et de
rat. Il existe une homologie importante entre la séquence de I'ostéocalcine et celle de la
partie carboxy-terminale de la Gla-protéine matricielle, ce qui suggere qu’elles seraient
issues d'une duplication de gene. La Gla-protéine matricielle n’a aucune fonction
biologique connue, mais elle présente de fortes interactions avec la matrice organique et
ses constituants. Elle est également liée a I’hydroxyapatite.

Au cours du développement de l'os, la MGP apparait avant linitiation de la
minéralisation. Elle est exprimée beaucoup plus t6t que 1'ostéocalcine, ce qui suggere des
modes de régulation différents [143]. A la naissance, la MGP représente 130% du taux chez
le rat adulte, alors que 1'ostéocalcine ne constitue que 1a2%. La concentration finale de la
Gla-protéine matricielle atteint chez le rat adulte 0,4mg/g de tissu, soit
approximativement 10% du taux de 1'ostéocalcine dans l'os. L’emploi d’inhibiteur de la
gamma-carboxylation (de type warfarine) sur des rats ne provoque pas d’effet notable sur
la MGP. Dans ce modele, la MGP est relativement résistante aux effets de la warfarine,

probablement en raison de son faible taux de renouvellement osseux [138, 144]. La

biosynthese ostéoblastique de la MGP est, comme !’ostéocalcine, sensible a la 1,25 (OH),

vitamine Dj;. Enfin, les explorations d’ARNm de la MGP dans de nombreux tissus ont

révélé des taux d’ARNm plus i mportants dans la langue, le rein, la rate et le foie que dans
I'os. Ces résultats sont en désaccord avec I'accumulation de la MGP dans les tissus mous,
par comparaison avec les concentrations de la protéine (50 fois plus élevées) dans 1'os et le
cartilage [145].

C.II1.3.La Protéine S

Les deux Gla-protéines majeures de la matrice organique osseuse (ostéocalcine et
MGP) ne rendent pas compte de la totalité des résidus d’acide y-carboxyglutamique

présents dans la matrice de I'os, si bien que d’autres Gla-protéines doivent s’y trouver.

C’est le cas d’un facteur de coagulation, la protéine S, qui a été mis en évidence dans la
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matrice osseuse, et qui est synthétisé par des ostéoblastes humains en culture [146]. La

forme osseuse semble étre identique a la forme plasmatique. Sa masse moléculaire est de
75kDa et la protéine S renferme 11 résidus d’acide y-carboxyglutamique. Certains cas

d’ostéopénie (perte de la densité minérale osseuse) sont associés a une déficience en
protéine S dont l'origine tissulaire pourrait étre I'os. La sécrétion normale de la protéine S
par les ostéoblastes pourrait donc étre essentielle au maintien de la masse osseuse.
C.IV. LES PHOSPHO/ SIALOPROTEINES

On retrouve dans la matrice organique de I'os une forte concentration de résidus
d’acide sialique. Les sialoprotéines représentent approximativement 0,2% du poids sec
d’un extrait osseux [147]. Les premieres références en rapport avec les protéines acides sont

celles de Hering et Kent en 1963, qui décrivaient une sialoprotéine capable de se lier aux
ions Ca’* [148, 149]. Depuis 15 ans, deux protéines non collagéniques enrichies en acides

sialiques ont été isolées de la matrice de I'os et correspondent a la sialoprotéine osseuse
(bone sialoprotein II, BSP) et a1 ostéopontine (bone sialoprotein 1, 44kDa phosphoprotein,
2 ar). Ces deux sialoprotéines ont des caractéristiques communes, comme la présence
d’une séquence RGD (tripeptide essentiel a la reconnaissance par certains récepteurs de la
surface cellulaire de type intégrine [150]) et la présence de résidus de phosphosérine et de
phosphothréonine. Les dosages du phosphore organique contenu dans I'os de poulet ont
montré que les résidus de phosphore ont pour origine : 1) les protéines non-collagéniques
(80%), sous forme de résidus de phosphosérine ou de phosphothréonine ; 2) le collagéne
(20%), jamais sous les formes précédentes mais probablement sous la forme de
phosphoglutamate [151]. Pour ces raisons, ces deux sialoprotéines sont également des
phosphoprotéines. Une troisieme sialoprotéine phosphorylée a récemment été identifiée
dans 1'os de rat : la BAG-75 (bone acidic glycoprotein de 75kDa) dont la séquence N-
terminale se distingue de celle de l'ostéopontine et de la BSP [152]. D’autre part,

I'ostéonectine, bien qu’étant non spécifique de 1'os, est une protéine sialylée (3%) et
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phosphorylée (0,5%) qui appartient donc a la famille des phospho/sialoprotéines de la
matrice organique osseuse.

Enfin, en marge de ces phosphoprotéines majeures de la matrice organique de l'os, de
nombreux peptides et protéines ont été décrits et isolés a partir d’os de poulet [153, 154]. Le
détail de ces protéines ne sera pas exposé mais, ces protéines, comme toutes les
phosphoprotéines, renferment des résidus de phosphosérine et de phosphothréonine,
sont synthétisées et sécrétées par les ostéoblastes, et s’accumulent dans la matrice
organique de l'os aux sites de minéralisation de 1’ostéoide.

Etant donné leurs affinités pour '’hydroxyapatite et le collagene de type I, ainsi que leur
abondance dans l'os, les phosphoprotéines semblent essentielles a linitiation et au
contréle de la minéralisation de l’ostéoide.

C.IV.1. La sialoprotéine osseuse (BSP)

Cette sialoprotéine, également phosphoprotéine, est une des premiéres protéines
de la matrice organique de I'os a avoir été étudiée en détail. Herring et Kent furent les
premiers a décrire une sialoprotéine de 23kDa chez 'homme [149], contenant 20% d’acide
sialique. Vingt ans plus tard, en 1983, le groupe de Fisher isole une sialoprotéine a partir
d’os fcetal bovin, de masse moléculaire comprise entre 70 et 80kDa en SDS-PAGE [155].
Apres digestion trypsique, ces derniers ont obtenu un fragment de 25kDa environ,
correspondant en fait a la protéine de 23kDa décrite par Herring et Kent en 1963, qui
s’accumule dans la phase extracellulaire de !’ os adulte.

La sialoprotéine osseuse est donc une glycoprotéine acide, phosphorylée et sulfatée [94,
155-158]. Le gene de la BSP humaine est localisé sur le chromosome 4 [159]. La BSP
humaine a une masse moléculaire de 65-75kDa pour une chaine polypeptidique
immature de 34,98kDa (pré-protéine de 317 acides aminés) puis de 33,35kDa avant
glycosylation (masses moléculaires déduites de 'ADNc). La masse du polypeptide
n’excedant pas 50%, cette sialoprotéine est donc une protéine hautement glycosylée. Les

rares études de la glycosylation de la protéine décrivent la BSP comme une protéine de
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type mucinique, puisque les structures glycanniques prédites sont celles retrouvées
classiquement dans les mucines (oligosaccharides O-liés a la partie protéique). On
dénombre 3 ou 4 sites potentiels de N-glycosylation selon l'espece (sur des résidus
d’asparagine) et une trentaine de sites de O-glycosylation (sur des résidus de sérine et“
thréonine) [160]. La BSP est riche en acide sialique (12 a 17%) et contient des résidus de
glucosamine, de galactosamine, de galactose et de mannose.

Il semble donc que I'on retrouve les deux classes de glycoconjugués sur la BSP : un
premier lourd fragment oligosaccharidique riche en acide sialique et sulfaté serait N-lié a
la protéine (les autres sites de N-glycosylation pourraient également étre substitués) [161];

de nombreux autres fragments plus petits, avec ou sans acide sialique et groupement

sulfate seraient O-liés a la

Bovin Humain  Rat Poulet
protéine. On note dans la Acides aminés /1000
Asp/Asn 154 117 118 132
séquence primaire de la BSP Thr 82 83 79 36
Ser 81 59 69 92
humaine 45 résidus de sérine Glu/Gln 190 274 233 265
Pro 48 75 43 53
ou de thréonine dont 76% Gly 118 87 108 102
Ala 50 29 79 91
sont glycosylés. Globalement, Cys ND ND ND ND
Val 32 37 39 40
on retrouve donc un acide Met 5 ND 6 0
Ile 32 21 6 16
aminé glycosylé sur sept et il Leu 43 26 33 31
Tyr 63 53 75 15
semble que les résidus non Phe 24 30 23 7
_ His 18 19 13 8
glycosylés soient Lys 39 55 42 31
Arg 28 31 29 53
phosphorylés. Quelle que soit OH-Pro ND 0 ND ND
o . OH-Lys ND 0 ND ND
Vorigine de la protéine, la % poids sec
fraction glycannique Glucosamine 7 ND ND ND
Galactosamine 6 ND ND ND
représente 50% du poids sec. =~ Neu Ac. 12 17 ND ND
Mannose traces ND ND ND
Toutefois, la composition en "R4fsrences [155] [94] [156] [188]

résidus d’acides aminés varie

Tableau 4 : Résidus d’acides aminés / 1000 des sialoprotéines

osseuses (BSP) isolées d’espéces différentes
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sensiblement, mais les résidus majeurs sont systématiquement l'acide glutamique, la
glycine et 'acide aspartique comme l'indique le tableau 4 (p.58). On observe plusieurs
domaines structuraux conservés entre les espéces qui pourraient étre des domaines
fonctionnels. Parmi ces domaines remarquables, sont présentes trois régions riches en
acides glutamiques (polyGlu, jusqu’a 10 résidus consécutifs) dont les études récentes par
Hunter [162] ont précisé le role essentiel de ces séquences lors du processus de nucléation
du réseau d’hydroxyapatite, des régions riches en tyrosine susceptibles d’étre des sites de
sulfatation (sulfo-tyrosine), une séquence Arg-Gly-Asp (RGD), différents sites de

phosphorylation et les sites de N et O-glycosylation évoqués précédemment (figure 21).

(Glu)g (Glu),Gly(Glu), RGD
| h

(Glu)g

Figure 21 : Modele structural de la sialoprotéine osseuse (BSP) ; ?: oligosaccharides O-liés ; Y
oligosaccharides N-liés ; ;. : sulfate.

Contrairement a 1'ostéopontine (décrite ci-aprés) qui présente une large distribution, la
sialoprotéine osseuse est spécifique de I'os, a 'exception preés de la dentine et du cément
[163, 164]. Différentes études in vitro indiquent qu'elle serait essentiellement liée a
I'hydroxyapatite, mais une partie serait intégrée dans la matrice collagénique [101, 160,
165].

L’expression de la sialoprotéine est restreinte aux ostéoblastes différenciés [166] et aux
ostéocytes jeunes [164, 167]. Précisément, la BSP, associée a la phosphatase alcaline, est un
marqueur de la différenciation ostéogénique des pré-ostéoblastes en ostéoblastes [168, 169].
Toutefois, ' ARNm de la BSP a pu étre détecté dans les ostéoclastes [169] et Masi a
récemment décrit sa biosynthese dans des cellules en culture de type ostéoclaste [170].
Enfin, elle semble s’accumuler au niveau des aires de formation osseuse, dans 1’ostéoide

avant minéralisation [165, 171]. L’ensemble de ces observations suggere donc que cette
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protéine pourrait jouer un rdle spécifique dans le processus d’initiation de la
minéralisation de la matrice organique osseuse.

Sa localisation intracellulaire (dans I'ostéoblaste) est restreinte a I'appareil de Golgi et aux

vésicules de sécrétion post-Golgi [172]. Sa biosynthese est stimulée par la dexaméthasone
in vitro (analogue des glucocorticoides) [173], alors que la 1,25 dihydroxyvitamine D, la

diminue [174]. Nous verrons que ces deux agents hormonaux ont des effets antagonistes
sur la production de I'ostéopontine. En outre, la PTH stimule directement 1’expression du
gene dela BSP dans les ostéoblastes [175].

La séquence d’adhésion cellulaire de la sialoprotéine osseuse est en fait un pentapeptide
GRGDN localisé al'extrémité C-terminale de la protéine. Cette séquence est flanquée par
deux régions riches en tyrosine sulfate. Or, le role de cette modification post-
traductionnelle tardive par la tyrosyl-protéine sulfotransférase du trans-Golgi-network
(TGN) semble étre essentiel a la sécrétion et a la fonction de la BSP [158]. Ainsi, la liaison
de la BSP sur ses récepteurs membranaires pourrait dépendre de la sulfatation des résidus
de tyrosine [176]. Chez le poulet, la BSP possede deux motifs RGD supplémentaires et un
site d’attachement cellulaire RGD démasqué lors du clivage de la protéine [177]. Ces
propriétés d’adhésion cellulaire de la BSP ont été mises en évidence sur un grand nombre
de cellules dont les ostéoblastes et les ostéoclastes. Le récepteur cellulaire de la

sialoprotéine osseuse a été isolé in vitro sur des cellules apparentées aux ostéoblastes [23]
et semble d'un point de vue structural identique au récepteur de la vitronectine o, f;

[156]. Ce récepteur a déja été localisé a la surface membranaire des ostéoclastes dont il
permet 'adhésion aux protéines de la matrice contenant ce tripeptide RGD. 1l semble en
fait que l'attachement des ostéoclastes a la matrice osseuse lors de linitiation des
processus de résorption dépende de linteraction des ostéoclastes avec la BSP et
I'ostéopontine, par l'intermédiaire du récepteur de la vitronectine [178]. De plus, la

phosphatase acide tartrate résistante spécifique des ostéoclastes pourrait réguler, en les
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déphosphorylant, les propriétés adhésives des sialoprotéines sur les ostéoclastes [29].
L’ensemble de ces observations suggere donc que la BSP pourrait étre impliquée dans les
processus d’ancrage des cellules osseuses a la matrice, et pourrait, de ce fait, jouer un role
dans les mécanismes locaux du remodelage. Parallelement, la sialoprotéine osseuse est
une glycoprotéine acide (riche en résidus d’acide glutamique, d’acide aspartique, en
phosphate et en sulfate), ce qui lui confere une forte affinité pour 1'’hydroxyapatite. Ces
séquences répétées d'acide glutamique peuvent en outre induire la formation des cristaux
d’hydroxyapatite [76, 179]. Puisqu’elle peut se lier a la fois a 'hydroxyapatite et au
collagéne [180, 181], cette protéine pourrait étre l'agent de nucléation déclenchant la
formation des cristaux d’hydroxyapatite a la surface des microfibrilles de collagéne [101].
Derniérement des études ont décrit une forte affinité de la sialoprotéine osseuse pour des
souches de Staphylococcus aureus isolées exclusivement de patients atteints d’infections
osseuses (ostéomyélites). Ainsi, la BSP pourrait intervenir dans le mécanisme d’adhésion
du Staphylocoque 2 la surface du tissu osseux lors de ce type d’infection [182].
La sialoprotéine osseuse est donc la phosphoprotéine majeure de la matrice osseuse. Etant
spécifique de l'os et plus particulierement des ostéoblastes matures, elle constitue un
excellent marqueur métabolique de ces cellules pour lexploration de certaines
pathologies osseuses. De nombreux roles biologiques lui sont suspectés et pour ces raisons

la BSP reste une glycoprotéine largement étudiée. Enfin, cest une protéine relativement

bien conservée,

Humaine Rat Poulet Porc
retrouvée dans de Séquence RGD 1 1 5 1
Séquence PolyGlu 3 3 3 2
nombreuses especes et Tyrosine sulfate ++ ++ ++ +
Site de N- 4 3 1
présentant des glycosylation
% d’homologie avec 100 80 39 74

structures communes la BSP humaine

Tableau 5 : Comparaison des structures de sialoprotéines

ui la caractérisent s s
9 osseuses de différentes especes

(tableau 5).
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C.IV.2. L'ostéopontine

Comme la sialoprotéine osseuse, 1'ostéopontine (étymologiquement « pont-
osseux ») est une glyco/phosphoprotéine acide (pI = 5) de la matrice organique de I'os [183
pour revue]. Elle fut initialement caractérisée et isolée dans la matrice minérale osseuse
bovine [147, 184], puis chez le rat [185], 'homme [94], la souris [186], le porc [187] et le
poulet [188, 189]. Les masses moléculaires des ostéopontines décrites sont comprises entre
65 et 80kDa. Alors qu’on admettait I'origine du fragment acide de Herring de 23kDa a la
BSP chez le bovin [149, 155], Zhang a récemment démontré chez le porc que ce fragment
de 23kDa aurait pour origine 1'ostéopontine et serait libéré par une hydrolyse endogene
semblable a la trypsine [157]. La masse moléculaire du noyau protéique de 1'ostéopontine
humaine est de 41,5kDa, ce qui représente 301 résidus d’acides aminés. Les résidus
majeurs de l'ostéopontine (50%) correspondent aux acides glutamiques et aspartiques,
ainsi qu’a la sérine. Dans I'0s, I'ostéopontine contient 12 phosphosérines (20% des sérines
sont ainsi phosphorylées), une phosphothréonine, 5 ou 6 oligosaccharides O-liés et un
oligosaccharide N-lié au noyau protéique. Les résidus d’acide sialique représentent
environ 5% de la masse de la protéine. Il apparait clairement que la phosphorylation de
'ostéopontine par modification post-traductionnelle n’est pas aléatoire, mais correspond
a la formation de groupes de 3 ou 4 résidus de phosphate le long de la chaine poly-

peptidique (figure 22).
Comme la BSP, l'ostéopontine renferme également des résidus de tyrosine sulfatée. Des

études menées chez le rat ont décrit plusieurs formes, différant par des modifications

Poly-Asp

Site de clivage

dela thrombine\

Figure 22: Modele structural de I'ostéopontine ; ?: oligosaccharides O-liés ; ¥: phosphate
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post-traductionnelles (essentiellement de phosphorylation) selon I'origine des tissus et la
transformation des cellules [190]. Par exemple, les cellules de rein chez le rat sécretent
deux formes d’ostéopontine dont les propriétés physiologiques different [191] : la forme
phosphorylée (pp69) est non glycosylée, localisée dans la matrice extracellulaire et
interagit avec la fibronectine lorsqu’elle est associée a la surface des cellules, alors que la
forme non phosphorylée (np69) est N-glycosylée et se complexe uniquement a la
fibronectine libre. Dans ces cellules de rein, les ARNm codant pour ces ostéopontines ont
des séquences nucléotidiques différentes de celles des ARNmM présents dans les cellules
ostéoblastiques de rat, ce qui suggere une diversité des ARNm de 'ostéopontine entre
tissus. L’ostéopontine, contrairement a la sialoprotéine osseuse, n’est donc pas spécifique
del'0s. Chez 'homme, le géne de l'ostéopontine, comme celui de la BSP, est localisé sur
le chromosome 4 [192]. Par comparaison des séquences de la protéine entre especes, on
observe 55% d’homologie (excepté pour I'ostéopontine de poulet : 18% d’homologie), et
les segments hautement conservés correspondent au site de N-glycosylation, a la
séquence poly-Asp (de 6 a 10 résidus d’asparagine), a la séquence GRGDS d’adhésion
cellulaire et au site de clivage par la thrombine a proximité de ce motif GRGDS [184, 185].
De plus, on retrouve systématiquement de nombreux résidus phosphorylés, suggérant
que certains sites spécifiques puissent étre essentiels aux fonctions de la protéine, comme

I'interaction avec les ions calcium et I'hydroxyapatite. Enfin, la structure secondaire de
I’ostéopontine se composerait de 8 hélices a et de 6 feuillets p [193].

Concernant sa localisation dans l'os, des études immunohistochimiques d'os de rat
nouveau-né ont révélé la présence de l'ostéopontine dans la matrice organique
extracellulaire, I'ostéoide, les cellules responsables de la formation osseuse (les pré-
ostéoblastes et les ostéoblastes) et dans les ostéocytes [194]. De plus, l'apparition de
I'ostéopontine dans les ostéoblastes bien avant la formation de l'ostéoide, indique une
expression précoce de la protéine lors de l'ostéogenese. Parallelement, 1’ostéopontine est

exprimée par les ostéoclastes [195-197] et par divers autres types cellulaires dont les
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odontoblastes, les cellules rénales évoquées précédemment, les cellules neuronales,
placentaires et les chondrocytes [198]. D’autre part, 'ostéopontine est surexprimée par
différentes lignées cellulaires transformées d’origine stromale ou épithéliale [199, 200],
suggérant qu’elle interviendrait dans les mécanismes d’adhésion des cellules malignes
entre-elles ou avec l'hdte. Enfin, on retrouve l'ostéopontine dans les liquides
physiologiques tels que le lait et les urines (uropontine) ou elle inhibe la précipitation de

I'oxalate de calcium [201]. L'expression et la sécrétion de 1'ostéopontine par des cellules
modifiées de rat de type ostéoblaste sont stimulées par la 1,25 dihydroxyvitamine D;, alors
que la dexaméthasone diminue le nombre d’ARNm de l'ostéopontine. Ces facteurs
hormonaux ont un effet opposé sur la sialoprotéine osseuse. Les TGF1 et $2 stimulent la

transcription du geéne de I'ostéopontine dans ce modele cellulaire d’ostéoblastes modifiés
[202]. L'TL-1 accroit l'expression de l'ostéopontine dans les cultures d’ostéoblastes
normaux, alors que la parathormone diminue sa sécrétion [203, 204].

Etant sécrétée a la fois par les ostéoblastes, les ostéocytes et les ostéoclastes, 1’ostéopontine
est donc susceptible d’étre une protéine essentielle aux mécanismes de minéralisation et

de résorption de la matrice osseuse. En ce qui concerne la minéralisation de l'ostéoide,
I'ostéopontine présente une forte affinité pour I'hydroxyapatite et se lie aux ions Ca’", ce

qui se traduit par une inhibition de la formation et de la croissance du réseau
d’hydroxyapatite. Ces propriétés sont attribuées a son contenu important en résidus
d’acide aspartique, aux séquences poly-Asp, ainsi qu’a son haut degré de phosphorylation
[205, 206]. Des études par immunolocalisation ont décrit une forte concentration de
'ostéopontine au niveau du front de minéralisation d’os néoformés. Il se formerait en
fait dans I'os un gradient discontinu de la concentration en ostéopontine, a savoir : 1) une
concentration médiane dans 1'ostéoide ; 2) puis maximale au front de minéralisation a
proximité de V'ostéoide ; 3) et enfin une faible concentration dans la zone minéralisée.

L'ostéopontine étant un inhibiteur de la formation et de la croissance des cristaux
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d’hydroxyapatite in vitro, il semblerait en fait que cette protéine influence davantage le
taux de minéralisation que l'initiation de la minéralisation [76,207].

Comme c’est le cas pour la sialoprotéine osseuse, la présence, dans sa séquence protéique,
du motif RGD fait de l'ostéopontine une protéine d’adhésion cellulaire, et, plus

précisément, elle contribue dans I'os a 'adhésion des ostéoclastes sur la matrice par son
interaction avec le récepteur de la vitronectine (a,8;). La forte densité de charges

négatives a proximité de la séquence RGD et sa capacité a lier les ions calcium suggerent

que la concentration en calcium libre puisse affecter l'interaction del’ostéopontine avec le
récepteur a.f,. Laliaison de 1'ostéopontine sur ce récepteur membranaire se traduit donc

par une diminution de la concentration intracellulaire en calcium, entrainant la
formation de podosomes, donc l’activation des ostéoclastes [208]. En outre, I'ostéopontine
est sensible au clivage par la thrombine et le site de clivage est localisé a six résidus de
I'extrémité carboxylique du segment RGD. Cette réaction d’importance physiologique
inexpliquée pourrait alors altérer la fonction d’adhésion cellulaire attribuée a
I'ostéopontine. De plus, I'extrémité N-terminale du peptide libéré par la thrombine
interagit avec un second récepteur de type intégrine (agf;) qui reconnait également la

tenascine [209]. Contrairement a la BSP qui est localisée a 1'interface du cartilage et de 1'os,
'ostéopontine est principalement retrouvée a proximité des cellules ol la résorption
osseuse est particulierement active [210]. L'ostéopontine pourrait donc participer a la
régulation de la résorption osseuse [13, 20, 178], en favorisant I'ancrage des ostéoclastes a la
surface de la matrice minérale (formation d'un « pont osseux »). Des études récentes ont
également décrit la formation d'un complexe spécifique entre I'ostéopontine et
I'ostéocalcine qui pourrait, en se basant sur les fonctions probables de ces deux protéines,
favoriser le recrutement des précureurs ostéocalstiques a la surface de la matrice osseuse
[211].

