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INTRODUCTION 
 

Le tissu osseux est un tissu conjonctif spécialisé composé d’une fraction organique et 

d’une fraction minérale qui lui confère ses propriétés de rigidité et d’élasticité. Il s’agit d’un 

tissu de soutien servant de point d’ancrage au système musculaire squelettique et de 

protection pour un certain nombre d’organes (cerveau, cœur, poumons…). Ce tissu possède 

également un rôle métabolique important puisqu’il représente la principale réserve d’ions 

minéraux (calcium, phosphate, magnésium…) de l’organisme (Karsenty et al., 1999; 

Roodman et al., 1996). 

 

La fraction organique du tissu osseux est constituée de cellules spécialisées, d’une 

matrice extracellulaire (protéoglycanes, ostéocalcine, facteurs de croissance…) et de fibres 

de collagène principalement du collagène de type I. La fraction minérale est, quant à elle, 

composée de calcium et de phosphate sous la forme de cristaux d’hydroxyapatite (Baron, 

2001). 

 

Le tissu osseux est en perpétuel remaniement, il passe par des phases dynamiques 

de formation et de résorption afin de maintenir l’homéostasie phosphocalcique et de 

s’adapter aux contraintes mécaniques. Ce processus physiologique qui permet le 

renouvellement du tissu osseux correspond au remodelage osseux et fait intervenir 

principalement deux types de cellules : les ostéoblastes responsables de la formation de la 

matrice qui se minéralise (apposition osseuse) et les ostéoclastes responsables de la 

résorption de cette matrice minéralisée (Karsenty et al., 2001; Aarden et al., 1994; Iqbal et al. 

2005). 
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1. L’OSTÉOBLASTE 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 : Ostéoblastes et 
ostéocytes 

 
 
Les ostéoblastes sont des cellules ostéoformatrices, responsables de la production des 
constituants de la matrice osseuse et de sa minéralisation. Les cellules de la lignée 
ostéoblastique jouent un rôle important dans le contrôle du remodelage osseux, de par leur 
capacité à synthétiser de nombreux facteurs de croissance (Marie, 1994). 

a) Origine et différenciation des ostéoblastes 
Les ostéoblastes ont pour origine une cellule souche mésenchymateuse présente 
principalement dans le stroma médullaire, mais que l’on peut retrouver au niveau du périoste 
et de l’endoste. Ces cellules ostéogéniques du stroma médullaire proviennent de la 
prolifération clonale de cellules souches pluripotentes pouvant donner naissance à des 
clones de cellules adipeuses mésenchymateuses ou chondroblastiques après induction par 
des facteurs hormonaux et locaux. Ceci suggère l’existence d’un précurseur commun aux 
chondroblastes, aux ostéoblastes, aux adipocytes, aux myoblastes et aux fibroblastes 
(Owen, 1988). 
La différenciation des cellules précurseurs vers la voie ostéoblastique se caractérise in vitro 
par la succession d'une phase de prolifération cellulaire, associée à l'expression de gènes 
précoces (oncogènes fos et myc, histone H4), puis d'une phase de maturation cellulaire 
caractérisée par l'induction de gènes associés à la production de la matrice extracellulaire 
(phosphatase alcaline, collagène de type 1, TGF ß, fibronectine, ostéopontine), puis 
associés à sa minéralisation (sialoprotéine osseuse, ostéocalcine) (Owen et al., 1990 ; 
Machwate et al., 1995). De plus, les contacts cellule-cellule entre les ostéoblastes et les 
interactions entre les cellules et les protéines matricielles sont importants pour l'expression 
du phénotype ostéoblastique. D’autre part, les protéines non collagéniques jouent un rôle 
dans l’attraction et l’adhérence cellulaire (la fibronectine et l’ostéopontine, par exemple, 
favorisent l’adhésion cellulaire) et pourraient ainsi être impliquées dans la régulation de 
l’activité fonctionnelle des cellules osseuses. 
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b) Marqueurs phénotypiques des ostéoblastes 
Les ostéoblastes différenciés sont des cellules cuboïdales alignées le long de la matrice 
osseuse. Leur cytoplasme, basophile, est riche en réticulum endoplasmique granulaire, en 
mitochondries et présente un appareil de Golgi très développé, démontrant une activité de 
synthèse très importante. Les cellules préostéoblastiques ont le même aspect 
morphologique, mais ne montrent pas d’activité de biosynthèse importante. Les ostéoblastes 
matures, en tant que cellules différenciées, ne se divisent pas. A la fin de leur activité de 
synthèse, certains ostéoblastes sont englobés dans la matrice, et deviennent des ostéocytes 
reliés entre eux et aux ostéoblastes par des jonctions cellulaires (Franz-Odendaal et al., 
2006). D’autres cellules prennent un aspect aplati le long de la nouvelle matrice et sont dites 
bordantes. 
Les différents marqueurs caractéristiques du phénotype ostéoblastique au cours de la 
différenciation sont : 

- une activité phosphatase alcaline. Celle-ci est précoce et apparaît dès le stade de 
précurseur ostéoblastique. Son activité se traduit par l’hydrolyse des pyrophosphates 
inorganiques, qui sont des inhibiteurs de la calcification.  

- le collagène de type I et l'ostéopontine : le collagène, essentiellement de type I, 
constitue 90 % de la matrice osseuse organique. Il forme une trame fibrillaire, qui 
sera ensuite minéralisée. L'ostéopontine est une phosphoglycoprotéine qui n'est pas 
spécifique de l'os. Elle comporte une séquence RGD et intervient dans la phase 
d'ancrage des ostéoblastes à la matrice osseuse minéralisée. Son degré de 
phosphorylation pourrait moduler la mobilité des ostéoblastes à la surface de la 
matrice. Lorsqu'elle est phosphorylée, elle inhibe la formation des cristaux 
d'hydroxyapatite et pourrait donc réguler le processus de minéralisation de la matrice 
osseuse. 

La sialoprotéine osseuse et l'ostéocalcine sont des marqueurs plus tardifs et ne sont 
exprimés que par les ostéoblastes différenciés. La sialoprotéine osseuse est une 
phosphoglycoprotéine également synthétisée par les ostéoclastes. Elle a les mêmes effets 
que l'ostéopontine sur les ostéoclastes, mais par contre favorise, in vitro, la formation et la 
nucléation de cristaux d'hydroxyapatite. L'ostéocalcine est spécifique du tissu osseux et y 
existe en quantité abondante, représentant 15 à 25 % des protéines non collagéniques de 
l'os. Elle semble avoir un rôle chimiotactique pour les ostéoclastes et favoriser l'adhésion et 
l'étalement de ces cellules. 
 
 

c) Fonction de l'ostéoblaste mature 
La fonction essentielle de l'ostéoblaste mature est la synthèse, le dépôt et la minéralisation 
de la matrice osseuse organique. 
Production de la matrice osseuse (Malaval et al., 1996) 
La matrice ossseuse organique est constituée essentiellement de collagène de type I, de 
protéoglycanes, de protéines non collagéniques et de facteurs de croissance. 
L'ostéoblaste mature synthétise du collagène de type I, qui forme la majorité de la substance 
organique osseuse et les molécules de collagène s'assemblent dans le milieu extracellulaire 
en fibrilles après coupure enzymatique des propeptides C et N terminaux. La stabilité et 
l'organisation des fibrilles de collagène assurent la rigidité nécessaire à la résistance aux 
forces de compression tout en assurant une certaine élasticité. Un rôle important de la trame 
collagénique osseuse est de se lier aux protéines non collagéniques et aux facteurs de 
croissance produits par l'ostéoblaste ; cette liaison assure leur stabilité moléculaire. 
L'ostéoblaste synthétise de nombreuses protéines non collagéniques qui se lient au 
collagène osseux. Certaines protéines contiennent des résidus acides carboxyglutamiques 
(gla) dont la carboxylation est dépendante de la vitamine K : la "matrix Gla protein", présente 
dans le cartilage et l'os immature et l’ostéocalcine, spécifiquement produite par les 
ostéoblastes et incorporée dans l'os mature. Certaines de ces protéines se caractérisent par 
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la présence de la séquence de trois acides aminés RGD, qui se lient aux récepteurs 
membranaires cellulaires (intégrines) et permettent l'attachement cellulaire à la matrice : il 
s'agit de la fibronectine, de la thrombospondine et des sialoprotéines (ostéopontine, 
sialoprotéine osseuse). 
Minéralisation de la matrice 
Le processus de minéralisation du tissu osseux dépend d'une part de la présence d'une 
structure matricielle extracellulaire, et d'autre part d'une concentration adéquate en 
minéraux. La minéralisation de la matrice doit être initiée par un processus de nucléation. 
Les cristaux sont ensuite disposés régulièrement et parallèlement aux fibres de collagène de 
la matrice. Le collagène de type I est un site possible de nucléation; certaines protéines 
telles que l'ostéocalcine et l'ostéonectine, ont une forte affinité pour le calcium et pourraient 
contribuer à la minéralisation du collagène auquel elles sont associées. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2. L’OSTÉOCLASTE 
 

Ces cellules sont caractérisées par leur capacité à dégrader l’os in vivo.  Cette activité est 
régulée par des hormones, des cytokines et des protéines de la matrice osseuse. Les 
ostéoclastes sont des cellules géantes de 10 à 100 µm de diamètre qui contiennent entre 4 
et 20 noyaux regroupés au centre de la cellule.  Ces cellules sont hautement mobiles, 
capables de se déplacer à la surface des travées osseuses d'un site de résorption à un 
autre. Elles possèdent un appareil de golgi très développé autour de chaque noyau et de 
nombreuses mitochondries péri nucléaires ainsi que d’importantes quantités de vésicules 
lysosomales (Boissy et al., 2000). Contrairement aux cellules ostéoformatrices qui dérivent 
de cellules-souches mésenchymateuses pluripotentes, les ostéoclastes dérivent de la lignée 
hématopoïétique monocytaire (Hattersley et al., 1989; Suda et al., 1992). Leurs précurseurs, 
promonocytes (lignée myéloïde) ont la capacité de se différencier en ostéoclastes grâce à un 
processus de fusion de précurseurs mono-nucléés sous l'influence de différents facteurs, 
dont notamment l'hormone parathyroïdienne (PTH), l'interleukine 1 (IL1) et la 1,25,di-hydro-
vitamine D.  Cette différenciation est responsable de la formation de cellules multinucléées 
(Baron, 2001). 

 

Lorsqu'il est activé, l'ostéoclaste, cellule ostéorésorbante, se développe au niveau de son 
appareil lysosomal et se polarise fortement. Sa membrane plasmique se différencie ainsi en 
deux domaines séparés : un domaine apical qui développe une bordure en brosse au 
contact de la surface osseuse et un domaine basolatéral situé à l'opposé.  Ces cellules sont 
étroitement associées à la matrice osseuse par une bordure rugueuse. 

 

Il dispose au niveau de sa membrane rugueuse de tout l'arsenal enzymatique nécessaire 
pour maintenir une pompe ionique permettant la décalcification de l'os par acidification et la 
destruction du collagène osseux (présence de collagénase de type I). Il existe aussi, à ce 
niveau, de nombreuses molécules d'adhésion cellulaire (integrines αvβ3, vitronectine).  
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Figure 2 : Représentation schématique de la fonction d’un ostéoclaste (Rousselle et Heymann, 2002).  
Lorsque l'ostéoclaste devient actif pour la résorption, la membrane plasmique au contact de 
l'os s'organise en deux domaines spécialisés : la zone d'ancrage et la bordure plissée. La 
résorption de la matrice osseuse s'effectue en deux étapes : dissolution de la phase minérale 
(cristaux d'hydroxyapatite) par acidification du compartiment de résorption puis dégradation 
de la matrice protéique sous l'action d'enzymes lysosomales (cathepsines) et de 
collagénases. 

3. LE REMODELAGE OSSEUX 
 

Le remodelage osseux est un processus complexe qui fait intervenir deux activités opposées 
mais complémentaires, conduisant au maintien de la masse osseuse : la formation du tissu 
osseux par les ostéoblastes et sa destruction par les ostéoclastes. C’est ainsi que le tissu 
osseux peut remplir son rôle métabolique (libération de sels minéraux lors de la résorption) 
et son rôle de soutien (adaptations architecturales aux changements de conditions 
mécaniques).  

 

Le signal qui déclenche le remodelage osseux peut être de nature mécanique (altération de 
l’architecture locale de l’os : fracture, prise de poids…) (Turner et Pavalko, 1998) ou 
hormonal comme c’est le cas dans l’ostéoporose où une diminution du taux d’estrogène 
entraîne une augmentation du nombre et de l’activité des ostéoclastes (Pacifici, 1998). Le 
remodelage en lui-même présente une succession de quatre phases parfaitement définies : 
activation, résorption, inversion et formation (Hill, 1998) (figure 3). 
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Figure 3 : Les différentes étapes du remodelage osseux. 
 
 
 
A l’état quiescent la surface de la matrice extracellulaire de l’os est recouverte par une 
bordure d’ostéoblastes (cellules bordantes), qui empêchent l’accès de la matrice aux 
ostéoclastes. Ces cellules bordantes ont une activité métabolique très réduite, mais peuvent 
se multiplier ou se différencier à nouveau en ostéoblastes fonctionnels sous l’influence de 
stimuli mécaniques ou moléculaires. Lors de la phase d’activation, sous l’action des facteurs 
ostéorésorbants [PTH, vitamine D3 et prostaglandine E2…], les ostéoblastes se rétractent et 
laissent la place aux précurseurs mononucléés des ostéoclastes, ou pré-ostéoclastes, qui 
peuvent adhérer à la matrice.  

 

Les ostéoblastes situés à proximité des pré-ostéoclastes vont favoriser la différenciation de 
ceux-ci en ostéoclastes matures via la production de différentes cytokines qui vont interagir 
avec des récepteurs présents à la surface des pré-ostéoclastes.  Les cellules 
ostéoclastiques ainsi différenciées résorbent l’os ancien et forment la lacune. C’est la phase 
de résorption. Elle débute par l’adhésion des préostéoclastes à la surface osseuse au niveau 
de la zone claire avec la constitution d’une zone de scellement conduisant à la polarisation 
de la cellule et à la formation de la bordure en brosse. Cette adhésion est possible par la 
présence de membranes spécialisées, comportant des intégrines (α2β1 et αVβ3), de la taline 
et de la vinculine associé à des faisceaux d’actine.   

 

La zone claire délimite ainsi la chambre de résorption où le pH est acide.  Cette acidité du 
milieu au niveau du compartiment sous ostéoclastique est entretenue par des pompes à 
protons (anhydrase carbonique) spécifiques de l’ostéoclaste qui expulsent les ions H+.  
Cette acidité ainsi obtenue facilite la dissolution de la phase minérale de l’os à savoir les 
cristaux d’hydroxyapatite entraînant la libération de calcium et de phosphore, et favorise par 
différentes cascades d’activation les fonctions des enzymes protéolytiques (métalloprotéases 
et cathepsines) conduisant à la destruction de la matrice organique.   

 

La dégradation de la matrice entraîne une augmentation du taux de calcium intracellulaire 
des ostéoclastes qui va provoquer une désorganisation des podosomes et par conséquent le 
détachement de l’ostéoclaste.  La phase d’inversion peut alors commencer. Les ostéoclastes 
qui se détachent de la surface osseuse meurent par apoptose vraisemblablement médiée 
par le système Fas/Fas ligand (Wu et al, 2003). Ces ostéoclastes sont alors remplacés par 
des cellules mononucléées de type macrophagique qui vont éliminer les derniers résidus de 
matrice présents dans le fond de la lacune. 

 

L’ultime phase de ce cycle est la phase de formation osseuse. Elle est caractérisée par le 
recrutement des ostéoblastes au fond de la lacune de résorption qu’ils comblent en apposant 
une nouvelle matrice collagénique non minéralisée (ou ostéoïde) qui sera secondairement 
minéralisée (figure 3). 
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4. LA TRIADE MOLÉCULAIRE OPG / RANK / RANKL  
 

Le processus de remodelage est régulé par l’action de nombreux facteurs locaux et 
systémiques (cytokines, facteur de croissance…).  La découverte en 1997 de l’OPG 
(Ostéoprotégérine) et l’identification consécutive de son ligand RANKL (Receptor Activator of 
Nuclear Factor kappa B Ligand) et de RANK ont révolutionné les connaissances sur les 
mécanismes moléculaires de régulation du remodelage osseux (Simonet et al., 1997 ; Wong 
et al., 1997a ; Anderson et al., 1997).  Cette triade moléculaire OPG / RANK / RANKL 
semble être à l’origine de l’équilibre entre résorption et apposition osseuse. 

  

Ainsi RANKL, exprimée par les cellules ostéoblastiques, est un facteur pro-résorptif 
puisqu’en se fixant sur son récepteur RANK, exprimé à la surface des cellules 
préostéoclastiques, stimule la différenciation et l’activation des ostéoclastes matures (Figure 
4).  L'OPG, membre comme RANK de la super famille des récepteurs au TNF, est 
synthétisée par les cellules ostéoblastiques (Simonet et al., 1997 ; Yasuda et al., 1998a).  
Elle est sécrétée dans l'environnement osseux et agit en tant que récepteur compétiteur 
soluble en se liant à RANKL et en empêchant la fixation de RANKL à RANK (Simonet et al., 
1997 ; Shalhoub et al., 1999).  De ce fait, l’OPG exerce un effet anti-résorptif puisqu’il inhibe 
la formation d’ostéoclastes matures.  
  
 
 
 
 
 
 

 
 
 
                   préOC 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                  
           
 
OC mature 
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Figure 4: Implication du système OPG/RANK/RANK-L dans la différenciation ostéoclastique. 
 

RANK : Receptor Activator of NF-κB ; RANKL : RANK Ligand ; m : membranaire ;  

s : soluble ; OPG : Ostéoprotégérine ; OC : Ostéoclaste ; OB : Ostéoblaste 

4.1 OPG (Ostéoprotégérine) 

4.1.1 Structure 

2
Site de 
liaison  

Domaine 
riches  40

 Peptid
e   

 1  
Figure 5 : Structure de l’ostéoprotégérine 
 
L’OPG encore appelée Osteoclastogenesis Inhibitory Factor (OCIF), Follicular Dendritic Cell 
Receptor 1 (FDCR-1), TNF Receptor related molecule 1 (TR1) ou, selon la nomenclature 
officielle, TNFRSF11B, a été identifiée comme un nouveau membre de la superfamille des 
récepteurs au TNF (Simonet et al., 1997 ; Yasuda et al., 1998b). L’OPG est synthétisée sous 
la forme d’un propeptide de 401 acides aminés dont le peptide signal est clivé générant une 
protéine mature de 380 acides aminés. L’OPG ne possédant pas de domaine cytoplasmique 
ni de domaine transmembranaire, est sécrétée sous forme de protéine soluble. Elle possède 
4 motifs riches en cystéine impliqués dans l’inhibition de l’ostéoclastogenèse, deux « death 
domain homologous » dont la fonction est actuellement inconnue, et un domaine de liaison à 
l’héparine (figure 5). En C-terminal, elle contient un résidu cystéine (Cys400) nécessaire à son 
homodimérisation. L’OPG est synthétisée sous forme de monomère de 55 kDa qui se 
dimérise par des ponts disulfures pour être sécrétée principalement comme glycoprotéine 
homodimérique de 110 kDa avec 4 à 5 sites potentiels de N-glycosylation.  Cette forme 
homodimérique semble plus active que la forme monomérique (Hofbauer et al., 2000).  En 
outre, il a été montré que  l’OPG dimérique pouvait se fixer à RANKL avec un Kd de 10nM 
tandis que la fixation de l’OPG monomérique à RANKL possédait un Kd de 3µM 
(Schneeweis et al., 2005). 