Enfin, en marge du tissu osseux, l'ostéopontine est présente en abondance dans les
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plaques d’athérome ou elle

Ostéopontine BSP

serait impliquée dans les “yraqce moléculaire globale en 63,000 78,000
.. oo b kDa (SDS-PAGE)
mécanismes de calcification  \passe moléculaire du noyau 32,627 33,600
. - protéique en kDa
de ces lésions artérielles % Acide sialique (poids sec) 44 47
Nombre d’acides aminés 317 303
[212].De meéme, elle semble Longueur de YARNm 1[4 2,0
) ) Acides aminés majeurs/1000
intervenir dans le Asp 142 53
) Asn 24 66
développement des foyers Glu 112 205
e ) Gln 51 30
de calcification observés Ser (Ser-P) 153 (24) 66 (31)
. Thr (Thr-P) 41 (1) 24 (3)
dans les tumeurs du sein Gl 20 109
Séquence RGD + +

[213, 214], comme Cest

Tableau 6 : Comparaison structurale de l’ostéopontine et
d’ailleurs le cas pour la de la sialoprotéine osseuse

sialoprotéine osseuse [215], ol on la retrouve a des concentrations dix fois plus élevées.
Enfin, des études récentes [216] ont montré une corrélation de l'expression de
'ostéopontine avec le potentiel métastasique de certaines lignées cellulaires (fibroblastes
transformés). Ainsi, elle pourrait jouer un réle dans la migration et I’adhérence des
cellules tumorales a la matrice osseuse [183].

C.IV.3. La Bone Acidic Glycoprotein 75kDa (BAG-75)

Cette glycoprotéine est une sialoprotéine qui a récemment été identifiée a partir
d’os de rat [152]. C'est une glycoprotéine acide, riche en acides aminés acides (29%), en
phosphate (7,9%) et elle contient de l'acide N-acétyl neuraminique (acide sialique, 7%).
Elle serait spécifique de I'os et produite par les ostéoblastes [217]. La BAG-75 est apparentée
aux précédentes glycoprotéines acides de 'os (BSP et ostéopontine), mais elle est issue
d’un gene distinct. La séquence amino-terminale de la protéine est différente de celles de
la BSP et de l'ostéopontine, et 1'utilisation d’un anticorps spécifique de la BAG-75 ne
révele ni la BSP, ni I'ostéopontine, ni méme les protéoglycannes de 1'os (biglycan et
décorine). Toutefois, ce méme anticorps révele un fragment de 50kDa libéré

vraisemblablement par une protéase endogéne a partir de la protéine de 75kDa. Ce
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fragment de 50kDa est présent a la fois dans les tissus calcifiés et dans le sérum. Par
comparaison avec la BSP et I'ostéopontine, la BAG-75 présente la capacité de liaison au
calcium la plus forte [218]. Ainsi, comme les précédentes sialoprotéines, cette
glycoprotéine acide pourrait intervenir lors de la minéralisation de la matrice organique
del'os.

Le role de la BAG-75 n'est pas clairement établi, mais Sato [219]a démontré qu’elle était, in
vitro, un inhibiteur dela résorption osseuse. Elle se lie en fait a la surface du minéral et le
complexe formé inhibe la résorption par un mécanisme indépendant du récepteur de la
vitronectine.

C.IV 4. La sialoprotéine 59 et/ou 64kDa (BSP-59/64) de rat

Comme les précédentes, cette glycoprotéine est une sialoprotéine (1,4% d'acide
sialique) mais elle ne contient pas de phosphore. On la retrouve spécifiquement dans des

tissus calcifiés (dents et os) et plus précisément dans les ostéoblastes, les ostéocytes et la

matrice extracellulaire osseuse BSP-59 BSP-64 HS gp
2

de rat de rat i

de rat [220]. L’analyse de 1la en e humaine

Acides aminés /1000
séquence en acides aminés a Asp/Asn 89 97 86
Thr 56 57 57
révélé de fortes homologies avec Ser 38 45 57
Glu/GIn 117 121 115
une glycoprotéine plasmatique Pro 93 98 112
Gly 86 79 63
humaine : 'a,HS glycoprotéine Ala 106 120 103
Cys 6 ND 35
(tableau 7). L'a,HS glycoprotéine K/Iaelt 11\1017) N8]63 938
Ile 29 32 23
est connue pour étre synthétisée Leu 82 86 83
Tyr 14 16 20
par les hépatocytes, transportée Phe 49 46 29
Lys 42 41 46
dans la circulation sanguine et His 46 28 35
Arg 40 48 35
incorporée dans les tissus % poids sec

. . Phosphate ND 0,05 0,00
calcifiés. Il s'avere en fait que la Acide sialique 1,4 1,4 52

BSP-59 est synthétisée sous une Tableau 7 : Comparaison des sialoprotéines 59 et
64kDa de rat avec l’alpha 2 HS glycoprotéine humaine
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forme polypeptidique simple a la fois par les ostéoblastes et les hépatocytes. En cela, elle

differe de 'hétérodimere a,HS glycoprotéine, mais la BSP-59 pourrait étre 1’homologue

chez le rat de I'a,HS glycoprotéine humaine.

Une seconde BSP de rat, la BSP 64kDa (ou 62kDa selon Wendel [221]), avait auparavant
été mise en évidence chez le rat par Franzen et Heinegard [222], mais d’apres la
détermination de la composition en acides aminés, il est trés probable que ces deux
protéines soient identiques. Les différences observées correspondraient aux variations
d’extraction des deux protéines, la BSP-59 étant isolée de la machoire inférieure de rat,
alors que la BSP-64 l'était d'un fémur de rat. En outre, cette sialoprotéine osseuse de 62-
64kDa aurait pour origine le foie mais s’accumule abondamment dans le tissu osseux.

C.IV.5. L’ ostéonectine (SPARC)

L’ostéonectine est une glycoprotéine acide (pI ostéonectine bovine : 5.5) de 29kDa,
287 résidus d’acides aminés, purifiée et décrite originellement a partir d’os foetal bovin ot
elle constitue pres de 20% des protéines non collagéniques [223, 224]. Ultérieurement, la
localisation et la synthese de cette glycoprotéine ont été décrites dans de nombreux tissus
non minéralisés : elle est synthétisée par les cellules endothéliales et les mégacaryocytes
[225] puis s’accumule dans les plaquettes [226, 227]. Par ailleurs, 1'ostéonectine est similaire
a une protéine murine sécrétée par l'endoderme pariétal : la SPARC (acidic protein
secreted and rich cysteine) [228]. L'ostéonectine est donc présente et exprimée dans des
tissus minéralisés et non minéralisés. Dans le foetus bovin, sa concentration est environ
1000 fois plus élevée que dans les tissus non minéralisés, soit approximativement 150
ug/mg de protéines [229]. Cependant, l'os de rat contient des quantités bien plus faibles,
résultant vraisemblablement de différences structurales du domaine N-terminal, ce qui
diminue l'affinité de l'ostéonectine de rat pour I'hydroxyapatite [230]. Elle est synthétisée
sous la forme d'une simple chaine polypeptidique de type pré-ostéonectine de masse

moléculaire apparente de 45kDa [231].
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L’ostéonectine est une protéine trés conservée puisque la séquence des exons présente
plus de 90% d’identité entre toutes les especes étudiées a ce jour [232]. Elle est le produit
d'un géne unique, mais il semble exister des variantes, comme pour 1'ostéonectine
plaquettaire qui présente une masse moléculaire en gels SDS plus élevé que
I'ostéonectine osseuse [233], en raison d’un type différent de glycosylation [234]. D'autre
part, l'utilisation d’un anticorps dirigé contre 1'ostéonectine osseuse présente une affinité
cent fois plus faible pour 1’ostéonectine plaquettaire [235] et 1’épitope impliqué ne semble
pas dépendant de la glycosylation de la protéine [236]. Cette glycoprotéine renferme 3%

d’acide sialique, 1,6% d’hexosamine et 0,5% de phosphore [237].

Domaine IV - EF

Dowmaine 1]

Domaine |

21

Domaine 11

28 51 riche enn Cys

Figure 23 : Modele structural de I'ostéonectine. Les ponts disulfures entre les résidus de
cystéine (@) ne sont pas encore établis ; la liaison entre les résidus 255 et 271 du domaine de
liaison du calcium “main-EF” n’est que suggestive mais en accord avec la représentation
tridimensionnelle d’un tel domaine (selon Engel [238]). Les 7 résidus de sérine (70, 82, 95, 103,
104, 140 et 230) sont représentés par : ;. ; I'unique site glycosylé sur un résidu d’asparagine
par: .

L'ostéonectine présente différents domaines structuraux dont un domaine amino-
terminal de 50 acides aminés riche en résidus d’acide glutamique (figure 23). Ce segment

lie les ions calcium (de 5 a 8 Ca*), ce qui entraine une transition conformationnelle avec
renforcement de la structure en hélice a. L’ostéonectine isolée de I'os se lie effectivement
a I'hydroxyapatite avec une haute affinité (Kd = 8-10'8M) [238] et le site de liaison serait

constitué par ce domaine tres acide de la protéine. Un autre domaine de 100 acides aminés
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contient 11 résidus de cystéine, soit un nombre élevé probable de ponts disulfures. Ce
deuxiéme segment renferme de plus un site de N-glycosylation (en position 98)
susceptible de moduler l'interaction del ostéonectine avec le collagene de type V [239]. Le
troisitme domaine renferme également 100 résidus d’acides aminés et le quatrieme (de 50

résidus) contient un site de liaison du calcium de type « main-E-F » a haute affinité,

comme l’ont montré les études physico-chimiques (Kd = 3-107 M) et les différentes études

de liaison directe du *°Ca sur des fragments d’ostéonectine transférés sur membrane [230,

240]. En dehors de sa liaison au calcium et a ’hydroxyapatite, les premieres descriptions de
'ostéonectine évoquaient également une liaison a la gélatine [223] et plus récemment a
du collagéne purifié [241] ; toutefois, ces observations n‘ont pu étre confirmées sur du
matériel isolé a partir d’os de porc, et restent donc controversées. Parallelement, le clivage
de I'ostéonectine par une métalloprotéase spécifique augmente la liaison au collagéne de
type I, et I'ostéonectine produite par les cellules endothéliales se lie, in vitro et en
présence de calcium, aux collagénes de types III, V, II et I par ordre décroissant d’affinité
[240], ainsi qu’a I'albumine [242]. Enfin, les ostéonectines d’os bovin et de plaquettes
humaines se lient uniformément ala thrombospondine [339]. Ces deux formes protéiques
different par leur glycosylation, a savoir une N-glycosylation de type oligomannosidique
pour l'ostéonectine osseuse et de type complexe pour l'ostéonectine plaquettaire [243]. II
semble donc que les variations structurales associées aux modifications post-
traductionnelles gouvernent les spécificités tissulaires de I’ostéonectine.

Cette glycoprotéine est hautement exprimée dans les ostéoblastes (dans le réticulum
endoplasmique, l'appareil de Golgi et les vésicules de sécrétions post-Golgi), les
précurseurs cellulaires des ostéoblastes et les ostéocytes jeunes [244]. Dans la matrice
osseuse, on la retrouve essentiellement au front de minéralisation de 1’ostéoide. Les
récentes études par immuno-marquage en microscopie électronique [245] suggerent en

fait que 1'ostéonectine serait piégée par la phase minérale osseuse, plutdét que par la phase
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organique. Parallelement, 1'ostéonectine présente un renouvellement rapide dans les

tissus minéralisés et son expression dans 'os serait alors a mettre en relation avec le

processus de remodelage. De plus, sa synthese, in vitro, par les ostéoblastes serait inhibée
a la fois par le TGF [246] et par la 1,25 dihydroxyvitamine D; [247].

En dépit de ces observations et de son abondance dans la matrice osseuse, les effets
biologiques de l'ostéonectine n'ont pu étre obtenus que dans des systemes non
minéralisants. Ainsi, les données recues sur les cellules en culture et les plaquettes
suggerent que I'ostéonectine est impliquée dans les interactions cellule-substrat et cellule-
cellule, peut-étre en collaboration avec d’autres molécules. Pour exemples, 1'ostéonectine
pourrait se lier aux cellules endothéliales [248], faciliterait la différenciation ou la
migration cellulaire en bloquant le passage de la phase G1 a la phase S du cycle cellulaire
[249], inhiberait la liaison du PDGF-B ou AB sur son récepteur en interagissant avec ce
récepteur [250], participerait a I’agrégation plaquettaire et se lierait a la thrombospondine
[226]. L'ostéonectine pourrait donc jouer de tels roles dans l'os, ot précisément les
mouvements cellulaires sont essentiels au couplage entre formation et résorption
osseuses. In vitro, 'ostéonectine bovine stimule également la précipitation du calcium et
du phosphate en présence de collagene et interagirait a la fois avec les collagenes de types
I, V, I et I [238]. Elle pourrait ainsi initier la cristallisation du réseau d’hydroxyapatite en
augmentant la concentration locale du calcium et en permettant les liaisons entre les
phases minérale et organique du tissu osseux. Mais ces résultats sont en contradiction
avec ceux obtenus récemment olt l'ostéonectine ne présente pas d'affinité avec le
collagene de type I [181]. Enfin, I'expression de l'ostéonectine est augmentée dans des
cellules mammaires cancéreuses et, avec l’ostéoponﬁne et la sialoprotéine osseuse, elle
pourrait participer au phénomene de microcalcification communément associé au cancer

du sein [214].
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C.V. LES AUTRES PROTEINES A SEQUENCE RGD (ARG-GLY~ASP)

En plus des sialoprotéines osseuses et du collagene [251], on retrouve dans l'os des
protéines portant le motif d’adhésion et de reconnaissance cellulaire RGD. Ces nouvelles
protéines sont cependant non spécifiques de l'os et sont généralement localisées dans de
nombreuses matrices extracellulaires et parfois dans le plasma.

C.V.1. La thrombospondine

C’est une glycoprotéine adhésive de 450kDa libérée abondamment par les
plaquettes sanguines, apres stimulation par la thrombine. Elle est également un produit
de biosynthese de différents tissus conjonctifs et un composant de nombreuses matrices
extracellulaires. Dans 1'os, elle est synthétisée par les ostéoblastes [252]. On la retrouve
dans I'ostéoide et la matrice minérale [44].

On dénombre cinqg formes de thrombospondine codées par des genes différents, ainsi que
plusieurs isoformes résultant d’épissages variables de I’ ARNm. Les thrombospondines
sont des protéines multimériques de trois chaines de 150 a 180kDa. On distingue un
domaine globulaire amino-terminal de 30kDa, une partie linéaire de 85kDa et un second

domaine globulaire carboxy-terminal de 70kDa. La synthese de la thrombospondine est
stimulée par le TGFB. Elle chélate les ions calcium par I'intermédiaire d’un site de type

«main E-F» et possede une séquence RGD. Elle se lie aux collagénes (type I a IV
uniformément, type V avec plus d’affinité), a la fibronectine, au fibrinogéne, au
plasminogene et a la laminine. Dans I'os, les thrombospondines 1 et 2 sont exprimées et
pourraient moduler l'adhésion et la prolifération cellulaire [253]. Enfin, elle se lie a
I'ostéonectine et la co-distribution de ces deux protéines, ainsi que leur intervention dans
I"adhésion cellulaire et 'agrégation plaquettaire, suggerent un role coopératif [254].

C.V.2. La fibronectine

La fibronectine est une protéine de masse moléculaire proche de 500kDa, présente

dans de nombreuses matrices extracellulaires [255]. C'est une protéine multimérique
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constituée de deux types de chaines non identiques de 250kDa chacune. Elle présente des
propriétés de liaisons multiples (comme celle de se lier au collagene de type I), possede
une séquence RGD, et se comporte ainsi comme un pont entre la surface des cellules et la
matrice extracellulaire. On distingue plusieurs types de fibronectine qui different par leur

séquence, leurs propriétés et leur distribution. Dans l'os, la synthése de la fibronectine
dans les ostéoblastes est stimulée par le TGFp [246], et diminuée par les glucocorticoides

[256]. Elle serait localisée dans le périoste et au contact des ostéocytes, mais les études
divergent quant a sa présence dans la matrice minéralisée [62].

C.V.3. La ténascine C

La ténascine C est une glycoprotéine d’environ 200kDa qui a récemment été mise
en évidence dans les cellules pré-ostéoblastiques et les ostéoblastes [257]. Cette
glycoprotéine est connue sous plusieurs formes résultant d’un épissage alternatif [258],
mais seule celle de plus haut poids moléculaire serait exprimée par les ostéoblastes. Au
cours du développement embryonnaire, la ténascine est concentrée a l'interface entre les
ébauches cartilagineuses primaires des os longs et le périchondre. La nature exacte des
stades de différenciation ostéoblastique qui expriment la ténascine lors de l'ossification
reste a établir. De plus, le role biologique de cette glycoprotéine dans le tissu osseux est a
préciser, de méme qu’il semble que la ténascine ne soit pas intégrée a la matrice
minéralisée. Globalement, elle présente des propriétés antiadhésives similaires a celles
décrites pour I’ ostéonectine.
C.VI. LES PROTEINES D’ORIGINE PLASMATIQUE

En raison del'importante surface d’interaction des cristaux d"hydroxyapatite, I'os est
capable de fixer un grand nombre de molécules circulantes. De plus, 1'os est un tissu
vascularisé et il n’est pas surprenant d’y retrouver ces protéines plasmatiques. Une étude
en électrophorese bidimensionnelle sur un extrait d’os cortical bovin a d’ailleurs permis
d’identifier une quarantaine de protéines, dont quatorze seulement sont absentes du

sérum et sont donc spécifiquement produites dans 1'os [259]. Parmi les protéines adsorbées
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d’origine sérique, on retrouve 'albumine et la fétuine ou l'a,HS-glycoprotéine, de loin
les plus abondantes, puis, a un degré moindre, des immunoglobulines, la transferrine,
Y'a;-glycoprotéine, 1'a;-antitrypsine, 1'"hémoglobine et 1'apoAl-lipoprotéine. Parmi les
protéines plasmatiques, seule 1'a,HS-glycoprotéine est supposée intervenir dans le
métabolisme osseux chez 'homme. De plus, la fétuine bovine apparait étre I’homologue
de l'a,HS-glycoprotéine humaine, aussi ne seront décrites que ces deux protéines
plasmatiques dont les quantités dans I'os font d’elles des protéines majeures de ce tissu.

C.VL.1. 'a,HS-glycoprotéine humaine

L'a,HS-glycoprotéine a originellement été découverte et fractionnée dans le sérum
humain par Heremans en 1960, par utilisation d’une solution contenant les ions zZn**
[260], d’ol1 son nom initial d'a,-Z-globuline. Indépendamment Schmid et Biirgi en 1961
ont décrit une protéine plasmatique précipitant aisément en présence d’ions Ba®’ qu’ils
nommerent Ba-a,-glycoprotéine [261]. Enfin, Schultze, en 1962 attribua la méme identité

a ces deux glycoprotéines et les rebaptisa sous le nom d'a,HS-glycoprotéine en hommage
a ses découvreurs Heremans et Schmid.

L'a,HS-glycoprotéine est une protéine bicaténaire de 49kDa, codée par un seul gene porté
chez 'homme par le chromosome 3. Cette glycoprotéine est synthétisée a partir d'un
simple brin d’ARNm, transcrit en une pré-protéine de 367 résidus d’acides aminés. La
pré-protéine comprend une séquence de 18 résidus d’acides aminés suivie d'une chaine
lourde A, d’une région interchaine (ou « connecting peptide ») de 40 résidus, puis d'une
chaine légere B [262].1l semble que la région interchaine soit libérée de la forme native par
protéolyse mais ce peptide n’a encore jamais été isolé. La fonction de ce peptide, de méme
que la nature des enzymes de coupure demeurent inconnues.

Dans la protéine mature, on distingue donc une chaine lourde A [263] et une chaine
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légere B. La chaine lourde A est constituée de 282 résidus d’acides aminés (30,169kDa)
dont 24 doublets (les plus fréquents étant Pro-Pro et Ala-Ala : 5 doublets ; Leu-Leu et Val-
Val : 3 doublets ; Glu-Glu : 2 doublets), 3 séquences Gly-X-Pro et 1 séquence Gly-Pro-X
caractéristiques des séquences répétitives des collagenes. 25% des acides aminés de la
chaine lourde sont acides (acides aspartique et glutamique) et on retrouve également 11

résidus de cystéine formant 5 ponts disulfure. Le onziéme résidu forme un sixi¢éme pont

avec la chaine B de I'a,HS-glycoprotéine. Parallelement, la chaine A s’organise en hélice
o (29%), en feuillet B (24%) et en coude B (26%). On y dénombre 4 sites de glycosylation,

soit 2 de type N sur les résidus d’asparagine en positions 138 et 158 dans le coude §, et 2 de
type O sur les résidus de thréonine en positions 238 et 252 dans les segments random coil.

Enfin, cette chaine A de 1'a,HS-glycoprotéine contient deux domaines de type cystatine

présentant de fortes homologies de séquence avec le kininogene. Ainsi, l'o,HS-

glycoprotéine pourrait agir comme inhibiteur des protéases a cystéine au cours du
processus de résorption osseuse [264].

La chaine légere B [265], constituée de 27 résidus d’acides aminés (3,386kDa), forme un
pont disulfure avec la chaine A. L’extrémité amino-terminale de la chaine B est
hydrophobe (résidus de 1 a 20) et les résidus de proline et de valine représentent a eux

seuls 40% des acides aminés. On note 2 séquences Val-Val et 1 séquence Ala-Ala-Ala.

Cette chaine légere s’organise en une petite hélice a et en 2 coudes p. Un site unique de O-

glycosylation a été décrit dans le premier coude B (sérine en 6), rendant cette région
légerement hydrophile.
Globalement 1'a,HS-glycoprotéine est une protéine acide (pI = 4.2). Elle est synthétisée par

les hépatocytes et s’accumule fortement, mais variablement, dans le tissu osseux (elle y est

300 fois plus concentrée que tout autre protéine plasmatique) : I'os feetal renferme 10 fois

plus d a,HS-glycoprotéine que 1'os adulte (concentration supérieure a celle du plasma), et



Généralités 76
I'os néonatal 7 fois plus [266, 267]. La concentration plasmatique de I'a,HS-glycoprotéine
de 'homme adulte est comprise entre 400 et 800ug/mL.
La fonction biologique de I'a,HS-glycoprotéine reste obscure. Toutefois, elle présente une

affinité élevée pour I'hydroxyapatite, et elle est chimio-attractive pour les monocytes [268].
De plus, in vitro, elle mobilise les ions calcium et modulerait ainsi la résorption osseuse

en influencant la phase minérale de I'os [269]. Par ailleurs, la concentration plasmatique
de l'a,HS-glycoprotéine est caractéristique de certaines pathologies ou de certaines

conditions physiologiques. Ainsi, en cas de malnutrition ou d’atteinte de la maladie de

Paget, et sous certaines conditions inflammatoires [270],la concentration plasmatique de
I'a,HS-glycoprotéine décroit fortement. De plus, dans certains cancers, le taux sérique de
cette glycoprotéine est en relation avec la diminution de lactivité lymphocytaire,
suggérant ainsi une relation entre 1'a,HS-glycoprotéine et la dépression immunitaire.

Son taux osseux est, inversement, trés supérieur a la normale dans le cas d'ostéogénese
imparfaite, si bien que, si cette glycoprotéine avait un lien avec le métabolisme osseux, on

devrait le lui accorder dans les processus formation ou de résorption.
Par comparaison des séquences entre I'a,HS-glycoprotéine et les protéines plasmatiques
ayant pour origine d’autres mammiferes, il apparait que I'a,HS-glycoprotéine humaine

présente de nombreuses homologies avec la fétuine bovine [271], et la sialoprotéine de

59kDa de rat décrite précédemment [220]. Ces protéines pourraient donc correspondre aux
homologues de l'a,HS-glycoprotéine chez le boeuf et le rat.

C.V1.2. La fétuine bovine

La fétuine bovine, initialement isolée et caractérisée par Pedersen en 1944 [272], est
une glycoprotéine majeure du sérum de veau, membre de la famille des a globulines.

Elle représente en effet jusqu’'a 50% des protéines plasmatiques feetales [273]. Depuis, des

protéines apparentées a la fétuine bovine ont été identifiées chez un nombre varié de
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mammiferes dont le mouton, le rat, la souris, la chevre, le cheval, le chat et le
kangourou. On admet depuis peu que I'a,HS-glycoprotéine humaine et la fétuine bovine

sont deux protéines spécifiques d’espece [274, 275] et sont des membres de la superfamille

des cystatines [264]. Les séquences en acides aminés ont révélé 68% dhomologie entre
V'a,HS-glycoprotéine et la fétuine bovine, tandis que les fétuines bovine et ovine
présentent 94% d’homologie [271].