       N- C-

Death Domaine 

4.1.2 Expression 
 
L’OPG est une molécule ubiquitaire dont l’ARNm est détecté dans la peau, le foie, les 
poumons, le cœur, les reins, le placenta, les glandes mammaires et le cerveau (Simonet et 
al., 1997 ; Yasuda et al., 1998b). Elle est exprimée de façon prédominante par les cellules 
stromales de la moelle osseuse, mais son expression par les lymphocytes B et les cellules 
dendritiques est également induite par le CD40 (Cluster Differenciation 40) (Yun et al., 
1998). Enfin, les cellules endothéliales, les fibroblastes, les monocytes, les ostéoblastes 
humains en culture primaire et les lignées ostéosarcomateuses telles que MG-63 et SaOS2 
expriment fortement l’OPG (Hofbauer et al., 2000). 

 

4.1.3 Régulation 
 

La production de l’OPG est modulée par un très grand nombre de facteurs. Parmi eux, on 
peut citer l’effet stimulateur de la vitamine D3, des estrogènes, du TNFα, du TGFβ et de 
l’interleukine-1 (IL-1) (Hofbauer et al., 1998 ; Saika et al., 2001 ; Thirunavukkarasu et al., 
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2001).  La PTH et la prostaglandine E2 ont, au contraire, un effet inhibiteur sur l’expression 
de l’OPG (Gao et al., 1998 ; Lee et al., 1999 ; Brändström et al., 2001). Les glucocorticoïdes 
diminuent également l’expression d’OPG et sont de ce fait responsables de l’apparition 
d’ostéoporose chez les patients traités à long terme avec ces molécules (Hofbauer et al., 
1999). 

 

 

 

 

4.1.4 Effets biologiques 
 

Afin d’étudier les fonctions de l’OPG, des souris transgéniques surexprimant l’OPG ont été 
générées. Ces souris présentent une sévère ostéopétrose accompagnée d’une 
splénomégalie. Une augmentation de l’os trabéculaire minéralisé associée à une diminution 
du nombre d’ostéoclastes est également observée (Simonet et al., 1997). 

 

A contrario, les souris invalidées pour l’OPG présentent une ostéoporose et une diminution 
de la densité minérale osseuse accompagnée de multiples fractures et d’une stimulation de 
renouvellement osseux (Bucay et al., 1998). Ces phénomènes sont réversibles par l’injection 
intraveineuse d’OPG recombinante (Min et al., 2000). La présence d’OPG est donc 
absolument indispensable au maintien de la masse osseuse.  

 

In vitro, de nombreuses études ont montré que l’OPG sous sa forme dimérique inhibe les 
stades terminaux de la différenciation des précurseurs ostéoclastiques, supprime l’activation 
des ostéoclastes matures et induit leur apoptose (Simonet et al., 1997 ; Yasuda et al., 
1998b ; Lacey et al., 1998 ; Akatsu et al., 1998).  

 

Un autre ligand de l’OPG a été mis en évidence, il s’agit de TRAIL (TNF-Related Apoptosis-
Inducing Ligand). La fixation d’OPG à TRAIL inhibe l’effet apoptotique de TRAIL qui en 
retour bloque l’activité anti-ostéoclastique de l’OPG (Emery et al., 1998).  Par son domaine 
de liaison spécifique à l’héparine, l’OPG peut interagir avec des molécules de la famille de 
l’héparine (Yamaguchi et al., 1998). Ainsi, il a notamment été montré que l’OPG est capable 
de se fixer à la surface des cellules de myélome via un protéoglycane, le syndecan-1 (Borset 
et al., 2000). 

4.1.5 Signalisation induite par l’OPG sur les cellules ostéoclastiques 
 

L’OPG, outre sa capacité à inhiber la résorption osseuse en empêchant la fixation de RANKL 
à RANK, est capable d’agir directement sur les cellules ostéoclastiques (Hakeda et al., 
1998 ; Théoleyre et al., 2004b).  Hakeda et al. (1998), ont montré par crosslinking qu’une 
protéine de 140 kDa serait impliquée dans l’interaction de l’OPG aux cellules 
ostéoclastiques.  Théoleyre et al démontrent que l’action de l’OPG sur les ostéoclastes 
entraine la régulation de l’expression de la proMMP9.  Cette activation de la proMMP9 par 
l’OPG passe par la voie ras/MAPK impliquant la p38 et ERK1/2.  L’OPG en se fixant à 
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RANKL empêche la liaison RANK-RANKL et agit par conséquent en tant qu’inhibiteur de la 
différentiation/activation ostéoclastique.  Alors que le complexe OPG-RANKL ne peut se fixer 
à RANK, l’OPG peut se fixer au complexe RANK-RANKL préformé à la surface des 
ostéoclastes.  On a alors la formation d’un complexe ternaire OPG-RANKL-RANK.  Ce 
complexe ternaire entraine l’activation de p38 et ERK1/2 (Theoleyre et al., 2004b).  Par 
conséquent, l’OPG n’est pas uniquement définie en tant que récepteur inhibiteur de la 
fixation de RANKL sur RANK comme décrit dans la littérature, mais serait capable d’exercer 
une activité biologique directe sur les ostéoclastes. 
 

 

 

 

 

 

 

 

4.2 RANK (receptor activator of nuclear factor kappa B) 
 

4.2.1 Structure 
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Figure 6 : Structure de RANK 
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RANK appartient à la famille des récepteurs au TNF et possède environ 40% d’homologie 
avec le CD40. Son nom dans la nomenclature officielle est TNFRSF11A. C’est une protéine 
transmembranaire de type I (partie N-terminale extracellulaire) de 616 acides aminés 
possédant un peptide signal (Figure 6) (Anderson et al., 1997) et qui est présente à la 
membrane sous forme de trimère. Le domaine extracellulaire de RANK contient 4 motifs 
riches en cystéine indispensable pour la multimérisation de RANK (Hofbauer et al., 2000). 
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RANK, présent à la surface des précurseurs ostéoclastiques ou des ostéoclastes matures, 
des lymphocytes T et des cellules dendritiques, est le récepteur de RANKL.  
 

 

 

 

4.2.2 Expression 
 

L’expression des ARNm de RANK a été détectée dans différents tissus comme le muscle 
squelettique, la peau, le cerveau, les poumons et le foie (Anderson et al., 1997 ; Nakagawa 
et al., 1998 ; Min et al., 2003). Il a aussi été mis en évidence dans de nombreux systèmes 
cellulaires mais la production de la protéine est restreinte aux ostéoclastes, aux cellules 
lymphocytaires B et T, aux cellules dendritiques, aux cellules endothéliales et aux 
fibroblastes. 

 

4.2.3 Régulation 
 

L’expression de RANK peut-être stimulée par le CD40-Ligand sur les cellules dendritiques et 
par l’engagement du TCR (T-cell receptor)  associée au TGFβ et à l’IL-4 sur les lymphocytes 
T (Anderson et al., 1997). Par contre, son expression sur les pré-ostéoclastes et les 
ostéoclastes matures ne semble pas être régulée par les principaux agents ostéotropiques 
mais est induite par le M-CSF (Cappellen et al., 2002). 

 

4.2.4 Effets biologiques 
 

Pour mettre en évidence les effets biologiques de RANK, des souris ont été invalidées pour 
ce gène. Elles présentent une ostéopétrose sévère associée à un manque d’ostéoclastes 
matures tout comme les souris délétées pour le gène de RANKL (Li et al., 2000). Différentes 
études ont montré que RANKL se lie spécifiquement à RANK à la surface des pré-
ostéoclastes avec une affinité de 3 nM et que cette liaison entraîne l’activation de RANK 
indispensable à l’ostéoclastogenèse (Nakagawa et al., 1998 ; Hsu et al., 1999). Cette liaison 
RANKL-RANK est responsable au niveau de l’ostéoclaste de l’activation de NF-kB et de c-
jun kinases (Jimi et al., 1999).  Les souris RANK-/- présentent également une absence de 
ganglions lymphoïdes et un défaut de maturation des lymphocytes B et T alors qu’elles ont 
un développement thymique normal contrairement aux souris RANKL-/- (Li et al., 2000). 

 

Des souris transgéniques exprimant RANK-Fc (protéine recombinante sans le domaine 
transmembranaire) présentent quant à elles un phénotype squelettique similaire à celui des 
souris transgéniques (-/-) pour l’OPG c'est-à-dire, une diminution de l’ostéoclastogenèse et 
de la résorption osseuse, et une ostéopétrose (Hsu et al., 1999). 
 
L’ensemble de ces études montre donc que la fixation de RANKL à RANK induit la 
transduction d’un signal conduisant notamment à la différenciation des précurseurs 
ostéoclastiques et à l’activation des ostéoclastes, indispensable pour la résorption osseuse. 
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4.2.5 Signalisation dépendante de RANK dans les ostéoclastes 
 

RANK a été identifié comme un membre de la superfamille des récepteurs au TNF ne 
présentant pas de « death domain » (Anderson et al, 1997), il est donc associé à des 
protéines adaptatrices lui permettant de transduire un signal. De nombreuses études ont en 
effet montré que RANK interagit avec les protéines TRAF (TNF Receptor Associated Factor) 
et que ces interactions sont responsables de l’activation du complexe NF-kB et de JNK (Jun 
N-terminal Kinase) (Darnay et al, 1998, 1999 ; Galibert et al, 1998 ; Wong et al, 1998 ; Hsu 
et al, 1999 ; Kim et al, 1999). Plus précisément, il a été montré, dans des essais de liaison in 
vitro ou grâce à des cellules transfectées surexprimant ces molécules, que TRAF1, 2, 3, 5 et 
6 étaient capables d’interagir avec RANK. Ceci suggère que RANK possède de multiples 
domaines de liaison pour les molécules TRAF capables de réguler la différenciation, 
l’activation et la survie des ostéoclastes (Armstrong et al, 2002). Des études fonctionnelles 
récentes ont en effet mis en évidence l’existence sur RANK de trois motifs cytoplasmiques 
capables de médier indépendamment la formation et les fonctions ostéoclastiques (Liu et al, 
2004). 

4.3 RANKL (RANK Ligand) 
 

4.3.1 Structure 
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Figure 7 : Caractéristiques structurales de RANKL de souris (mRANKL) et de RANKL humain 
(hRANKL) (Theoleyre et al, 2004a ; Suzuki et al, 2004). 

IC : domaine intracellulaire ; TM : domaine transmembranaire ; EC : domaine extracellulaire ; 

N : extrémité N-terminale ; C : extrémité C-terminale. 

 

 

RANKL a été identifié et cloné par deux groupes de recherches différents, l’un à partir d’une 
lignée de cellules stromales de moelle osseuse murine ST2 (Yasuda et al, 1998a), et l’autre 
à partir de cellules myélomonocytaires murines 32D (Lacey et al, 1998). RANKL est un 
polypeptide membre de la superfamille du TNF. Différentes appellations ont été données à 
ce facteur : OPGL (Osteoprotegerin Ligand), TRANCE (TNF-Related Activation-Induced 
Cytokine), ODF (Osteoclast Differentiation Factor), cependant la nomenclature officielle est 
TNFSF11 (11ème membre de la super famille du TNF). C’est une protéine transmembranaire 
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de type II (partie N-terminale intracellulaire) sans peptide signal (Hofbauer et al., 2000) 
montrant une homologie d’environ 30% avec TRAIL (TNF Related Apoptosis Inducing 
Ligand) et CD40, et d’environ 20% avec le Fas-Ligand (Wong et al., 1997a). 

 

Que ce soit chez la souris ou chez l’homme, RANKL existe sous trois isoformes (2 formes 
membranaires et une forme soluble) résultant de l’épissage alternatif d’un même gène (Ikeda 
et al., 2001 ; Suzuki et al., 2004).   

 

L’isoforme RANKL (Figure 7) correspond à une protéine transmembranaire de 316 acides 
aminés chez la souris et de 317 acides aminés chez l’homme.  Il possède un domaine intra-
cytoplasmique complet lui permettant d’interagir avec des molécules intracellulaires. La 
différence de structure majeure entre les deux espèces concerne l’isoforme RANKL2. En 
effet, RANKL2 de souris (287 acides aminés) possède un court domaine intra-cytoplasmique 
alors que RANKL2 humain (270 acides aminés) en est dépourvu (Ikeda et al., 2003 ; Suzuki 
et al., 2004).  L’isoforme RANKL3 est une protéine soluble de 199 acides aminés chez la 
souris et de 244 chez l’homme, délétée en N-terminal pour les acides aminés correspondant 
aux domaines intra-cytoplasmique et transmembranaire de RANKL.  Elle peut également 
être libérée de la membrane plasmique après clivage protéolytique de RANKL membranaire.  
Chez la souris, ce clivage protéolytique intervient entre l’arginine 138 et la phenylalanine 139 
(Lum et al., 1999). Cette forme soluble produite peut toujours se fixer à RANK mais avec une 
efficacité ostéoclastogénique moindre, comparée à la forme membranaire (Nakashima et al., 
2000).  

 

4.2.2 Expression 
RANKL est exprimé par un grand nombre de cellules et de tissus. Ainsi, il est fortement 
présent au niveau du squelette (os, moëlle osseuse, cartilage) (Lacey et al., 1998 ; Yasuda 
et al., 1998a), dans le tissu lymphoïde (ganglions, thymus, rate, foie fœtal) et dans le 
système vasculaire (Collin-Osdoby et al., 2001). L’ARNm de RANKL a été détecté dans 
différentes lignées de cellules stromales (ST2, MC3T3-E1) et d’ostéosarcome (UMR-106, 
SaOS2), dans des ostéoblastes murins en culture primaire et dans les chondrocytes 
hypertrophiques murins (Kartsogiannis et al., 1999). Il est également présent en grande 
quantité dans les lymphocytes T et les glandes mammaires (Anderson et al., 1997 ; 
Srivastava et al., 2003). Enfin, des taux assez faibles d’ARNm de RANKL ont été mis en 
évidence dans le cerveau, le cœur, les poumons, les reins et le placenta (Kartsogiannis et 
al., 1999). 

 

4.2.3 Régulation 
 

De la même manière que l’OPG, l’expression de RANKL est régulée par de très nombreux 
facteurs.  Le taux d’ARNm de RANKL est notamment stimulé par la vitamine D3, l’IL-1, l’IL-6, 
l’IL-11, le TNFα, l’oncostatine M, la PTH et la prostaglandine E2 (Hofbauer et al., 1998 ; 
Nakashima et al., 2000 ; Palmqvist et al., 2002 ; Huang et al., 2004). A l’opposé, il est inhibé 
notamment par le TGFβ (Transforming Growth Factor β) et l’IL-13 (Nakashima et al., 2000). 

 

4.2.4 Effets biologiques 
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Pour mieux comprendre les effets biologiques de RANKL, des souris ont été invalidées pour 
ce gène. Ces souris présentent une ostéopétrose sévère associée à une absence totale 
d’ostéoclastes due à l’incapacité des ostéoblastes à supporter l’ostéoclastogenèse, induisant 
une augmentation de la densité minérale osseuse et une hématopoïèse compensatoire 
extramédullaire (Kong et al., 1999). Ces résultats mettent en évidence le rôle clé de RANKL 
dans la résorption osseuse.  
 
Enfin, RANKL joue un rôle majeur dans les fonctions immunitaires puisqu’il semble être très 
fortement impliqué dans la régulation de l’organogenèse des ganglions lymphoïdes et dans 
le développement du thymus (Kong et al., 1999). En effet, les souris RANKL-/- présentent 
une absence totale de ganglions lymphoïdes, alors qu’elles ont une organisation normale de 
la rate, et un défaut de développement thymique, ceci conduisant à un défaut de maturation 
des lymphocytes B et T. Le rôle de RANKL dans le système immunitaire peut également être 
étendu aux cellules dendritiques puisqu’il est capable de stimuler leur activation et leur survie 
(Anderson et al., 1997 ; Wong et al.,1997b). 

 

4.2.5 Signalisation impliquée dans la régulation de l’expression de RANKL dans les 
cellules ostéoblastiques 
. 
 

La voie de la protéine kinase C (PKC) a été démontrée comme étant capable de réguler 
l’expression de l’ARNm RANKL dans les cellules ostéoblastiques.  En effet, le PMA (phorbol-
12-myristate-13-acetate), qui est un activateur de la voie PKC et du clivage de nombreuses 
protéines membranaires, stimule la différenciation ostéoclastique via une induction de 
RANKL dans les cellules ostéoblastiques.  Cette stimulation est inhibée par l’utilisation 
d’inhibiteurs de la voie PKC.  De plus, la PKA pourrait aussi intervenir dans la régulation de 
l’expression de l’ARNm RANKL étant donné que l’effet de la PTH sur l’expression de RANKL 
passe par la voie PKA. (Kwan Tat et al., 2004).  

 

 

 

 

 

 

5. SHEDDING PROTÉOLYTIQUE. 
 
Des protéines cellulaires localisées à la surface de la cellule peuvent être clivées 
protéolytiquement par un processus  de « Shedding cellulaire » afin de libérer leur domaine 
extracellulaire dans le milieu environnant.  Ce clivage protéolytique est responsable de la 
production par la cellule de divers cytokines d’intérêts, de facteurs de croissance de même 
que d’autres médiateurs indispensables au bon fonctionnement de l’organisme (Mohammed 
et al., 2003).  Le TNF-α, le TGF-α, le CD40, ainsi que des molécules d’adhésion cellulaire 
telle que l’ICAM (InterCellular Adhesion Molecule) et la L-selectine, subissent tous un clivage 
membranaire afin de libérer leur partie extracellulaire. Ce mécanisme de shedding cellulaire 
ne permet pas seulement de libérer des facteurs dans le milieu externe mais contrôle 
également l’expression péricellulaire de nombreux récepteurs membranaires tels que le 
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TNFR-I et II, l’IL6R et l’IL-1R.  En clivant ces récepteurs, on peut ainsi moduler le taux de 
récepteur fonctionnel à la surface de la cellule (Hooper et al., 1997). 
 
A ce jour, plusieurs études ont pu montrer, par l’utilisation d’inhibiteurs, l’implication des 
métalloprotéases dans la réalisation du shedding cellulaire (Kanamaru et al., 2004).  Les 
protéases, couramment citées dans la littérature comme étant capables de cliver 
enzymatiquement les protéines membranaires, font parties de la super famille des ADAM (A 
Disintegrin And Mettalloprotease) ou de la super famille des MMP (matrix 
metalloproteinases) (Murphy et Lee, 2005).  
 
 
 
 
 

5.1 Les ADAM (A Disintegrin And Mettalloprotease) 
 
Cette famille comprend plus de 29 protéines qui possèdent toutes un large domaine 
extracellulaire composé de cinq régions : un pro-domaine, un domaine métalloprotéase, un 
domaine désintégrine, une région riche en cystéines et une région EGF (epidermal growth 
factor) (Figure 8). Leur structure comprend aussi un domaine transmembranaire et un 
domaine cytoplasmique dont la longueur est très variable.  Le pro-domaine (Pro) maintient la 
protéine dans sa forme inactive en bloquant le site actif du domaine métalloprotéase (Méta) 
grâce à l’intervention d’une cystéine.  Les domaines désintégrines (Dis), riches en cystéine 
(Cys) et les répétitions de type EGF composent la région de la protéine impliquée dans 
l’adhérence et dans des interactions cellule-cellule. Enfin, le domaine métalloprotéase est 
quant à lui, responsable de la libération de plusieurs cytokines solubles via un mécanisme de 
clivage protéolytique de protéines membranaires (Moss et al. , 2001).   

 

Concernant la régulation de l’activité de ces ADAM, des inhibiteurs physiologiques 
endogènes, les TIMP (tissue inhibitors of metalloproteinases), sont impliqués dans cette 
modulation.  TIMP-1 peut inhiber ADAM-10 et ADAM-17 alors que TIMP-2, -3 et -4 peuvent 
inhiber ADAM-17, ADAM-28 et ADAM-33 en se liant au domaine métalloprotéase (Huovila et 
al., 2005).  Enfin, le domaine cytoplasmique des ADAM est responsable de la régulation de 
l’activité catalytique du domaine métalloprotéase en interagissant avec des protéines 
intracellulaires (Seals et Courtneidge, 2003).  