Au contraire de 1'a,HS-glycoprotéine, la fétuine bovine est constituée par une simple

chaine d’acides aminés [275], mais les résidus de cystéine semblent conservés entre ces
deux glycoprotéines (12 résidus en positions identiques). Néanmoins, seule une séquence

de type collagéne est retrouvée dans la séquence primaire de la fétuine, contre 3 dans
I'a,HS-glycoprotéine. La fétuine porte 3 O-glycannes de type mucine [276] et 3 N-glycannes
[277] dont les positions 138 et 158 sont conservées avec celles de I'a,HS-glycoprotéine.

Les variations majeures entre la fétuine et 1'a,HS-glycoprotéine sont localisées a

' extrémité carboxy-terminale et il est probable que ces régions soient impliquées dans les
fonctions biologiques (évidemment différentes) de ces protéines. En effet, aucune
fonction commune n’a pu étre attribuée a ces protéines. Il semble que la fétuine bovine
ait des propriétés stimulatrices des lymphocytes, en plus de la capacité de se lier aux
lipides et de stimuler la lipogénese. Le site de biosynthese de la fétuine est le foie ou elle
est synthétisée sous forme d’une pré-protéine. Sécrétée dans le plasma, elle y circule sous
la forme d’une chaine unique qui, au contraire de I'a,HS-glycoprotéine, ne subit pas de
modification protéolytique post-traductionnelle.

En conclusion, le haut degré d’homologie entre la fétuine et 1'a,HS-glycoprotéine

intrigue d’autant plus qu'aucune fonction biologique commune n’a pu a ce jour étre

attribuée a ces deux protéines. Toutefois, il semble que la fétuine bovine soit I’homologue

de l'a,HS-glycoprotéine humaine. A la fétuine bovine s’ajoute enfin la sialoprotéine de
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59kDa isolée du rat dont l'identité structurale se rapproche indéniablement de 1'a,HS-
glycoprotéine.

C.VIIL. CONCLUSION

Les constituants majeurs de la matrice osseuse sont a ce jour identifiés, clonés et
séquencés. La matrice organique d’un fémur de bovin représente approximativement
24% de la masse osseuse ol le collageéne de type I constitue 90% des protéines de la
matrice. Globalement on dénombre 4 grandes familles de protéines dans 1'os, a savoir les
protéines de structure (collagénes et protéoglycannes), les phospho/sialoprotéines
(sialoprotéine osseuse (BSP), ostéopontine, BAG-75, BSP-59/-64 et ostéonectine), les Gla

protéines (ostéocalcine et Gla protéine matricielle) et les protéines plasmatiques
(albumine, a,HS-glycoprotéine humaine et/ou fétuine bovine). En marge de ces familles,

on retrouve la thrombospondine et la ténascine qui possedent la séquence tripeptidique
RGD d’adhésion cellulaire commune a la BSP, 1'ostéopontine et la BAG-75. De plus de
nombreux facteurs de croissance et protéases sont présents dans 'os et contribuent au
métabolisme de ce tissu.

A Yexception de I'ostéocalcine et de la sialoprotéine osseuse, aucune des protéines non
collagénique n’est spécifique de 1'os. Toutefois, ces protéines sont capables d’interagir les
unes avec les autres et avec le collagéne de type I, pour établir 'architecture de la matrice
organique osseuse et permettre ensuite la minéralisation.

Méme si certaines interactions spécifiques sont bien établies, les détails de 1’organisation
de la matrice restent inconnus. De nombreux résultats expérimentaux ont permis
d’élaborer des hypotheses sur le role de ces protéines dans la physiologie du tissu osseux,
sans permettre encore d’'élaborer un schéma d’ensemble cohérent. Les protéines osseuses
sont exprimées a différents stades du processus de maturation, c’est a dire du précurseur
jusqu’a l'ostéoblaste différencié ou méme 1'ostéocyte. Cette expression séquentielle est, en

outre, 'objet d’une régulation hormonale. L’étude de modeles in vitro de I'ostéogenese
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suggere une production initiale du collagéne de type I suivie, au cours de la maturation
de la matrice, de la production de la phosphatase alcaline et de la Gla protéine matricielle,
I'expression de l'ostéopontine et de l'ostéocalcine étant simultanée au stade de
minéralisation de la matrice [61]. Parallelement, des études récentes suggerent des
différences notables quant a la production de protéines osseuses spécifiques (ostéocalcine
et collagéne de type I) entre os cortical et os trabéculaire [278] dont la structure et le
processus de remodelage varient.

L’étude de ces variations et l'influence des protéines de l'os sur les interactions cellule-
cellule et cellule-matrice fourniront bientdt des informations essentielles afin de mieux
comprendre l'étendue du role que jouent ces protéines dans la croissance et le remodelage

osseux.
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D. LA GLYCOSYLATION DES PROTEINES

D.I. INTRODUCTION

Un grand nombre de protéines présentes dans I'organisme, y compris dans 1'os,
contiennent des chaines glycanniques et correspondent donc a des glycoprotéines. En
raison de la difficulté d’étude de la structure des chaines glycanniques, leur aspect
fonctionnel a longtemps été ignoré. Depuis ces 15 dernieres années, les connaissances sur
la glycosylation et les roles biologiques attribués a ces structures ont considérablement
évolué [279, 280]. Au contraire des protéines et des acides nucléiques, les variations
structurales des chaines glucidiques susceptibles d’exister a partir d’un petit nombre
d’unités monosaccharidiques sont trés grandes : a partir de deux acides aminés on ne peut
obtenir qu'une seule structure aprés liaison de I'un avec I'autre, alors que, par exemple,
un résidu de N-acétylglucosamine peut former un disaccharide avec les 4 groupes

hydroxyles des carbones 2, 3, 4 ou 6 d’un résidu de mannose ; les possibilités d’anoméries
o ou P dela liaison s’additionnent et le résidu de N-acétylglucosamine, dans cet exemple,

peut s’arranger sous les formes furaniques ou pyraniques, si bien que 16 isomeres de
structure doivent étre considérés pour la liaison de ces deux monosaccharides.
Parallelement, des groupements phosphate, sulfate, acétyle ou méthyle peuvent se lier de
fagon covalente sur les monosaccharides, si bien qu’en théorie il existe une énorme
diversité de glycannes.

En marge de cette multiplicité structurale, la plupart des glycoprotéines portent plus d’une
chaine glycannique liées de fagcon covalente en différentes positions du polypeptide,
communément sur des résidus d’asparagine dans le cas d’'une N-glycosylation, ou/et sur
des résidus de sérine ou de thréonine dans le cas d’une O-glycosylation. Les structures
majeures des monosaccharides rencontrés dans les glycoprotéines sont décrites figure 24
(p.81). Une grande diversité biologique dérive du fait que la glycosylation correspond a des

modifications post-traductionnelles dépendantes de l'espeéce, du type cellulaire, de



I'arrangement squelettique de la protéine

et des sites de liaison des

monosaccharides.

D.Il. LIAISONS DES CARBOHYDRATES AUX
PEPTIDES

La laison covalente des N-

glycannes sur le noyau peptidique
correspond classiquement a la liaison
d’un résidu de N-acétylglucosamine sur
une asparagine généralement inclue
dans une séquence consensus Asn-X-
Ser/Thr (ot X ne peut étre la proline).
Cette séquence n’est toutefois pas
suffisante pour qu'il y ait N-glycosylation.
Récemment, d’autres monosaccharides se
liant a lasparagine ont été décrits et
correspondent a I'a-glucose, le B-glucose,

le L-rhamnose et la B-N-
acétylgalactosamine.

Concernant les O-glycannes, la liaison la
plus courante est celle rencontrée dans les
mucines out la N-acétylgalactosamine est
liée de fagon covalente sur des résidus de
thréonine. La N-

sérine ou de

acétylglucosamine, 1’ o-galactose, le 8-
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Figure 24 : Monosaccharides majeurs rencontrés dans
les giycoprotéines. Structures et abréviations.

glucose, 1'a-mannose et le xylose ont également été décrits dans ce type de liaison O-
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glycosidique. Enfin la tyrosine (Glca-Tyr ou Glcf-Tyr), 'hydroxylysine (Gal-Hyl) et

I'hydroxyproline (L-Ara-Hyp ou Gal-Hyp) s’ajoutent aux résidus de sérine ou de

thréonine parmi les acides aminés O-liés.

D.III. IES N-GLYCANNES

Globalement tous les N-glycannes [281] possedent un noyau commun, le

trimannosyl-di-Nacétylchitobiose 1ié a un résidu asparaginyl représenté ci-dessous.

La nature des monosaccharides substituant ce
Man

noyau pentasaccharidique détermine les

différentes classes de N-glycannes [282]. Man

V1,6

/ Mang1,4GlcNAcB1,4GleNAcB1,N-Asn
1,3

Le type oligomannosidique (figure 25) correspond a une substitution par des résidus de

mannose variant dans leur position et leur nombre : la structure minimale dite « Man5 »

conduit a la structure limite « Man9 » par une nouvelle substitution de 1 a 4 résidus de

mannose liés en a1,2.

+ Manal,2Man
al,6
Les glycannes de type complexe f Man
&Y P P + Mana1,2Man 713
(figure 26) ou encore N-acétyl- (Mana1,2), ,Man

\11,6

Manf1,4GlcNAcB1,4GIcNAcB1,N-Asn
1,3

substitution des résidus a-mannosyl du noyau commun par 1 a 6 unités N-acétyl-

lactosaminique Gal-f1,4-GIcNAc; cet arrangement pouvant générer des structures mono-

jusqu’a hexa-antennées. Une N-acétyl-glucosamine dite intercalaire et du fucose peuvent

également se lier respectivement aux résidus f-mannosyl et N-acétyl-glucosamine. Enfin,

les antennes sont

GalB1AGINAc g ¢
également 4 NewAc ,GalﬁlAGlcNAc[Sl,Z— Man
. - Fuc e Galp14GIcNAc /Pl
susceptibles \GalﬁlAGlcNAcﬁl,Z— Man
d’étre \GalB1,4G1cNAc L4
substituées, Figure 26 : Type complexe

al,6
Mang1,4GlcNAcf1,4GIcNAcB1,N-Asn
«1,3

+ GlcNAcf1 4 + Fucal 6

contribuant ainsi a une grande hétérogénéité structurale

: ces antennes se retrouvent
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fréquemment sialylées par de 1’acide N-acétyl-neuraminique lié en 02,3 ou en 2,6 sur les
galactoses terminaux, parfois polysialylées comme cest le cas pour les molécules
d’adhésion aux cellules nerveuses (N-CAM) [283]. Parallelement la fucosylation des

monosaccharides du motif N-acétyllactosaminique conduit a la formation de

déterminants de groupes sanguins ABH et Lewis [284] représentés figure 29 (p.85). D’ autre
part, la polymérisation des unités N-acétyllactosaminiques (3-Gal-$1,4-GlcNAc-$1),, out n

=1 a 50, conduit a des structures glycanniques regroupées sous un terme générique
commun a certains O-glycannes et glycolipides : les poly-lactosaminoglycannes [285] de
forme linéaire (antigéne i) ou branchée (antigene I) [286] représentés ci-apres.

Comme les précédents N-glycannes de type complexe, les poly-lactosaminiques peuvent

Galp1,4GIcNAc
|BL6
GalB1,4GIcNAcB1,(3Galp1,4GlcNAcB1),3Gal -R Galp1,4GlcNAcB],(3Galp1,4GlcNAcB1) 3Gal -R

Antigéne i, forme linéaire Antigeéne I, forme branchée

exprimer les déterminants ABH et Lewis [287, 288], les résidus galactosyl terminaux
peuvent étre sialylés et la N-acétylglucosamine interne a l'unité de répétition peut étre

fucosylée pour donner naissance a des glycannes polyfucosylés [289].

Mon Le dernier type de N-
\\(11,6
/Man‘xl P glycanne résulte de la
«l,3 ’
Man ManB1,4GlcNAcB1,4GIcNAcB1,N-Asn ..
13 combinaison des structures
Galp1,4GIcNAB1,2 — Man 7 b
1,4 . q:
Galp1,4GIcNAc 7 PL i
P1,4GlcNAc + GIcNACB1A de type oligomannosidique
Figure 27 : Type hybride et N-acétyllactosaminique

précédentes ; c’'est pourquoi ils sont nommés N-glycannes de type hybride (figure 27).
D.IV. LES O-GLYCANNES DE TYPE MUCINE

Ils correspondent aux structures O-glycanniques les plus répandues. Concernant les
résidus monosaccharidiques les plus communément rencontrés dans ce type de glycanne,

en dehors du résidu N-acétylgalactosamine impliqué dans la liaison a la protéine, les
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O-glycannes de type mucine renferment du galactose, de la N-acétylglucosamine, du
fucose et différents acides sialiques. Des groupements sulfates peuvent en outre substituer
le galactose et la N-acétylglucosamine, si bien qu'ils contribuent avec l'acide sialique a
I'acidité de nombreux oligosaccharides de type mucine. Les chaines O-glycanniques de
type mucine se décomposent en trois régions distinctes {290] : 1) le noyau a proximité de
l'axe peptidique ; 2) le squelette, région charniére linéaire ou branchée ; 3) la périphérie a

I'extrémité de la chaine glycannique, responsable de 1’essentiel des variations structurales

de ces glycannes.
. GalNAca -Ser/Thr
D.IV.1. Les noyaux O-glycanniques /B13
Noyau1
Tous les noyaux des O-glycannes de type mucine ont GIcNAc s
en commun la séquence GalNAca-Ser/ Thr (figure 28). /cl;‘;lNAca “Ser/Thr
Pl Noyau 2
Le noyau de classe 1, Gal-B1,3-GalNAca-Ser/Thr, est le plus GalNAca -Ser/ Thr
/813
répandu [291]. Il constitue le déterminant antigénique T | GldNAc Noyau 3
. . . GlcNAc
(antigéne Thomsen-Friedenreich). Le noyau de classe 3 est \BL6
GalNAca -Ser/ Thr
P At 1,3
peu fréquent. Les noyaux de classe 2 et 4 dérivent de la GicNAc B Noyau 4

substitution des noyaux de classes 1 et 3 par un résidu de N- GalNAca -Ser/ Thr

GalNA /a1,3 N 5
acétylglucosamine en f1,6. Le noyau de classe 5 est rare amAC oyau
GlcNAc
. 7z s YW £ ’ z 2L ‘31/6
puisqu’il n'a été isolé chez 'homme que dans les sécrétions GalNAco-Ser/Thr
intestinales foetales [292] et 'adénocarcinome rectal [293]. Le Noyau 6
noyau de classe 6 est lui aussi spécifique de 'homme. Le Gal L6
GalNAca -Ser/Thr
noyau de classe 7 n'a été localisé que dans les mucines /B13
Gal Noyau 7
gastriques humaines [294] et enfin le noyau de classe 8 est, | c.nAc
alb

quant a lui, spécifique des mucines sous-maxillaires bovines
[295].

Il est parfois possible qu'un résidu d’acide sialique (NeuAc,
substituer l'unité

NeuGc ou Kdn) puisse commune

GalNAca -Ser/Thr

Noyau 8

Figure 28 : Les noyaux
O-glycanniques de type
mucine (selon Schachter et
Williams : [296]).
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GalNAca-Ser/Thr sous l'action d'une a26-sialyltransférase [297], bloquant alors la
formation des noyaux 1 et 3. De plus, des séquences polysialylées peuvent étre formées a
partir de ce nouveau résidu.

D.IV.2. Le squelette des O-glycannes

L’addition de résidus de galactose et de N-acétylglucosamine sur les noyaux (a
I'exception de celui de classe 8) conduit a la formation du squelette des O-glycannes réparti
en deux séquences : 1) Gal-$1,3-GlcNAc de type 1 ou lacto ; 2) Gal-1,4-GlcNAc de type 2 ou
néolacto. Ces séquences peuvent étre répétitives ou former des ramifications.
11 est a noter que cette regle de substitution par les disaccharides de type 1 ou 2 n’est pas
générale, puisque certains font exception et ne sont formés que par un unique résidu de
N-acétylglucosamine lié en $1,3 ou $1,6 au galactose des noyaux de classe 1 [298] ou 2 [299].

D.IV.3. La périphérie des O-glycannes

Les substitutions des unités du

Galp1,3GIcNAcB R GalNAco1,3Galp1,3GIcNAc -R

squelette des O-glycannes sont pour | |al2 1,2
Fuc Fuc
la plupart similaires & celles | Antigene H Antigéne A
retrouvées sur les antennes des N- Galal,3Galpl,3GlcNAcB -R
a1.2
glycannes de type complexe ou dans Fuc
Antigéne B

certains glycolipides (antigénes de

groupes sanguins ABH et Lewis
[300]) (figure 29). De méme, de
nombreuses autres substitutions
plus ou moins fréquentes ont été

décrites et sont regroupées figure 30

(p-86).

Galp1,3GlcNAcf -R
|a1,4
Fuc

Antigéne Le?

Galp1,4GIcNAcB-R
Ial 3

Fuc

Antigéne LeX

Galf1,3GlcNAcB -R
|a1,2 |a1,4
Fuc Fuc

Antigéne Le?

GalB1,4GIcNAcB -R
|(x1,2 |a1,3

Fuc Fuc

Antigéne LeY

Figure 29 : Antigénes des groupes sanguins ABH et Lewis
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Galal,
Galpl,
Galal,4Galff 1,
GleNAcal, Sulfate
GalNAcal, GalNAcB1,
Sulfate §6 NeuAc Galal, Galp1, 4GlcNAcﬁ R
NeuAca2,

Galp1,3Gl R
GalNAco2, Isllﬁz'“faﬂ“ﬁ Sulfate

Sulfate Fuc Fuc NeuAca?2,
NeuAco2, /3 GIcNAcB1,
Galal, Typel NeuAca2 4GIcNAcB1,

I(x2,6 GalNAcal, 7 |a1,2 |a1,3

Type2

Figure 30 : Substitutions rencontrées sur les chaines terminales de type 1 et 2 des
O-glycannes.

D.V. CAS PARTICULIER DES GLYCOSAMINOGLYCANNES ET DES PROTEOGLYCANNES
Parmi la multitude de substitutions évoquées pour les O- et N-glycannes, certaines
sont communes aux deux types de glycosylation. C'est également le cas pour les unités de

répétition disaccharidique des chaines de glycosaminoglycannes des protéoglycannes [91].

COOH 3 SO,
NHCOCH, / n \'\
-1,4GIcUAB1,3GIcNA-

NHCOCH, / n

Acide Hyaluronique
-1,3Galp1,4GlcNACS-

SO, Kératane sulfate

% v
COOH 60}1 50,
J %

o HO COOH
. o CHZOH
°<
%k
C{{ NHCOCH, / n
) OH
SO, NHCOCH ‘n

-1,4GIlcUAB1,3GalNACcB- .

" SO, % SO )
-1,4IdoUAa1,3 3
Chondroitine/Dermatane sulfate’l< -14GlcUAB1,3GalNAca-

* _1,4ldoUAal3

Héparane sulfate/Héparine *

Figure 31 : Les classes de glycosaminoglycannes
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Les glycosaminoglycannes sont des polymeres de disaccharides formés de I'enchainement
d’une hexosamine et d'un hexose carboxylé et/ou sulfaté. On distingue 4 classes de
glycosaminoglycannes (figure 31 p.86).
Les liaisons reliant ces glycosaminoglycannes sur les O- ou N-glycannes sont relativement

spécifiques et on attribue : 1) au chondroitine sulfate/dermatane sulfate et a I’héparane

sulfate une structure tétrasaccharidique glucoronosyl-g1,3-galactosyl-p1,3-galactosyl-p1,4-

xylosyl liée par un pont P-glycoside sur l'hydroxyl d’une sérine (représentation ci-

contre) ; 2) au kératane sulfate ”
[4G1cUA $1,3GaINAcB |——— GIcUAB1,3Galf 1,3GalB1,4Xyl P-S-O-Ser

les structures O-glycanniques
Chondoitine sulfate-O-glycosylprotéine
et N-glycanniques décrites ci-

7

14
[4GIcUA $1,4GIcNAGB] ~ GIcUAB1,3GalB1,3Galg 1,4Xyl P-B-O-Ser

dessous.
Héparane sulfate-O-glycosylprotéine

L’acide hyaluronique est un
cas particulier de glycosaminoglycanne puisqu’il ne se lie pas de facon covalente a une
chaine glycannique d’une glycoprotéine, et n’appartient donc pas au sens strict a la famille

des protéoglycannes.

NeuAco2,[3Galp1,4GlcNAcB] 3Galf1,4GlcNAc 816

GalNAc-o-O-Ser/ Thr

A3
NeuAca2,3Gal

Kératane sulfate-O-glycosylprotéine

NeuAca?2,[3Galpl,4GlcNAcB],3Gal 81,4GleNAcB 1,2Man alé
Man1,4GlcNAcB1,4GlcNAc-§-NH-CO-Asn

’4

NeuAca2,[3Galp1,4GlcNAcB],3Galp1,4GlcNAcB1,2Man

Kératane sulfate-N-glycosylprotéine

D.VI. LES GLYCOSYL-PHOSPHATIDYLINOSITOL-PROTEINES (GPI- PROTEINE)
On aretrouvé dans les membranes des cellules des eucaryotes un nouveau type de

glycoconjugué dont la structure est décrite figure 32 (p.88) [301].
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NH2- - c=0
I
NH
l
CH,
I
CH,
I
6]
|
O-P=0O
I
)
I HO
Ri1i-Manal,2Man OH
' ‘xl,6
Mana1,4GlcNa1—O OH
e | £ 0
R o |
I O-P=0O
O-P=0 l
| )
CH, I
| CH, —CH —CH,
8, > 3
NH,
Figure 32 : Structure des glycosyl-phosphatidylinositol protéines. 5 S

Le noyau glycannique commun correspond a un tétrasaccharide Man-al,2-Man-al,6-

Man-a1,4-GlcNH,-o dont la glucosamine a la particularité d’étre non substituée par un

groupement acétyle, comme c’'est le cas dans la majorité des glycoprotéines. Ce noyau
tétrasaccharidique est lié par son extrémité terminale non réductrice a un pont
d’éthanolamine phosphate reliant la protéine. L’extrémité terminale réductrice est
attachée a un mono ou di-acyl-phosphatidylinositol ancré dans la couche lipidique
membranaire en surface de la cellule.

Ces molécules different par la nature et le nombre de phospho-éthanolamine et de
monosaccharides substituant le noyau tétrasaccharidique commun. Il existe enfin des

variations considérables concernant la nature des acides gras des phospholipides de ces

GPI-protéines.
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D.VII. CONCLUSION
La synthese des chaines glycanniques des glycoprotéines est le résultat de
modifications post-traductionnelles faisant intervenir de nombreux enzymes
(glycosyltransférases) de facon séquentielle. L’hétérogénéité structurale des
monosaccharides des glycoprotéines n’est donc plus envisagée comme le résultat d'un
arrangement aléatoire. Il s’avere effectivement que la glycosylation dépend a la fois de
I'environnement de la protéine, du type ainsi que de I'état physiologique de I'organisme
et du tissu ou de la cellule dans lesquels la glycoprotéine est synthétisée.
Enfin, les fonctions attribuées aux chaines glycanniques des glycoprotéines sont désormais
multiples (tableau 8), méme si chaque glycoprotéine doit &tre considérée
individuellement avant d’évaluer la contribution des carbohydrates aux fonctions et aux

propriétés de la protéine.

Roles

Physico-chimique Modification de la solubilité, de la charge
électrique, de la masse, de la taille et de la
viscosité en solution

Controle du repliement de la protéine
Stabilisation de la conformation dela protéine

Stabilisation thermique et protection contre les
protéolyses

Biologique Régulation du trafic et de la localisation
intracellulaire des glycoprotéines

Détermination de la durée de vie des
glycoprotéines dans la circulation

Modification des propriétés immunologiques

Modulation de l'activité des enzymes et des
hormones

Acteurs des récepteurs de surface cellulaire
pour des lectines, des antibiotiques, des
toxines, ...

Participation aux interactions cellule-cellule

Tavleau 8 : Roles majeurs des glycannes des glycoprotéines
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CARACTERISATION BIOCHIMIQUE DELA PREPARATION INDUSTRIELLE OHC
A.I. ANALYSE PROTEIQUE

La préparation « ossein hydroxyapatite complex » (OHC) nous est fournie par les
industries pharmaceutiques PIERRE FABRE MEDICAMENTS. Cette matrice est le résultat
d’un broyage initial de fémurs d’origine bovine. Puis, apres traitement a I'acétone, 1'extrait
est lyophilisé.