 

 

 
 
 
 
 
 
 

Figure 8 : Structure des protéines ADAM (Moss et al. , 2001) 
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5.2 Les MMP (Matrix MetalloProteinase) 
 
Cette famille est composée de plus de vingt endopeptidases et divisé en plusieurs classes. 
On trouve parmi ces endopeptidases, la collagénase, les matrilysines, les stromélysines, les 
gélatinases et les métalloprotéinases de type membranaire (Nagase et al., 1999).  Toutes les 
MMP sont constituées de trois domaines : le pré-domaine nécessaire à leur acheminement 
intracellulaire jusqu’à la surface cellulaire, le pro-domaine et le domaine catalytique (Figure 
9). Le pré-domaine est rapidement éliminé et absent de la forme mâture de la protéase. Le 
pro-domaine maintient l’activité enzymatique sous forme latente et il est constitué d’une 
séquence peptidique qui comprend un  résidu cystéine interagissant avec le site catalytique. 
La protéolyse de ce pro-domaine conduit à l’activation de l’enzyme. Enfin, le domaine 
catalytique essentiel à l’activité protéolytique contient un atome de zinc maintenu par trois 
résidus histidine (Massova et al., 1998).   
 
L’activité des métalloprotéases peut être modulée par divers facteurs solubles 
extracellulaires ou/et contrôlée au niveau intracellulaire par des inhibiteurs physiologiques, 
les TIMPs.  Ces inhibiteurs endogènes,  issus des mêmes cellules que les MMP, sont 
produits de façon constitutive afin de préserver un équilibre enzymes/inhibiteurs qui contrôle 
les processus physiologiques.  TIMP-1 a la capacité de se lier à la MMP9 (Hosford et al., 
2004) et d’inhiber son action catalytique mais elle est aussi connue pour inhiber les formes 
actives d’autres MMP à l’exception de la MMP-2.  TIMP-2 présente une forte affinité pour les 
formes actives et latentes de la MMP-2.  Contrairement aux autres TIMPs, qui sont sécrétés 
par les cellules et restent solubles dans le compartiment matriciel, TIMP-3 est insoluble et 
est fixé à la matrice extracellulaire.  Il inhibe l’activité des MMP-1, -2, -3, -9 et -13.  TIMP-4, 
quant à lui, a été principalement détecté dans le cœur et inhibe les MMP-2, -9 et -7 (Greene 
et al., 1996 ; Brew et al., 2000 ; Murphy et Knauper, 1997). 
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Figure 9 : Structure des MMPs. S: peptide signal, Pro: propeptide, Cat: domaine catalytique, Zn: site 

d’activation du zinc, Hpx: domaine d’hémopexine, Fn: domaine fibronectine, V: vitronectine, I: 
domaine transmembraire, G: GPI, Cp: domaine cytoplasmique. Le site de clivage par la furine est 
positionnée par une bande noire entre le domaine propeptide et le domaine catalytique (Visse et 
Nagase, 2003). 

 
 
 

5.3 Les métalloprotéases transmembranaires 
 
Les métalloprotéases transmembranaires (de MT1-MMP à MT6-MMP aussi appelées MMP-
14, -15, -16, -17, -24, -25) sont caractérisées par un ancrage membranaire et pour quatre 
d’entre elles par un court domaine cytoplasmique dans leur partie C-terminal.  C’est par cette 
localisation membranaire que les MT-MMP se différencient des MMP (Seiki, 1999).   Les 
MT-MMP, ancrées dans la membrane plasmique, ont leur site catalytique orienté vers 
l’espace extracellulaire. Cet ancrage leur permet d’être présentes dans le milieu 
extracellulaire pour exercer leur rôle de dégradation et d’être plus résistantes aux inhibiteurs 
protéasiques présents dans ce milieu. Les MT-MMP sont synthétisées sous formes de 
proenzymes et sont activées dans la cellule par l’action de la Furine (Sato et al., 1996 ; Pei 
et Weiss, 1996).   

 

Après l’activation par la furine, ces MT-MMP jouent un rôle direct dans la dégradation de la 
matrice extracellulaire.  La MT1-MMP est connue pour son action d’hydrolyse du collagène 
des types I et III, de la fibronectine, de la vitronectine et des protéoglycanes du cartilage (Pei 
et Weiss, 1996 ; Ohuchi et al., 1997 ; Ortho et al., 1997).  La MT2-MMP, quant à elle, peut 
agir sur la fibronectine, la tenascine, la laminine, l’aggrecan et le perlecan (Ortho et al., 1997) 
alors que la MT3-MMP peut dégrader le collagène du type III et la fibronectine (Matsumoto et 
al., 1997).  En outre, la MT3-MMP est aussi connue pour sa participation à l’invasion des 
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mélanomes en s’associant au Melanoma Chondroitine Sulfate Proteoglycan (Iida et al., 
2001).  

 

En plus de leur rôle dans la dégradation directe de la matrice extracellulaire, ces enzymes 
peuvent intervenir dans l’activation protéolytique des autres MMP.  Ainsi, la MT1-MMP, de 
même que la MT2 et la MT3-MMP, sont toutes décrites pour être capable d’activer la pro-
MMP-2 (pro gélatinase A) en MMP-2 avec une efficacité d’activation maximum pour la MT1-
MMP suivie de la MT3-MMP et de la MT2-MMP (Seiki, 1999).  Outre cette capacité 
activatrice de la MT1-MMP sur la pro-MMP-2, la MT1-MMP a aussi été récemment proposée 
pour son implication dans le clivage protéolytique de RANKL membranaire.  En effet, 
plusieurs études ont pu démontrer qu’une surexpression de la MT1-MMP pouvait augmenter 
le clivage de RANKL membranaire (Schlondorff et al., 2001 ; Hikita et al., 2005). 
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6.  LES PROTÉOGLYCANES 
 

Les protéoglycanes (PG) sont présents en grand nombre dans l’organisme et 
particulièrement dans la peau et le cartilage. Ils sont également exprimés en plus faible 
quantité dans le tissu osseux, mais ils jouent un rôle majeur dans le contrôle de nombreuses 
activités biologiques. Ce sont des macromolécules complexes composées d’une chaîne 
protéique sur laquelle sont greffées, par liaison covalente, une ou plusieurs chaînes d’oses 
(ou glycosaminoglycanes) plus ou moins sulfatées. Les PG présentent une grande variabilité 
structurale. En effet, la taille de la chaîne protéique est comprise entre 10 et 500 kDa et le 
nombre de glycosaminoglycanes (GAG), attachés à celle-ci, varie entre 1 et 100 (Ruoslahti, 
1988 ; Kjéllen et Lindahl, 1991 ; Prydz et Dalen, 2000). De plus, outre les GAG, les 
protéoglycanes possèdent des oligosaccharides liés par des liaisons N- ou O-glycosidiques. 
Ces molécules sont regroupées en quatre groupes : les PG extracellulaires de grande taille, 
les petits PG riches en leucine, les PG membranaires et les PG des membranes basales. La 
diversité des protéoglycanes leur confère de nombreuses fonctions biologiques. 

 

6.1 Les glycosaminoglycanes (GAG) 
 

Les glycosaminoglycanes correspondent à de longues chaînes glucidiques non ramifiées 
constituées par la répétition d’une unité disaccharidique. Selon la nature des résidus 
composant cette unité disaccharidique, il est possible de distinguer 4 familles de GAG : 
chondroïtine sulfate et dermatane sulfate, kératane sulfate, héparane sulfate et héparine, et 
acide hyaluronique (Tableau 1). Ces chaînes glucidiques sont fixées sur l’axe protéique par 
l’intermédiaire d’un tétrasaccharide composé d’une xylose, de deux galactoses et d’un acide 
glucuronique. 

 

 
 
 
 
 

 
 

Chondroïtine sulfate 
 

(acide glucuronique + N-acétylgalactosamine) 
 

 
Dermatane sulfate 

 
(acide glucuronique ou acide iduronique +      

N-acétylgalactosamine 
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Kératane sulfate 
 

(galactose + N-acétylglucosamine) 
 

 
 

Héparine et héparane sulfate 
 

(acide glucuronique ou iduronique +          
N-acétylglucosamine) 

 

 
 

Acide hyaluronique 
 

(acide glucuronique + N-acétylglucosamine) 
 
 

 
 
 
Tableau 1 : Structure des différents glycosaminoglycanes. 
 

 
 

6.2 Les protéoglycanes majeurs de l’os 
 

6.2.1 La décorine et le biglycan 
 

La décorine et le biglycan sont fortement exprimés dans l’os (Fisher et al, 1989 ; Bianco et 
al, 1990). Ces molécules, dont le poids moléculaire est de 45-50 kDa, sont composées d’un 
axe protéique comportant la répétition de 10 motifs riches en leucine associés à des régions 
riches en cystéines (Neame et al, 1989) (figure 10). A l’extrémité N-terminale, la décorine et 
le biglycan présentent respectivement 1 et 2 sites d’attachement pour des chaînes de 
dermatane sulfate ou, plus généralement dans l’os, de chondroïtine sulfate.  

 

La délétion des gènes codant la décorine et le biglycan chez la souris, a permis de mettre en 
évidence le rôle important de ces molécules dans la formation osseuse in vivo. En effet, les 
souris déficientes pour le biglycan présentent une ostéoporose due à une diminution de la 
formation osseuse (Young et al, 2002). Chez ces animaux, un nombre et une activité plus 
faibles des ostéoblastes ont été mis en évidence.  

 

Le rôle de ces PG dans la formation osseuse est dépendant du TGFβ. En effet, la décorine 
et le biglycan sont capables de se lier à ce facteur de croissance et de contrôler son activité, 
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soit en le séquestrant dans la matrice, soit en facilitant sa fixation sur ses récepteurs 
spécifiques (Hildebrand et al, 1994 ; Takeuchi et al, 1994). Des études récentes ont mis en 
évidence, chez les souris invalidées pour la décorine et le biglycan, qu’en l’absence de ces 
deux molécules, le TGFβ n’est plus séquestré dans la matrice et qu’il se fixe ainsi en excès 
sur ses récepteurs exprimés à la surface des cellules stromales de la moëlle osseuse (Bi et 
al, 2005). Ceci a pour conséquence le passage de ces cellules d’un état de croissance à un 
état d’apoptose, ce qui induit une diminution du nombre des cellules ostéoprogénitrices et 
donc, à terme, une diminution de la formation osseuse. Des études réalisées par Grant et al, 
ont par ailleurs évalué le rôle de la décorine dans la croissance tumorale (Grant et al, 2002). 
Ces auteurs ont ainsi montré que la décorine peut inhiber la croissance tumorale in vivo en 
supprimant la production, par les cellules tumorales, d’un puissant facteur angiogénique, le 
Vascular Endothelial Growth Factor. 

 

 

 
 
 
 
DECORINE 
 

 
 
 
 
BIGLYCAN 
 

 
 
 
 
Figure 10 : Représentation schématique de la décorine et du biglycan. 
 

 : axe protéique ;  : domaine riche en leucine ;  : chaîne de chondroïtine ou 
dermatane sulfate ;  : résidu cystéine ; N : extrémité N-terminale ; C : extrémité C-terminale. 
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6.2.2 Les syndecans 
 

Les syndecans correspondent à des « heparan sulfate proteoglycans » (HSPG) 
transmembranaires et comportent 4 membres. Ce sont des molécules membranaires de type 
I avec des domaines transmembranaire et cytoplasmique homologues et fortement 
conservés (Bernfield et al, 1992) (figure 11). Les GAG attachés aux syndecans sont 
essentiellement des molécules d’héparane sulfate mais il est également possible de trouver 
du chondroïtine sulfate (Bernfield et Sanderson, 1990) (figure 11). Le syndecan-1 a été à 
l’origine identifié dans les cellules épithéliales mammaires de souris (Saunders et al, 1989) 
mais il est présent dans de très nombreux autres types cellulaires, dont les ostéoblastes, de 
même que les syndecans-2 et -4 (Kim et al, 1994 ; Birch et Skerry, 1999). Le syndecan-3, 
quant à lui, est exprimé principalement dans le tissu nerveux.  

 

Les syndecans sont capables d’établir des interactions cellules-cellules ou cellules-matrice. 
En effet, le syndecan-4, en association avec des intégrines, peut interagir avec des protéines 
de la matrice extracellulaire telles que la fibronectine ou la vitronectine (Woods et 
Couchman, 1998).  

 

Les syndecans sont également des molécules capables d’interagir avec de nombreux 
facteurs de croissance et ainsi de moduler leur activité. C’est le cas pour les FGF (Fibroblast 
Growth factors) (Steinfeld et al, 1996). Au sein de l’os, les FGF contrôlent la formation 
osseuse en régulant la différenciation des ostéoblastes (Marie, 2003). Des travaux récents 
ont également montré que, dans la polyarthrite rhumatoïde, le FGF-2 en se liant aux HSPG 
exprimés par les fibroblastes synoviaux, induisait l’expression de RANKL et par conséquent 
la maturation des ostéoclastes (Nakano et al, 2004). 

 

Un rôle prépondérant du syndecan-1 a par ailleurs été identifié dans le myélome multiple. 
Cette pathologie est caractérisée par une accumulation de cellules plasmocytaires malignes 
dans la moëlle osseuse couplée à un déséquilibre de la balance ostéoblastes/ostéoclastes 
conduisant à des ostéolyses (Bataille et al, 1989, 1997). Les cellules de myélome expriment 
fortement le syndecan-1 et il a été démontré récemment que l’OPG via son domaine de 
liaison à l’héparine pouvait interagir avec le syndecan-1 avant d’être internalisée et dégradée 
par les cellules de myelome (Standal et al., 2002).  
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Figure 11 : Représentation schématique des syndecans. 
 

 : chaîne d’héparane sulfate ;   : chaîne de chondroïtine sulfate. 
 

 

 

 

 

7. MÉCANISMES D’INTERNALISATION ET DE DÉGRADATION 
INTRACELLULAIRE DES PROTÉINES. 
 

7.1 L’endocytose  
 
 
L’endocytose est un processus fondamental de la vie cellulaire consistant en l’internalisation 
vers des compartiments intracellulaires de portions de la membrane plasmique et de 
protéines membranaires. Les protéines membranaires sont internalisées vers des 
endosomes soit de façon constitutive, comme dans le cas des récepteurs impliqués dans 
l’approvisionnement cellulaire en nutriments (récepteur de la transferrine), soit de façon 
induite par la liaison de leurs ligands, comme dans le cas de récepteurs ayant un rôle de 
transmission du signal cellulaire. 

7.1.1 L’endocytose dépendante de la clathrine 
 
La voie majeure d’internalisation des protéines membranaires est la voie dite dépendante de 
la clathrine, qui passe par des structures spécialisées de la membrane plasmique appelées 
puits recouverts de clathrine (CCP, clathrin coated pits). Ces structures sont caractérisées 
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par la présence d’un manteau protéique constitué majoritairement du complexe AP-2 et de la 
clathrine. Le complexe adaptateur AP-2 contrôle la polymérisation de la clathrine à la 
membrane et sélectionne les molécules à internaliser (Benmerah et Lamaza, 2002). Les 
récepteurs internalisés par cette voie sont classés en deux groupes. Certains, comme celui 
de la transferrine ou des LDL (low density lipoproteins) le sont de façon « constitutive », 
c’est-à-dire indépendamment de la liaison de leur ligand, et se réinsèrent dans la membrane 
plasmique, alors que d’autres, principalement les récepteurs de facteurs de croissance tel 
que l’EGF (epidermal growth factor) et l’insuline, ne sont internalisés qu’après la liaison de 
leur ligand et sont dégradés par la suite dans les lysosomes. L’interaction de l’insuline sur 
son récepteur membranaire permet de transduire un signal via la voie Ras/Erk. Le complexe 
est ensuite internalisé et dirigé soit dans la voie de recyclage vers la membrane plasmique, 
soit dans la voie de dégradation lysosomale (Li et al., 2005) . 
 
 Une fois dans les endosomes, les complexes protéiques ont un devenir variable 
(Figure 12). Le pH acide des endosomes peut favoriser la dissociation entre ligand et 
récepteur (Krueger et al., 1997). Les récepteurs «vides» de leur ligand reprennent la 
conformation qu’ils avaient avant activation et sont déphosphorylés et recyclés vers la 
membrane plasmique. Le récepteur de la GnRH (gonadotropin-releasing hormone) (Vrecl 
et al., 1998), est un exemple de récepteurs qui sont recyclés. D’autres récepteurs, comme le 
récepteur PAR-1 (Protease-Activated Receptor-1) de la thrombine (Trejo et al., 1999), une 
fois arrivés dans le compartiment endosomique, sont au contraire dirigés vers les lysosomes 
où ils sont dégradés. Dans ce cas, le processus rapide de dégradation dans les lysosomes 
se justifie par le clivage protéolytique du récepteur lors de son activation, qui en fait un 
récepteur à usage unique. Pour les autres complexes protéiques ne recyclant pas, 
l’endocytose et la dégradation qui s’ensuivent favorisent vraisemblablement une 
transmission du signal cellulaire extrêmement transitoire.  
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Figure 12. Les différentes voies d’endocytose (Benmerah et Lamaze, 2002). 
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7.1.2 L’endocytose indépendante de la clathrine (EIC) 
 

7.1.2.1 Les cavéoles 
 

Les cavéoles sont nombreuses dans les cellules endothéliales et absentes des lymphocytes 
et des neuroblastes. Leur caractérisation moléculaire a été facilitée par l’identification en 
1992 de la cavéoline (Rothberg et al., 1992), une protéine intégrale impliquée dans leur 
formation et qui se lie au cholestérol. L’enrichissement spécifique des cavéoles en 
cholestérol et en glycosphingolipides leur confère les propriétés caractéristiques des 
microdomaines lipidiques. L’enrichissement des cavéoles en intermédiaires des voies de 
signalisation laisse penser qu’elles jouent un rôle important dans la signalisation. En 
revanche,  leur rôle dans l’endocytose est resté longtemps controversé. Elles sont sûrement 
impliquées dans la transcytose de molécules, dans les cellules endothéliales et dans 
l’endocytose de certaines toxines bactériennes. Des travaux permettent de dégager un 
certain consensus. Dans la plupart des cellules, à l’état basal, les cavéoles seraient des 
organites très peu dynamiques qui ne sont pas endocytés de manière constitutive (Thomsen 
et al, 2002). Elles possèdent l’équipement protéique nécessaire pour se détacher de la 
membrane et fusionner avec les compartiments intracellulaires. De fait, l’internalisation par 
les cavéoles peut être induite par certains virus, par des bactéries ou encore en réponse à 
l’agrégation des protéines « glypiées » (ancre GPI, glycosyl phosphate inositol) (Kurzchalia 
et Parton, 1999). Il est intéressant de noter que la surexpression de la cavéoline augmente 
l’endocytose de l’hormone de croissance (Lobie et al, 1999) tandis qu’elle bloque 
l’endocytose du facteur autocrine de mobilité AMF (Le PU et al, 2002). Il apparaît donc que 
le rôle des cavéoles dans l’EIC est étroitement lié au type de molécule étudiée. 