A.L1. Méthode de dosage des protéines selon Lowry modifiée [302]

Etant donné le caractere insoluble de 'OHC, les méthodes dassiques de dosage des
protéines (selon Bradford, Lowry ou au Biuret) s’averent inefficaces. Aussi, nous avons eu
recours a une méthode modifiée de dosage selon Lowry.

Le dosage est réalisé en dix exemplaires sur le lot OHC OpFT 1172L, par deux personnes, le
méme jour, alaide de micropipettes calibrées, et dans des conditions de température et de
temps d’incubations variables. 1mg de sérum albumine bovine (SAB) et 50mg d’'OHC sont
solubilisés séparément dans 1mL d'une solution de NaOH 0,5M, SDS 0,2%. Les deux
solutions sont chauffées a 50°C, 100°C et 125°C pendant 5, 10, 15 et 30 minutes. Les tubes
sont agités toutes les 5 minutes puis, apres refroidissement, centrifugés 10 minutes a

5000g. A partir des solutions meres de SAB et d’'OHC, on réalise les dilutions suivantes :

SAB (ug/mL) O 10 25 50 75 100 200 300 500 750 1000
OHC (ug/mL) O 10 25 50 75 100 200 300 500 750 1000
OHC (ug/mL) O 1 2 3 4 5 6 7 8 10 25

OHC (mg/mL) O 01 05 1 2 3 5 10 20 50 100

2,5mL de réactif (Na,(0O5; 5% + 1/25 (v/v) CuSO, 5% dans 1% de tartrate double Na*/K")

sont alors ajoutés et les tubes sont laissés 10 minutes sous agitation, avant 1'addition de
0,5mL de Folin dilué au demi. Apres une nouvelle agitation de chacun des tubes durant
30 minutes, la mesure de I'absorbance a 750nm permet de déterminer la concentration

protéique du lot OHC (en se rapportant aux valeurs obtenues pour la SAB).
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A.L2. Profil électrophorétique sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) des protéines de
I'OHC

Les migrations électrophorétiques des protéines sont réalisées selon le systeme de
Laemmli en conditions réductrices (ou non réductrices) [303].

Les échantillons (30ug) sont solubilisés dans un tampon Tris-SDS pH8.6 contenant 2,5%
de 2-B-mercaptoéthanol (agent réducteur), puis chauffés a 100°C pendant 3 minutes. Le

matériel soluble est déposé sur un gel de polyacrylamide linéaire 4-20% (1,5mm
d’épaisseur). Aprés une migration de 3 heures a 40mA (Mini-gels pour Mini-protean II-
BIO-RAD) dans le tampon Tris-HCl 25mM, Glycine 200mM, SDS 10%, pH8.0, le gel de
polyacrylamide est soit coloré par une solution de bleu de Coomassie R-250 (Sigma) a 2,5%
dans 33% de méthanol et 33% d’acide acétique, puis décoloré par le solvant méthanol
30%, acide acétique 7,5%, soit coloré au nitrate d’argent selon le procédé établi par Merril
[304]: apres fixation des protéines 20 minutes dans une solution de méthanol 50%, acide
acétique 12% ; I'exces de sodium lauryl sulfate (SDS) est rincé 3 fois par 200mL d’éthanol
10%, acide acétique 5% pendant 10 minutes ; le gel est alors placé 5 minutes dans une
solution de dichromate de potassium 3.4mM, acide nitrique 0,0032N, puis lavé 4 fois 30
secondes par de 'eau avant d’étre mis en présence d’'une solution de nitrate d’argent
12mM pendant 30 minutes ; la révélation est réalisée par une solution fraiche de
carbonate de sodium 280mM (300mL) contenant 500ul de formalin ; la révélation est
stoppée par de I'acide acétique a 1% lorsque l'intensité de coloration est jugée suffisante.

A.L3. Electrophorése bidimensionnelle sur gel de polyacrylamide (IEF, SDS-PAGE) des
protéines non collagéne de 'OHC

Les électrophoréses bidimensionnelles sont réalisées selon la méthode initialement

décrite par Anderson [305].

Préparation de l'échantillon - Digestion a la chondroitinase ABC (Sigma) - Dessalage par
CLHP-PR

Les protéoglycannes sont des protéines de haut poids moléculaire qui ne migrent

pas dans le gel de polyacrylamide de seconde dimension (10%) et génent globalement la
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migration des autres protéines. La digestion par la chondroltinase ABC (Sigma) est
réalisée a 37°C pendant 15 heures sur 5mg (0,1 unité/2,5mg de protéines) de la fraction
OHCOpFT 1172L (B) dans le tampon Tris-HCl 100mM pH8.2.

D’autre part, préalablement a l'isoélectrofocalisation, 1'échantillon protéique est dessalé
par chromatographie liquide haute performance en phase réverse sur colonne de Gg
(Alltech ; macrosphere RP300 250+4,6cm). 5Smg d’échantillon sont mis en solution dans

500uL. d’acétonitrile a 5%, acide trifluoroacétique 0,1% et injectés sur la colonne (100uL).
Apres 10 minutes d’élution avec la solution de reprise (1mL/min), les protéines sont
désorbées par une solution d’acétonitrile 75%, acide trifluoroacétique 0,08%.

Isoélectrofocalisation - Electrophorese en gel de polyacrylamide (SDS-PAGE 10%)

1mg d’extrait protéique lyophilisé et dessalé (protéines non collagénes (B) obtenues

par déminéralisation du lot OHC OpFT 1172L) sont dissous dans 100uL de tampon de
dissociation urée 9.5%, Nonidet P40 0.8%, $-mercaptoéthanol 10%, pH9.5. Apres chauffage

3 minutes a 100°C, la solution est diluée par 100pL du méme tampon de dissociation
contenant les ampholytes (pI 3-10 et 4-8 ; 2%). Une étape nécessaire de pré-focalisation du
gel (urée 9,5M, acrylamide 3%, bis-acrylamide 0.22%, Triton X100 2%, CHAPS 0.3%,
ampholytes 2%) est effectuée durant 2 heures (1500V ; 110pA) dans les tampons cathode
(soude 10N) et anode (acide phosphorique 85%). 30 a 40uL. d’échantillon contenant des
témoins de migration sont alors déposés sur le gel, puis couverts par 30uL de tampon
urée 0.5M, Nonidet P40 0.2%, ampholytes 0,1%, dithiothréitol (DTT) 50mM. La migration
dure 17 heures (20000 V/h ; 110uA). Apres démoulage a 4°C, les gels sont placés 5 minutes
dans un tampon d’équilibration Tris 300mM, Tris-HCl 75mM, SDS 3%, DTT 50mM, bleu
de bromophénol 0.01%. La seconde dimension est réalisée dans un gel de polyacrylamide
a 10% contenant du SDS. La migration dure 5 heures (500V) dans les tampons glycocolle
200mM, Tris 25mM, SDS 0.1% (anode) et glycocolle 400mM, Tris 50mM, SDS 0.2%

(cathode).
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Révélation du g¢el de seconde dimension

Les gels sont révélés au nitrate d’argent apres fixation 12 heures dans une solution

de méthanol 50%, acide acétique 10%. Apres 3 lavages a l'eau (3+30min) sous agitation,

réduction 30 minutes au DTT 32uM, incubation 90 minutes au nitrate d’argent 0,3% et 2
nouveaux ringages rapides a 'eau (2min), la révélation est réalisée par une solution de
carbonate de sodium 3%, formaldéhyde 0,16%. La révélation est stoppée a I'acide acétique
3%. Les gels sont conservés dans I'eau a 4°C.

A.l4. Méthode de dosage des acides aminés par chromatographie liquide haute
performance (CLHP)

25ug d’échantillon sont séchés sous vide puis hydrolysés sous vapeur d’acide
chlorhydrique a 110°C durant 20 heures. L'acide chlorhydrique résiduel est évaporé et le
culot est repris par 20ul d’une solution de triéthylamine/méthanol/eau 1/2/2 (v/v).
Apres séchage sous vide, 1'échantillon est dérivé au phénylisothiocyanate (PITC ; PIERCE)
par une solution de méthanol/eau/PITC/triéthylamine 7/1/1/1(v/v) et laissé 20 minutes

au repos a température ambiante. Suite a un nouveau séchage sous vide, I'échantillon est

repris par 500uL d'une solution de Na,HPO, t (min) A% B%
0 100 0
500mM pH7.4, acétonitrile a 5%. L’analyse est
8 60 40
effectuée par injection de 10uL. de la préparation 17 0 100
sur une colonne PicoTag a 47°C. L'élution en 19 0 100
A : tampon acétate de sodium

chromatographie liquide haute performance est 100mM pH6.4 contenant 150pL de
triéthylamine par litre de tampon
réalisée par le gradient ci-contre a 1mL/min. B - acétonitrile 2 60%
A.Il. ANALYSE LIPIDIQUE
Bien que I'OHC soit le résultat du broyage d’un fémur bovin traité a 'acétone, on
procéde a une extraction des gangliosides résiduels de la fraction (B) et d'un extrait de
moelle osseuse (100g) selon le schéma décrit par Zanetta [306). Brievement, 1'échantillon

est repris dans un volume d’eau et centrifugé a 2000g pendant 5 minutes. Le culot est mis

en suspension dans une solution (300mL) de méthanol/chloroforme 2/1 (v/v) puis
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évaporé a sec. L'extrait est alors repris par une mnouvelle solution (300mL) de
méthanol/chloroforme 1/2(v/v), concentrée par évaporation a 50mL puis diluée dans 20
volumes de chloroforme et 16 volumes de KC10,88%. Apres 5 minutes sous agitation, on
extrait la phase supérieure aqueuse enrichie en glycolipides. Cette derniere est concentrée

puis dessalée par gel-filtration sur une colonne de Sephadex LH60 (2+30cm ; Pharmacia)

équilibrée et éluée par une solution de méthanol/chloroforme 1/1 (v/v). La phase
inférieure chloroformique enrichie en triglycérides, cholestérol, phospholipides ou en
certains glycolipides neutres est concentrée puis déposée sur une colonne de silice
équilibrée dans du chloroforme. L’élution est menée par du chloroforme (extraction du
cholestérol) puis par une solution de méthanol/chloroforme 1/1. L’éluat est évaporé a
sec. La présence résiduelle de cholestérol oblige a une précipitation a 1'acétone ou I'extrait
sec est repris dans 1 volume de méthanol/chloroforme 1/1 et 10 volumes d’acétone.
Aprés une nuit a 4°C, le précipité est remis en suspension dans du
méthanol/chloroforme 1/1 et déposé sur une nouvelle colonne de silice. L’éluat
(méthanol/chloroforme 1/1) est concentré puis conservé. Chaque fraction est analysée par
chromatographie sur couche mince de silice (Silica gel 60, Merck) et migration dans le
solvant acétate de méthyle/n-propanol/méthanol/chloroforme/KCl a 0,25% dans 'eau
25/20/20/20/17 (v/v). La couche mince est révélée par pulvérisation d’une solution
d’orcinol sulfurique a 0,5% dans de l'acide sulfurique 3M, puis par chauffage a 130°C
pendant 3 a 5 minutes.
L’analyse glucidique de chacun des glycolipides isolé par chromatographie sur couche
mince préparative est réalisée par chromatographie en phase gazeuse (p.108).
A.III. ANALYSE GLUCIDIQUE

La composition glucidique globale est effectuée par identification et quantification
par chromatographie en phase gazeuse de monosaccharides libérés aprées méthanolyse
puis dérivation. La présence importante de sels dans les préparations industrielles d'OHC

ne permet pas une telle analyse par chromatographie en phase gazeuse. Ainsi, la
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méthanolyse est effectuée sur la fraction (B) obtenue par déminéralisation de 'OHC (p.96).
Les résultats de ces analyses seront exposés dans le chapitre « Etude de la glycosylation des
protéines de 'OHC » (p.145).

Par contre, la méthode de dosage des acides uroniques décrite par Blumenkrantz [307] est
réalisable sur la poudre brute d’'OHC selon le protocole suivant. 200pg d’échantillon
d’OHC sont solubilisés dans 1,2mL d'une solution d’acide sulfurique concentré,
tétraborate 12,5mM. Les tubes sont réfrigérés dans de la glace, agités puis chauffés a 100°C
pendant 5 minutes. Aprés un nouveau refroidissement a 0°C, 20uL d’une solution de m-
hydroxydiphényl 0,15%, soude 0,5% sont additionnés aux échantillons et placés sous
agitation. Une mesure de 'absorbance est effectuée a 520nm et la concentration en acides
uroniques est déterminée graphiquement en se rapportant aux valeurs d’absorbances
obtenues pour la gamme de concentrations en acide glucuronique.

A.IV. DOSAGE DES SULFATES

50ug de la fraction protéique (B) du lot OpFT 11721 obtenue apres dessalage par
CLHP en phase réverse sur colonne de C; sont hydrolysés par 500uL d’une solution

d’acide chlorhydrique 1M pendant 5 heures a 100°C. L'exces d’"HCl est alors évaporé sous
un flux d’azote et le résidu est repris par 200uL. d’eau de qualité Milli-Q (Millipore Corp.)
Le sulfate libéré est dosé par chromatographie liquide d’échange d’anions haute

performance (CEAHP) selon le procédé décrit par Lo-Guidice [308].
B. MISE AU POINT D’UN PROCEDE D’EXTRACTION DES PROTEINES DE I’'OHC

La poudre « ossein hydroxyapatite complex » est, comme son nom lindique, un
complexe mélant la matrice organique riche en protéines et la matrice minérale
phosphocalcique de 'os. Afin d’avoir acces aux protéines de la matrice organique, nous
avons eu recours a une étape de déminéralisation de 1'OHC, selon la méthode
initialement décrite par Fisher [309].

100g d’'OHC sont placés sous agitation a 4°C durant 72 heures dans 5L de tampon Tris-HCl
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50mM, chlorhydrate de guanidine

4M pH7.4, et en présence d'un

\ 4

Tris-HC1 30mM

cocktail d’antiprotéases composé

Gua-HCl 4M
pH7 4 de PMSF (20ug/mL), de
Antiprotéases
72h leupeptine (0,5ug/mL), de
Centrifugation » Protéines cellulaires (G) pepstatne A (07ug/mL) et
(Surnageant) o
‘. d’aprotinine (lug/mL). Les étapes
Culot de purification sont des lors
‘ réalisées a 4°C. Apres
Tris-HCI 50mM . .
Cua HOT 4M centrifugation a 16000g pendant 30
EDTA-Na, 500mM ]
pH7 4 minutes (rotor J.A. 10,
Antiprotéases
72h 10000tr/min), le surnageant est
Centri . Protéines non collagéne (B) preapite a Tacide
“entrifugation -
(Surnageant) . .
trichloroacétique a 10%* ou
Protéines matricielles (A) dialysé en tubes a dialyse (seuil de

{Culot)

coupure 6-8kDa) durant 48 heures

Figure 33 :Schéma de fractionnement des protéines de la
matrice organique de l'os a partir du lot OHC OpFT 1172L. puis lyophilisé. Le liquide de

contre-dialyse (H,O) est changé deux a trois fois par jour. Cette fraction correspond aux
protéines cellulaires (G). L’étape de déminéralisation correspond a la remise en
suspension du culot par 5L de tampon Tris-HCl 50mM, chlorhydrate de guanidine 4M,

EDTA-Na, 500mM pH7.4, et en présence du cocktail d’antiprotéases précédent. Aprés une

-,

nouvelle centrifugation a 16000 g pendant 30 minutes, le surnageant protéique
correspondant a la fraction enrichie en protéines non collagene (B) est précipité a l'acide
trichloroacétique a 10% ou dialysé puis lyophilisé dans des conditions similaires a celles

décrites précédemment. Le culot renfermant les protéines matricielles de type collagene

(A) est dialysé puis lyophilisé.
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Chacune de ces fractions (A), (B) et (G) est analysée en gel de polyacrylamide SDS-PAGE en
présence et en absence d’agent réducteur (2-B-mercaptoéthanol).

Le schéma de fractionnement des protéines de la matrice organique de l'os est représenté
sur la figure 33 (p.96).

*L’acide trichloroacétique a 10% entraine la précipitation instantanée des protéines du surnageant. Une
nouvelle centrifugation a 16000g pendant 10min permet I'obtention du culot protéique. Ce dernier, apreés trois
lavages successifs a I’éthanol, est remis en suspension dans unesolution tamponnée Tris-HCl 50mMpH?7 .4.

C. ISOLEMENT ET CARACTERISATION D'UNE PROTEINE MAJEURE : I’ALPHA
2 HS-GLYCOPROTEINE

Le but de I'étude était d’isoler et de caractériser 1'une des protéines majeures
représentative de 'OHC, pouvant étre ultérieurement utilisée comme standard interne

dans I'analyse comparative des différents lots.

Apres extraction des protéines
de la matrice organique de l'os,
la fraction apparentée aux .
Chromatographie d’affinité .
protéines non collagene (B) du Procion red HE-3B » Fraction non retenue
lot OHC OpFT 1045L présentait ;
Fraction retenue

un enrichissement significatif 0,4-0,6M NaCl
en protéines de masses “ Fraction retenue

) ) . Chromatographie d’affinité ’ 1M NaCl :
moléculaires  voisines  de Cibacron blue F3-GA = SAB + Fétuine

" bovine?
55kDa. Les données de la :
Fraction non retenue |
littérature décrivaient I'une des =aHS gp
protéines majeures de los Figure 34 : Schéma de purification de 'a,HS glycoprotéine a
partir de la fraction protéique (B) dulot OHC OpFT 11721

comme étant I'a,HS

glycoprotéine (protéine d’origine plasmatique qui s’accumule dans la matrice organique
del'os) et présentant une masse moléculaire apparente de 55kDa en gel de polyacrylamide
(SDS-PAGE en conditions non réductrices). Pour ces raisons, nous avons entrepris la

purification de cette glycoprotéine a partir de la fraction (B).
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Toutes les étapes de purification sont menées a 4°C et en présence du cocktail
d’antiprotéases décrit précédemment, afin d’éviter toute dégradation du matériel
protéique par la présence d’endoprotéases naturelles (figure 34).
C.I. CHROMATOGRAPHIE DE TAMISAGE MOLECULAIRE
50mg d’échantillon OHC (B) sont solubilisés dans 2mL de tampon Tris-HCl 50mM,
chlorhydrate de guanidine 4M, pH7.4, puis déposés sur une double colonne

(2,5+(180+180)cm) de Sepharose CL-6B (Pharmacia) équilibrée dans le tampon de reprise.

Chaque fraction éluée (5mL/h) est observée en U.V. a 280nm, lavée puis concentrée par
ultrafiltration (Millipore, filtres YM-10).

CII. CHROMATOGRAPHIE D’AFFINITE SUR COLONNE DE SEPHAROSE CL-6B PROCION RED HE-3B
(PHARMACIA)

10mg d’échantillon protéique sont solubilisés dans 2mL de tampon phosphate de

sodium 50mM, pH5.8, puis déposés sur une colonne (1,240 cm) de Sepharose CL-6B

Procion red HE-3B équilibrée dans ce tampon de reprise. L’élution (12mL/h) est réalisée
par un gradient continu en NaCl (0-1M ; 250mL). Chaque fraction collectée est observée en
U.V. 2 280nm et les protéines sont précipitées a I'acide trichloroacétique a 10%.

C.III. CHROMATOGRAPHIE D’AFFINITE SUR COLONNE DE SEPHAROSE CL-6B CIBACRON BLUE F3-GA
(PHARMACIA)

10mg d’échantillon protéique (fraction retenue sur Procion red HE-3B) sont
solubilisés dans 1mL de tampon phosphate de sodium 50mM, pH7.0. Apres dépdt sur

colonne (1,2¢40 cm) de Sepharose CL-6B Cibacron blue F3-GA équilibrée dans le tampon

de reprise, les fractions sont éluées (12mL/h) par un gradient discontinu en NaCl (0 et
1M; 150mL). Afin d’optimiser le fractionnement, la fraction non retenue est redéposée.
Chacune des fractions observée en U.V. 2 280nm est précipitée a I'acide trichloroacétique a
10%.

C.IV. IMMUNOREVELATION A L’AIDE DES ANTICORPS POLYCLONAUX ANTI-SERUM ALBUMINE BOVINE,
ANTI-FETUINE BOVINE ET ANTI-0t,HS GLYCOPROTEINE HUMAINE

10 a 20ug de chaque échantillon protéique sont solubilisés dans 20uL de tampon
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Laemmli [303] puis déposés sur un gel de polyacrylamide a gradient de concentration 4-
20%. Apres migration électrophorétique, les protéines sont transférées sur une membrane
de nitrocellulose (Schleicher et Schull 0,2pm BAS83) pendant 2 heures a 100mA, dans le
tampon Tris-HCl 20mM, glycocolle 150mM, méthanol 20%, pHS8.3. La membrane est alors
immédiatement mise en contact (12 heures) avec une solution de polyvinyl-pyrrolidone
(PVP) a 2% dans le tampon phosphate de sodium 50mM, NaCl 150mM, pH7.4 (PBS). La
membrane est ensuite lavée 15 minutes dans du PBS puis incubée 2 heures en présence

d’une solution polyclonale d’immunoglobulines G de lapin (anti-fétuine bovine) ou de
souris (anti-sérum albumine bovine) ou encore de chevre (anti-o,HS glycoprotéine
humaine). Une nouvelle série de lavages précede la seconde incubation par les anti-

sérum de lapin, de souris ou de chevre (marqués a la peroxydase). Apres plusieurs lavages

dans du PBS, la membrane est révélée a l'obscurité par une solution de PBS, 3,3'-
diaminobenzidine-4,4’-tétrahydrochloride 0,1% (DAB), H,O, 15%. @

D. ISOLEMENT ET CARACTERISATION DES PROTEINES ACIDES : LES
SIALO/PHOSPHOPROTEINES

Les différentes étapes de purification des protéines acides sont présentées sur la
figure 35 (p.100).
D.I. CHROMATOGRAPHIE D’ECHANGE D’ANIONS

La fraction protéique (B) du lot OHC OpFT 1172L est concentrée par ultrafiltration
dans du tampon Tris 10mM, EDTA-Na, 20mM, pH7.4 (Millipore ; filtres YM-10). Des lors,
toutes les étapes de purification sont réalisées a 4°C, en présence du cocktail

d’antiprotéases comme précédemment. Le concentré protéique est déposé sur une

colonne d’échange d’anions de type DEAE-Sephadex A;, (Pharmacia ; 2,5*20cm) en

équilibre dans le tampon. La fraction non retenue est éluée par 200mL de ce tampon

(20mL/h) puis concentrée par ultrafiltration (Millipore ; filtres YM-10). Une premiere

fraction retenue est éluée par 200mL de tampon Tris 10mM, EDTA-Na, 20mM, NaCl
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200mM, pH7.4. La seconde fraction retenue est éluée par 200mL de tampon Tris 10mM,
EDTA-Na, 20mM, NaCl 300mM, pH7.4. Cette derniére fraction acide est alors amenée par

dilution a une concentration en NaCl de 180mM.

\ 4

Chromatographie d’échange d’ions
DEAE Sephadex A50

\ 4 -

Fraction retenue | Fracti(;:ti;ill::ement
00mM
300mM NaCl 200mM NaCl

» Fraction non retenue

\ 4

Chromatographie d’échange d'ions
DEAE Sephadex A25

$

Fraction retenue
350 2 600mM NaCl

\ 4

Chromatographie de tamisage moléculaire
Sephacryl 5-100 FPLC

CLHP-Phase reverse C8

Digestion Trypsique en gel de
polyacrylamide
Spectrométrie de masse MALDI-TOF
Séquengage de l'extrémité N-terminale

Figure 35 : Schéma de purification des protéines acides majeures a partir de
la fraction protéique (B) du lot OHC OpFT 1172L.

Apres concentration par ultrafiltration, le concentré est déposé sur une colonne d’échange

d’anions de type DEAE-Sephadex A,5 (Pharmacia ; 2,5+10cm) en équilibre dans le tampon

Tris 10mM, EDTA-Na, 20mM, NaCl 180mM, pH7.4. L’élution (20mL/h) est réalisée par

un gradient continu en NaCl (180-750mM) dans le tampon Tris 10mM EDTA-Na, 20mM
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pH7.4 pendant 6 heures. Chaque fraction est observée en U.V. a 280nm, lavée puis
concentrée par ultrafiltration dans un tampon Na,CO; 50mM, NaCl 250mM, pH8.0.

D.II. CHROMATOGRAPHIE DE TAMISAGE MOLECULAIRE

Apres concentration par ultrafiltration (Millipore ; filtres YM-10), les fractions

d’intérét retenues sur DEAE-A,5 sont déposées sur une colonne de tamisage moléculaire
de type Sephacryl 5-100 (Pharmacia ; 1#50cm) équilibrée dans le tampon NH,HCO; 50mM,

NaCl 250mM, pHS8.0. L’élution par chromatographie liquide a débit rapide (FPLC) est
réalisée a température ambiante a 60mL/h dans le méme tampon. Chaque fraction est
observée en U.V. a280nm puis concentrée par ultrafiltration (Millipore ; filtres YM-10).

D.III. CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE HAUTE PERFORMANCE EN PHASE REVERSE (CLHP-PR)

Le concentré est inject¢ (100uL) sur une ¢ (min) A% B%
colonne en phase réverse Cg (Alltech ; 10 100 0
55 0 100
macrosphere RP300 250+4,6mm) puis éluée 60 0 100
) ) ) 61 100 0
(ImL/min) par wun  gradient continu
70 100 0
acétonitrile/ eau décrit ci-contre. A : acétonitrile 5%, acide trifluoro-
acétique 0,1%
Chaque fraction est détectée en U.V. a 254nm, g . scétonitrile 80%, acide trifluoro-
acétique 0,08%

collectée puis lyophilisée.

D.IV. DIGESTION TRYPSIQUE EN GEL DE POLYACRYLAMIDE ET ANALYSE DES PEPTIDES FORMES PAR
SPECTROMETRIE DE MASSE EN MODE MALDI-TOF [310]

Les fractions protéiques obtenues par CLHP sur colonne en phase réverse de type Cg

sont déposées sur gel de polyacrylamide 4-20%. Aprés migration électrophorétique, le gel
est révélé au nitrate d’argent selon le procédé établi par Merril [304] (Silver stain Bio-Rad)
spécifique des glycoprotéines et polysaccharides, ou révélé au bleu de Coomassie R-250
(Sigma). Les bandes sont découpées directement dans le gel de polyacrylamide et placées
dans un tube Eppendorf a faible adsorption. La décoloration est effectuée a 30°C par une

solution bicarbonate d’ammonium 200mM, acétonitrile 50%. Le surnageant est changé
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toutes les 30 minutes juéqu’é décoloration totale du gel. Les bandes sont séchées sous un
flux d’azote durant 30 minutes puis réhydratées successivement par 5uL. d'une solution
bicarbonate d’ammonium 200mM, tween 20 0,02%, contenant 0,5pg de trypsine

(sequencing grade modified trypsin porcin ; Promega corporation), et 2«10yl d’une

solution bicarbonate d’ammonium 200mM. La digestion dure une nuit a 30°C sous
agitation. Les peptides sont extraits du gel par deux traitements en présence de 450uL
d’une solution acétonitrile 60%, acide trifluoroacétique 0,1% sous agitation pendant 40
minutes. Les deux surnageants prélevés sont rassemblés puis réduits par évaporation
rotative. L’échantillon résiduel est conservé a -20°C avant analyse par spectrométrie de
masse en mode MALDI-TOF (p.109).

D.V. SEQUENCAGE DE L'EXTREMITE N-TERMINALE PAR DEGRADATION D’EDMAN

Les fractions protéiques obtenues par CLHP sur colonne en phase réverse de type Cg

sont déposées sur gel de polyacrylamide 4-20%. Apres migration électrophorétique, les
protéines sont transférées 12 heures a 10mA dans le tampon Tris-base 50mM, acide
borique 50mM, pHS8.0, sur une membrane de nitrocellulose de type Immobilon P
(Millipore). Avant le transfert, la membrane est rincée dans du méthanol a 100% puis
dans I'eau de qualité milliQ et équilibrée dans le tampon de transfert. Apres le transfert, la
membrane est lavée dans I'eau puis colorée a 'amido black (Sigma) durant 10 a 15
secondes (méthanol 45%, acide acétique 1%, amido black 0.1%). La membrane est une
derni¢ére fois rincée a l'eau puis séchée. Les bandes protéiques sont découpées et

I'extrémité N-terminale peptidique est séquencée par dégradation d’Edman (séquenceur

protéique automatique Procise 492 Perkin Elmer).

E. ETUDE DE LA STABILITE DE LA PREPARATION OHCEN FONCTION DU pH ET EN
PRESENCE D’EXTRAITS GASTRIQUES ET DUODENAUX HUMAINS - PREPARATION
D’UN ANTICORPS POLYCLONAL ANTI-OHC (B)

E.I PROFILS ELECTROPHORETIQUES DES HYDROLYSATS CHIMIQUES, GASTRIQUES ET DUODENAUX
Dans le but d’évaluer la stabilité de la préparation industrielle OHC aux valeurs de

pH proches de celles de 'appareil gastrique et du tube digestif, on réalise une étude
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cinétique d’hydrolyse de 'OHC a 37°C, en présence de solutions tamponnées a pHI, 2, 4 et
7. Pour cela, 10 et 100mg du lot OHC OpFT 1130L sont placés en suspension dans 1mL
d’une solution tampon 100mM (acide chlorhydrique pH1 ou acide formique pH2 ou acide
acétique pH4 ou phosphate de sodium pH7) pendant 1, 2 et 4 heures a 37°C. Chacune des
fractions est alors analysée par électrophorese en gel de polyacrylamide 4-20% en présence
de SDS et en condition non réductrice. Larévélation est effectuée au bleu de Coomassie R-
250 (Sigma).

Une étude semblable, mais en présence de ImlL d’extraits gastriques et duodénaux
humains, est réalisée sur 10mg du méme lot OHC OpFT 1130L pendant 30 minutes, 1, 2, 4
et 8 heures a 37°C. Chacune des fractions est, comme précédemment, analysée par
électrophorése en gel de polyacrylamide. Toutefois, étant donnée la présence de
nombreuses protéines humaines dans les extraits gastriques et duodénaux, les révélations
des protéines spécifiques de 'OHC ont nécessité la préparation d'un anticorps polyclonal
anti-OHC (B).
E.IL. PREPARATION DE L’ANTICORPS POLYCLONAL ANTI-OHC (B)

L’OHC est majoritairement constitué d’une matrice minérale phosphocalcique
insoluble, non injectable. C'est pourquoi la fraction protéique (B) obtenue par

déminéralisation du lot OHC OpFT 1130L est choisie pour la production des anticorps
polyclonaux. Cependant, en raison de l'utilisation de sels d’EDTA-Na, dans le protocole

d’extraction de cette fraction protéique (B), la recherche de la présence résiduelle de cet

agent toxique dans la fraction (B) est réalisée par chromatographie en phase gazeuse.
L’analyse du spectre obtenu a effectivement révélé la présence significative d’EDTA-Na,,
méme apres dialyse et ultrafiltration de l’échantillon. Afin de purifier 1'échantillon des
sels d’EDTA-Na,, 100mg de la fraction OHC (B) sont déposés sur une colonne de Bio-gel
P2 (Pharmacia ; 4*+120cm) équilibrée dans une solution d’acide acétique a 1%. L’élution

(15mL/h) est réalisée par cette méme solution et les fractions révélées en U.V. a 280nm
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sont rassemblées puis concentrées par ultrafiltration (Millipore ; filtres YM-10). Une

nouvelle analyse par chromatographie en phase gazeuse a confirmé la présence de sels
d’EDTA-Na, al'état de traces (<1%).

2,5mg de la fraction OHC OpFT 1130L (B) dessalée sont placés en suspension dans 500uL
de sérum physiologique injectable et 500uL d’adjuvant de Freund Difco (complet lors de la
premiere injection, incomplet pour les suivantes). Les lapins sont de race néo-zélandaise,
agés de 6 mois. Le premier prélevement est pratiqué a partir de la veine marginale de
V'oreille avant la premiere injection et constitue un témoin négatif. Apres 60 jours, 10 a
15mL de sang sont prélevés et laissés au repos 24 heures a 4°C. Deux rappels sont effectués,
en alternance avec les prélevements, tous les 15 jours. Les immunoglobulines G sont
précipitées a 0°C et sous agitation, par addition goutte-a-goutte d’une solution saturée de
sulfate d’ammonium pour atteindre 40% de concentration. Apres centrifugation a 3000g
pendant 15 minutes a 4°C, le culot est repris par ImL de sulfate d’ammonium 40% puis, a
nouveau centrifugé. Le nouveau culot est alors remis en suspension dans 1mlL de
tampon phosphate de sodium 50mM, NaCl 150mM, pH7.4 (PBS), puis concentré par
ultrafiltration dans ce méme tampon (Millipore ; filtres YM-30).
E.III. REVELATION DES PROTEINES SPECIFIQUES DE L’OHC PAR L’ANTICORPS POLYCLONAL ANTI-OHC (B)
Apreés migration électrophorétique en condition non réductrice des différentes
fractions incubées en présence des extraits gastriques et duodénaux humains, les protéines
sont transférées sur une membrane de nitrocellulose (p.98). Le blocage des sites non
spécifiques sur la membrane est réalisé en présence d'une solution de
polivinylpyrrolidone a 2% dans le PBS. Différents lavages au PBS sont nécessaires avant
les deux heures d’incubation de la membrane en présence de la solution
d’immunoglobulines G de lapin anti-OHC (B) a 0,1% dans le PBS. Une nouvelle série de
lavages au PBS précede la seconde incubation par un anticorps anti-sérum de lapin
marqué a la peroxydase a 0,08% dans le PBS. Enfin, aprés une derniere série de lavages, la

révélation est effectuée a Vobscurité par addition d'une solution de PBS,
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3,3’diamiobenzidine 4,4’ tétrahydrochloride (DAB) 0,1%, H,0, 15%.

F. ETUDE DE LA GLYCOSYLATION DES PROTEINES DE LA MATRICE ORGANIQUE
DEL'OS

F.I. UTILISATION DE LECTINES POUR L’IDENTIFICATION DES GLYCANNES PRESENTS A LA SURFACE DES
GLYCOPROTEINES

Les glycoprotéines migrent classiquement sur gel de polyacrylamide a gradient de
concentration 4-20%, puis sont transférées sur membrane de nitrocellulose. Apres blocage
des sites non spécifiques par de la sérum albumine bovine a 3% dans le tampon
phosphate de sodium 50mM, NaCl 150mM, pH7.4 (PBS), la membrane est lavée 3 fois 10

minutes dans du PBS contenant 0,1% de tween 20, puis 10 minutes dans une solution de
PBS, CaCl, ImM. La membrane est alors incubée 1 heure, sous agitation, en présence
d’une solution lectinique (lectines conjuguées avec un hapteéne stérolde : la digoxigénine)
a0,1% dans du PBS, CaCl, 1mM. Apres 3 nouveaux lavages dans du PBS, la membrane est

incubée 1 heure en présence d'immunoglobulines G anti-digoxigénine marquées a la

phosphatase alcaline (0,1% dans le PBS). Une nouvelle série de lavages dans du PBS est
nécessaire avant la révélation de la membrane par une solution Tris-HCl 100mM, MgCl,

50mM, NaCl 100mM, pH9.5, 4-nitro blue tetrazolium chloride (NBT) 0,5%, 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-phosphate (X-phosphate) 0,375%. La réaction est stoppée par rincage a
I'eau.

FII. METHODE CHIMIQUE D’ISOLEMENT DES GLYCANNES - CARACTERISATION DES STRUCTURES
GLYCANNIQUES MAJEURES

L’ objectif de notre travail a consisté en la purification de structures glycanniques
majeures, a partir de la fraction protéique (B) obtenue par déminéralisation du lot OHC
OpFT 1172L. Le schéma de fractionnement et d’analyse de ces structures glycanniques est
présenté figure 36 (p.109).

E.IL1. Libération des O-glycannes et des N-glycannes

a) par B-éliminatioh réductive

e 8¢ de la fraction OHC (B) du lot OpFT 1172L sont soumis a un mécanisme de -
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élimination alcaline douce par de la soude 100mM, pH12.5, a 45°C pendant 48 heures et en

présence de borohydrure de sodium (BH4K) IM. La réaction est stoppée par addition

d’acide acétique jusqu’a pHS5. La solution est concentrée par évaporation rotative. L'acide
borique en exces est éliminé par 3 lavages successifs au méthanol et distillation du
méthylborate formé. L’échantillon résiduel est dessalé par tamisage moléculaire sur
colonne de Bio-Gel P2 (Pharmacia) [311].
Dans ces conditions expérimentales, les O-glycannes sont libérés sous forme
d’oligosaccharides alditols, les N-glycannes sont libérés soit sous forme de glycopeptides
ou glyco-asparagines, soit sous forme d’oligosaccharides alditols libres.

* Une seconde méthode décrite par Likhosherstov [312] permet une libération plus

spécifique des O-glycannes. 200mg de poudre osseuse sont solubilisés dans 141mL d’une
solution de BH;Na 2M, NaOH 27mM, et 9mL d’une solution d’EDTA-Na, 6mM, acétate

de cadmium 6mM ajustée a pH7-7.5 par de la soude 500mM. La solution est placée 16h a
50°C apres un nouvel ajustement du pH a 12.5 par de la soude concentrée. La réaction est
stoppée par addition d’acide acétique jusqu’a pHS. La solution est filtrée puis concentrée
par évaporation rotative. L’acide borique en exces est éliminé par 3 lavages successifs au
méthanol et distillation du méthylborate formé. L’échantillon est, comme
précédemment, dessalé par tamisage moléculaire sur colonne de Bio-Gel P2.

b) par hydrazinolyse [313]

Les glycoprotéines lyophilisées sont placées avec précaution en présence d’une
quantité minimale et suffisante d’hydrazine anhydre (Pierce Chemical Co, Rockford, II,
ISA) pour couvrir 1'échantillon. Ce dernier est laissé 24h a 100°C. L’exces d’hydrazine est
éliminé par évaporations répétées en présence de toluéne, sous un flux d’azote. Le

matériel est alors purifié par tamisage moléculaire sur colonne de Bio-Gel P2 (2x40cm).

Les oligosaccharides libérés sont alors N-réacétylés. 1 a 2mL d’une solution de bicarbonate

de sodium saturée puis 50pL (par mg d’oligosaccharides) d’anhydride acétique sont
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additionnés araison de 10uL toutes les 15min. La réaction est stoppée par acidification en
présence de résine échangeur d’ions de type Dowex 50x8 (25-50mesh, forme H) jusqu’a
pH7.0. Apres filtration et lyophilisation, 1'échantillon est dessalé par tamisage moléculaire
sur colonne de Bio-Gel P2 puis lyophilisé.

F.I1.2 Hydrolyse protéolytique par la Pronase E

L’utilisation de Pronase E, qui est une mixture d’endopeptidases, permet l’obtention
de glycoamino-acides ou de glycopeptides a chaine polypeptidique courte. 100mg de
glycoprotéine sont solubilisés dans 10mL d’acétate de sodium 10mM contenant 2mg de
Pronase E (Merck). La mixture est laissée 24h a 37°C. Apres 4h, 8h et 20h d’hydrolyse, la
méme quantité de Pronase E est additionnée et le pH est maintenu a 8.0 par addition de
NaOH 100mM. La réaction est stoppée par acidification a pH4.5 par de l'acide acétique
dilué. La solution est concentrée a 5mL et les peptides résiduels sont précipités par 1
volume d’éthanol. Le surnageant glycopeptidique est dessalé par tamisage moléculaire sur
colonne de Bio-Gel P2, puis lyophilisé.

F.IL.3. Purification de la fraction neutre et des fractions acides
Le matériel est, dans un premier temps, dessalé par gel-filtration sur colonne de

Bio-Gel P2 (Pharmacia; 5+120cm, 400 mesh) en équilibre dans l'eau désionisée. Apres

repérage du matériel glucidique par pulvérisation sur couche mince (Silica gel 60 ; Merck)
d’orcinol a 0,2% dans une solution d’acide sulfurique a 20% et chauffage a 100°C, les
fractions révélées sont rassemblées et concentrées. Le concentré est alors déposé sur une
double colonne d’échange d’ions de type Dowex 50+2 et Dowex 1+2 (3*40cm, 200-400mesh ;
Bio-Rad). L’élution parl’eau permet 1'obtention d’une fraction oligosaccharidique neutre.

L’élution a 200mM en acétate de pyridine de la résine d’échange de cations (Dowex 50+2)
n’a pas permis 'obtention de matériel glucidique susceptible d’intéresser la suite de nos
travaux. A l'inverse, 1'élution par un gradient discontinu en acétate de pyridine (5, 10, 15,
20, 50, 100, 200, 500, 1000 et 2000mM) a permis 1’obtention de fractions oligosaccharidiques

acides. Chacune de ces fractions acides est dessalée sur colonne de Bio-Gel P2 (1,5*100cm,
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400 mesh ; Pharmacia).

L'hétérogénéité en oligosaccharides de chacune des fractions neutres et acides est estimée
par chromatographie sur couche mince (Silica gel 60 ; Merck) apres migration 5 heures
dans le solvant butanol/acide acétique/eau 2/1/1,5 (v/v) et révélation a 1 orcinol
sulfurique. Un premier fractionnement des oligosaccharides en fonction de leur taille est

réalisé par gel-filtration sur colonne de Bio-Gel P4 (1,5+100cm, 400 mesh ; Pharmacia).

La purification finale des oligosaccharides est réalisée par chromatographie sur couche
mince préparative (Silica gel 60 0,2mm, support en verre, Merck). Une double migration
dans le solvant butanol/acide acétique/eau 2/1/1,5 (v/v) est nécessaire pour
I'optimisation du fractionnement. Apreés prélevement de la couche superficielle de silice,
le matériel glucidique est récupéré par élution dans l'eau et centrifugation 5 minutes a
2000g. Un nouveau controle des fractions ainsi séparées est effectué par chromatographie
sur couche mince.

F.I1.4. Analyse des monosaccharides par chromatographie en phase gazeuse (CPG)

La méthanolyse est une étape indispensable a la détermination, par CPG, du
contenu en monosaccharides des chaines oligosaccharidiques complexes. 2ug
d’échantillon lyophilisé et 1ug de méso-inositol (standard interne) sont hydrolysés (dans
un tube a capsule de fermeture en Téflon) par 200uL de méthanol-HCL 0,5M a 80°C
pendant 24 heures. Apres neutralisation de la solution au carbonate d’argent jusqu’a pH 6-
7 puis centrifugation 5 minutes a 2000g, les O-méthylglycosides formés sont N-réacétylés
une nuit a température ambiante par addition de 10uL d’anhydride acétique. Le
surnageant est prélevé suite a une nouvelle centrifugation 5 minutes a 2000g. Puis, dans
le but d’éliminer les esters méthylés d’acides gras, la phase méthanolique est lavée 2 fois
par 200uL. d’heptane. La phase méthanolique est alors séchée par un flux d’azote et les
résidus secs sont dérivés par triméthylsilylation pendant 1 heure a température ambiante,
par addition de 20uL de bis-silyltrifluoro-acétamide (BSTFA) en présence de 10uL de

pyridine.
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L’analyse par chromatographie en phase gazeuse est réalisée sur 1pL du mélange de
méthylglycosides triméthylsilylés injecté sur une colonne capillaire de silicane OV101
(250,33mm). Le chromatographe est muni d'un détecteur a ionisation de flamme
(température a 250°C) et d'un injecteur en verre (240°C). L'hélium est le gaz vecteur

appliqué a la pression de 0,5bar. Le programme de température s’échelonne de 120°C a

240°C (2°C/ min).

F.IL5. Analyse des oligosaccharides par
spectrométrie de masse (MALDI-TOF)

La spectrométrie de masse par Fraction protéines non-matricielles (B)
désorption laser assistée par une '
f-élimination-réductive
matrice et associée a un temps de vol NaOH 100mM BH,K 1M,
48h 37°C
(MALDI-TOF) est une méthode '

Dessalage sur Bio-Gel P2

\ 4

Chromatographie d’échange d'ions :
- échange de cations : Dowex 50x2

P - 7 - - .

moléculaire d Ohgosacchar ides, de - échange d’anions : Dowex 1x2

analytique de choix pour la

détermination précise de la masse

glycopeptides ou méme de protéines

ou glycoprotéines. Fraction neutre Fraction acide

Dans un tube en verre, les

. . Dessalage sur Bio-Gel P2
oligosaccharides sont solubilisés dans essalage sur blo

I'eau a la concentration de 100ug/mL.
Chromatographie de gel-filtration

L’échantillon est alors mélangé (1/5 sur Bio-Gel P4

(v/v)) avec une matrice, constituée .
Chromatographie de partage

préparative sur couche mince

$

Chromatographie en phase gazeuse
Spectrométrie de masse

d’une solution d’acide 2,5-dihydroxy-
benzotlque (10pug/mL d’éthanol a 10%)
UV 337nm nitrogen laser. 0,5uL a 1uL

du mélange matrice-échantillon est Figure 36 : Schéma de fractionnement et d’analyse des

glycannes des glycoprotéines non collagéne de 'OHC
alors appliqué sur la cible métallique OpFT 1172L (B).
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puis séché sous un flux d’air froid. L’analyse en mode reflectron est réalisée par le

spectrometre Vision 2000 Finnigan Mat Instrument.



Résultats et discussion
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Dans de ce chapitre, nous détaillerons 1'ensemble des travaux entrepris sur la
caractérisation biochimique de la préparation industrielle «Ossein Hydroxyapatite
Complex » (OHC). Apres 1'exposé des méthodes de purification des protéines majeures,
nous présenterons les résultats préliminaires obtenus sur 1'étude de la glycosylation de la

préparation OHC.
A. CARACTERISATION BIOCHIMIQUE DE LA PREPARATION INDUSTRIELLE OHC

A.I. ANALYSE PROTEIQUE
A.L1. Dosage des protéines selon la méthode de Lowry modifiée

La méthode modifiée de dosage des protéines selon Lowry [302] est une méthode
adaptée au dosage des protéines a caractere insoluble. L'OHC est un complexe
phosphocalcique renfermant la matrice organique protéique de l'os. Sans traitement
particulier, les seules protéines accessibles sont les protéines cellulaires et les protéines
résiduelles de la circulation sanguine qui ne sont pas complexées avec la matrice
minérale.
Apres avoir déterminé les conditions optimales de dosage de 'OHC (robustesse de la
méthode), I'étude a porté sur l'évaluation de la répétabilité et de la reproductibilité de
cette méthode.
Afin de déterminer la robustesse de la méthode, l'étude est réalisée a des temps
d’incubation variables (5, 10, 15 et 30 minutes) pour des températures de 50°C, 100°C et
125°C. Les concentrations arbitraires choisies pour cette étude s’échelonnent de 0 a
1Img/mL de NaOH 0,5M, SDS 0,2%. Les résultats sont décrits en annexe p.174-176.
Alors que les conditions optimales décrites par Lowry correspondent a une température
d’incubation de 100°C pendant 10 minutes, il semble, dans le cas précis du dosage de
I'OHC, que ces conditions ne soient pas les meilleures. En effet, la figure 37 (p.112) décrit
les mesures comparatives obtenues pour le dosage a 100°C 10 min et 125°C 5 min. Il

s’avere que l'intensité d’absorbance a 125°C, dés 5 minutes d’incubation, est supérieure

aux intensités d’absorbance observées pour 100°C a 5, 10, 15 ou méme 30 minutes
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(figure 38). Aucune amélioration n’est observée apres 10 minutes d’incubation a 125°C
(figure 39 p.113), si bien que 5 minutes suffisent au dosage. On admet donc que la méthode
modifiée de dosage des protéines selon Lowry, adaptée a 'OHC, est optimale pour un

temps d’incubation de 5 minutes, a une température de 125°C.
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Figure 37 : Comparaison de la méthode de dosage a 125°C pendant 5 minutes ( )
avec la référence établie par Lowry a 100°C pendant 10 minutes ( —).
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Figure 38 : Etude comparative des temps d'incubation de 'OHC a 100°C selon la
méthode de dosage décrite par Lowry.
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D’autre part, la limite inférieure de détection, dans les conditions précisées
précédemment, correspond a une concentration de 50ug/mL de NaOH 0,5N, SDS 0,2%,
alors que la limite supérieure est de Img/mL. En deca et au dela de ces concentrations, la
méthode n'est plus linéaire (annexe p.177). La limite de quantification pour 5 minutes

d’incubation a 125°C est donc comprise entre 50 et 1000ug/mL.
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Figure 39 : Etude comparative des temps d'incubation de 'OHC 2125°C selon la
méthode de dosage décrite par Lowry.