 

 

7.1.2.2 Lipides rafts 
La répartition asymétrique de certains lipides dans le plan latéral des membranes crée des 
microdomaines particuliers sous forme de phase liquide ordonnée dans un environnement 
membranaire plus fluide, ce qui permet de concentrer sélectivement certaines protéines. La 
composition lipidique particulière de ces microdomaines les rend résistants à l’action de 
détergents anioniques à 4°C, une propriété utilisée pour les isoler. Ces microdomaines sont 
enrichis en cholestérol, glycosphingolipides, sphingomyéline et en glycérophospholipides 
insaturés, tout comme les cavéoles qui constituent une variété de microdomaines. À l’image 
des cavéoles, les microdomaines sont enrichis en protéines « glypiées » (Simons, et 
Toomre, 2000). L’étude de l’endocytose des protéines « glypiées » a suggéré que les 
microdomaines seraient impliqués dans leur internalisation. Récemment, les microdomaines 
ont été impliqués dans des phénomènes d’endocytose plus conventionnels. Ainsi, le 
récepteur de l’interleukine-2 est associé de façon constitutive aux microdomaines de la 
membrane plasmique et est présent dans les endosomes précoces, suggérant que les 
récepteurs restent associés aux microdomaines au cours de leur endocytose. Il a été montré 
que des lipides récepteurs de toxines bactériennes, comme la toxine cholérique (Orlandi, 
1998), sont concentrés dans les microdomaines et subissent une endocytose dynamique 
(Falguières, 2001). Les microdomaines de la membrane plasmique présentent donc des 
caractéristiques qui leur permettent d’assurer l’endocytose efficace de lipides et de 
récepteurs, de façon indépendante des CCP et des cavéoles.  
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La composition lipidique particulière des lipides rafts ou microdomaines et les cavéoles sont 
enrichies en cholestérol, glycosphingolipides, sphingomyéline et en glycérophospholipides 
(Martinez-Vicente et al., 2005).  La répartition asymétrique de certains lipides dans le plan 
latéral des membranes crée des microdomaines particuliers, ce qui permet de concentrer 
sélectivement certaines protéines.  A l’inverse, les cavéoles sont caractérisées par leur 
forme en oméga inversé, ce qui a facilité leur identification en microscopie électronique. Les 
cavéoles nombreuses dans les cellules endothéliales sont constituées par de la cavéoline, 
une protéine intégrale impliquée dans la forme inversée et qui se lie au cholestérol. 
L’enrichissement spécifique des cavéoles en cholestérol et en glycosphingolipides leur 
confère les propriétés caractéristiques des microdomaines lipidiques. Ces cavéoles sont 
impliquées dans l’endocytose de diverses molécules. Il est aussi intéressant de noter que la 
surexpression de la cavéoline augmente l’endocytose de l’hormone de croissance (Lobie et 
al., 1999).  Il a été montré récemment que le récepteur TNFRI été plus particulièrement 
localisé au niveau des cavéoles et qu’en présence de TNF, l’endocytose de TNFRI était 
constatée (Alessio et al., 2005).  D’autres récepteurs membranaires tel que  le TGF-βR et la 
gp60 peuvent aussi internaliser leur ligands TGF-β et l’albumine respectivement via la voie 
des cavéoles (Puri et al., 2005; Shajahan et al., 2004) . 

 

Enfin, les microdomaines ont été impliqués dans des phénomènes d’endocytose très 
conventionnels.  Le Syndecan-1 est endocyté via la voie des lipides-rafts (microdomaine) 
pour être ensuite dégradé par les lysosomes (Lamaze et al., 2001 ; Standal et al., 2002).  
D’autres récepteurs transmembranaires tels que le récepteur de l’antigène des lymphocytes 
T et le récepteur à haute affinité des IgE ont été retrouvés dans les microdomaines 
(Benmerah et Lamaza, 2002). Les microdomaines de la membrane plasmique présentent 
donc des caractéristiques qui leur permettent d’assurer l’endocytose efficace de lipides et de 
récepteurs, de façon indépendante des CCP et des cavéoles. 

 

 

 

7.3 Dégradation intracellulaire des protéines et des produits endocytés par la cellule. 
Il existe un équilibre entre la synthèse protéique et la dégradation intracellulaire des 
protéines. En effet, la cellule est capable de contrôler la survie des protéines synthétisées 
par deux mécanismes de dégradation intracellulaire : le protéasome et les lysosomes.   

7.3.1 Le protéasome  
Le protéasome est un complexe protéolytique de haut poids moléculaire, présent aussi bien 
dans le cytosol que dans le noyau.  A l’intérieur de ce complexe d’environ 700 kDa, se 
trouvent les sites actifs assurant la protéolyse. Les protéines destinées à être dégradées 
sont reconnues spécifiquement sous une forme dépliée au cœur protéolytique du complexe 
protéasome.  Pour qu’une molécule puisse être dégradée par le protéasome, un signal 
constitué par une ou plusieurs chaînes de molécules d’ubiquitine est nécessaire (Haas et 
Siepmann, 1997).  Les rôles physiologiques du protéasome sont impliqués dans la 
dégradation d'un grand nombre de protéines cytosoliques et nucléaires (Goldberg et al., 
2002), ainsi que dans la dégradation de protéines anormales ou oxydées (Doherty et al., 
2002). Le protéasome intervient également dans la présentation des antigènes au système 
immunitaire (Inaba et Inaba, 2005) et grâce à des séquences NLS (nuclear localization 
signal) situées sur certaines de ces sous-unités, le protéasome peut être dirigé vers le 
noyau, où il va réguler la division cellulaire par l’intermédiaire de la protéolyse des cyclines 
(Seufert et al., 1995).  
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7.3.2 Le lysosome 
A l’inverse, le lysosome, qui est un organite intracellulaire contenant une panoplie de plus de 
40 hydrolases essentielles pour la dégradation de molécules biologiques, ne requiert pas de 
signal spécifique (Bechet et al., 2005). Une fois que les molécules exogènes ou endogènes 
se retrouvent à l’intérieur d’une vésicule, celle-ci fusionne avec le compartiment lysosomial et 
les protéines sont ensuite dégradées.  Des cellules de myélome exprimant le Syndecan-1 
sont capables d’internaliser l’OPG via la voie des lipides-rafts avant de le dégrader dans les 
lysosomes.  En effet, une localisation de l’OPG a été retrouvée au niveau du cytoplasme à 
l’intérieur des compartiments lysosomiaux (Standal et al., 2002).  Cette dégradation 
protéolytique du lysosome est assurée par des endopeptidases et des exopeptidases à un 
pH acide (pH 5). La plupart des protéines sont complètement dégradées en peptides et en 
acides aminés à l’intérieur du lysosome pour être ensuite réutilisé pour la fabrication de 
nouvelles protéines (Bechet et al., 2005). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

8. BUT DE LA THÈSE 
 

Comme tous les tissus, le système ostéoarticulaire est le siège de dérégulations conduisant 
à l’apparition de diverses pathologies. En effet, le maintien de l’architecture osseuse repose 
sur un équilibre entre deux mécanismes fondamentaux, la résorption osseuse et la formation 
osseuse et tout déséquilibre est à l’origine de nombreuses pathologies ostéo-condensantes, 
ostéolytiques, bénignes ou malignes.  

 

La balance apposition/résorption osseuse est essentiellement régulée par la triade 
moléculaire OPG/RANK/RANKL. Ce système a été décrit pour être dérégulé dans plusieurs 
pathologies ostéolytiques d’origine tumorale telles que le myélome multiple (Grimaud et al., 
2003 ; Giuliani et al., 2001 ; Roux et al., 2002). En effet, l’augmentation de l’expression de 
RANKL, directement par les cellules tumorales ou indirectement par les cellules stromales 
ou les lymphocytes T, joue un rôle prépondérant dans la destruction osseuse consécutive à 
cette affection. Comme on l’a vu précédemment, RANKL peut être exprimé au niveau 
membranaire de la cellule ou produit sous forme soluble, soit directement par la cellule, soit 
par un mécanisme protéolytique de clivage membranaire.  Dans de nombreuses pathologies, 
le taux de RANKL soluble circulant dans le sang est augmenté, d’où l’intérêt thérapeutique 
de limiter sa production, soit par inhibition du clivage de RANKL membranaire, soit par 
inhibition de l’expression de RANKL membranaire.  A l’inverse, la production endogène 
d’OPG est soit inhibée soit trop faible pour compenser l’augmentation de l’expression de 
RANKL. Par conséquent, la triade OPG/RANK/RANKL pourrait devenir une cible moléculaire 
privilégiée pour le développement de nouvelles approches thérapeutiques dans le cas 
d’ostéolyses d’origine tumorale mais également non tumorale.  
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Plusieurs études ont pu montrer que l’administration de l’OPG en tant qu’agent 
thérapeutique pouvait contrôler l’hypercalcémie maligne et l’apparition ou la progression de 
métastase osseuse, diminuer la résorption osseuse et augmenter la masse osseuse 
(capparelli et al., 2000 ; Luger et al., 2001).  Si son efficacité a été démontrée contre la 
résorption osseuse, cependant, son devenir après son administration reste très flou.  Par 
conséquent, nous avons entrepris une étude de la biodisponibilité de l’OPG dans le milieu 
extracellulaire.   
 
Plusieurs isoformes de RANKL sont connues. La forme soluble peut être obtenue suite à un 
clivage protéolytique de RANKL membranaire.  Un tel mécanisme de clivage protéolytique 
peut éventuellement moduler la biodisponibilité d’OPG extracellulaire.  Afin de  mener à bien 
ces projets,  nous avons utilisé des cellules humaines de rein fœtal (293) n’exprimant 
initialement ni RANKL ni OPG et qui ont été transfectées par du cDNA de RANKL 
transmembranaire totale de souris (293RL).  Les études menées sur l’influence de RANKL 
sur la biodisponibilité de l’OPG et sur le clivage protéolytique ont également été effectuées 
sur les cellules 293 transfectées par du cDNA de RANKL transmembranaire ayant le 
domaine intracytoplasmique incomplet (293RL2.0) ou absent (293RL2.1).  Enfin, nous avons 
mené une étude sur la participation de ces différentes  isoformes de RANKL dans la 
différentiation ostéoclastique.  Pour cela, la lignée RAW 264.7, qui est une lignée 
monocytaire murine capable de se différencier en ostéoclastes sous l’action de RANKL 
soluble in vitro, a été choisie comme modèle d’ostéoclastogenèse (Wittrant et al., 2004).  Les 
différentes cellules exprimant les différentes isoformes de RANKL ont ainsi été cultivées en 
co-cultures avec les cellules RAW 264.7. 
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1) CLONAGE ET TRANSFECTION D’ISOFORME DE RANKL DE SOURIS 
 
 

I T E
 

RANKL   
 

44 71 316 14 48 
ETI’ 

1 

 
 
 
 RANKL 2.0 
 
 

ET
42 19 287 1  

 
 
 
 

RANKL 2.1  

1 24 269  
 
 
 
Figure 13 : Représentation des isoformes de RANKL de souris 

I: Intra cellulaire  I’ : Intra cellulaire incomplet 
T: Trans membranaire 
E: Extra cellulaire 

 

 

 

 

Le protocole de clonage des isoformes de RANKL (Fig. 13) a été mené en deux étapes (fig. 
14).  Après avoir inséré le domaine intracellulaire tronqué (I’) dans le plasmide pcDNA3 (Fig. 
15), le domaine transmembranaire et extracellulaire (T-E) a été rajouté au plasmide pcDNA3 
ayant intégré ou non le domaine intracellulaire.   
 

a) Clonage du domaine intracytoplasmique (I’) 
 

 La séquence intracytoplasmique (I’) est choisie à partir de la séquence du cDNA de RANKL2.0 
de souris (gi : 8843822) et correspond aux séquences en position 1 à 54.  Les oligonucléotides 
sens et antisens ont été synthétisés par Sigma Genosys.  

 

Séquence Intracytoplasmique (I’) 
 
Sens  
 

GATCCATGCGCCGGGCCAGCCGAGACTACGGCAAGTACCTGCGCACTCCGGCGTCCCGCGATATCGC 
54 1 
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Anti-Sens  
 

GGCCGCGATATCGCGGGACGCCGGAGTGCGCAGGTACTTGCCGTAGTCTCGGCTGGCCCGGCGCATG 
 
 
 
 Les oligonucléotides (I’) sens et antisens sont repris dans de l’eau stérile à 1µg/µL puis 
hybridés pour former des duplex appariés. Le plasmide pcDNA3 (2 µg) est digéré par les 
enzymes de restriction BamHI et NotI (BioLabs) dans 50 µL final afin de créer des extrémités 
sortantes compatibles avec celles des oligonucléotides appariés.  4 µg de notre séquence I’ est 
alors cloné dans environ 80 ng de pcDNA3 digéré entre les sites de restriction BamHI et NotI 
en présence de la T4 DNA ligase (Invitrogen). Le mélange réactionnel ainsi constitué est laissé 
pendant 48 heures à 4°C.  Ensuite la ligase est inactivée en incubant pendant 20 minutes à 
65°C. Afin d’éliminer les pcDNA3 qui n’auraient pas incorporé la séquence I’, une digestion à 
BamHI est effectuée sur le produit de ligation car ce site est éliminé lors de l’étape de ligation. 
Le produit de ligation est précipité par l’éthanol 100 % et le culot est ensuite repris dans 10 µL 
de tampon TE (Tris-HCL 10mM et EDTA 1mM) puis introduit par choc thermique dans des 
bactéries compétentes XL1 blue (STRATAGENE).  Ces bactéries sont ensuite cultivées sur 
des boîtes de gélose LB (Luria Bertani) additionné de 10 µg/ml  d’ampicilline pour ne 
sélectionner que les bactéries ayant incorporé le plasmide [pcDNA3-I’]. 

 

Mini-préparations de plasmides 
 

Cette technique a pour but d’extraire et de purifier un plasmide introduit dans une souche 
bactérienne. La méthode utilisée est la méthode classique de lyse alcaline. 
15 colonies récoltées sur la gélose sont mises chacune en culture dans 2 mL de milieu LB 
[20g/L de Luria Bertani (Invitrogen)] pendant la nuit à 37°C, sous agitation. Le lendemain, le 
culot bactérien récupéré est resuspendu avec 100 µL de solution 1 (glucose 50mM, Tris-HCl 
25mM pH 8, EDTA 10mM) et lysé par addition de 200 µL de solution 2 (NaOH 0,2M, SDS 1%). 
Ensuite, l’ADN bactérien dénaturé par la soude est précipité en ajoutant 150 µL de solution 3 
(KAc 3M,  Acide acétique 2M) durant 10 minutes à 4°C. 
 
Afin d’extraire les protéines contenues dans le mélange, 250 µL de phénol/chloroforme sont 
ajoutés. Ce mélange est ensuite centrifugé, après 5 minutes d’incubation à température 
ambiante, pendant 5 minutes à 14000 tours par minute. La phase aqueuse supérieure 
contenant l’ADN plasmidique est ensuite récupérée. L’ajout de 100 µL d’éthanol 100% le 
précipite.  Le tube est à nouveau centrifugé dans les mêmes conditions, le culot est récupéré et 
repris dans 250 µL d’Acétate de Sodium 0,3M. 500 µL d’éthanol 100% sont rajoutés puis 
centrifugés. Le culot d’ADN asséché est resuspendu dans 50 µL de tampon TE et stocké à -
20°C. La séquence du domaine intracytoplasmique incomplet (I’) est ensuite vérifiée par un 
séquençage complet par la société GENOME express, France (GEXbyweb).   

b) Amplification de T-E (Transmembranaire et Extracellulaire) 
 

En utilisant le couple de primers ci-dessous, la partie transmembranaire et extracellulaire de 
RANKL a été obtenue par une amplification par RT-PCR à partir du cDNA de cellules 293RL 
exprimant RANKL total de souris. 
Couple de primers pour l’amplification de la séquence transmembranaire et extracellulaire (T-
E) 
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Sens (gi : 31982426 ; position 311- 343) 
TCCATGTTCCTGGCCCTCCTGGGGCTGGGACTG 
 
Anti-sens (gi : 31982426 ; position 1120- 1079) 
TCAGTCTATGTCCTGAACTTTGAAAGCCCCAAAGTACGTCGC 
 
 

c) Clonage de T-E dans le plasmide [pcDNA3 +/- I’] 
 

 Le plasmide pcDNA3 ayant déjà intégré ou non le domaine intracellulaire tronqué (I’) est 
digéré par l’enzyme EcoR V. Le domaine T-E a ensuite été inséré dans ce plasmide.  La 
transformation des bactéries compétentes XL1 blue (STRATAGENE) de même que l’extraction 
du plasmide pcDNA3 ayant intégré notre domaine T-E sont réalisées selon le même protocole 
que précédemment. Les séquences des clones d’intérêt (RANKL 2.0 et RANKL 2.1) sont 
ensuite vérifiées par un séquençage complet par la société GENOME express, France 
(GEXbyweb). Le plasmide final est alors amplifié et purifié selon le protocole du kit de maxi-
préparation de QIAGEN, donnant un produit suffisamment concentré et purifié pour transfecter 
des cellules eucaryotes. La concentration de l’ADN est ramenée à 1µg/µl. 

 

 

 

d) Transfection stable de cellules 293 par le plasmide pcDNA3-RANKL2.0 ou 
pcDNA3-RANKL2.1 
Des cellules humaines de rein fœtal non transfectées (293) et transfectées par du RANKL 
complet de souris (293RL) nous ont été gracieusement offertes par R. Josien de l’INSERM 
U643 (Nantes).  Les cellules 293 sont transfectées stablement à l’aide du poly éthylène imine 
(PEI) par le plasmide pcDNA3 codant pour RANKL 2.0 ou RANKL 2.1.  Le mélange réactionnel 
utilisé pour la transfection est constitué de 1,2 µL de PEI à 8,91 g/L dans 98,8 µL de NaCl à 
150 nM et de 8 µg d’ADN plasmidique dans 100 µL de NaCl à 150 nM.  Les 2 solutions sont 
mélangées, incubées 5 minutes à température ambiante puis ajoutées aux cellules adhérentes. 
Après 6 heures d’incubation à 37°C, le surnageant est éliminé et remplacé par du milieu de 
culture frais.  Les cellules sont ensuite sélectionnées par un milieu de DMEM/10% de Sérum 
de Veau Fœtal (SVF) additionné de généticine 1200 µg/ml (Invitrogen).  L’expression de 
RANKL est vérifiée par RT-PCR à partir des ARN extraits des cellules et l’expression de la 
protéine a quant à elle, été analysée par un dosage ELISA dans les lysats cellulaires et dans 
les surnageants de culture cellulaire. 
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Figure 14 : Schéma représentant les différentes phases du sous clonage du cDNA de RANKL2.0 ou de 
RANKL2.1. 
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Figure 15 : Carte de plasmide pcDNA3-neomycine  
 
L’ADNc codant pour le RANKL 2.0 ou RANKL2.1 est inséré dans le pCDNA3-neomycine entre 

les sites de restriction BamH I et Not I. 

2) CULTURE CELLULAIRE 
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a) Ostéoblastes 
Les cultures primaires de cellules ostéoblastiques sont obtenues à partir de tissu osseux de 
tibia de souris.  Après prélèvement stérile du tibia, les échantillons sont rincés 2 fois avec du 
PBS stérile, puis rincés 3 fois avec du milieu de culture seul sans SVF.  Les échantillons sont 
ensuite découpés en petits fragments de 1,5 à 2 mm de diamètre et mis en culture dans un 
milieu complet DMEM/SVF.  Une fois les cellules à confluence, les ARNm sont extraits des 
cellules et une vérification par RT-PCR des marqueurs ostéoblastiques à savoir l’ostéocalcine, 
la phosphatase alcaline et la BSP (Bone Sialo Protein) est réalisée. 
 

b) Culture 
Les cellules précédemment décrites de même que les cellules MG63 (lignées cellulaires 
d’ostéosarcome humain) et 293FT (tumeur de rein embryonnaire humain exprimant l’antigène 
T du SV40) ont été cultivées dans un milieu de culture DMEM additionné de 10 % de Sérum de 
Veau Fœtal (SVF) et incubées dans une atmosphère humide avec 5% de CO2   et 95% d'air à 
37°C.    La viabilité des cellules a été évaluée par la méthode d'exclusion au bleu Trypan et 
elles ont été ensuite comptées à l'aide de la cellule de Mallassez et mises en culture dans des 
plaques 6 puits à raison de 100 000 cellules par puits.   
 
A confluence, les cellules sont remises en culture dans du DMEM seul en présence ou non de 
certains inhibiteurs pendant un temps donné.   Après la période de préincubation, le milieu est 
remplacé par du DMEM additionné ou non de facteurs solubles en présence ou non des 
inhibiteurs spécifiques et incubé à 37°C à différents temps.  A la suite de ce traitement : 
 
1) Les surnageants cellulaires sont  prélevés, afin de mesurer le taux de RANKL soluble 
ou le taux d’OPG extracellulaire par la technique d’Elisa.   
2) Les cellules sont soit analysées par un marquage immunohistochimique  
3) soit lysées pour extraire leur ARN dans le but d'étudier le niveau d'expression de 
certains ARNm par RT-PCR semi quantitative ou  
4) lysées afin d’extraire le contenu protéique pour analyser certaines protéines spécifiques 
par western blot.  

 

c) Différenciation ostéoclastique 
La Lignée cellulaire RAW 264.7, obtenue grâce au Pr. Matsumoto (Japon), est une lignée 
myéloïde murine dont la particularité est de pouvoir se différencier en ostéoclastes in vitro en 
présence de RANKL (Wittrant et al., 2004). Les cellules sont cultivées en milieu αMEM 
(minimum essential medium) sans rouge de phénol (Invitrogen) contenant 2 mM de L-
glutamine et supplémenté avec 10% de SVF (Dominique Dutscher) et 1% d’acides aminés non 
essentiels (Invitrogen).  A confluence, ces cellules sont grattées à l’aide d’un "scrapper", puis 
remises à 37°C 2-3 minutes afin d’éliminer les cellules les plus différenciées qui réadhérent au 
plastique. Les cellules surnageantes (les moins différenciées) sont collectées, centrifugées, 
puis ensemencées à raison de 3000 cellules par puits, en plaque 96 puits dans 100 µL de 
milieu.  Une incubation de deux heures est ensuite réalisée à 37°C.  

 

Après adhérence des cellules au plastique, la différenciation des RAW 264.7 en cellules 
ostéoclastiques est obtenue en les cultivant pendant 4 jours en présence de RANKL à 100 
ng/ml (Amgen Inc.).  En parallèle, une co-culture des RAW 264.7 en absence de RANKL 
soluble est réalisée en présence des 4 types cellulaires (293 ou 293RL ou 293RL2.0 ou 
293RL2.1) à raison de 3000 cellules par puits avec changement de milieu tous les deux jours.  
Les ostéoclastes ainsi différenciés sont mis en évidence par leur activité phosphatase acide 
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résistante au tartrate (TRAP) grâce à un kit (N° 387A) disponible chez Sigma. La coloration a 
été réalisée en respectant le protocole fourni par le fabricant.  

 

3) ANALYSE PROTÉIQUE 
 

a) Elisa 
Les dosages de RANKL soluble et d’OPG ont été effectués à l’aide du kit ELISA Duoset R&D 
(Abingdon, Grande-Bretagne).  Une plaque Elisa de 96 puits est coatée en anticorps anti 
RANKL de souris à 0,4 µg/ml ou en anticorps anti OPG humaine à une concentration de 2 
µg/ml.  La première étape consiste à déposer 100µl d’anticorps dans chaque puits et d’incuber 
toute une nuit à température ambiante.  Après 3 rinçages avec une solution détergente de PBS 
0,05% Tween 20, 100 µl d’une solution de PBS/BSA 1%/sucrose 5% ont été déposés dans 
chaque puits afin de saturer les sites non fixés par les anticorps. La plaque a été incubée une 
heure à température ambiante  sous agitation, puis trois rinçages ont été effectués avec la 
solution détergente. 

 

Après dilution adéquate, chaque échantillon à doser a été déposé en duplicate à raison de 
100µl par puits.  En parallèle, une gamme étalon de RANKL recombinante de souris ou d’OPG 
recombinante humaine a été réalisée.  

 

Une incubation de 2 heures est effectuée à température ambiante.  Après 3 rinçages au 
PBS/TWEEN 20, 100 µl d’anticorps anti-RANKL biotinylés à 200 ng/ml ou anti-OPG biotinylés 
à 50 ng/ml (dilués dans du PBS/BSA 1%) ont été déposés par puits.  Une nouvelle incubation 
de 2 heures à température ambiante est réalisée. Après 3 rinçages au PBS+TWEEN 20, 100µl 
de Streptavidine Conjugase diluée au 200ème ont été déposés par puits, puis incubés 20 
minutes à température ambiante sous agitation à l’obscurité. Après rinçages, 100µl de TMB 
(Tetramethylbenzidine) ont été déposés dans chaque puits. La plaque a ensuite été réincubée 
20 minutes à température ambiante à l’obscurité.  La réaction enzymatique est ensuite stoppée 
par 100 µl d’une solution d’acide sulfurique 2M. La densité optique de chaque puits a été 
mesurée à 450 nm à l’aide d’un lecteur de plaque ELISA (Victor, Hewlett Packard).  

 

b) Dosage protéique 
Les cellules sont recouvertes de tampon de lyse (annexe 1.1) à raison de 200 µl par puits 
(plaque 6 puits) puis placées à 4°C sous agitation lente pendant 30 minutes de façon à répartir 
continuellement et uniformément la solution de lyse.  Les lysats cellulaires sont ensuite 
centrifugés à 10 000 g pendant 15 minutes à 4°C.  Ces lysats peuvent être conservés à –20°C 
jusqu'à l’analyse. 

 

Les protéines contenues dans les lysats cellulaires sont dosées par la méthode au BCA (acide 
bicinchoninique).  Dans une plaque 96 puits à fond rond, 10 µl de lysats cellulaires ou 10 µl 
d'une gamme d'albumine bovine sérique sont mis en présence de 200µl de réactif BCA 
[Copper (II) sulfate (Sigma) dilué au 1/50 dans une solution d'acide bicinchoninique (Sigma)].  
La plaque est ensuite incubée pendant 30 minutes à 37°C et les densités optiques lues à 570 
nm.  
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c) Western Blot 
Les protéines sont séparées par électrophorèse en gel de polyacrylamide en fonction de leur 
poids moléculaire. Les molécules séparées sont ensuite transférées sur une membrane de 
PDVF (polyfluorure de vinylidène, ImmobilonTM, Millipore, Grande-Bretagne) puis un marquage 
à l’aide d’un anticorps spécifique de la protéine recherchée est réalisé. 

1. Préparation et lyse des cellules 
 
Les cellules sont ensemencées en plaque 6 puits à raison de 100 000 cellules par puits. 
Lorsque les cellules ont adhéré au support ou après transfection, les différents traitements sont 
réalisés : 200 µL de tampon de lyse (annexe 1.1) sont ensuite ajoutés et les plaques sont 
placées à 4°C pendant 30 minutes avec agitation régulière. Les lysats cellulaires sont ensuite 
récupérés en tubes eppendorf. Une centrifugation à 10000g pendant 15 minutes à 4°C est 
réalisée. Les lysats obtenus sont alors conservés à -20°C jusqu’à l’analyse. 
 

2. Réalisation du gel et migration électrophorétique 
 
Le gel est composé de deux parties : le gel de séparation (annexe 1.2) surmonté du gel de 
concentration (annexe 1.3).  Les lysats cellulaires sont dilués au demi dans le bleu de 
chargement (annexe 1.4) et portés à ébullition pendant 5 minutes. Ils sont ensuite déposés à 
raison de 15µg dans les puits du gel dénaturant à 10%  d’acrylamide ainsi que 5 µL de 
marqueur de poids moléculaire (Bio-Rad, Marnes la Coquette, France). La migration est 
réalisée dans un tampon dénaturant (annexe 1.5) avec un courant de 10 mA par gel pour le gel 
de concentration puis de 20 mA par gel pour le gel de séparation. La migration est stoppée dès 
la sortie du gel du bleu de chargement. 
 

3. Transfert sur membrane 
 
Les protéines qui ont préalablement été séparées par électrophorèse sont transférées sur une 
membrane de PDVF. Le montage est réalisé dans du tampon de transfert (annexe 1.6) puis 
placé dans une cuve de transfert contenant le même tampon. Le transfert se fait sur une 
période de 16 heures avec un courant de 40 mA. 
 
 

4. Marquage et révélation 
 
Une coloration des protéines transférées au Rouge Ponceau (Ponceau S (2%), acide 
trichloroacétique (30%), acide sulfosalicylique (30%), Sigma) est réalisée afin de visualiser les 
protéines et de vérifier que le transfert se soit correctement réalisé. Après trois rinçages à l’eau 
courante, la membrane est décolorée grâce à deux lavages de 10 minutes sous agitation 
rapide dans le tampon de lavage. Puis, une étape de saturation est réalisée en incubant la 
membrane une heure, sous agitation lente et dans un récipient couvert, dans la solution 
contenant du PBS/Tween 0,05 % additionné de 3 % de BSA. La membrane est ensuite 
incubée en présence de l’anticorps primaire spécifique de la protéine (anti RANKL de souris ou 
anti OPG ou anti TACE de chez R&D systems).  Cette étape se fait sous agitation lente et dans 
un récipient couvert durant une nuit.  
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Trois lavages de 10 minutes dans le tampon de lavage (annexe 1.7) sont effectués sous 
agitation rapide suivis d’une nouvelle étape de saturation de 15 minutes dans une solution 
contenant du PBS/Tween 0,05 % additionné de 5 % de lait en poudre sans lipides. La 
membrane est alors incubée 45 minutes sous agitation lente et en récipient couvert avec 
l’anticorps secondaire couplé à la peroxydase dilué au 1/5000ème dans la solution de 
PBS/Tween 0,05 % additionné de 5 % de lait. Trois lavages de 10 minutes sous agitation 
rapide sont ensuite réalisés dans le tampon de lavage.  

 

La révélation se fait en incubant la membrane une minute dans une solution ECL (BM 
chemiluminescence blotting substrate, Roche) contenant le substrat de l’enzyme peroxydase, 
le luminol. Le résultat du blot est visualisé par chimioluminescence. Pour chaque protéine, une 
exposition de quelques secondes à une heure est choisie de façon à obtenir un signal visible 
non saturé. 

d) Immunocytochimie  
Après traitement des cellules aux différents facteurs, les surnageants sont récupérés et les 
cellules cytospinnées à température ambiante.  Une fixation à l’acétone pendant 10 minutes est 
réalisée avant toute congélation possible.  Les lames peuvent être stockées à –20°C après 
cette étape. Pour le marquage des lames, 3 réhydratations dans du PBS sont réalisées. 
Ensuite une perméabilisation dans du PBS-Triton 0,1% de la membrane plasmique est 
nécessaire pendant 5 minutes à température ambiante.  Les lames sont rincées 3 fois dans du 
PBS pendant 5 minutes avant de saturer avec du PBS-BSA 4% pendant 15 minutes.  On 
enlève la solution saturante sans rincer et les lames sont incubées pendant 1 heure à 
température ambiante en présence d’un anticorps anti-OPG de souris biotinylé (R&D Systems) 
à une concentration de 150 ng/µl diluée dans du PBS-BSA 4%.  Un contrôle sans anticorps est 
réalisé en parallèle. 

 

Au bout d’une heure, les lames sont rincées 3 fois dans du PBS-BSA  1%.  Une incubation de 
30 minutes avec de la Streptavidine FITC diluée au 1/200ème dans du PBS-BSA 1% est réalisée 
sur les coupes.  Après 2 rinçages dans du PBS-BSA 1% puis dans de l’eau distillée, les lames 
sont ensuite montées en utilisant l’Imuno-mount (Shandon).  Ces lames peuvent être 
conservées à 4°C.  Les marquages ont ensuite été observés au microscope confocal (LEICA 
TCS-SP1).  Les images correspondant à des coupes des cellules d’environ 0,3µm sont 
analysées grâce au logiciel Zeiss LSM.   
 

e) Cytométrie en flux 
 Un couplage du FITC (Fluoresceine Iso Thio Cyanate) sur l’OPG-Fc a été réalisé par 
l’utilisation d’un kit FluoroTag (Sigma).  1 mg d’OPG-Fc est incubé en présence de 0,3 mg de 
FITC à l’abri de la lumière pendant 2 heures à température ambiante.  La séparation de l’OPG-
Fc du FITC en excès est effectuée en utilisant une colonne de gel filtration Sephadex G-25M.  
L’OPG-Fc-FITC ainsi récolté est dosé par la technique d’ELISA.   

 

Les cellules 293 transfectées ou non sont réparties dans une plaque 96 puits à fond conique à 
raison de 1.106 cellules par puits. Elles sont ensuite incubées pendant 1 heure en présence de 
1pmole d’OPG-Fc-FITC à 4°C dans une solution de PBS/BSA 1%. Après l’incubation à 4°C, 
trois lavages dans du PBS sont alors réalisés puis les cellules sont analysées par cytométrie 
en flux (FACs calibur, BD Biosciences, San José, USA) afin d’analyser la présence de RANKL 
membranaire. 
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4) ANALYSE DU NIVEAU D’EXPRESSION DES TRANSCRITS 
 

a) Extraction d'ARN  
Suivant la technique de Chomczynski et Mackey (1995), l'ARN est extrait des cellules en 
ajoutant 1mL de Trizol dans chaque puits (plaque 6 puits) afin d'induire la lyse cellulaire.  Le 
fond des puits est gratté au Cell Scraper et la solution homogénéisée est mise dans un tube 
eppendorf.  On laisse incuber pendant 5 à 10 minutes à température ambiante.  Le Trizol 
permet non seulement la lyse cellulaire mais également la séparation entre l'ADN et l'ARN.  
Après la période d'incubation, on rajoute au lysat cellulaire 0,2 mL de chloroforme. On agite 
vigoureusement à la main pendant 15 secondes et on laisse reposer 2 à 3 minutes. 
 
Après centrifugation à 11 500 g pendant  15 minutes entre 2 et 8°C, on récupère la phase 
aqueuse supérieure, qui correspond à environ 60% du volume de Trizol utilisé au départ.  On 
ajoute 0,5 mL d’isopropanol afin de précipiter l'ARN.  On laisse reposer pendant dix minutes et 
on centrifuge à 11 500 g pendant dix minutes entre 2 et 8°C.  On élimine le surnageant, et le 
culot est lavé et remis en suspension dans au moins 1 mL d’éthanol 75%.   
On centrifuge à 7 500 g pendant dix minutes entre 2 et 8 °C, et on élimine le surnageant. Le 
culot est alors séché brièvement sous cloche à vide puis dissout dans 20 µl d’eau 
DiEthylPyroCarbonate (DEPC).  La concentration des ARN est calculée par lecture au 
spectrophotomètre à 260 nm.  La qualité de l'extraction est évaluée par le rapport de 
l’absorbance à 260nm sur l’absorbance à 280nm.  Ce dernier doit être compris entre 1,8 et 2.  
Toute contamination protéique diminue la valeur de ce rapport. 

 

b) Gel de contrôle de l’intégrité des ARN 
Afin de vérifier l'intégrité des ARN, on réalise une migration sur un gel d'agarose.  Le matériel 
de migration (cuve, peignes, supports) est immergé toute une nuit dans une solution de soude 
0,1 M puis rincé à l'eau DEPC. Les récipients servant à préparer le gel d'agarose sont 
autoclavés préalablement.  Pour préparer un gel de 50 ml, on met 0,55 g d’agarose dans 37 ml 
d’eau DEPC.  On chauffe et quand la température atteint  60°C on rajoute 5ml de MOPS 10X 
(N-morpholino-propane-sulfonic acid : Annexe 2.1) et 8ml de formaldehyde à 37%.   
 
Les échantillons sont préparés en mélangeant 1µg d’ARN avec 5 µl de tampon d’échantillon 
(annexe 2.2).  Le mélange est incubé pendant 5 minutes à 80°C suivi d'une migration sur le gel 
d'agarose pendant 1 heure environ à 100V dans du MOPS 1X.  Après la migration, dans le cas 
d'une bonne extraction, on observe deux bandes correspondant aux ARN 18S et 28S sous une 
lampe U.V.  
 

c) Traitement à la DNase 
Ce traitement à la DNase nous permet d'éliminer les éventuelles contaminations par de l'ADN 
après l'extraction d'ARN.  On prélève 5 µg d’ARN totaux extraits et on rajoute 2,7 µl de 10X 
DNase I buffer et 2,7 µl de DNase I (1U/µl). Puis, on complète avec de l’eau DEPC pour un 
volume final de 27 µl.  On laisse incuber 15 minutes à température ambiante et l'action de la 
DNase est arrêtée par l'addition de 3 µl d'une solution d’EDTA à 25mM.  L'EDTA, grâce à son 
pouvoir de chélater les ions bivalents, va permettre l'inactivation de la DNase.  On chauffe 
successivement pendant 10 minutes à 65°C pour détruire la DNase inactivée, puis 5 min à 
95°C, ce qui permet de dénaturer les structures hybrides ARN-ARN.   
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d) Reverse transcription (RT) 
La reverse transcription va permettre la transformation de l'ARNm en ADN complémentaire. On 
poursuit l'étape précédente par addition de 1 µl d’une solution d’oligo-dT à 500 µg/ml dans les 
tubes ayant subi le traitement à la DNase.  Une hybridation de l'oligo-dT aux queues poly-
adénylées des ARNm est effectuée à 65°C pendant 10 minutes.  La rétro-transcription se 
poursuit en rajoutant 20 µl de mélange réactionnel (annexe 2.3) contenant l’enzyme Murine 
Moloney Leukemia Virus-Reverse transcriptase (MMLV-RT). La reverse transcription se 
termine par une incubation de 30 minutes à 42°C.   

 

e) Polymerase chain reaction (PCR) 
La solution utilisée pour la PCR est constituée par : 

• 2 µl de produit de RT obtenu précédemment 
• 3 µl d’oligo-nucléotides sens à 10 pmoles/µl  
• 3 µl d’oligo-nucléotides anti-sens à 10 pmoles/µl  
• 42 µl du milieu réactionnel pour PCR (annexe 2.4) 
  

A partir de cette solution de PCR, plusieurs conditions d'amplification sont testées (Tm, durée 
des différentes étapes…) et les produits de PCR obtenus sont déposés sur un gel d'agarose à 
1% contenant 0,002% de BET.  On laisse migrer environ une heure à 100V puis on révèle sous 
U.V. la bande contenant l'ARNm rétro-transcrit et amplifié.  Le couple d'amorces, Sens et Anti-
Sens, utilisé s'hybride de façon spécifique à l'intérieur de l'ADNc, délimitant une séquence cible 
qui sera amplifiée. 
 

Afin de déterminer les conditions d'utilisation des amorces, une courbe d'amplification de la 
quantité d'ADNc des différents transcrits en fonction du nombre de cycles a été réalisée.  La 
modulation de l'expression des différents transcrits est étudiée en début de phase 
exponentielle d'amplification afin de visualiser une diminution ou une augmentation éventuelle 
de ces transcrits.  
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Tableau 2 : Les séquences d'amorces (sens et anti-sens), conditions d’utilisation et nombre de cycles 
employés pour amplifier les différents transcrits. 