Ayant précisé les conditions optimales de la méthode de dosage, les études suivantes

consistent en la détermination de la répétabilité du dosage dans ces conditions. Pour cela,

[OHC] (ug/mL) A750 moyenne Ecart-type A750  les dosages sont réalisés en dix

50 17,8 12 exemplaires sur un méme lot
75 273 1.2
100 35,3 18 d’'OHC et la moyenne et
200 73,0 0,7 I'écart-type sont calculés
300 118,5 53
(tableau 9).
500 182,6 2,0
750 277,9 5,2 En se rapportant a la droite
1000 361,6 838 d’étalonnage obtenue par la

Tableau 9 : Absorbances moyennes et écart-types obtenus

. . - mesure de l‘absorbance a
pour des concentrations variables en OHC
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750nm de différentes dilutions en sérum albumine bovine, on détermine graphiquement
les concentrations en protéines de chacune des dilutions en OHC. Le tableau 10 exprime
ces valeurs de concentrations et les pourcentages en protéines de 1'OHC correspondants.
Le calcul du pourcentage moyen en protéines de I'OHC est de 31,0% + 1,1%, ce qui

équivaut a une .o e
q [protéines]de % en protéines

[OHC] (ug/mL) A750 moyenne popC (ug/mL) del’OHC

imprécision de

50 17,8 15,1 30,2
3,5%. En réalisant le s 273 23,1 30,8
dosage dans des 100 35,3 29,9 299

. 200 73,0 61,9 30,9

conditions

300 118,5 100,4 33,5
différentes (date et 500 182,6 154,7 30,9
opérateur 750 277,9 235,5 314

1000 361,6 306,4 30,6
différents), on - -

Tableau 10 : Absorbances moyennes, concentrations en protéines et

obtient un Ppourcentages de protéines des différentes concentrations en OHC

pourcentage de protéines dans 'OHC de 30,5% + 1,4%.

En conclusion, la méthode modifiée de dosage décrite par Lowry se révele étre une
méthode reproductible, adaptée au dosage des protéines insolubles, et plus
particulierement aux protéines de 'OHC. En outre, il s’avere que les conditions optimales
nécessaires a ce dosage sont différentes de celles décrites par Lowry. Ainsi, apres une étape
initiale de solubilisation des protéines pendant 5 minutes a 125°C, l'expression du
pourcentage des protéines de I'OHC est de 31,0% + 1,1%. A titre indicatif, le pourcentage
calculé des protéines de 'OHC a 100°C pendant 10 minutes est de 26,9% * 5,3%.

A.L2. Profils de migration électrophorétique sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) des
protéines de ’'OHC - Analyse comparative des profils de différents lots OHC

La figure 43 (p.123) correspond aux profils électrophorétiques (sur gel de
polyacrylamide a gradient de concentration 4-20% en présence de SDS) du lot OHC
OpFT 1172L. En conditions non réductrices, on observe la présence de différentes familles

de protéines :
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- les protéines de hautes masses moléculaires, supérieures a 200kDa, correspondant
vraisemblablement aux protéoglycannes ;
- les protéines de type collagéne de masses moléculaires voisines de 120-150kDa ;
- les phospho/sialoprotéines de masses moléculaires apparentes comprises entre 65

et 80kDa, telles que la sialoprotéine osseuse (BSP), I’ostéopontine et la BAG-75 ;
- les protéines de 55kDa de type a,HS glycoprotéine, sérum albumine bovine et/ou

fétuine bovine ;

- les protéines de faibles masses moléculaires comprises entre 10 et 40kDa, comme
I'ostéocalcine et I'ostéonectine.
Des différences dans la résolution électrophorétique de certaines de ces familles protéiques
sont observées et, vraisemblablement, imputables a la plus ou moins grande richesse en
sels des préparations d’'OHC.
Par ailleurs, les différentes fractions (A), (B) et (G) correspondent respectivement aux
fractions protéines matricielles de type collagéne, protéines non collagéniques et protéines
cellulaires obtenues au cours des différentes étapes de déminéralisation de la préparation

industrielle brute (description p.96). En outre, le profil électrophorétique en présence de
Iagent réducteur (2-B-mercaptoéthanol) présente des variations de migration,

notamment en ce qui concerne la bande majeure a 55kDa, au profit d’'une nouvelle bande
a 67kDa. Ces résultats suggerent la présence d'un ou plusieurs ponts de cystines internes a

ces protéines, et nous verrons ultérieurement que ces protéines correspondent a la sérum
albumine bovine, I'a,HS glycoprotéine et/ou la fétuine bovine.

L’analyse électrophorétique des protéines de 'OHC avait pour but initial de mettre en
évidence les familles protéiques majeures présentes dans la préparation industrielle. Ce
systeme simple d’analyse a permis le contréle de la reproductibilité des préparations et la

comparaison inter-lots.
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La figure 40 décrit les profils de migration électrophorétique de différents lots OHC
d’origines géographiques diverses. Exceptés les lots OpFT 3479U et OTFT 95-801
d’Argentine pour lesquels la présence de sels interfere avec la révélation des protéines de
masses moléculaires élevées, les profils sont identiques, notamment en ce qui concerne
les protéines de faibles masses moléculaires (<20kDa), celles de masses moléculaires
proches de 55kDa et les familles de masses moléculaires élevées a 120kDa et 200kDa. On
observe donc une bonne reproductibilité de la répartition des différentes familles de

protéines dans chacun des lots OHC.

1: OTFT 94-348 Aus.
2: OpFT 1036L
3 : OpFT 1050L
4: OpFT 1045L
5:OpFT 1172L
6 : OpFT 3479U
7 : OpFT 3647B

8: OTFT 94-358
9:0TFT 92-442 N.Z.
10 : OpFT 1054L
11: OTFT 95-40 AlL
12: OTFT 95-38 Can.
13: OTFT 95-801 Arg.

8 9 10 11 12 13

Figure 40 : Profils de migration électrophorétique en gel de polyacrylamide
(SDS-PAGE 4-20%) des lots OHC d’origines géographiques diverses.
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A.L3 Electrophorése bidimensionnelle de la fraction OHC (B) du lot OpFT 1172L

Etant donnée 1'hétérogénéité des masses moléculaires des protéines osseuses non
collagéniques, une électrophorese bi-dimensionnelle est réalisée sur la fraction OHC (B)
du lot OpFT 1172L, dans le but de cartographier les protéines majeures en fonction de leur
point isoélectrique et de leur masse moléculaire apparente. Le caractere insoluble de la
préparation industrielle brute OHC et la présence de sels ne permettent pas 1'obtention
d'un profil électrophorétique satisfaisant. L’électrophorése est réalisée sur la fraction

protéique (B) obtenue par déminéralisation et dessalée par chromatographie liquide haute

performance en phase réverse sur colonne de C;. En outre, une digestion des échantillons

45 64 6,6 68 7.0 78 83 pl

Figure 41-A : Profil de migration électrophorétique (SDS-PAGE 10%) apres
isoélectrofocalisation de la fraction OpFT 1172L (B) préalablement digérée par la
chondroitinase ABC.
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par la chondrolitinase ABC permet l'obtention d'une fraction dépourvue en

protéoglycannes.
pl
Mr
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Figure 41-B : Représentation schématique du profil de migration électrophorétique
(SDS-PAGE 10%) apres isoélectrofocalisation de la fraction OHC OpFT 1172L (B)
préalablement digérée par la chondroitinase ABC.

La figure 41-A p.117 montre limage électrophorétique obtenue, représentée
schématiquement en 41-B. La séparation des protéines en fonction de leur point
isoélectrique indique que la majorité d’entre elles ont un point isoélectrique compris
entre 6.4 et 7.5. Ces protéines ont une masse moléculaire apparente comprise entre 20 et
100kDa.

En accord avec Delmas [314], on retrouve les protéines osseuses majeures telles que : la
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sérum albumine bovine (pI 6.4-6.8 ; 67kDa), I'0,HS glycoprotéine et vraisemblablement

les sialoprotéines osseuses (BSP et ostéopontine ; pl 4.6 a 6.0 ; respectivement 55 et 60-
80kDa), et 'ostéonectine (pI 5.2-5.7 ; 39kDa). L'ostéocalcine n’est pas apparente sur cette
réticulation de gel, mais doit se trouver au front de migration (pI 4.1 ; 14kDa). D’autre part
des protéines de haut poids moléculaire n’ont pas migré dans le gel a 10%. Ces molécules
correspondent vraisemblablement aux collagénes résiduels. Enfin, un grand nombre de
protéines révélées n’ont pu étre identifiées.

Ce profil de migration électrophorétique en deux dimensions, bien que ne permettant pas
I'identification de l'ensemble des protéines non collagéniques de 1'os, confirme
I'hétérogénéité protéique de la fraction (B), tant d'un point de vue point isoélectrique que
masse moléculaire.

A.L4. Dosage des acides aminés par chromatographie liquide haute performance (CLHP)

Les résultats du dosage des acides aminés réalisé en triple exemplaire par CLHP du

lot OHC OpFT 1172L sont exprimés en pourcentages dans le tableau ci-dessous.

Asp Glu OH-Pro Ser Gly His Arg Thr Ala Pro

OpFT

1172L 1,6 53 7,7 3,2 245 1,1 6,4 2,3 11,5 11,3
Tyr Val OH-Lys Cys Ile Leu Phe Lys Met

OpFT

1172L 0,8 3,8 n.d. 0,2 1,8 54 51 6,8 1,3

L’acide aminé majoritairement dosé est le glycocolle qui représente pres de 30% des acides
aminés de 'OHC. 1l est caractéristique des protéines de hautes masses moléculaires de type
collagéne (dans le collagéne osseux humain, le glycocolle représente 31,9% des acides
aminés dosés). L’hydroxyproline (autre résidu caractéristique du collagene), 1'alanine et la
proline sont les autres acides aminés majeurs de l'OHC. Sachant que la matrice organique
des os longs est constituée a 90% par du collagéne de type I, ces résultats confirment

I’abondance de collagéne dans la préparation industrielle OHC.
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A.Il. ANALYSE LIPIDIQUE
Les dérivés lipidiques sont extraits par le procédé de la méthode de Folch, modifié
par Zanetta [306], basé sur le partage sélectif des lipides et glycolipides entre phase
chloroformique (inférieure) et phase aqueuse (supérieure). Dans ce procédé, les lipides
neutres et insaponifiables, ainsi que certains glycolipides neutres, sont retrouvés dans la
phase chloroformique inférieure, alors que les glycolipides acides (gangliosides) sont
retrouvés dans la phase aqueuse supérieure.
Une premiere série d’expériences est menée sur la préparation OHC. L’analyse
chromatographique des deux fractions, apres révélation a I'orcinol (révélateur spécifique
des glucides), fait apparaitre dans la fraction aqueuse une bande de migration
intermédiaire aux témoins GD1a et GD1b (figure 42-A). Aprés chromatographie sur gel de
silice, ce composé a pu étre isolé et identifié comme du glucose libre entrainé lors de

Vextraction.

La phase chloroformique fait apparaitre un composé majeur

de migration chromatographique supérieure au GM]1,

typique des glycolipides neutres de type globoside. Apres

isolement par chromatographie préparative sur silice, le

composé est soumis a wune analyse structurale. La

composition molaire en monosaccharides, établie apres
méthanolyse acide par chromatographie en phase gazeuse

des méthyl-glycosides triméthylsilylés, révele la présence de -

1 2 3
galactose, glucose et N-acétyl galactosamine. L’étude en

Figure 42-A : Chromatographie

spectrométrie de masse de type MALDI-TOF (figure 42-B | sur couche mince (Silica gel 60)
des fractions glycolipidiques

isolées a partir de moelle

osseuse bovine.

1- témoins gangliosidiques

La composition molaire associée a 1'étude de spectrométrie | 2- phase supérieure aqueuse

3- phase inférieure

de masse permet d’identifier le composé comme étant le | chloroformique

p-122) fait apparaftre un pic unique de masse 1199.
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Gg3 de structure GalNAc-f1,4-Gal-1,4-Glc-B-Cer (figure 42-C). Il est a noter que ce
glycolipide de la série ganglio a été, dans un second type d’expérience, spécifiquement
localisé dans la moelle osseuse. Le composé est généralement considéré comme un

intermédiaire de biosynthese des gangliosides sialylés Gg4, GM1b, GD1a, GT18 et GQ18.

CH,OH CH,OH H,0H
HO (0 0 )
O O - CH 2” (:IH' 'CH' CH = CH—(CI'Iz)lz - CH 3
© HN OH
C=0
NHCOCH, OH OH
. - H,
Figure 42-C : Structure du ganglioside Gg3 (C24).

A notre connaissance, il s'agit de la premiere description de ce type de glycolipide dans la
moelle osseuse. Les études réalisées par d’autres groupes avaient permis de caractériser
d’autres glycolipides de la série ganglio tels le GM2 et le GD1a gangliosides dans la moelle
osseuse [315]. Ces glycolipides, étant présents a 1'état de traces sur les lignées cellulaires
hématopol étiques retrouvées dans I'os, n’ont pu étre détectés dans notre étude.
A.III. ANALYSE GLUCIDIQUE

En ce qui concerne I'analyse glucidique de la poudre OHC, seuls les résultats sur le
dosage des acides uroniques sont présentés dans ce chapitre. La glycosylation des protéines
non collagene de la matrice organique de l'os fait 1'objet d'une étude globale décrite p.145.
Le lot OpFT 1172L renferme donc 3,65% d’acides uroniques. Ces résultats attestent de la
présence dans I'OHC de protéoglycannes, puisque ces derniers sont exclusivement
constitués de chaines de glycosaminoglycannes correspondant a des polymeres

glucidiques riches en acides uroniques (50%).



Figure 42-B : Etude en spectrométrie de masse de type MALDI-TOF du composé isolé de la phase chloroformique inférieure par
chromatographie préparative sur silice.
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B. MISE AU POINT D’UN PROCEDED’EXTRACTION DES PROTEINES DE I’OHC

L’extraction des protéines de I’os nécessite 1’'emploi d’agents chimiques permettant
la dissociation du réseau phosphocalcique de la matrice minérale. Une premiere étape,
sans addition d’'EDTA, permet néanmoins l'extraction des protéines accessibles, c’est a dire
correspondant aux protéines cellulaires et/ou aux protéines de la circulation sanguine.

La figure 43 montre le profil électrophorétique du lot OHC OpFT 1172L et des fractions

(A), (B) et (G) sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE) a gradient de concentration 4-20%.

94 —
67 —
43 —
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144 =
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Figure 43 : Profils de migration électrophorétique en conditions non
réductrices (-) et réductrices (+) du lot OHC OpFT 1172L et des fractions
obtenues par déminéralisation.

On observe dans la fraction (A) un net enrichissement en protéines de hautes masses
moléculaires (>100kDa). Ces protéines insolubles dans le tampon d’extraction
correspondent aux protéines matricielles de type collagene et aux protéoglycannes. La
fraction (G) renferme des protéines de faibles masses moléculaires parmi lesquelles on
retrouve majoritairement une protéine de 55kDa susceptible de correspondre a la sérum
albumine et, probablement, I'ostéocalcine d’origine plasmatique et cellulaire.

La fraction (B) correspond, par opposition a la fraction (A), aux protéines non matricielles
et renferme donc la totalité des familles de protéines non collagéniques de 'os. En effet,
on observe un appauvrissement en protéines de masses moléculaires élevées et ce
résultat concorde avec le fait qu’il y a bien eu extraction et séparation des protéines

matricielles et non matricielles a partir de la préparation OHC.
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En outre, un dosage des résidus d’acides aminés par chromatographie liquide haute
performance est réalisé sur chacune des fractions (A), (B) et (G) du lot OHC OpFT 1172L.

Les résultats exprimés en pourcentage sont décrits dans le tableau ci-dessous.

Asp Glu OH-Pro Ser Gly His Arg Thr Ala Pro

OHC 1,6 53 7,7 3,2 24,5 1,1 6,4 2,3 11,5 11,3
(A) 4.6 7.8 10.2 35 29.5 0.5 49 21 122 109
(B) 4.0 13.0 3.0 6.6 16.0 2.1 4.0 5.0 11.2 79
G 7.4 94 6.5 55 21.6 0.8 4.1 3.2 105 10.0

Tyr Val OH-Lys Cys Ile Leu Phe Lys Met

OHC 0,8 3,8 n.d. 0,2 1,8 5,4 5,1 6,8 1,3
(A) 0.4 25 0.4 0.1 1.6 3.2 1.8 2.9 0.9
(B) 1.2 5.0 nd 0.4 24 7.5 3.3 7.0 0.4
G) 0.6 3.5 0.0 0.1 1.3 5.8 3.5 5.0 1.2

Ainsi, on observe des différences qualitatives notables entre les protéines matricielles de
type collagéne (A), les protéines non collagene (B) et les protéines cellulaires (G). Dans la
fraction (A), on observe un enrichissement non négligeable en résidus de glycocolle et
d’hydroxyproline caractéristiques des collagénes. La fraction protéique (B), quant a elle, se
caractérise par une bonne balance de la répartition des acides aminés, dont les majeurs
sont le glycocolle, I'acide glutamique et I’alanine.

Parallelement, les dosages des acides uroniques sur les différentes fractions (A) (3,75%), (B)
(3,15%) et (G) (2,85%) décrivent un enrichissement en acides uroniques dans la fraction
protéines matricielles (A), mais suggerent également la présence résiduelle de
protéoglycannes dans la fraction (B).

Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus précédemment et confirment le
fractionnement des protéines matricielles. (collagenes, protéoglycannes) et non

matricielles lors de la déminéralisation de I’'OHC.
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Figure 44 : Profil de migration électrophorétique (SDS-PAGE) des protéines non
collagene isolées d’especes différentes (selon Fisher [316]).

Le profil de migration électrophorétique des protéines non collagéniques isolées d’especes
différentes (figure 44) permet la description des différentes familles de protéines de la

matrice organique du tissu osseux, a savoir :
- les protéines de faibles masses moléculaires renfermant des résidus d’acide y-

carboxyglutamiques : 'ostéocalcine (Osc) et la Gla protéine matricielle (MGP), de masses

moléculaires apparentes en gel de polyacrylamide respectives de 14 et 15kDa ;
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- les phospho/sialoprotéines parmi lesquelles on retrouve 1’ostéonectine (Osn), la
sialoprotéine osseuse (BSP) et 1'ostéopontine (Osp). L'ostéonectine migre a 39kDa en gel de
polyacrylamide alors que la BSP et l'ostéopontine sont observées pour des masses
comprises entre 60 et 80kDa. Ces deux dernieres sialoprotéines ne sont pas révélées au
bleu de Coomassie et nécessitent donc 'emploi de bleu Alcian ou d’un révélateur au

nitrate d’argent modifié selon Merril [304];

- les protéines d’origine plasmatique telles que I’albumine et 1'a,HS-glycoprotéine
(ou encore la fétuine pour les protéines d’origine bovine) a 55kDa en conditions non
réductrices.
A ces familles de protéines non collagéniques s’ajoutent les protéines matricielles
résiduelles telles que le collagéene et les protéoglycannes de type décorine (PG-I) et
biglycan (PG-I). Ces deux petits protéoglycannes, de masses moléculaires 80 et 120kDa
environ, présentent un profil de migration a 135 et 270kDa lorsqu’ils sont révélés au bleu
Alcian. Bien que l'on ne s’attend pas a la révélation de ces protéines matricielles, leur
présence résiduelle dans la fraction (B) met en avant leur forte interaction avec de
nombreuses protéines et glycoprotéines de la matrice organique osseuse. Les collagenes et
protéoglycannes sont effectivement les molécules essentielles a l'agencement de la
matrice organique. Ils interviennent dans chacune des étapes du remodelage osseux et

correspondent au site potentiel d’initiation de la minéralisation de cette matrice

organique.
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C. CARACTERISATION ET ISOLEMENT D’UNE PROTEINE MAJEURE : L’ALPHA
2 HS-GLYCOPROTEINE

— Le profil électrophorétique de la

fraction (B) met en évidence une

212 —
170 iz sy s L. ;
116 grande hétérogénéité protéique puisque
76 o L . ’ 2
53 les masses moléculaires s’échelonnent,
en condition non réductrice, de 10kDa a
144 = 350kDa environ. Le schéma de

1 2 3 4 5 6 7

fractionnement de I'a,HS
Figure 45 : Profil de migration électrophorétique en gel
de polyacrylamide (SDS-PAGE) des différentes
fractions obtenues par tamisage moléculaire
(Sepharose CL-6B) a partir des protéines non collagene
OHC OpFT 1045L (B). Une premiere étape de tamisage

glycoprotéine est décrit figure 34 (p.97).

moléculaire sur colonne de Sepharose des protéines non matricielles a effectivement
permis une séparation de ces protéines en fonction de leur masse moléculaire. Toutefois,
les protéines de hautes masses moléculaires (collagénes et protéoglycannes résiduels)
subsistent dans de nombreuses fractions. Malgré 1'utilisation de tampons dissociants
(semblables a ceux utilisés lors du fractionnement des protéines matricielles et non
matricielles), leur présence dans ces fractions met en avant leur forte interaction avec les
autres protéines. A ce stade de purification, cette méthode ne permet pas I'isolement des
protéines d’intérét a 55kDa, mais seulement un nouvel enrichissement de ces protéines.
En ce qui concerne les protéines de faible masse moléculaire (comprises entre 10 et 35kDa),
on observe l'obtention de différentes fractions susceptibles de contenir les Gla-protéines

telles que 1'ostéocalcine et la Gla-protéine matricielle (figures 45 et 46 p.128).

Les étapes suivantes dela purification de I'a,HS glycoprotéine sont basées sur la méthode
décrite par Arnaud [317, 318].

L'a,HS glycoprotéine présente des affinités variables avec le Procion red HE-3B et le

Cibacron blue F3-GA immobilisés sur gel d’agarose (Pharmacia).
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Figure 46 : Tamisage moléculaire (Sepharose CL-6B) de la fraction protéique non

collagéne OHC OpFT 1045L (B).

A pH5.8, I'a,HS glycoprotéine est retenue sur colonne de Procion red. Un gradient

continu en NaCl est nécessaire a 1'élution d’une fraction enrichie en protéines dont le

profil de migration électrophorétique est proche de 55kDa (figures 47 et 48 p.129).

Globalement on retrouve deux types de fractions :

- la fraction non retenue (1) dépourvue en protéines
de 55kDa ;

- les fractions retenues (2 et 3 ; NaCl 400/600mM)
parmi lesquelles se trouvent les protéines de 55kDa, mais
également un grand nombre de protéines de faibles masses
moléculaires.

Etant donnée l'origine osseuse des protéines a isoler et la
présence établie de sérum albumine bovine dans ce tissu,

nous nous sommes posés la question de savoir si la sérum

144 ==
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76
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Figure 47 : Profil de migration
électrophorétique en gel de
polyacrylamide (SDS-PAGE) des
fractions non-retenue ( 1) et
retenues (2 et 3) obtenues par
chromatographie d’affinité sur
colonne de Procion Red HE-3B.

albumine bovine est présente dans la fraction retenue sur colonne de Procion red HE-3B.

De plus, suite a I’analyse comparative des séquences primaires des protéines, Christie [319]
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considere que la fétuine bovine serait 1'homologue de l'a,HS-glycoprotéine humaine.
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Figure 48 : Chromatographie d'affinité (Procion Red HE-3B) des fractions d'intérét isolées par
tamisage moléculaire des protéines OHC OpFT 1045L (B).

Toutefois, la fétuine est une protéine sérique strictement

, ) ) 212 s
foetale et son homologue, s’il est présent dans l'os, | 179 -
: S e : . 116
pourrait se différencier de la fétuine.
76

Les profils de migration électrophorétique de la sérum | g5 .

albumine bovine (SAB), de la fétuine bovine et de la

bande majeure observée dans 'OHC sont strictement

identiques, avec une masse moléculaire apparente de 1 2 3

55kDa en conditions non réductrices et de 67kDa en | Figure49: Profil de migration
électrophorétique en gel de

polyacrylamide (SDS-PAGE) des
différentes fractions obtenues par
chromatographie d’affinité
indispensable, dans un premier temps, d’obtenir une | (Cibacron blue F3-GA) a partir de
la fraction non retenue sur Procion
red.

conditions réductrices. Afin d’affiner l’étude, il s’avérerait

fraction retenue sur Procion red HE-3B dépourvue en

sérum albumine bovine. Pour cela, on procede a une nouvelle étape de purification sur
colonne d’affinité spécifique de 1"albumine (Cibacron blue F3-GA). Puis, dans un second

temps, les immunorévélations par des anticorps spécifiques de la fétuine bovine, de la
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sérum albumine bovine et de I'a,HS glycoprotéine humaine sont réalisées sur chacune

des fractions obtenues par chromatographie d’affinité.
Le profil électrophorétique des différentes fractions obtenues par chromatographie
d’affinité sur Cibacron blue a partir des protéines retenues sur Procion red (figures 49 p.129

et 50) correspond successivement a : 1) la fraction non retenue dont la bande majeure a
55kDa doit correspondre a I’a, HS-glycoprotéine ; 2) une premiere fraction retenue dont le

profil électrophorétique laisse penser qu’elle contiendrait a la fois la sérum albumine
bovine et la fétuine bovine ; 3) la fraction fortement retenue dont la migration
électrophorétique de la bande majeure est légérement supérieure a 55kDa. Ces variations
de migration, bien que peu significatives, suggeérent que cette fraction fortement retenue

sur Cibacron blue contiendrait de maniere indépendante la fétuine bovine ou la SAB.
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Figure 50 : Chromatographie d'affinité (Cibacron blue F3-CA) de la fraction retenue par

chromatographie d'affinité sur colonne de Procion red.

Les études par immunorévélation s’averent donc essentielles pour la caractérisation et
'identification précise des protéines attendues dans chacune des fractions isolées par

chromatographie d’affinité.
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Les résultats obtenus par l'anticorps anti-SAB et I'anticorps anti-fétuine bovine sont
présentés figures 51 et 52. On note la présence de SAB et de fétuine bovine dans chacune
des fractions isoléés par chromatographie d’affinité, exceptée la fraction non-retenue sur
colonne de Cibacron blue. Ces résultats confirment le fait que la SAB est bien retenue sur
colonne de Cibacron blue. Toutefois, les témoins de fétuine bovine et de SAB sont révélés
a la fois par l'anticorps anti-SAB et lanticorps anti-fétuine bovine. De plus, de
nombreuses autres bandes apparaissent dans chacune de ces fractions. On attribue donc
une faible spécificité de réaction a ces anticorps primaires (anti-SAB et anti-fétuine
bovine) ou secondaires (anti-sérum de lapin et anti-sérum de souris). Mais, des tests en
présence des anticorps secondaires ont montré des résultats satisfaisants quant a leur

spécificité de réaction.
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Figure 51 : Immunorévélation par I’anticorps Figure 52 : Immunorévélation par I'anticorps
anti-SAB des fractions obtenues par anti-fétuine bovine des fractions obtenues par
chromatographie d’affinité : chromatographie d’affinité :
1- témoin de SAB 3- retenue Procion red 5- retenue Cibacron blue
2- non retenue Procion red 4- non retenue Cibacron blue 6- témoin de fétuine bovine (avec $M).

En conclusion, les anticorps polyclonaux primaires anti-SAB et anti-fétuine bovine
utilisés ne sont pas hautement spécifiques. D’autre part, il apparait que la SAB et,
probablement la fétuine bovine, sont en fait deux protéines majeures de la matrice
organique de 'OHC. Méme si I'utilisation de tels anticorps polyclonaux ne permet pas de

certifier I’absence de SAB et de fétuine bovine dans la fraction non retenue sur colonne de
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Cibacron blue, des tests d’affinité en présence de protéines commerciales ont
effectivement démontré que ces deux protéines sont retenues sur Cibacron blue. On
admet donc qu’il y a bien eu fractionnement de la SAB et de la fétuine bovine sur colonne

de Cibacron blue F3-GA a partir de la fraction retenue sur colonne de Procion red HE-3B.

L'immunorévélation par lanticorps anti-a,HS glycoprotéine humaine s’avere
indispensable pour confirmer, d'une part, la présence de cette glycoprotéine dans 'OHC et,
d’autre part, sa purification par chromatographie d’affinité. Les figures 53, 54 et 55 (p.133)
représentent les immunorévélations par l'anticorps polyclonal anti-a,HS glycoprotéine

humaine des fractions obtenues lors de la déminéralisation de 'OHC et des fractions
purifiées par chromatographies d’affinité. Les témoins de fétuine bovine et de SAB ne
sont pas révélés par cet anticorps. Mais, 'OHC, les protéines cellulaires (G) et les protéines
non collagenes (B) présentent une bande majeure a 55kDa et des bandes d’intensité de
révélation plus faible entre 150 et 200kDa. De plus, la fraction retenue sur Procion red et

celle non retenue sur Cibacron blue sont les seules a étre révélées par l'anticorps anti-

a,HS glycoprotéine humaine. Toutefois, on

retrouve, en plus d'une bande a 55kDa, les
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116 protéines de masses moléculaires plus
76 ~— élevées similaires a celles observées dans les
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fractions OHC, (G) et (B). Larévélation de ces

fractions semble étre aspécifique puisque le

seul anticorps secondaire anti-sérum de
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Figure 53 : Immunorévélation par I'anticorps | chévre révele les mémes bandes de masses
anti-a,HS glycoprotéine humaine des fractions
obtenues par déminéralisation: moléculaires supérieures a 120kDa. On
1- témoin de SAB

2- OHC OpFT 1045L

3- OHC OpFT 1045L protéines cellulaires (G)
4- OHC OpFT 1045L protéines matricielles (A) 3 . .
5- OHC OpFT 1045L protéines non collagene (8) | mMasses moléculaires (vraisemblablement des
6- témoin de fétuine bovine (avec fM).

considére donc que les protéines de hautes

collagenes ou des protéoglycannes résiduels)
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sont exclusivement révélées par cet anticorps secondaire anti-sérum de chevre, alors que
la bande a 55kDa est révélée spécifiquement par lanticorps primaire anti-o,HS

glycoprotéine humaine.

67 =
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Figure 54 : Immunorévélation par I'anticorps Figure 55 : Immunorévélation par I’anticorps
anti-a,HS primaire des fractions obtenues par anti-sérum de chévre secondaire des fractions
chromatographie d’affinité : obtenues par chromatographie d’affinité :

1- témoin de SAB

2- non retenue Procion red

3- retenue Procion red

4- non retenue Cibacron blue

5- retenue Cibacron blue

6- témoin de fétuine bovine (avec fM).

En conclusion, ces résultats confirment le fractionnement de l'a,HS glycoprotéine

humaine sur les colonnes d’affinité Procion red HE-3B et Cibacron blue F3-GA. Etant

donnée l'absence de révélation des témoins de fétuine bovine et de SAB par I'anticorps
anti-a,HS glycoprotéine humaine, il semble que I'a,HS glycoprotéine humaine ou un
homologue de cette glycoprotéine (différent de la fétuine bovine ou de la SAB)
s’accumule dans la matrice organique de 'os d’origine bovine. Le séquencage de cette
protéine devrait ultérieurement confirmer sans ambiguité son identification. Le but
initial de cette étude étant d’isoler une protéine majeure susceptible de servir a la
stande;rdisation ultérieure de différents lots OHC, I'a,HS glycoprotéine humaine ne
correspondait plus a nos espérances. En effet, en supposant la présence de cette
glycoprotéine dans la matrice osseuse bovine, il s'avere qu’elle s’y accumule a des taux

relativement faibles. La bande majeure observée dans la fraction (B) a 55kDa sur gel de
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polyacrylamide en conditions non réductrices correspond essentiellement a la sérum
albumine bovine et probablement a la fétuine bovine.

Lasuite de ces travaux a donc consisté en 1'élaboration d"une technique de fractionnement
et d'isolement de protéines majeures de la matrice organique de l'os telles que le sont les

phospho/sialoprotéines acides.
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D. ISOLEMENT ET CARACTERISATION DES PROTEINES ACIDES : LES
SIALO/PHOSPHOPROTEINES

Le schéma de fractionnement de ces protéines acides
est décrit figure 35 (p.100). La fraction protéique (B) du lot

OHC OpFT 1172L est déposée sur une premiere colonne

94
d’échange d’anions (DEAE-As). Si les fractions non retenues :Z =
sur ce type de colonne se caractérisent par une grande ;g —
hétérogénéité de protéines (masses moléculaires comprises a4 = . .
1 2 3
entre 10 et 300kDa environ), la fraction faiblement retenue Figure 56 : Profil de

o ) ] migration électrophorétique
(200mM NaCl) est enrichie en protéines acides de masses | (SDS-PAGE) des fractions

non retenues sur DEAE A gq
moléculaires supérieures a 50kDa (figure 56). Parmi ces | (1) etdes fractions retenues
200mM NacCl (2) et 300mM

protéines, on note la révélation d'une bande majeure a NaclG).

55kDa correspondant vraisemblablement a l'albumine, la
fétuine bovine et/ou I'a,HS glycoprotéine ; les protéines de

masses moléculaires supérieures a 150kDa étant | 212 ==

170 =
probablement des protéoglycannes résiduels. 116 =—
76 = i
La fraction tres acide (300mM NaCl), qui représente 53

approximativement 10% des protéines de la fraction (B) selon

Fisher [238], est chromatographiée sur une seconde colonne 12 3

Figure 57 : Profil de
d’échange d’anions (DEAE-A,s5). L'élution par un gradient | migration électrophorétique
(SDS-PAGE) des fractions
acides (retenues sur DEAE
A,g) isolées par tamisage
moléculaire (colonne S-100).

linéaire en NaCl permet l'obtention de deux nouvelles

fractions acides.
Etant donné la grande hétérogénéité des masses moléculaires observée pour ces protéines
acides, une étape chromatographique supplémentaire de tamisage moléculaire sur
colonne de Sephacryl 5-100 par FPLC est réalisée.

Trois fractions sont ainsi obtenues (figures 57 et 58 p.136). Le pic 1 correspond

majoritairement aux protéines exclues du gel et faiblement retenues, et le pic 2 se
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caractérise par la présence de protéines majeures a 35, 40 et 60kDa. Enfin, le pic 3
correspond aux sels résiduels et contiendrait un ou plusieurs peptides de masses

moléculaires inférieures a 6-8kDa.
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Figure 58 : Tamisage moléculaire (Sephacryl S-100) de la fraction protéique fortement
retenue sur colonne d'échange d'anions (DEAE A25 0,3M NaCl).

La CLHP en phase reverse sur colonne de type Cg
‘ s'avere étre une étape indispensable a la
94 — o % s - 7z .
séparation de ces protéines acides. L’élution par
67 un gradient linéaire eau/acétonitrile permet
» - I’obtention de trois nouvelles fractions majeures
o a partir du pic 2 collecté par tamisage moléculaire
=
30 = (figure 59 p.137). L’analyse électrophorétique de
1 2 3 ces protéines fait apparaitre I'existence de
Figure 60 : Profils de migration o . .
électrophorétique (SDS-PAGE 10%) des plusieurs bandes de masses moléculaires
fractions isolées par CLHP en phase réverse e . .
sur colonne Cy, a partir du pic 2 obtenu par | différentes dans chacune de ces fractions (figure
tamisage moléculaire (S-100).

60).
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On dénote toutefois 1'existence dans les fractions o8
2 et 3 d'une protéine majoritaire.
La co-€élution des protéines pourrait s expliquer
par des propriétés physico-chimiques communes
empéchant leur fractionnement sur ce type de
colonne. A
Nous avons tenté d’identifier ces protéines acides ’ 4
par séquencage de 'extrémité N-terminale selon
le procédé de dégradation chimique d’Edman,
directement sur la membrane de nitrocellulose. N
Nous avons ainsi pu démontrer que la protéine *
majoritaire présente dans le pic 2 et possédant
une masse moléculaire de 40kDa correspond a
une protéine décrite comme « protéine bovine
de liaison aux protéoglycannes», d’origine
cartilagineuse (bovine chondrocyte proteoglycan A J
link protein ; PLK). En effet, le séquengage de 9 0
Figure 59 : Profil d’élution CLHP en phase
des 12 résidus de I'extrémité N-terminale de la | réverse sur colonne Cg de la fraction acide
précédemment isolée par tamisage
protéine présente 100% d’homologie avec la | moléculaire (SephacrylS100; pic2).

protéine de 40kDa décrite par Hering [320}: '"HIQAEXGP??LV'% La séquence primaire de la
PLK bovine est décrite page suivante. A ce jour, les PLK humaine, bovine, de cheval, de
poulet, de porc et de rat ont été clonées. Les PLK sont des glycoprotéines de 354-355 acides
aminés possédant 2 sites de N-glycosylation et 2 sites de O-glycosylation potentiels. Le
pourcentage d’homologie avec la PLK humaine est de 95% pour la PLK de poulet et 99%
pour les autres (annexe p.178). Le pHi de la PLK bovine est de 7.22 (Serveur de Biologie
moléculaire Expasy; SWISS PROT). Connaissant le role biologique de la PLK qui est, dans

le cartilage, de stabiliser I'aggrégation des protéoglycannes en interagissant spécifiquement
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avec l'acide hyaluronique ou des protéoglycannes monomériques, il est logique de penser
que la PLK se retrouve dans la fraction acide associée a un protéoglycanne résiduel.

Les protéines de 33-35, 50, 55 et 65kDa sont non séquencgables, en raison de la présence
probable de chaines glycanniques masquant l'extrémité N-terminale. La déglycosylation
préalable de chacune de ces glycoprotéines s’avererait nécessaire, tant pour le séquengage
de l'extrémité N-terminale que pour une digestion trypsique en gel de polyacrylamide

suivie d'une analyse par spectrométrie de masse des peptides libérés.
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E. ETUDE DE LA GLYCOSYLATION DES PROTEINES DE LA MATRICE ORGANIQUE
DEL'OS

Bien que la littérature fasse état de l'existence de glycoprotéines dans la matrice
organique del os, la glycosylation de ces dernieres reste mal connue. Seule la glycosylation

des protéines d’origine plasmatique, isolées de la circulation sanguine, est bien définie.
Clestle cas de la fétuine bovine, del’a,HS glycoprotéine humaine, de la transferrine ou de

certaines immunoglobulines qui sont toutes des glycoprotéines sériques bien étudiées et
retrouvées a des concentrations plus ou moins élevées dans le tissu osseux.

Pour ce qui est des protéines spécifiques a 1'os, la sialoprotéine osseuse (BSP), dont la
partie glycannique représente 50% de son poids, est I'unique glycoprotéine dont les
chaines glycanniques ont fait 1’objet d’une étude structurale [160].

C’est probablement l'extréme difficulté d’isolement de ces glycoprotéines a partir de la
matrice organique del'os qui a limité 1'étude de la glycosylation.

Dans le but de recueillir des informations sur la nature de la glycosylation des protéinces
de V'os, notre étude a adopté une stratégie globale consistant en la purification et la
caractérisation des oligosaccharides majeurs libérés par coupure chimique a partir du pool
de protéines non collagéniques de la fraction (B).

E.I. UTILISATION DE LECTINES POUR L'IDENTITICATION DES GLYCANNES PRESENTS A LA SURIACE DES
GLYCOPROTEINES

Les lectines sont des protéines ou glycoprotéines d'origine wvégétale, animale,
bactérienne ou virale, n'appartenant pas a la classe des immunoglobulines, ne possédant
pas d’activité enzymatique, capables de fixer de facon spécifique mais non covalente sur
certains oses, dérivés d’oses ou glycannes. Pour ces raisons, elles sont couramment

identification des structures glycanniques présentes a la surface des

Les lectines que nous avons utilisées pour la caractérisation de ces chaines glycanniques

ont des spécificités de réactions diverses résumées dans le tableau 11 {p.140).
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Galanthus nivalis agglutinin

(GNA)

Sambuccus nigra agglutinin
(SNA)

Maackia amurensis agglutinin
(MAA)

Peanut agglutinin
(PNA)

Mannose lié en 1,3, a1,6 ou al,2.

Sur l'extrémité des chaines glycanniques.

Spécifique des chaines a mannose N-liées a la protéine.
Acide sialique lié en 2,6 sur un résidu de galactose ou
de N-acétylglucosamine.

Spécifique des chaines complexes N-liées ala protéine.
Spécifique d’acide sialique lié en 02,6 sur des structures
O-glycanniques.

Acide sialique lié en a2,3 sur un résidu de galactose des
chatnes glycanniques O- ou N-liées.

Type de liaison peu répandu a la surface des N-
glycosylprotéines.

Galactose lié en f1,3 sur un résidu de N-acétyl-
galactosamine.

Spécifique des O-glycannes (noyau de type 1).

Tableau 11 : Spécificité de réaction de différentes lectines végétales.

La figure 61 illustre les révélations par la GNA des fractions
obtenues par déminéralisation a partir de la préparation
industrielle OHC OpFT 1172L, apres électrophorese (SDS-PAGE)
réalisée en conditions réductrices. La fraction (A) correspondant
aux protéines de haut poids moléculaire de type collagene n’est
pas révélée par cette lectine, alors que la fraction (B) (protéines
non collagéniques) se caractérise par la présence de glycoprotéines
possédant des glycannes de type oligomannosidique. En
particulier, on observe la révélation d'une bande majeure a
39%Da pouvant correspondre a lostéonectine. Parmi les

révélations mineures, on note une bande a 67kDa susceptible

d’étre la fétuine bovine et/ou I'a,HS glycoprotéine. Ces résultats

Figure 61 : Révélation
par la lectine Galanthus
nivalis agglutinin des

fractions A, B et G du
lot OHC OpFT 1172L.

confirment des résultats antérieurs laissant suggérer l'existence de tels glycannes sur ces

glycoprotéines [271] (figures 64 p.142).

Bien que le nombre de bandes révélées par cette lectine dans les fractions (B) et (G) soit

faible, on retiendra qu’il existe dans 'OHC des structures oligomannosidiques N-liées aux

protéines, parmi lesquelles se trouvent vraisemblablement les protéines d'intérét a 67kDa



(fétuine bovine et/ou a,HS glycoprotéine)

et a 39kDa (ostéonectine).
Les glycoprotéines acides connues dans
l'os sur leurs chaines

pour porter

glycanniques un ou plusieurs résidus
d’acide sialique sont I'ostéonectine, la
sialoprotéine osseuse BSP, I'ostéopontine
et la BAG-75. Les pourcentages des acides
sialiques de ces glycoprotéines sont
respectivement de 3%, 12%, 5% et 7%.

La révélation par la lectine SNA (figure

63) fait apparaitre un profil différent de
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GalNAca -Ser/ Thr

GalNAca-Ser/ Thr

/5
Gal p13

GalNAca -Ser/ Thr

/81,3
NeuAc-a2,3- Gal
NeuAc 26
GalNAca -Ser/ Thr
/B3
NeuAc-02,3- Gal
NeuAc-a2,3- Gal-$1,4- GleNAc 616
GalNAca -Ser/ Thr
/B3

NeuAc-02,3- Gal

Figure 62 : Structures des oligosaccharides majeurs
O-liés a la sialoprotéine osseuse (BSP) ; selon Midura
[160].

celui obtenu avec la lectine GNA. L’intensité de révélation des bandes laisse suggérer que

les glycoprotéines de la fraction (B) portent en majorité un ou plusieurs résidus d’acide

sialique liés en 02,6. C'est le cas pour les sialoprotéines et phosphoprotéines telles que

I'ostéopontine et la sialoprotéine osseuse BSP, dont les
migrations électrophorétiques sont comprises entre 65 et
80kDa en conditions réductrices et dont les sites de
glycosylation sont essentiellement de type O-glycosidique. Or,
on observe la révélation de différentes bandes dans cette zone
de migration. Concernant la sialoprotéine osseuse BSP, ces
résultats sont en accord avec ceux de Midura en 1996 [160] qui
décrit les chaines glycanniques majeures comme des O-

glycannes portant un ou plusieurs résidus d’acide sialique

(figure 62).

94 e
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Figure 63 : Révélation
par la lectine Sambuccus
nigra agglutinin des
fractions A, Bet G du
lot OHC OpFT 1172L.
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De méme, l'ostéonectine a 39kDa semble révélée par la SNA. On note également la

révélation de plusieurs bandes a 67kDa pouvant correspondre, en plus des

NeuAco2,6Galp1,4GlcNAcf1,2— M

a“\al 6
Mang1,4GIcNAcf1,4GlcNAcB1,N-Asn
NeuAca2,6Galp1,4GIcNAcBl,2— Man” *1:3

NeuAca2,3- #-GlcNAc B14

GalNAca -Ser/ Thr
NeuAcaz23Gal” P13

NeuAco2,3GalB1,4GIcNAc BL6

GalNAca -Ser/ Thr

NeuAcaz,sca/ B3

NeuAc
| a2b
GalNAca -Ser/Thr

NeuAca23 cﬁ 13

Figure 64-A : Structures oligosaccharidiques majeures N- et O-liées a la fétuine
bovine [271].

NeuAca2,6 Galf1,4GlcNAcf1,2— Man

~\al,6

Mang1,4GIcNAcf1,4GlcNAcB1,N-Asn
NeuAca2,6Galp1,4GlcNAcBl,2— Man 7 13

GalNAca-Ser/ Thr

NeuAca2,3Gal/ B1,3

Figure 64-B : Structures oligosaccharidiques N- et O-liées aux chafnes A (2 de
type N et 2 de type O) et B (1 de type O) de 'a,HS glycoprotéine humaine
[265, 319].

phospho/sialoprotéines, a la fétuine bovine et/ou l'a,HS glycoprotéine. La présence

d’acide sialique lié en «2,6 sur les chaines N-glycanniques de ces glycoprotéines est

d’ailleurs connue {265,271, 321] (figures 64-A et -B).

Le profil obtenu par révélation avec la lectine MAA (figure 65 p.143) est particulierement
intéressant, en raison de 'originalité du type de liaison de l'acide sialique (02,3) sur les

chaines glycanniques des glycoprotéines. Dans la fraction (B), les glycoprotéines révélées
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ont une masse moléculaire comprise entre 30 et 150kDa. En
particulier, on retrouve vraisemblablement 1 ostéonectine a
39kDa (faible intensité de révélation), les phospho/sialoprotéines
comprises entre 65 et 80kDa, correspondant a l'ostéopontine, la
BAG-75 et la sialoprotéine osseuse BSP, et, si elle est présente, la
fétuine bovine (figure 64-A p. 142). La fraction protéines
cellulaires (G) présente quant a elle, a la fois des glycoprotéines de
faibles masses et de masses moléculaires supérieures a 100kDa
révélées positivement.

Globalement, en accord avec les résultats obtenus avec la SNA, on

retrouve dans les fractions protéines non collagéniques (B) et

67

43_

30

20 ‘we—
144 __
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Figure 65 : Révélation
par la lectine Maackia
amurensis agglutinin des
fractions A, B et G du
lot OHC OpFT 1172L.

protéines cellulaires (G) un grand nombre de glycoprotéines portant des chaines

glycanniques acides. Il semble donc que la majeure partie des glycoprotéines de I'os dont

I'ostéonectine, la sialoprotéine osseuse, 1'ostéopontine et la BAG-75 renferment au moins

un résidu d’acide sialique sur leurs chafnes glycanniques.

La PNA est spécifique des glycoprotéines dont la chaine
glycannique porte un noyau disaccharidique caractéristique des
O-glycosylprotéines. Les fractions protéiques (B) et (G) se
caractérisent par une grande hétérogénéité de glycoprotéines de
masses moléculaires supérieures a 50kDa révélées par la PNA
(figure 66). Ce résultat est contraire a celui obtenu avec la GNA,
laissant suggérer que la majorité des protéines de haut poids
moléculaire de 'OHC portent des chaines glycanniques O-liées.
L’utilisation de ces lectines comme outil de révélation des
I'existence = de  nombreuses

glycoprotéines  confirme

glycoprotéines de masses moléculaires variables, dans chacune

A B G

Figure 66 : Révélation
par la lectine Peanut
agglutinin des fractions
A, B et G du lot OHC
OpFT 1172L.
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des fractions (B) et (G) obtenues a partir du lot OHC OpFT 1172L. Ces glycoprotéines sont a

la fois N- et O-glycosylées avec une prépondérance de O-glycannes sialylés, notamment
par des résidus d’acides sialiques liés en a2,3.

Pour parfaire cette étude globale de la glycosylation des glycoprotéines osseuses, 1'étape
suivante a consisté en la caractérisation de structures glycanniques purifiées par hydrolyse
chimique de la fraction protéique (B).
E.Il. COMPOSITION MOLAIRE EN MONOSACCHARIDES DE LA PREPARATION OHC

La composition glucidique globale de la fraction (B) du lot OHC OpFT 1172L a été
effectuée par identification des monosaccharides libérés par hydrolyse acide (méthanolyse)
et chromatographie en phase gazeuse. Ces monosaccharides représentent 16% de la masse
pesée et sont les suivants : galactose, mannose, glucose, N-acétyl-glucosamine, N-acétyl-
galactosamine, acide N-acétyl-neuraminique et des traces d’acides uroniques, de xylose et

de fucose. Les taux calculés sur la base de 3 mannoses ou d'un galactose sont présentés ci-

dessous :

Fuc Xyl UA Gal Man Glc GalNAc GIcNAc NeuAc
traces 1,27 traces 7,50 3,00 4,65 5,85 42 0,90
traces 0,17 traces 1,00 0,40 0,62 0,78 0,56 0,12

La présence simultanée de mannose et de N-acétyl-galactosamine confirme l'existence de
chaines N- et O-glycanniques. Les chaines O-glycanniques semblent prépondérantes. Ces
résultats sont en accord avec ceux obtenus précédemment par les révélations lectiniques.