Nom/nombre de cycle Séquences Conditions Taille 
          
    1 min 94°C   

18S S : 5 ' TCAAGAACGAAAGTCGGAGGTTCG 3 ' 1 min 62°C 462 pb 
(25 cycles) AS : 5 ' TTATTGCTCAATCTCGGGTGGCTG 3 ' 1 min 74°C   

    1 min 94°C   
OPG  S : 5 ' GCTAACCTCACCTTCGAG 3 '  1 min 58°C 324 pb 

(35 cycles) AS : 5 ' TGATTGGACCTGGTTACC 3 ' 1 min 74°C   
    20 secs 94°C   

RANKL  S : 5 ' TCCCACACGAGGGTCCGCTG 3 ' 20 secs 60°C 881 pb 
(23 cycles) AS : 5 ' TCAGTCTATGTCCTGAACTTTGAAAGCCCC 3 ' 1 min 74°C   

    1 min 94°C   
Syndecan-1  S : 5 ' AGCCAAGCTGACCTTCACAC 3 '  1 min 58°C 403 pb 
(40 cycles) AS : 5 ' GTTTGGTGGGCTTCTGGTAG 3 ' 1 min 74°C   

    1 min 94°C   
TACE  S : 5 ' TGTCAACACGATTCGACGC 3 ' 1 min 60°C 308 pb 

(27 cycles) AS : 5 ' ACTGCATGTCCCAACCAGA 3 ' 1 min 74°C   
    1 min 94°C   

ADAM9  S : 5 ' GGCTATGTGGAGGGAGTTCA 3 ' 1 min 55°C  447 pb 
(28 cycles) AS : 5 ' GGTCCAAATCTCCAGTCCAA 3 ' 1 min 74°C   

    1 min 94°C   
ADAM10  S : 5 ' TGTGATTGCCCAGATATCCA 3 ' 1 min 55°C 487 pb 

(28 cycles) AS : 5 ' TTCTCCTGGTGTGCACTCTG 3 ' 1 min 74°C   
    1 min 96°C   

ADAM19  S : 5 ' CTGATTACGGTGAGCAGCAA 3 ' 1 min 55°C 493 pb 
( 30 cycles) AS : 5 ' TGATTAATTGGGCGTTGTCA  3 ' 1 min 74°C   

    1 min 94°C   
MT1-MMP  S : 5 ' ATCTGTGACGGGAACTTTGAC 3 ' 1 min 55°C  570 pb 
(30 cycles) AS : 5 ' ACCTTCAGCTTCTGGTTGTTG 3 ' 1 min 74°C   

    1 min 94°C   
MT2-MMP  S : 5' GGCCGACATCATGGTACTCT 3 ' 1 min 55°C 587 pb 
(38 cycles) AS : 5 ' GCCCTTGAACACGAACATCT 3 ' 1 min 74°C   

    1 min 94°C   
MT3-MMP  S : 5 ' GACCCCAGAATGTCAGTGCT 3 ' 1 min 55°C 437 pb 
(28 cycles) AS : 5 ' CTCCATCAAAGGGAGAGCTG 3 ' 1 min 74°C   

    1 min 94°C   
MT4-MMP  S : 5 ' GGAGTGGAGTGGCTAAGCAG 3 ' 1 min 55°C 421 pb 
(30 cycles) AS : 5 ' CCTTGGAGAAGTCGATCTGG 3 ' 1 min 74°C   

    1 min 94°C   
MT5-MMP  S : 5 ' TTAAGGATCGCTGGTTCTGG 3 ' 1 min 55°C 471 pb 

(30 cycles) AS : 5 ' CGCTCAGTTTCTGGTTGTCA 3 ' 1 min 74°C   
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5) ETUDE DE LA FIXATION D’OPG RADIOMARQUÉE. 
 

a) Technique du Scatchard 
L’étude de la liaison ligand-récepteur repose sur une analyse de cette liaison à l’équilibre. Pour 
cela, une gamme de concentrations croissantes du ligand marqué est réalisée puis incubée 
avec des cellules porteuses potentielles du récepteur. Pendant les 90 minutes d’incubation à 
4°C (conditions requises pour atteindre l’équilibre), le ligand se fixe de façon non covalente à 
son récepteur. La liaison totale est ainsi obtenue. La liaison non spécifique, qui peut être due 
soit à la fixation non spécifique du ligand marqué sur les cellules, soit à une mauvaise 
séparation du ligand libre du culot cellulaire, est obtenue dans les mêmes conditions mais en 
présence d’un excès de 100 fois de ligand froid. La liaison spécifique se calcule alors comme la 
différence entre la liaison totale et la liaison non spécifique. 

 

Technique 
• Préparation des cellules 

Après avoir été lavées deux fois dans leur milieu de culture et numérées, les cellules 293 et 
293RL sont centrifugées pendant 5 minutes à 550 g puis remises en suspension dans du PBS-
BSA 0.5% à une concentration de 40 x 106 cellules par ml.  

 

• Marquage de l’OPG radiomarquée 

L’OPG-Fc a été radiomarquée à l’iode 125 en suivant la méthode décrite par Tejedor et 
Ballesta (1986). Une activité spécifique de 15,900 cpm/fmol de l’OPG-Fc radiomarquée a ainsi 
été obtenue.  

 

 
• Dilutions de l’OPG radiomarquée 

Dans une plaque 96 puits fonds ronds une première dilution est effectuée dans un volume final 
de 75 µl dans du PBS-BSA 0,5%. Des dilutions de 2/3 en 2/3 sont réalisées à partir de ce 
premier puits. Le volume de chaque puits est alors de 25 µl. Afin de déterminer la liaison non 
spécifique trois dilutions de concentrations différentes de cytokine radiomarquée sont réalisées 
et un excès de 100 fois de ligand froid est ajouté (conditions « non spécifiques »). 

 

• Réaction de liaison 

Les cellules 293 ou 293RL sont déposées dans les puits contenant l’OPG radiomarquée seule 
dans un volume de 25 µl (soit 106 cellules par puits). Le volume total de chaque puits est alors 
de 50 µl. La plaque est ensuite incubée 90 minutes à 4°C sous agitation douce. 
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• Séparation du ligand lié et du ligand libre 

A la fin de l’incubation, le contenu de chaque puis est prélevé puis déposé, dans des 
microtubes Eppendorf, à la surface d’un mélange huileux composé de 10% d’huile de paraffine 
et de 90% de dibutylphtalate (SIGMA). La séparation s’effectue par centrifugation pendant 4 
minutes à 10,000 g. Les tubes sont ensuite congelés rapidement dans de l’azote liquide puis 
coupés juste au dessus du culot cellulaire. Le surnageant, resté au dessus de la phase 
huileuse, contient la fraction de ligand marqué libre tandis que le culot contient les cellules 
ayant fixé la cytokine radiomarquée. La radioactivité des deux fractions est mesurée à l’aide 
d’un compteur gamma. 

 

 

 

 

Analyse mathématique de la liaison 
 

Les données obtenues à l’issue du comptage sont analysées à l’aide d’un programme de 
régression non linéaire et multi-paramétrique (Graphit, Erithacus Software Ltd., Staines, G.B.). 
Etablissement de l’équation de Scatchard 

Soit : 

- Bmax : nombre maximum de récepteurs spécifiques présents sur la cellule 

- F : radioactivité du ligand libre (Free) 

- B : radioactivité du ligand lié (Bound) 

- Kd : constante de dissociation du complexe ligand- récepteur. Elle correspond à 

la concentration en ligand pour laquelle la moitié des récepteurs est occupée. 

- R : concentration en récepteur libre 

 

Alors :   Bmax = R + B et  Kd = (F * R) / B 

 

Par l’intégration de ces deux équations l’équation de Scatchard est déterminée ce qui permet 
d’obtenir la constante de dissociation (Kd) et le nombre maximum moyen de récepteurs par 
cellules (Bmax). L’équation suivante est obtenue : 

B / F = (Bmax – B) / Kd 
 

 

La liaison spécifique de la cytokine radiomarquée sur ses récepteurs est analysée en traçant la 
courbe de saturation B = f(F) et la représentation de Scatchard B /F = f(B) (figure 16). La 
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courbe de Scatchard donne, après soustraction de la composante non spécifique, le Kd 
déterminé par la pente de la droite et le nombre de récepteurs par cellule correspondant à la 
valeur du point situé à l’intersection de la droite et de l’axe des abscisses. 

 

A. Courbes de saturation 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B 

Liaison spécifique 

Liaison non spécifique 

Liaison totale 

F

B 

B = Bmax * F / (Kd + F) 

Liaison spécifique 

Bmax / 2 

Kd 

B. Représentation de Scatchard 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B/F 

BBmax

Pente = -1/Kd

Bmax / Kd 

Figure 16 : Représentations théoriques des courbes de saturation (A) et représentation de Scatchard 
correspondante (B). 

 

Calcul du nombre moyen de récepteurs par cellule 

 54



Matériels et méthodes 

Connaissant les paramètres B et F en cpm il est possible de déduire le nombre moyen de 
récepteurs par cellule. 

Soit :  

- x : nombre de cpm spécifiques 

- y : nombre de cellules par puits 

- RAS : radioactivité spécifique du ligand marqué en cpm/femtomole 

- N : nombre d’Avogadro (6.023*1023) 

- n : nombre de récepteurs par cellule 

 

Alors :  

 
n = (x*N) / (RAS*y*1015) 

 
 

 

b) Incubation des cellules 293RL en présence d’OPG radiomarquée 
Des cellules 293RL sont déposées dans une plaque 24 puits à raison de 25 x 103 cellules/puits.  
De l’OPG radiomarquée à concentration de 20 ng/ml est ensuite rajoutée aux cellules 293RL 
en présence ou non d’un excès d’OPG non radiomarquée (1mg/ml) et la plaque est incubée à 
37°C pour une durée maximum de 24 heures.  Un prélèvement de 50µl est réalisé à différents 
temps.  Pour chaque prélèvement, une précipitation des protéines à l'acide trichloroacétique 
(TCA) est réalisée suivi d’une centrifugation à 10000g pendant 10 minutes. Le culot ainsi formé 
est séparé du surnageant et la radioactivité du culot et du surnageant est mesurée 
respectivement à l’aide d’un compteur gamma.  

 

 

6) CONSTRUCTION DES VECTEURS PSUPER SHTACE ET PSUPER SHMT3 
  

Oligonucléotides pour la synthèse de short hairpin RNA (shRNA)  
 
Dans le but de diminuer spécifiquement l’expression d’une protéine dans une cellule eucaryote, 
la dégradation ciblée de son ARN messager peut être activée par la synthèse d’ARN tige-
boucle (shRNA « short hairpin RNA », Dykxhoorn et al, 2003). Ces shRNA présentent une 
séquence de 19 nucléotides parfaitement complémentaire (ReverseN19) au messager ciblé. Ils 
sont transcrits à partir d’une séquence ADN clonée en aval d’un promoteur reconnu par une 
ARN polymérase III.  
La séquence ADN servant à la synthèse des shRNA est formée de deux oligonucléotides 
parfaitement complémentaires à l’exception des 4 nucléotides à leur extrémité 5’. Ainsi 
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l’appariement des oligonucléotides Sens et Antisens, dont la structure générale est présentée 
ci-dessous, laisse des séquences débordantes compatibles avec les sites de restrictions 
HindIII et BglII. 
 
 Sens 5’ gatccccN19ttcaagagaReverseN19ttttttggaaa 3’ 
 
 Antisens 5’ agcttttccaaaaaaN19tctcttgaaReverseN19ggg 3’ 

 

Les N19 et ReverseN19 représentent les séquences de 19 nucléotides identiques et 
complémentaires, respectivement, de la séquence du gène ciblé. La séquence Sens 
correspond à la séquence transcrite en shRNA, où les séquences N19 et ReverseN19 
formeront la tige complémentaire de l’ARN et la boucle correspondra à la séquence 
intercalante de ces séquences N19 et ReverseN19. 

 

 

 

 Les couples d’oligonucléotides suivants ont été commandés à Sigma Genosis:  

ShTACE  

ShTACE Sens 

gatccccACTGCAGCGTCAGAATCGTttcaagagaACGATTCTGACGCTGCAGTttttttggaaa 

ShTACE AntiSens 

agcttttccaaaaaaACTGCAGCGTCAGAATCGTtctcttgaaACGATTCTGACGCTGCAGTggg 

 

ShMT3-MMP  

ShMT3-MMP Sens 

gatccccGACGGTTGGATTTCGTGCAttcaagagaTGCACGAAATCCAACCGTCttttttggaaa 

ShMT3-MMP Sens 

agcttttccaaaaaaGACGGTTGGATTTCGTGCAtctcttgaaTGCACGAAATCCAACCGTCggg 

 

Les séquences cibles, choisies à partir des cDNA TACE (gi : 11497005) et MT3-MMP (gi : 
13027801) sont en positions 2541-2559 et 139-157 respectivement.  Les critères qui nous ont 
guidés dans le choix de ces séquences cibles sont décrits par Reynolds et al (2004). 

 

Le pSUPER (SUPpression of Endogenous RNA) a été obtenu auprès de R. Agami 
(Brummelkamp et al, 2002). Ce vecteur pSUPER permet de produire à partir du promoteur du 
gène H1, une structure d’ARN tige boucle court (Short hairpin = Sh).  Cette structure ShRNA 
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est clivée par la machinerie cellulaire pour générer un SiRNA (Small interfering RNA) qui 
participera à la dégradation ciblée de l’ARNm dont il est parfaitement complémentaire pour 19 
nucléotides. De plus, le pSUPER possède également un gène de résistance à l’ampicilline qui 
permet la sélection des bactéries l’ayant incorporé. 

 

Clonage moléculaire 
 
 
  Les oligonucléotides portant les séquences des ShRNA contre TACE ou contre 
la MT3-MMP ont été sous-clonées dans le plasmide pSUPER (figure 17) entre les sites de 
restrictions Hind III et Bgl II situés directement après le promoteur H1. 
 
Les oligonucléotides appariés sont clonés entre les sites de restrictions Hind III et Bgl II selon 
les mêmes techniques classiques de génie génétique utilisées pour le clonage de RANKL.  Les 
produits de ligation [pSUPER-ShRNA (TACE ou MT3-MMP)] ont été introduits par choc 
thermique dans des bactéries compétentes SURE (STRATAGENE).  L’ADN plasmidique est 
ensuite extrait des clones bactériens par la méthode classique de mini-préparation d’ADN et la 
nature de cet ADN est vérifiée par séquençage (Génome express, FRANCE).  Le plasmide 
final est alors amplifié et purifié selon le protocole du kit de maxi-préparation de QIAGEN, 
donnant un produit suffisamment concentré et purifié pour transfecter des cellules eucaryotes à 
l’aide du poly éthylène imine (PEI).  
 
   
 
  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ShTace 

ou 
ShMT3 
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Figure 17 : Carte de plasmide pSUPER  
 
Les oligonucléotides portant les séquences ShTACE ou ShMT3 ont été sous-clonés dans le 
plasmide pSUPER (Brummelkamp et al., 2002) après le promoteur H1 entre les sites de 
restriction Bgl II et Hind III.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Construction des vecteurs pLenti-ShRNA TACE et pLenti-ShRNA MT3. 
 

Le plasmide FG12 (Fig.18) de taille 10 Kb est un plasmide qui est utilisé pour générer des 
lentivirus. Il a été obtenu auprès de Xiao-Feng Qin (Xiao-Feng Qin et al, 2002). Ce plasmide 
possède deux LTR (Long Terminal Repeat) 5’ et 3’ qui permettent l’intégration de l’ADN 
proviral dans celui de la cellule transfectée. Nous pouvons ainsi intégrer dans le génome des 
cellules transfectées, des oligonucléotides codant les shRNA qui auront été insérés entre ces 
LTR, afin qu’ils soient répliqués de la même manière que le génome cellulaire donc 
constitutivement. Ce plasmide contient également le gène codant la Green Fluorescente 
Protein (GFP) qui va permettre de visualiser par la suite les cellules qui produiront cette 
protéine fluorescente et donc qui auront intégré le plasmide. Nous retrouvons également le 
gène de résistance à l’ampicilline. Ce plasmide va permettre de produire des particules 
lentivirales et d’intégrer nos cassettes H1-shRNA dans le génome des cellules transfectées 
(Fig 19). 
 

Les lignées cellulaires 
 
 

1. La lignée 293 FT (Invitrogen) 
 
 Les cellules 293 FT sont des cellules adhérentes, épithéliales de rein humain exprimant 
de façon stable et constitutive l’antigène T du virus SV40. Cette lignée a la particularité de 
produire très efficacement des virus par rapport aux autres cellules. Nous l’utiliserons donc 
pour notre production de particules lentivirales afin d’obtenir une production efficace et de 
récolter un surnageant avec le maximum de particules lentivirales. 
 
 
 

2. Préparation du plasmide pFG12-shRNA (TACE ou MT3-MMP) 
 
 
Pour obtenir le plasmide pFG12 contenant le shRNA de TACE ou de la MT3-MMP, une 
digestion de 2 µg des plasmides pSUPER-Transgène et pFG12 est réalisée séparément par 
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les enzymes de restriction XbaI et XhoI (BioLabs) dans 50 µL final. Ces enzymes vont libérer la 
cassette génomique H1-shRNA du plasmide pSUPER et ce fragment ainsi obtenu est inséré 
dans le vecteur FG12 (Xiao-Feng Qin et al., 2003) aussi doublement digéré par les mêmes 
enzymes.  Le clonage de ShRNA Tace ou ShRNA MT3 dans le vecteur FG12 est réalisé en 
utilisant les mêmes techniques classiques de génie génétique que précédemment.  Les clones 
positifs pour notre séquence d’intérêt sont extraits et purifiés selon le protocole de 
minipréparation de plasmides pour être ensuite amplifiés et purifiés selon le protocole du kit de 
maxi-préparation de QIAGEN. 
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  Figure 18 : Carte de restriction de l’ADN proviral du plasmide  pFG12 
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Figure 19 : Schéma représentant les différentes phases du sous clonages. 
 

 

 

 

 

 

 

 

3. Production de particules lentivirales. 
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Infection des cellules  
 
La production du lentivirus a été réalisée selon la méthode décrite par le kit ‘‘ViraPower 
Lentiviral Expression System’’ (Invitrogen). Les cellules 293 FT sont transfectées en utilisant du 
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phosphate de calcium. 3µg de maxipréparation de pFG12-duplex ShRNA et 9 µg de mix des 
vecteurs complémentaires pLP1, pLP2 et pLP-VSV-G sont dilués dans 450µl d’eau stérile.  
Cette dilution de plasmides est ensuite mélangée à 50µL de CaCl2  (2,5M) suivi de 500µL de 
HBS2X (HEPES buffered saline : NaCl 280mM, Na2HPO4 1,5mM, Hepes 50mM pH 7,05) et le 
tout est dispersé sur les cellules 293 FT.  Après 6 heures d’incubation à 37°C, le milieu de 
culture est changé et remplacé par du milieu frais.  Au bout de 48 heures après la transfection, 
le surnageant des cellules 293 FT dans lequel ont été relargués les virus est récupéré, filtré 
(0,45µm) et concentré par ultrafiltration. 
 
 

4. Détermination du nombre de particules virales/µL (Pv/µL) 
 
Un ensemencement de 5.104 cellules de 293FT/puits est réalisé dans une plaque 24 puits.  
Après 24 heures d’incubation à 37°C, 2,5µL ou 10µL de la solution virale obtenue 
précédemment sont introduits sur les cellules 293FT.  Au bout de 3 jours, le comptage des 
cellules ayant reçu une particule virale est effectué.  En effet, le vecteur FG12 porte le gène 
codant pour la protéine GFP et les cellules ayant été infectées expriment la protéine GFP 
visible par fluorescence.  Une concentration de 1,2 105 Pv/µL a été ainsi estimée pour chaque 
solution virale (lentiShTACE et lentiShMT3).  
 

5. Infection de cellules  
 
Les cellules 293RL sont infectées par le ShRNA Tace ou ShRNA MT3.  2µL de la solution 
virale spécifique soit 2,4 105 particules virales (Pv) sont déposés sur 100,000 cellules en 
plaque 24 puits, pour une MOI ≥ 2 (Multiplicity of Infection : nombre de particules virales/cellule 
cible).  Après 48 heures d’incubation, les cellules fluorescentes vertes sont dénombrées sur 
cellule de Malassez afin de déterminer le pourcentage de transduction.  Une efficacité de 100% 
a ainsi été obtenue pour les cellules 293RL.  Les ARNm sont ensuite extraits des cellules et 
une analyse par RT-PCR semi-quantitative de l’expression de Tace et de la MT3-MMP est 
réalisée. De plus, un western blot de TACE est effectué pour les cellules ayant été infectées 
par les particules virales exprimant le ShRNA contre TACE.  
 
 
 
 
 

7) ANALYSES STATISTIQUES DES RÉSULTATS. 
 

 Toutes ces expériences ont été réalisées en triplicate. Les résultats sont exprimés en 
moyenne +/- écart type. Des études comparatives de moyennes ont été effectuées en utilisant 
le test t-student. Les résultats sont considérés comme significativement différents pour p< 0,05. 
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INTERACTION OPG-RANKL 

A. Expression de RANKL par les cellules 293RL  

Expression de RANKL et d’OPG par les cellules 293, 293RL et des ostéoblastes de 
souris.  
 
Des cellules humaines de rein fœtal (293) ont été transfectées stablement par le cDNA 
codant pour RANKL complet de souris (293RL). Le profil d’expression des transcrits RANKL 
et OPG étudié par RT-PCR semi-quantitative est comparé à un gène de référence, le 18S.  
Les conditions d’utilisation des amorces RANKL et OPG correspondent au début de la phase 
exponentielle d’amplification.  Les résultats obtenus (Fig. 20A), confirment la transfection des 
cellules humaines de rein fœtal (293) par de l’ADNc de RANKL complète de souris (293RL).  
De plus, l’analyse par RT-PCR a confirmé une surexpression de l’ARNm RANKL par les 
cellules 293RL comparées aux cellules ostéoblastiques et aux cellules non transfectées.  
Aucune expression de l’ARNm d’OPG n’a été détectée sur les 293 et les 293RL.  Les 
résultats obtenus par Western Blot permettent de vérifier la présence de l’expression de la 
protéine RANKL par les 293RL contrairement aux 293 (Fig. 20B). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 20 :  Analyse A) de l’expression par RT-PCR de l’ARNm RANKL, OPG et 18S sur les 
cellules 293, 293RL et les ostéoblastes. B) par Western Blot la protéine RAN les cellules 293 et 
293RL. 
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B) Etude de l’interaction OPG/cellules 293RL 

1) Expression de récepteurs à haute affinité pour l’OPG par les cellules 293RL 
 
L’OPG sous sa forme complète est capable d’interagir avec des protéoglycanes via son 
domaine de liaison à l’héparine.  Pour éviter toute interaction avec des protéoglycanes 
exprimés par la cellule 293RL, de l’OPG sans son domaine de liaison à l’héparine a été 
utilisée (OPG-Fc).  Une analyse par la technique du Scatchard est effectuée en utilisant des 
concentrations croissantes d’OPG-Fc radiomarquée pendant 90 minutes à 4°C. Une fixation 
spécifique est mise en évidence avec 8,200 ± 750 sites de fixation d’OPG-Fc sur la cellule 
293RL avec une constante de dissociation (Kd) de 0,27 ± 0,05 nM (Fig. 21).  A l’inverse, 
aucune fixation spécifique d’OPG-Fc n’a été détectée sur les cellules non transfectées. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0

5000

10000

15000

0 2 4 6
Free (nM)

B
ou

nd
(s

ite
s/

ce
ll)

A

0

5(

10

15

20

000 6000 9000

B l)

B
ou

nd
/F

re
e

si
te

s/
ce

ll/
pM

)

0 3

ound (sites/cel

B

0

5000

10000

15000

0 2 4 6
Fr )

B
ou

nd
(s

ite

ee (nM

s/
ce

ll)

A 
 

0

5(

10

15

20

000 6000 9000

B l)

B
ou

nd
/F

re
e

si
te

s/
ce

ll/
pM

)

0 3

ound (sites/cel

B F (nM) 

B (sites/cellule) 

B/F
(sites/cellule/pM) 

 

 B 
(sites/cellul e) 

 tota

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 21 : Étude de la fixation de l’OPG-Fc radiomarquée sur les cellules 293RL. 
 
(A) Des concentrations croissantes d’OPG-Fc radiomarquée sont incubées, pendant 90 
minutes à 4°C sous agitation douce, avec des cellules 293RL (106 cellules/puits). L’OPG-Fc 
radiomarquée libre (F) est alors séparée de celle liée (B) aux cellules 293RL, puis la 
radioactivité de chaque fraction est mesurée à l’aide d’un compteur gamma.  
        : liaison non spécifique ;        : liaison le.   
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(B) Représentation de Scatchard correspondant à la fixation de l’OPG-Fc radiomarquée sur 
les cellules 293RL et permettant de déterminer que KD = 0,27 ± 0.05 nM et que Bmax = 
8,200 ± 750 sites/cellules. 

 

 

C) Biodisponibilité de l’OPG dans le milieu extracellulaire 

1) Dosage d’OPG par la technique ELISA 
 
Les cellules sont incubées à différent temps à 37°C en présence d’OPG à une concentration 
donnée soit sous sa forme complète (OPGc) soit sous sa forme tronquée (OPG-Fc). La 
concentration de l’OPG dans les surnageants cellulaires a ensuite été mesurée par la 
technique d’ELISA.  Les cellules 293RL, transfectées par du cDNA de RANKL complet de 
souris, expriment au niveau membranaire la protéine RANKL.  RANKL membranaire peut 
être clivée pour libérer du RANKL soluble dans le milieu de culture, et de ce fait le dosage 
d’OPG peut être perturbé par l’interaction OPG-RANKL soluble.  Nous avons déterminé 
qu’après 24 heures d’incubation à 37°C, une concentration d’environ 3,5 ng/ml de RANKL 
soluble a été détectée dans le surnageant de culture cellulaire des 293RL.  Par conséquent, 
une gamme d’OPG à été effectuée en présence ou en absence de 3,5 ng/ml de RANKL 
soluble.  Les résultats montrent  que la présence de 3,5 ng/ml de RANKL soluble n’a pas 
d’effet sur la reconnaissance d’OPG par le kit ELISA de R&D systems (Figure 22).  En outre, 
l’OPG sous sa forme complète ou tronquée est reconnu de la même façon par le kit Elisa de 
R&D system (résultat non montré).  
 
 
 
 
 
Figure 22 : Gamme étalon d’OPG-Fc en absence ou en présence de 3,5ng/ml  de RANKL de souris. 

2) Cinétique de disparition d’OPG-Fc dans les surnageants de culture cellulaire 
Pour éviter toute interaction à des protéoglycanes, l’OPG-Fc est utilisée.  Afin de déterminer 
le devenir de l’OPG-Fc en présence des cellules 293 et 293RL, les deux types cellulaires 
sont incubés pendant 24 heures en présence de 100 ng/ml d’OPG-Fc.  La concentration 
d’OPG-Fc mesurée dans le milieu extracellulaire à différents temps par ELISA n’est pas 
modifiée dans les cellules 293 alors qu’une disparition rapide de l’OPG-Fc est constatée 
dans les surnageants de culture des cellules 293RL.  Cette disparition qui atteint 50% après 
5 heures d’incubation n’est pas affectée en présence d’inhibiteurs de protéases 
extracellulaires (10 µM Pepstatin A, 10 µM Leupeptine, 10 µg/ml Aprotinin and 10 mM 

Phenantroline) 
(Figure 23).   
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Figure 23 : 100 ng/ml d’OPG-Fc sont 

incubés avec les cellules 293 
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(■) ou avec les cellules 293RL en présence ou en absence de protéases extracellulaires (10 µM 
Pepstatin A, 10µM Leupeptine, 10 µg/ml Aprotinin et 10 mM Phenantroline) (▲) à 37°C pendant 
24 heures maximum. Pendant l’incubation, la concentration extracellulaire d’OPG-Fc restant 
dans les surnageants est mesurée à différents temps par la technique d’ELISA.  

3) Influence d’un Anticorps anti-RANKL sur la disparition d’OPG-Fc. 
L’hypothèse d’une internalisation d’OPG-Fc est proposée pour les cellules exprimant RANKL 
membranaire comparée aux cellules 293.  Afin de valider l’implication de RANKL 
membranaire dans un tel phénomène, les cellules 293RL sont incubées en présence d’OPG-
Fc 100 ng/ml et en présence ou non d’un anticorps anti RANKL de souris.  La disparition 
d’OPG-Fc observée par les 293RL est inhibée en présence de 4 µg/ml de l’anticorps anti-
RANKL de souris, démontrant ainsi l’implication d’une association RANKL/OPG dans 
l’hypothèse d’une éventuelle internalisation d’OPG-Fc (Figure 24).  
 
 
 
 
 
 

OPG-Fc (ng/ml) 
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Figure 24 : Influence d’un anticorps anti-RANKL sur la cinétique de disparition d’OPG-Fc 

extracellulaire. 
Les cellules 293RL sont incubées avec 100 ng/ml d’OPG-Fc en présence d’un anticorps anti- 
RANKL de souris à une concentration de 4 µg/ml  (■) ou en absence de l’anticorps (▲) à 
37°C pendant 24 heures. La concentration de l’OPG-Fc dans le milieu de culture est ensuite 
mesurée par la technique d’ELISA. 
 
 

4) Expression de Syndecan-1 
L’OPGc qui est une protéine possédant un site de liaison pour l’héparine, interagit avec 
celle-ci de même qu’avec des héparanes sulfates (Yamaguchi et al, 1998). De plus, des 
travaux récents ont pu montrer que l’OPGc est capable d’interagir avec un protéoglycane, le 
syndecan-1 surexprimé par les cellules de myelome (Standal et al, 2002).  Nos cellules ont 
par conséquent été analysées pour leur expression en Syndecan-1.  Les conditions 
d’utilisation de l’amorce Syndecan-1 correspondent au début de la phase exponentielle 
d’amplification.  Une expression de l’ARNm du Syndecan-1 est observée sur les trois types 
cellulaires à savoir les 293, 293RL et les cellules ostéoblastiques (Fig. 25). 
 
 
 
 
 
Figure 25 : Analyse par RT-PCR de l’expression de l’ARNm Syndecan-1 et 18S. 
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5) Influence d’un anticorps anti-Syndecan-1 sur la disparition d’OPGc. 
Lorsque les cellules 293RL sont incubées en présence d’OPGc ou d’OPG-Fc, la même 
cinétique de disparition est observée.  Etant donné que le Syndecan-1 est capable 
d’internaliser l’OPG (Standal et al., 2002), la disparition de l’OPGc a été étudiée en absence 
ou en présence d’un anticorps anti Syndecan-1.  Les résultats de la Figure 26 nous indiquent 
que la disparition d’OPGc n’est pas affectée dans notre modèle par un anticorps anti 
Syndecan-1.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 26 : Influence d’un anticorps anti-Syndecan-1 sur la cinétique de disparition d’OPGc 

extracellulaire. 

OPG complète 
(ng/ml) 

Les cellules 293RL sont incubées pendant 5 heures avec de l’OPGc à une concentration de 
100 ng/ml en absence (   ) ou en présence de 4 µg/ml d’un anticorps anti-Syndecan-1 (   ) à 
37°C. La concentration d’OPG complète dans le milieu de culture est ensuite mesurée par la 
technique d’ELISA. 
 

 

 

 

6) Mesure de la dégradation d’OPG-Fc par les cellules 293RL 
Les cellules 293RL ont été incubées en présence de l’OPG-Fc radiomarquée (125I-OPG-Fc).  
Les produits de dégradation de la protéine radiomarquée sont mesurés dans les 
surnageants des cellules 293RL après précipitation au TCA et centrifugation.  Après 24 
heures d’incubation à 37°C, plus de 90% d’OPG-Fc initial sont retrouvés dégradés dans le 
milieu de culture.  De plus, en présence d’un excès d’OPG-Fc non radiomarquée, la 
disparition d’OPG-Fc radiomarquée dans les surnageants cellulaires n’est pas significative. 
Ces résultats et ceux obtenus en présence d’inhibiteurs de protéases extracellulaires 
suggèrent que l’OPG-Fc radiomarquée est internalisée, dégradée puis relargué par les 
cellules 293RL. De plus, cette disparition d’OPG-Fc à 37°C est inhibée lorsque les cellules 
sont incubées à 4°C ce qui renforce l’hypothèse d’une éventuelle internalisation d’OPG 
(Figure 27b) médiée à 37°C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 27a : Des cellules 293RL dans des plaques 24 puits sont incubées en présence d’OPG-Fc 

radiomarquée (125I-OPG-Fc : 20 ng/mL), en absence (▲) ou en présence d’un excès (100 fois) 
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d’OPG-Fc non radiomarquée (■), à 4°C pendant une heure puis incubée à 37°C pendant 24 
heures maximum.  La radioactivité d’OPG-Fc dégradée est mesurée dans le surnageant 
cellulaire après précipitation au TCA et centrifugation.   
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Figure 27b : Effet de la température sur la disparition d’OPG-Fc extracellulaire.  Les cellules 293RL 

sont incubées en présence de 100 ng/ml d’OPG-Fc pendant une heure à 4°C ou 37°C.  Au bout 
d’une heure, le taux d’OPG-Fc restant dans le milieu de culture est mesuré par ELISA. 
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D) Détection d’OPG-Fc à l’intérieur des cellules 293RL 

1) Détection par Western Blot de l’OPG-Fc internalisée par les cellules 293RL 
 

Les cellules 293RL sont incubées pendant une heure à 37°C en présence ou en absence de 
100 ng/ml d’OPG-Fc.  Le surnageant cellulaire est enlevé et remplacé par un milieu constitué 
de PBS/1%BSA à pH 2 pendant 5 minutes.  Ce traitement acide des cellules élimine ainsi 
toute fixation d’OPG-Fc à RANKL membranaire.  Les cellules sont ensuite rincées avec du 
PBS pour être lysées et analysées par western blot.   Sur la Figure 28, on peut constater la 
présence d’OPG-Fc dans les lysats cellulaires des 293RL.  La présence d’OPG-Fc 
intracellulaire valide ainsi notre hypothèse de départ, à savoir une internalisation d’OPG-Fc 
par les 293RL. 
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Figure 28 : Western blot d’OPG-Fc après traitement des cellules 293RL avec de l’OPG-Fc à 100 
ng/ml. 

 
 
 
 
 
 

 

 

 

2) Détection par microscopie confocale de l’OPG-Fc internalisée par les cellules 
293RL. 

 

La fixation de l’OPG à RANKL exprimé à la surface des cellules 293RL a également été 
étudiée par microscopie confocale. Pour cela, des cellules 293RL sont incubées en présence 
d’OPG-Fc avant d’être déposées sur une lame de verre. Une incubation avec un anticorps 
anti-OPG-Fc biotinylé est alors effectuée suivie d’une incubation avec une solution de 
streptavidine-FITC. L’analyse des images obtenues nous indique que l’OPG-Fc fixée à la 
membrane de la cellule 293RL est internalisée puis dégradée de manière dépendante du 
temps (Fig 29). 
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Figure 29 : Cinétique de dégradation intracellulaire d’OPGFc par les cellules 293RL.   Les images 

(agrandissement x 40) correspondant aux coupes de cellules de 0,3µm nous démontrent une 
distribution intracellulaire d’OPG-Fc. Les cellules 293RL sont incubées en présence de 100 ng/ml 
d’OPG-Fc pendant une heure à 4°C (A). Le milieu est ensuite remplacé par une solution de 
DMEM/1%BSA sans OPG-Fc et incubé à 37°C pendant 30 minutes (B), 1 heure (C) et 3 heures 
(D).   

 

E) Étude de l’internalisation d’OPG par les cellules 293RL 

1) Internalisation via la voie des clathrines du complexe OPG-RANKL  
 
Afin de déterminer le mécanisme d’endocytose au cours du processus d’internalisation 
d’OPG-Fc, des inhibiteurs de deux voies différentes ont été testés : la chlorpromazine 
(inhibiteur de l’endocytose via la voie des clathrines) et la filipine (inhibiteur de l’endocytose 
via la voie des lipides-rafts).  La filipine est connue pour sa capacité à moduler la distribution 
du cholestérol au niveau de la membrane plasmique et de son aptitude à bloquer les 
transports transcellulaire via la perte des structures cavéolaires.  A l’inverse, la 
chlorpromazine, qui est un inhibiteur connu de l’endocytose via les molécules de clathrines,  
est couramment utilisée pour le blocage de l’endocytose de diverses molécules fixées à leur 
récepteur membranaire.   
Les expériences d’internalisations analysées par microscopie confocal sont effectuées en 
présence de 3 µg/ml de filipine (Fig. 30B) ou en présence de 1 µg/ml de chlorpromazine 
(Fig.30C).  Aucune inhibition de l’internalisation de l’OPG-Fc n’est constatée en présence de 
Filipine comparé aux cellules contrôle.  A l’inverse en présence de chlorpromazine, 
l’internalisation d’OPG-Fc par les cellules 293RL est inhibée (Figure 30C). Les résultats ainsi 
obtenus démontrent que l’OPG-Fc est internalisée par les cellules 293RL via la voie des 
clathrines.  
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Figure 30 : Implication de la voie des clathrines dans l’internalisation d’OPG-Fc.  
 

Les images (agrandissement x 40) correspondant à des coupes de cellules de 0,3µm nous 
montrent une distribution intracellulaire ou péricellulaire d’OPG-Fc. Les cellules 293RL sont 
pre-incubées en absence (A) ou en présence de 3 µg/ml de Filipine (B) ou 1 µg/ml de 
Chlorpromazine (C) pendant une heure à 37°C.  Le milieu est remplacé par  les inhibiteurs 
spécifiques en présence de 100 ng/ml d’OPG-Fc et incubé à 4°C pendant une heure avant 
d’être incubé à 37°C pendant une heure.    
 

 

 

 

 

 

 

2) Dégradation du complexe OPG-RANKL via la voie des lysosomes et des 
protéasomes.  
 
Afin de caractériser le mécanisme de dégradation intracellulaire d’OPG-Fc, des inhibiteurs 
de protéasomes ainsi que des lysosomes ont été utilisés.  Les cellules 293RL sont traitées 
soit par 10 µM de lactacystin (inhibiteur des protéasomes) ou 0,1 mM de chloroquine 
(inhibiteur des lysosomes) (Figure 31). La dégradation intracellulaire a ensuite été analysée 
par microscopie confocale.  La Figure 31B-E nous indique que la distribution d’OPG-Fc 
intracellulaire est plus abondante en présence d’inhibiteurs des protéasomes et/ou de 
lysosomes comparé aux cellules contrôle sans traitement aux inhibiteurs.  De plus, cette 
localisation intracellulaire d’OPG-Fc est retrouvée dans le cytoplasme et au niveau péri 
nucléaire de la cellule (fig.31 E).   
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Figure 31 : Dégradation de l’OPG-Fc via la voie des lysosomes et des protéasomes.  
Les cellules 293RL sont pré-incubées sans (A) ou avec 10 µM  de Lactacystin (B), 0.1 mM 
de Chloroquin (C) et Lactacystin+Chloroquin (D : agrandissement x 40 et E : agrandissement 
x 160) pendant une heure à 37°C.  Le milieu est ensuite remplacé par une solution contenant 
les inhibiteurs spécifiques toujours en présence d’OPG-Fc 100 ng/ml et incubé à 4°C 
pendant une heure. Les cellules sont lavées et remplacées par un milieu contenant les 
inhibiteurs spécifiques uniquement et incubées pendant 4 heures à 37°C.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

F) Étude de l’internalisation par des cellules ostéoblastiques exprimant 
physiologiquement RANKL. 

1) Internalisation du complexe OPG-RANKL par les cellules ostéoblastiques 
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Afin de valider notre modèle mécanistique, l’internalisation d’OPG-Fc a été étudiée sur les 
ostéoblastes qui expriment RANKL physiologiquement.  Les cellules obtenues à partir de 
tissu osseux de tibia de souris, ont été caractérisées par leur expression des marqueurs 
ostéoblastiques.  La présence d’OPG endogène des ostéoblastes a  été démontrée par 
microscopie confocale (Figure 32A) confirmant l’expression de l’ARNm de l’OPG par RT-
PCR semi quantitative (Figure 19A). De la même façon que les cellules 293RL, l’OPG-Fc est 
internalisée par les ostéoblastes lorsque les cellules sont incubées en présence d’OPG-Fc 
exogène (Figure 32B). Cette internalisation est inhibée lorsque l’expérience est reproduite en 
présence d’un anticorps anti-RANKL de souris (4 µg/ml), démontrant l’importance de RANKL 
dans ce phénomène (Figure 32C). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 32 : Internalisation d’OPG-Fc par des cellules ostéoblastiques exprimant RANKL 

physiologiquement. 
Les différentes images sont obtenues par superposition des images des cellules 
ostéoblastiques sous lumière blanche et sous immunofluorescence. Les ostéoblastes sont 

incubés en présence ou absence de 100 ng/ml d’OPG-Fc pendant 2 heures. A) Marquage 
d’OPG endogène des ostéoblastes de souris sans prétraitement à l’OPG-Fc. B) 
Ostéoblastes de souris incubées avec 100 ng/ml d’OPG-Fc. C) Une pré-incubation d’une 
heure est réalisée en présence d’un anticorps anti-RANKL de souris (4 µg/ml) avant de 
rajouter de l’OPG-Fc 100 ng/ml.  
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G) Étude de la demi-vie de RANKL. G) Étude de la demi-vie de RANKL. 