Les traces d’acides uroniques sont en faveur de la présence résiduelle de chaines de
glycosaminoglycannes, donc de protéoglycannes dans la fraction (B) correspondant aux
protéines non collagéniques. Enfin, étant donnée 1'hétérogénéité protéique de cette
fraction, le taux d’acide sialique reste élevé et demeure significatif de la présence de
nombreuses glycoprotéines acides dans la matrice organique de l'os. Il est logique de
penser que l'essentiel de l'acide sialique est associé aux phospho/sialoprotéines

précédemment décrites (sialoprotéine osseuse, ostéopontine, ostéonectine...). Ces chaines
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glycanniques sialylées pourraient donc participer au mécanisme de reconnaissance et

d’adhérence attribué a ces glycoprotéines acides.

E.III. ETUDE DE LA GLYCOSYLATION DES PROTEINES TOTALES DE L’'OHC

Les résultats obtenus par composition molaire en monosaccharides mettent en

avant la présence de N- et O-glycannes dans la préparation avec, toutefois, une

prépondérance de O-glycannes (indiqué par le taux élevé de GalNAc). Ce résultat est

renforcé d'une part, par le nombre élevé de glycoprotéines révélées par la PNA et, d’autre

part, par la faible quantité de matériel glucidique libérée par hydrazinolyse (libération

spécifique des N-glycannes, figure 67). Ces éléments ont guidé la stratégie employée pour

1 2 3 4

Figure 67 : Chromatographie sur couche
mince de silice (Silica gel 60) des
glycannes libérés par hydrolyses
chimiques de la fraction OHC OpFT
1172L (B).

1: Témoin de lactose.

2 : Libération par hydrazinolyse.

3 : Libération par B-élimination réductive
- fraction lourde Bio-Gel P2.

4 : Libération par B-élimination réductive
- fraction légere Bio-Gel P2.

la libération des glycannes dans le but de leur étude
structurale ultérieure. Il nous a semblé judicieux
de privilégier la libération des O-glycannes sous

forme d’oligosaccharides alditols par dégradation
alcaline en conditions réductrices (B-élimination).

Cette méthode permet par ailleurs d’obtenir les N-
glycannes sous forme de glycopeptides.
Deux protocoles expérimentaux ont été utilisés :

- le premier a consisté en un traitement
alcalin direct de la préparation, associé a I'addition
d’EDTA dans le milieu afin d’assurer la
dissociation des protéines de la matrice minérale et
permettre ainsi leur solubilisation ;

- dans un second protocole, nous avons fait

précéder le traitement alcalin par une protéolyse

exhaustive alaide de la pronase, ce traitement pronasique ayant également pour but une

dissociation des protéines de la matrice minérale avec formation de glycopeptides solubles

(notamment O-glycosyl peptides). Une précipitation sélective des glycopeptides a I’éthanol



Résultats et Discussion 146

élimine les sels minéraux ainsi que les peptides libérés (restants dans le surnageant), ce
qui permet un enrichissement en matériel glucidique avant la f-élimination.

Notre étude a tout d’abord porté sur les oligosaccharides alditols libérés par dégradation

alcaline. Apreés dessalage, le pool total des oligosaccharides est analysé par

chromatographie sur

couche mince de silice.

Le profil

chromatographique

fait apparaftre une
grande hétérogénéité
du matériel libéré,

avec notamment une

. fraction de haut poids

T 1 > 3 4 5 moléculaire (ne

Figure 680 : Chromatographie sur couche mince de silice des migrant pas) et
N-glycosyl-peptides et oligosaccharides alditols libérés par g-élimination

et fractionnés par tamisage moléculaire sur Bio-Gel P4. pouvant correspondre

aux N-glycosyl peptides, ainsi que différents oligosaccharides alditols (figure 68). La
comparaison de la migration chromatographique avec le témoin lactose (T) permet de
penser que les chaines des oligosaccharides sont constituées de deux a dix
monosaccharides.

Afin d’obtenir une premiere séparation des oligosaccharides en fonction de leur masse
moléculaire, une étude chromatographique basée sur le tamisage moléculaire (sur gel de
type Bio-Gel P4) est introduite. Ce fractionnement permet 1'obtention de cinq fractions
oligosaccharidiques numérotées de 1 a 5 dans I'ordre décroissant des masses moléculaires.

Les fractions 3, 4 et 5 sont analysées quant a leur contenu en monosaccharides :
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Fuc Gal Man Glc GalNAc GIcUA  GalNAdcitol
Fraction 3 - 5,00 - 10,00 - - 1,00
Fraction 4 - 3,00 0,39 1,59 0,78 0,03 1,00
Fraction 5 1,08 1,00 0,73 1,49 - - -

Les fractions 3, 4 et 5 se caractérisent par la présence de galactose, mannose (faible), N-
acétyl galactosamine, N-acétyl galactosaminitol et de traces d’acide glucuronique.
L’absence de N-acétyl glucosamine et la faible quantité de mannose indiquent que ces
fractions correspondent essentiellement a des O-glycannes. Plusieurs constatations
peuvent étre faites au vu de cette composition :

- 1) Vélément notable est 1'absence d’acide sialique. Des tentatives de fractionnement
réalisé sur colonne échangeur d’anions (Dowex 1x2) ont cependant montré le caractere
fortement acide de ces fractions. Il est probable que cette acidité soit le reflet de la présence
d’aglycones anioniques sur ces oligosaccharides, tels des résidus de sulfate ou de
phosphate. La présence d’acide glucuronique peut égalément contribuer a cette acidité. Des
études ultérieures devraient nous permettre de confirmer les éléments structuraux et de
montrer silacide glucuronique fait partie intégrante des chaines O-glycanniques.

- 2) en plus de la N-acétyl galactosaminitol, on note la présence de N-acétyl
galactosamine non réduite. Cette derniere peut témoigner de la présence de noyaux

oligosaccharidiques de type 5 ou de type 8 des mucines.

GalNAc-al,3-GalNAc GalNAc-al,6-GalNAc
L’autre hypothese serait I'existence de la séquence oligosaccharidique Lac diNAc (GalNAc-
p1,4-GlcNAc) déja décrite dans les protéines bovines, mais cette hypothese semble

infirmée par I'absence de N-acétyl glucosamine dans ces fractions.

- 3) le taux élevé de galactose pourrait s’expliquer par la présence de l'antigene de
Galili (Gal-a1,3-Gal) au sein des O-glycannes. Cet antigéne est caractéristique des tissus

animaux.
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F. ETUDE DE LA STABILITE DE LA PREPARATION OHC EN FONCTION DU PH ET EN
PRESENCE D’EXTRAITS GASTRIQUES ET DUODENAUX HUMAINS - PREPARATION
D’UN ANTICORPS POLYCLONAL ANTI-OHC (B)

La préparation industrielle de I’'OHC est une poudre médicamenteuse administrée
par voie orale. Aussi, une étude cinétique d’hydrolyse chimique des protéines de 'OHC

est réalisée a différentes valeurs de pH proches de celles de I'appareil gastrique et du tube

digestif.
2 Ll
i;O —_ 212 —
170 =——
116 w— 116
76 — -
53 ——
1 2 3 4 5 6
pH1
212 =
2]2 =
116 — 116 =
76 — 76 —
1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
pH4 pH7
Figure 69 : Profils de migration électrophorétique (SDS-PAGE) de 'OHC OpFT 1130L aprés incubation 1, 2
et 4 heures a 37°C en présence de différentes solutions tamponnéesapH 1, 2, 4 et 7.
1- 10mg/mL - 1 heure 2-100mg/mL - 1 heure 3-10mg/mL - 2 heure
4- 100mg/ mL - 2 heures 5- 10mg/mL - 4 heures 6- 100mg/ mL - 4 heures

La figure 69 correspond aux analyses électrophorétiques des fractions concentrées a 10 et

100mg/mL du lot OHC OpFT 1130L a pH1, 2, 4 et 7, apres 1, 2 et 4 heures d’incubation a
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37°C. Quels que soient le pH et la concentration en OHC, aucune variation significative de
migration électrophorétique n’est observée. On retrouve dans chacune de ces fractions les
familles majeures de protéines de la matrice organique du tissu osseux décrites
précédemment. Toutefois, la présence importante de sels ne permet pas une bonne
révélation de ces protéines, en particulier celles de hautes masses moléculaires (>150kDa).
Globalement les variations de pH ne semblent pas ou peu influencer les migrations
électrophorétiques des protéines de 'OHC. De plus, la durée d’incubation n’a aucun effet
visible sur le profil de migration. Les protéines de 'OHC seraient donc insensibles a une
hydrolyse chimique.

Afin de se placer dans des conditions proches du milieu digestif humain, les expériences
sont reproduites avec des extraits gastriques et duodénaux humains. En raison de
Vabondance du contenu protéique de ces milieux, un simple suivi électrophorétique de
I'hydrolyse des protéines osseuses ne permet pasl'observation de variations de migration
de ces protéines. Seule une immunorévélation par un anticorps polyclonal anti-OHC (B)
permettrait le suivi des protéines spécifiques du tissu osseux.

La poudre d’'OHC correspond a une matrice organique et a une matrice minérale
phosphocalcique insoluble, non injectable. La fraction protéique (B) correspondant aux
protéines non collagéniques obtenues par déminéralisation, est choisie pour la

production des anticorps polyclonaux. Les analyses par chromatographie en phase gazeuse

ont révélé (figure 70-A p.150) la présence de sels ' EDTA-Na, en quantité abondante dans

la fraction (B). Etant donné le caractere toxique de ’'EDTA-Na,, un dessalage sur colonne

de gel filtration suivi d'une étape d’ultrafiltration ont permis l'obtention de matériel

protéique injectable, dépourvu en sels (figure 70-B p.150).
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Figure 70-A : Chromatographie en phase gazeuse de la fraction OHC OpFT 1045L (B).

Man Gal Glc
Gal Gal GalNAc

| . GleNAc
Glc

NeuAc

EDTA

J‘fl”twfr\q U‘le\,_\_

Figure 70-B : Chromatographie en phase gazeuse de la fraction OHC OpFT 1130L (B) apres
dessalage sur Bio-Gel P2 (acide acétique 1%).
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Figure 71 : Profiis de migration électrophorétique du lot OHC OpFT
1130L apres incubation en présence d’extraits gastriques et duodénaux
humains.

1- Sécrétions gastriques (témoin) , , ..
2- Sécrétions duodénales (témoin) presence d’une protéme
3 a 7- OHC OpFT 1130L et sécrétions gastriques durant 30min, 1h, 2h,
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8 et 9- OHC OpFT 1130L et sécrétions duodénales durant 30min et 8h.
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correspondre & lalbumine humaine dans les sécrétions duodénales. On retrouve
essentiellement ces différentes protéines dans les fractions OHC obtenues apres
incubations en présence des sécrétions gastriques et ducdénales. Ces résultats ne
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anti-OHC (B), on retrouve (figure 72),

Figure 72 : Immunorévélation par I'anticorps polyclonal
anti-OHC (B) des fractions OHC OpFT 1130L incubées en
présence d’extraits gastriques et duodénaux humains.

T- Témoins de masses moléculaires dont la SAB (8M) . . .
1 a 5- OHC OpFT 1130L et sécrétions gastriques durant | gastriques, les familles majeures de
30min, 1h, 2h, 4h et 8h.
6 et 7- OHC OpFT 1130L et sécrétions duodénales durant protéines de la matrice orga_nique de
30min et 8h.

en ce qui concerne les incubations
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I'os. Toutefois, au cours de la cinétique d’incubation, on observe une nette diminution de
Vintensité de révélation, suggérant qu'au cours du temps il y aurait hydrolyse partielle des
protéines. D’autre part, le milieu d’incubation influence qualitativement les profils de
migrations électrophorétiques puisqu’en présence des sécrétions duodénales, seules une
ou plusieurs protéines a 55kDa sont révélées par l'anticorps anti-OHC (B). Il est tres
probable que cette bande a 55kDa corresponde a I’albumine humaine. En effet, on connait
les fortes homologies structurales des albumines humaine et bovine, si bien que
I’albumine humaine est sensible a l'anticorps polyclonal anti-OHC (B). Ainsi, dés 30
minutes d’'incubation en présence d’extraits duodénaux, la totalité des protéines osseuses

est digérée.

En conclusion, l'anticorps polyclonal
anti-OHC (B) affiche une haute

spécificité de réaction pour les protéines

94 =
et glycoprotéines de IOHC (une | ., __
. PPt . 43 =
immunorévélation par cet anticorps 20
polyclonal anti-OHC (B) de différents , 422 —

lots d’origines géographiques diverses

Figure 73 : Immunorévélation par I’anticorps
est représentée figure 73). Les variations | polyclonal anti-OHC (B) de lots OHC d’origines
géographiques diverses :
“1s ’s : 1- OpFT 1050L 5- OpFT 91358
de temps et le milieu d’incubation 2- OpFT 1045L 6- OpFT New Zealand
. L 3-OpFT 1172L 7- OpFT Germany
influencent de facon significative les 4- OpFT 3647L 8- OpFT Canada

migrations électrophorétiques de ces protéines. Ainsi, les incubations gastriques acides ont
seulement un effet a long terme sur les structures moléculaires des protéines majeures
observées dans I'OHC. Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus apreés incubation a
différents pH oli, méme a pH trés acide, aucune hydrolyse protéique n’est visible. Par
contre, les incubations duodénales neutres (pH7.0) ont un effet hydrolytique rapide sur les
protéines osseuses. Cette hydrolyse est le résultat de 1'action de I'ensemble des protéines

enzymatiques propres aux sécrétions duodénales.



Résultats et Discussion 153
Les familles de protéines osseuses semblent donc avoir été les cibles digestives des
enzymes présents a forte concentration dans les sécrétions duodénales, alors qu’elles sont

peu sensibles aux hydrolyses chimiques d’origine exogéne ou gastrique.
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Notre étude avait pour but de définir biochimiquement la préparation industrielle
OHC, notamment d’un point de vue composition en protéines.
Nous avons ainsi standardisé différentes méthodes biochimiques tels le dosage des
protéines et I’analyse électrophorétique qui, dans 1’avenir, permettront un contréle direct
des lots.
L’isolement et la caractérisation des protéines ou glycoprotéines majeures ont été
effectués. La mise au point d'une technique d’isolement sélectif des protéines a partir de la
matrice minérale nous a permis de discriminer trois familles distinctes de protéines :

- les protéines de haut poids moléculaire correspondant aux protéoglycannes et aux
protéines « collagene-like »

- les protéines correspondant aux protéines cellulaires et sériques

- les protéines non collagéniques de masses moléculaires comprises entre 10 et
100kDa, associées a la matrice organique osseuse.
Diverses protéines, antérieurement décrites comme associées a 'os, ont aussi pu étre
partiellement purifiées. En outre, cette étude nous a permis de positionner ces protéines

de fagon certaine sur les électrophorégrammes. L'identification de ces protéines

constituera dans l'avenir un élément de contrdle de lots d'origines géographiques

diverses, par mesure de la concentration de protéines marqueurs telles l'a;HS

glycoprotéine, les phospho/sialoprotéines ou l’ostéocalcine. Une protéine mineure, la
« protéine de liaison aux protéoglycannes » (PLK) a, en particulier, été caractérisée par
séquengage directe de I’extrémité N-terminale sur membrane de nitrocellulose.

Par ailleurs, I'obtention d'une fraction protéique enrichie nous a permis la production
d’un anti-sérum polyclonal spécifique de ces protéines. Cet anti-sérum a été exploité pour
déterminer le devenir des protéines osseuses au contact des différents sucs digestifs. Nous
avons ainsi pu démontrer que ces protéines étaient stables dans le milieu stomacal, mais
qu’elles subissent une protéolyse exhaustive dans le liquide duodénal, protéolyse en

accord avec I’assimilation intestinale de ces protéines.
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En dehors de I’étude réalisée sur les protéines, nous avons défini la préparation OHC tant
d’un point de vue de la composition glucidique que glycolipidique. En particulier, un
glycolipide résiduel, le Gg3, trouvant une origine probable dans la moelle osseuse, a été
caractérisé dans la préparation. Ce glycolipide neutre constitue un intermédiaire de
biosynthése des gangliosides tétra-sialylés qui, quant a eux, n’ont pu étre caractérisés.
L’étude du matériel glucidique confirme l'existence de nombreuses glycoprotéines dans
Vos. L'étude plus précise de la glycosylation de ces glycoprotéines prouve qu’elles
possedent des N-glycannes (oligomannosidiques et di-acétyl-lactosaminiques), mais se
distinguent par une abondance de chaines O-glycosidiques. Un début de caractérisation de
ces chaines glycosidiques a été entrepris apres leur isolement par traitement alcalin
réducteur.
11 est probable que la glycosylation des protéines constitue un élément essentiel dans leur
adhésion a la matrice minérale, et notamment aux ions calciques.
Ce travail sera poursuivi dans le but de caractériser des séquences glycanniques qui
pourraient étre représentatives du tissu osseux. Certaines protéines « mucine-like » telle
la sialoprotéine osseuse ou d’autres phospho/sialoprotéines devraient faire I’objet d'une

étude de glycosylation sélective.
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Annexe 178
Multalin result page
Wbt | Home page || L.G.C.-Auzevile || Bitutirtliie 5

Multalin version 5.3.3
Copyright I.N.R.A. France 1989, 1991, 1994, 1996
Published research using this software should cite
Multiple sequence alignment with hierarchical clustering
F. CORPET, 1988, Nucl. Acids Res., 16 (22), 10881-10890
Symbol comparison table: blosumé62
Gap weight: 12
Gap length weight: 2
Consensus levels: high=90% low=50%
Consensus symbols:

! is anyone of IV

$ is anyone of LM

% is anyone of FY

# is anyone of NDQEBZ

MSF: 355 Check: 0 55

Name: bovin Len: 355 Check: 5611 Weight: 0.29
Name: porc Len: 355 Check: 4032 Weight: 0.29
Name: humain Len: 355 Check: 4693 Weight: 0.63
Name: cheval Len: 355 Check: 4749 Weight: 0.86
Name: rat Len: 355 Check: 5553 Weight: 1.28
Name: poulet Len: 355 Check: 5632 Weight: 2.65
Name: Consensus Len: 355 Check: 7249 Weight: 6.00
7/

1 10 20 30 40 50

| 3 + + + |

bovin HKSLLLLYLISFCHADHHSDNYTYDHDRYIHIGAENGPRLL YEAREOQRKVF
porc HKSLLLLYI TSYCHADHLSHNYTLOHDRYIHIOAEHGPRLL YEREQRKYF
hunain HKSLLLLYLISTCHADHLSDNYTLDHDRATHIOARENGPHL L YEREQRKVF
cheval HKSLLLLYL ISTCGADHRSDHYTLDHDRYTIHIOQARENGPRLLYEREQAKYF
rat HRSLLFLYLISYCRADHLSDSYTPDQDRYIHIOARENGPRLLYEREQAKYVF
poulet HTSLLFLVLISYCHAEPHPONSSLEHERITIHIQEENGPRLL VVAEQAKIF
Consensus H SLLFLYLIS!CwA#h sDnytl#h#R ITHIOSENGPrLLVeREQAK!'F

51 60 70 80 90 100

| + + + + |

bovin SRRGGHYTLPCKFYRDPTAF-GSGTHKIRIKHTKLTSDYLKEVYDVFYSHG
porc SHRGGHNVTLPCKFFROPTAF-GSGTHKIRIKHTKLTSDYLKEVDVFVSHG
hunain SHRGGHYTLPCKFYRDPTAF-GSGIHKIRIKHTKLTSDYLKEYDYFVYSHG
cheval SHRGGHVYTLPCKFLRDOPTAF-GSGTHKIRIKHTKLTSDYLKEVDYFYSHG
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Information files :
- Aligned sequence file

- Sequence Input file
- Cluster file
- Result in text format

http://www.toulouse.inra.fr/cgi-bin/conligure.p

SHRGGNVTLPCKFYRDPTAF-GSGIHKIRIKHTKLTSDYLREYDVFYSHG
SORGGHYTLPCKFYHEHTSTAGSGTHKIRYKHTKLTSDYLKEYDYFYAHG
ShRGGHYTLPCKFyr#pTaf GSGEHKIR!KHTKLTSDYLKEVDYFYsHG

101 110 120 130 140 15?
| + + # +

YHKKTYGGYHGRYFLKGGSDNDASLYTTDLTLEDYGRYKCEVIEGLEDDT
YHKKTYGGYHGRYFLKGGSDNDASLY ITDLTLEDYGRYKCEVIEGLEDDT
YHKKTYGGYQGRYFLKGGSDSDASLYITOLTLEDYGRYKCEYIEGLEDDT
YHKKTYGGYOQGRYFLKGGSDNDASLYITDLTLDDYGRYKCEYIEGLEDDT
YHKKTYGGYOGRVFLKGGSDNDASLIITOLTLEDYGRYKCEVIEGLEDDT
HHRKSYGKYQGRYFLRESSENDASLITITHNINLEDYGRYKCEVIEGLEDDT
yHkKEYGgYOGRYFLkgeS#nDASL ' ITH#1LL $DYGRYKCEYIEGLEDDT

151 160 170 180 190 200
| + + & + |
AYYALDLOGYVFPYFPRLGRYNL NFHERQORCLDODAYIASFDAOL YDAMHR
AYVALDLEGYVFPYFPRLGRYNLNFHERQOACLDADAVIASFDOLYDAKHR
YYVYRALDLOGYYFPYFPRLGRYNLNFHERQQARCLDQDAYIASFDOLYDAKR
AVVALDLAGYVFPYFPRLGRYNLNFHEAQOACLDODAYIASFDOLYDAKR
AVVALELOGYVFPYFPRLGRYNLHFHERROACLDGDAYIASFDOL YOAKHR
AYVALNLEGYYFPYSPRLGRYNLNFHERQOACLDGDSITASFDOLYEAMR
aVVAL #L $GYVYFPYFPRLGRYNLNFHERQOACLDODa ! TASFDOLY #AHR

201 210 220 230 240 25?
| + + + +

SGLOHCNAGHLSDGSYQYPITKPREPCGGONTYPGYRNYGFHDKDKSRYD
GGLDHCNAGUL SDGSYOYPTTKPREPCGHONTVPGYRNYGFUDKDKSRYD
GGLDHCNAGHLSDGSYOYPITKPREPCGGONTYPGYRNYGFHDKDKSRYD
GGLDMCHAGHL SDGSYAYPLTKPREPCGGONTYPGYRNYGFHDKEKSRYD
GGLDHCHAGHLSDGSYQYPITKPREPCGGANT YPGYRNYGFHDKDKSRYD
SGLOHCNAGHLSDGSYOYPITKPREPCGGKNTYPGYRHNYGF HDKERSRYD
g6l DHCHAGHLSDGSYOYPITKPREPCGGqNTVPGYRNYGFHDK #kSRYD

251 260 270 280 290 300
| - + + 2 |
YFCFTSNFNGRFYYLIHPTKLTYDEAYQACLNDGANIAKVYGOIFAAKKLL
YFCFTSHNFNGRFYYLIHPTKLTYDEAYQARCLNDGROIAKYGOIFARKKLL
VFCFTSNFNGRFYYLIHPTKLTYDEAYQACLNDGAOTIAKYGOIFARMKIL
YFCFTSHFHGRFYYLIHPTKLTYDEAVORCLKDGAQIAKYGOIFARKKLL
YFCFTSHFNGRFYYLIHPTKLTYDERVORCLNDGAOIAKVGOIFAAMKLL
YFCFTSNFNGRFYYLTHPTKLTYDEARYOARCLKDGAGIAKYGQIFARHKLL
VFCFTSNFNGRFYYL THP TKLTYDERYORCLKDGAGIAKYGOIFARNKLL

301 310 320 330 340 350
| + ¢ § 4 |
GYDRCOAGHL ADGSYRYPISRPRRRCSPSERRYRFYGFPDKKHKLYGYYC
GYDRCOAGHLADGSYRYPISRPRRRCRPREAAYRFVGFPDKKHKLYGYYC
GYDRCDAGHLADGSYRYPISRPRRRCSPTEAAVRFVGFPDKKHKLYGVYC
GYDRCDAGHLADGSYRYPISRPRRRCSPTEAAYRFVYGFPDKKHKLYGYYC
GYDRCOAGHLADGSYRYPISRPRRRLCSPTEARYRFVGFPDKKHKLYGYYC
GYDRCDAGHL ADGSVRYPISRPRKRCSPNEARYRFVGFPDKKHKLYGYYC
GYDRCDAGHLADGSYRYPISRPRrRCSP EARAYRFVGFPDKKHKLYGYYC

35155
1-==1
FRAYHN
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FRAYN
FRAYH
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