1) Influence de l’OPG-Fc sur la demi-vie de RANKL 1) Influence de l’OPG-Fc sur la demi-vie de RANKL 
  

L’OPG-Fc après s’être fixée aux cellules 293RL est internalisée puis dégradée par les 
cellules 293RL, mais est ce que la fixation de l’OPG-Fc agit aussi sur la dégradation de 
RANKL ?  Afin de répondre à cette question, le devenir de RANKL a été étudié par Western 
Blot.  Les cellules 293RL ont été incubées, à 37°C pendant 2, 4, 6 ou 8 heures, en présence 
d’un inhibiteur de synthèse protéique, le cyclohéximide, à 4 µg/ml avec ou sans OPG-Fc 
(100 ng/ml). Les cellules sont ensuite lysées, puis la présence de RANKL est déterminée par 
western blot. Lorsque les cellules sont incubées en présence de cyclohéximide, l’expression 
de RANKL commence à diminuer après 6 heures d’incubation à 37°C (figure 33A). Au 
contraire, quand cette incubation est réalisée en présence d’OPG-Fc une diminution de 
RANKL est mise en évidence dès 4 heures et s’accentue à 6 heures d’incubation. Ces 
résultats indiquent donc que l’OPG-Fc influence la demi-vie de RANKL membranaire en 
stimulant son internalisation et sa dégradation.  Le même résultat a été observé sur les 
cellules 293RL2.0 (RANKL avec un domaine intracytoplasmique incomplet) à savoir une 
baisse de la demi-vie de RANKL2.0 en présence d’OPG-Fc exogène (résultat non montré). 

L’OPG-Fc après s’être fixée aux cellules 293RL est internalisée puis dégradée par les 
cellules 293RL, mais est ce que la fixation de l’OPG-Fc agit aussi sur la dégradation de 
RANKL ?  Afin de répondre à cette question, le devenir de RANKL a été étudié par Western 
Blot.  Les cellules 293RL ont été incubées, à 37°C pendant 2, 4, 6 ou 8 heures, en présence 
d’un inhibiteur de synthèse protéique, le cyclohéximide, à 4 µg/ml avec ou sans OPG-Fc 
(100 ng/ml). Les cellules sont ensuite lysées, puis la présence de RANKL est déterminée par 
western blot. Lorsque les cellules sont incubées en présence de cyclohéximide, l’expression 
de RANKL commence à diminuer après 6 heures d’incubation à 37°C (figure 33A). Au 
contraire, quand cette incubation est réalisée en présence d’OPG-Fc une diminution de 
RANKL est mise en évidence dès 4 heures et s’accentue à 6 heures d’incubation. Ces 
résultats indiquent donc que l’OPG-Fc influence la demi-vie de RANKL membranaire en 
stimulant son internalisation et sa dégradation.  Le même résultat a été observé sur les 
cellules 293RL2.0 (RANKL avec un domaine intracytoplasmique incomplet) à savoir une 
baisse de la demi-vie de RANKL2.0 en présence d’OPG-Fc exogène (résultat non montré). 

  

L’analyse par Western Blot démontrant la capacité de l’OPG-Fc à moduler la demi-vie de 
RANKL, en la dégradant, est inhibée par la présence de 1 µg/ml de chlorpromazine (Figure 
33C). A l’inverse, la baisse de la demi-vie de RANKL engendré par l’OPG-Fc n’est pas 
affectée en présence de filipine.   

L’analyse par Western Blot démontrant la capacité de l’OPG-Fc à moduler la demi-vie de 
RANKL, en la dégradant, est inhibée par la présence de 1 µg/ml de chlorpromazine (Figure 
33C). A l’inverse, la baisse de la demi-vie de RANKL engendré par l’OPG-Fc n’est pas 
affectée en présence de filipine.   
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es 293RL sont incubées à 37°C pendant 2, 4, 6 and 8 heures en présence de 
µg/ml) en absence d’OPG-Fc (100 ng/ml) (A) ou en présence d’OPG-Fc 
) Les cellules 293RL sont incubées à 37°C pendant 4 heures (I) en présence 
 (4µg/ml), (II) en présence de cycloheximide (4 µg/ml) + OPG-Fc (100 ng/ml), 
de cycloheximide (4µg/ml) + OPG-Fc (100ng/ml) + Filipine (3 µg/ml) et (IV) en 
oheximide (4µg/ml) + d’OPG-Fc (100ng/ml) + Chlorpromazine (1 µg/ml). 
ANKL est ensuite analysée par Western Blot. 

 l’héparine et des GAG sur la demi-vie de RANKL 

aine de liaison à l’héparine est capable d’interagir avec des 
a matrice extracellulaire.  Le complexe ainsi formé entre l’OPGc et les 
t-il toujours capable d’interagir avec RANKL membranaire ?  Dans ce 
tions moléculaires entre l’OPGc et l’héparine ainsi qu’entre l’OPGc et 
té étudiées dans la modulation de la demi-vie de RANKL totale de 

l (0,91 nM) est préalablement pré-incubée, pendant 30 minutes à 
te avec 91 nM d’héparine ou de tétrasaccharide ou de décasaccharide 
te ou de dermatane sulfate ou de chondroïtine sulfate. Ce mix est 
les cellules 293RL pendant 2, 3, 4 et 6 heures avant d’extraire le contenu 
analyse par Western Blot de RANKL.  Les résultats présentés dans la 
ue seul le tétrasaccharide est sans effet sur l’internalisation de RANKL 
lors que toutes les autres molécules testées inhibent cette activité de 
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Figure 34 : L’OPGc est pré-

incubée pendant 30 minutes 
à température ambiante avec 91 nM d’héparine, de tétrasaccharide (dp4), de décasacc
(dp10), d’héparane sulfate (HS), de dermatane sulfate (DS) ou de chondroïtine sulfate (CS), 
avant d’être ajoutée sur les cellules 293RL. Les cellules sont lysées puis l’expression d
est analysée par western blot. 
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ISOFORMES DE RANKL MEMBRANAIRE 
 

A TRANSFECTION STABLE DES ISOFORMES DE RANKL DE SOURIS 

1) Cellules humaines de rein fœtal (293) transfectées stablement par les 
différentes isoformes de RANKL de souris. 
Les cellules humaines de rein fœtal (293) n’exprimant ni RANKL ni OPG ont été transfectées 
par le cDNA codant pour les différentes isoformes de RANKL de souris : RANKL complet 
(293RL), RANKL avec le domaine intracytoplasmique plus court (293RL2.0) et RANKL sans 
domaine intracytoplasmique (293RL2.1) (Fig. 35A). Le profil d’expression du mRNA RANKL 
est étudié par RT-PCR semi-quantitative et est comparé à un gène de référence, le 18S.  
Les résultats obtenus (Fig. 35B), confirment la transfection des cellules humaines de rein 
fœtal (293) par de l’ADNc codant pour les différentes isoformes de RANKL de souris.   
Une extraction protéique sur les 4 types cellulaires a aussi été effectuée une fois les cellules 
à confluence dans une plaque 6 puits, afin de vérifier par Western Blot, la présence de 
l’expression de la protéine RANKL (Fig. 35C).  RANKL, détectée sur les cellules 293RL et 
293RL2.0 est significativement plus abondante lorsque les cellules sont transfectées par 
l’ADNc codant pour RANKL total.  En ce qui concerne les cellules 293RL2.1, si aucune 
détection de RANKL n’a été observée par Western blot elle a néanmoins pu être dosée par 
ELISA dans les lysats cellulaires.  Une concentration significative de (121 ± 16), (39 ± 12) et 
(4 ± 0,3) ng/ml a été respectivement obtenue pour les cellules 293RL, 293RL2.0 et 
293RL2.1.  
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Figure 35 : Analyse par RT-PCR de l’expression de l’ARNm RANKL et 18S sur les cellules 293, 

293RL, 293RL2.0 et 293RL2.1. B) La présence de la protéine RANKL par les 4 types cellulaires 
a été effectuée par Western Blot 

2) Localisation cellulaire de la protéine RANKL par les 293, 293RL, 293RL2.0 et 
293RL2.1 
L’expression des isoformes de RANKL par les cellules transfectées a été étudiée par 
microscopie confocale.  Les 4 types cellulaires (293, 293RL, 293RL2.0 et 293RL2.1) une fois 
à confluence sont déposés sur une lame de verre et fixés par de l’acétone.  Un traitement au 
Triton permet de perméabiliser la membrane avant d’introduire de l’OPG-Fc-FITC à une 
concentration de 7 µg/ml pendant une heure. La présence de RANKL est indirectement 
localisée par la fixation de l’OPG-Fc-FITC sur la protéine RANKL.  L’expression de RANKL 
est détectée sur les 3 types cellulaires transfectés par les différentes isoformes de RANKL 
confirmant la présence intracellulaire de la protéine RANKL. Aucune expression de RANKL 
intracellulaire n’est observée sur les cellules 293.   
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Figure 36: Expression de la protéine RANKL.  Les images (agrandissement x 40) correspondant 

aux coupes de cellules de 0,3µm nous démontrent une distribution intracellulaire de RANKL pour 
les cellules de type 293RL, 293RL2.0 et 293RL2.1.  

3) Analyse de l’expression de RANKL à la surface des cellules 

293RL2.0 

L’expression de RANKL membranaire à la surface des cellules 293, 293RL, 293RL2.0 et 
293RL2.1 a été étudiée par l’OPG-Fc-FITC.  En effet, l’OPG-Fc-FITC est capable de se fixer 
à RANKL membranaire et cette fixation est analysée par cytométrie en flux.  Les 4 types 
cellulaires déposés à raison de 106 cellules/puits sont incubés en présence ou en absence 
d’OPG-Fc-FITC (1pmole/puits) pendant une heure à 4°C.  Les cellules sont ensuite rincées 
trois fois avec du PBS avant d’être analysées en cytométrie en flux.  Sur la figure 37 (A, D) 
aucun marquage positif n’est observé en présence d’OPG-Fc-FITC sur les cellules 293 et 
293RL2.1.  A l’inverse, un marquage positif est constaté pour les cellules 293RL et 
293RL2.0.  Ces résultats nous démontrent une expression plus importante de RANKL à la 
surface des cellules 293RL (MFI 6,4 (Intensité Moyenne de Fluorescence) comparé aux 
cellules 293RL2.0 (MFI 2,8) (fig.37 B, C).  En ce qui concerne les cellules 293RL2.1, une 
absence d’expression de RANKL à la surface cellulaire est constatée.  

293RL2.1 
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Figure 37 : Une analyse de la présence de RANKL en cytométrie en flux est réalisée sur les cellules 

293 (A), 293RL (B), 293RL2.0 (C) et 293RL2.1 (D) avec un marquage d’OPG-Fc-FITC.  Un 
déplacement positif des cellules 293RL et 293RL2.0 est observé en présence d’OPG-Fc-FITC.  
La fixation d’OPG-Fc-FITC à RANK-L membranaire (profil noir) est comparée aux cellules 
contrôles sans OPG-Fc-FITC (profil rouge). L’intensité moyenne de fluorescence (MFI) est 
calculée pour chaque type cellulaire.  

MFI= (Intensité fluorescence  [OPGFc-FITC] / Intensité fluorescence cellules contrôles) 

B) MODULATION DE LA BIODISPONIBILITÉ D’OPG PAR LES DIFFÉRENTES 
ISOFORMES. 

1) Cinétique de disparition d’OPG dans les surnageants de culture cellulaire 
Les 4 types cellulaires 293, 293RL, 293RL2.0 et 293RL2.1 sont tous incubés en présence 
d’OPG-Fc à une concentration de 100 ng/ml pendant 24 heures à 37°C.  A différents temps, 
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un prélèvement est effectué et la concentration d’OPG-Fc est mesurée par ELISA.  La 
concentration d’OPG-Fc dans le milieu de culture des cellules n’est pas modifiée pour les 
293 et 293RL2.1 alors qu’une disparition rapide de l’OPG-Fc est constatée pour les cellules 
293RL et 293RL2.0 (Figure 38).  Les résultats ainsi obtenus démontrent l’importance d’un 
domaine intra cytoplasmique de RANKL dans l’internalisation d’OPG-Fc.   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 38 : 100 ng/ml d’OPG-Fc sont incubés avec les cellules 293 (   ), 293RL (   ), 293RL2.0 (   ) ou 

293RL2.1 ( x  ) à 37°C pendant 24 heures maximum. Pendant l’incubation, la concentration 
extracellulaire d’OPG-Fc restant dans les surnageants cellulaires est mesurée à différents temps 
par la technique d’ELISA.  
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2) Analyse par microscopie confocale du devenir de l’OPG-Fc par les cellules 
293, 293RL 293RL2.0 et 293RL2.1 
 

 
Le devenir du complexe OPG-Fc-RANK-L par les 4 types cellulaires (293, 293RL, 293RL2.0 
et 293RL2.1) a également été étudié par microscopie confocale. Pour cela, ces cellules sont 
incubées en présence d’OPG-Fc-FITC à 100 ng/ml pendant 2 heures à 37°C, rincées, puis 
déposées sur une lame de verre. Les lames sont fixées pour être ensuite analysées par 
microscopie confocale.  Pour les cellules 293 et 293RL2.1, aucun marquage positif d’OPG-
Fc–FITC n’est observé alors que pour les cellules 293RL une localisation intracellulaire plus 
importante d’OPG-Fc-FITC est constatée comparé aux cellules 293RL2.0.  Par conséquent, 
l’OPG-Fc est internalisée par RANKL membranaire localisé à la surface des cellules 293RL 
et 293RL2.0. 
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Figure 39 : Localisation intracellulaire d’OPG-Fc-FITC.   A confluence, les cellules sont incubées en 

présence de 100 ng/ml d’OPG-Fc-FITC pendant 2 heures à 37°C. Les images (agrandissement x 
40) correspondant aux coupes de cellules de 0,3µm nous démontrent une distribution 
intracellulaire d’OPG-Fc-FITC pour les cellules de type 293RL et 293RL2.0. En ce qui concerne 
les cellules 293 et 293RL2.1, aucun marquage d’OPG-Fc-FITC n’est observé.   

DIFFÉRENCIATION OSTÉOCLASTIQUE 
 
 

RANKL, en se fixant sur son récepteur RANK exprimé à la surface des cellules 
préostéoclastiques, stimule la différenciation et l’activation des préostéoclastes en 
ostéoclastes matures.  Afin de vérifier l’activité biologique de nos cellules 293 transfectées 
par les différentes isoformes de RANKL de souris sur la différenciation ostéoclastique, un 
modèle d’ostéoclastogenèse, utilisant la lignée RAW 264.7 a été choisi.  Cette lignée se 
différencie rapidement en ostéoclastes sous l’action de RANKL (Wittrant et al., 2004).  Les 
ostéoclastes différenciés obtenus sont mis en évidence pour leur activité TRAP 
(Phosphatase Acide Résistante au Tartrate).  
 
A) DIFFÉRENTIATION OSTÉOCLASTIQUE À PARTIR DE LA LIGNÉE RAW 
264.7 EN PRÉSENCE DE RANKL SOLUBLE.  
 

Afin de permettre une différenciation optimale des cellules RAW, une densité cellulaire de 
3000 cellules par puits à été choisie (Wittrant et al., 2004). En présence de RANKL soluble  
(100 ng/mL), les cellules RAW 264.7 se différencient en petites cellules multinucléées (> 3 
noyaux) TRAP positives (Fig. 40). 
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 Figure 40: Etude de la différenciation des cellules RAW 264.7 en présence de RAN

Les cellules RAW ont été cultivées pendant 4 jours en absence (A) ou en présence 

RANKL (B). Une coloration TRAP est ensuite réalisée afin de visualiser les cellules

caractère ostéoclastique (flèches rouges) (agrandissement x 20).  

(C) Un agrandissement de cellules multinucléées formées en présence de RAN
représenté. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

B) DIFFÉRENTIATION OSTÉOCLASTIQUE À PARTIR DE LA LIGNÉE RA
CO-CULTURE AVEC DES CELLULES 293, 293RL, 293RL2.0 ET 293RL2.1. 
 

La capacité des cellules exprimant les différentes isoformes de RANKL à induire 
l’ostéoclastogenèse a été étudiée sur la différenciation des cellules RAW in vitro. Pou
les précurseurs ostéoclastiques ont été cultivés en présence des cellules 293 transfec
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ou non. Les résultats indiquent que les co-cultures des cellules RAW en présence de cellules 
293RL ou 293RL2.0, qui expriment une forme membranaire de RANKL, permettent la 
formation de cellules multinucléées (Fig. 41 A-B).  Nous constatons que les cellules 
différenciées obtenues en présence des 293RL en comparaison avec celles obtenues en 
présence de RANKL soluble sont plus nombreuses (Fig. 42) et qu’elles sont à un stade de 
différenciation plus avancé matérialisé par un cytoplasme plus volumineux (Fig. 41A). 

 

En outre, le nombre de cellules multinucléées à caractère ostéoclastique formées en 
présence de cellules 293RL est supérieur à celui obtenu en présence de cellules 293RL2.0 
(Fig. 42).  Nous constatons également l’obtention de quelques petites cellules multinucléées 
après co-culture des cellules RAW avec les cellules 293 n’exprimant pas RANKL (Fig. 41C).   
De même, les cellules 293RL2.1 n’exprimant pas la forme membranaire de RANKL 
présentent le même taux de cellules différenciées (Fig. 41D).  Ce résultat suggère la 
production par la cellule 293 d’autres protéines cytokiniques capables d’induire une 
différenciation ostéoclastique indépendamment de RANKL.  
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Figure 41 : Différenciation des cellules RAW (flèches rouges) en présence de A : co-culture 

avec 293RL ; B : co-culture avec 293RL2.0 ; C : co-culture avec 293 et D : co-culture avec 

293RL2.1 (agrandissement x 20) 
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Figure 42 : Différenciation ostéoclastique des cellules RAW 264.7 en présence de RANKL soluble 

(100 ng/ml) ou en présence des cellules 293 transfectées par les différentes isoformes de 
RANKL.   
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ETUDE DU CLIVAGE DE RANKL MEMBRANAIRE 

 
A) INFLUENCE DE FACTEURS OSTÉOTROPIQUES SUR LA PRODUCTION DE 
RANKL SOLUBLE. 

1) Dosage de RANKL soluble dans les surnageants de culture cellulaire des 
cellules 293 et 293RL. 
RANKL soluble peut provenir soit d’un clivage protéolytique de RANKL membranaire soit à 
partir de transcrits suite à un épissage alternatif de l'ARNm codant pour RANKL 
membranaire.  Notre modèle cellulaire exprimant uniquement RANKL membranaire nous 
permet d’attribuer une éventuelle production de RANKL soluble extracellulaire exclusivement 
à un mécanisme de clivage protéolytique.  Les concentrations de RANKL soluble libérées 
dans les surnageants de cultures cellulaires ont été déterminées par la technique ELISA.   
Une fois à confluence, les cellules 293, 293RL, 293RL2.0 et 293RL2.1 sont incubées 
pendant 24 heures à 37°C.  Le dosage protéique dans les lysats cellulaires révèle des 
variations non significatives de la quantité de protéines présentes dans ces lysats cellulaires 
(résultat non montré).  Les surnageants de culture cellulaire récupérés sont dosés par la 
technique d’ELISA nous indiquant une concentration de RANKL soluble de (3,6 ± 0,8) et (2,2 
± 0,2) ng/ml pour les cellules 293RL et 293RL2.0.  Aucune détection de RANKL soluble n’a 
été observée sur les 293RL2.1 malgré la présence de la protéine dans les lysats cellulaires.  
L’absence de RANKL soluble sur les 293RL2.1 corrobore le résultat obtenu par l’analyse en 
cytométrie en flux à savoir une absence de localisation membranaire de RANKL (Figure 37).  
En ce qui concerne les cellules non transfectées, aucun RANKL n’a été détecté dans le 
milieu de culture (Fig 43).      
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Figure 43 : Détection par 
la technique ELISA 
de RANKL 

extracellulaire sur 
les 4 types de c

(293, 293RL, 
293RL2.0 et 293RL2.1) après 24 heures d’incubation à 37°C. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2) Effets de différents facteurs ostéotropiques sur la libération de RANL soluble 
par les cellules 293RL 

 
 Les facteurs solubles à caractère ostéotropiques testés sont : RANK, OSM, Trail, 
PMA, TNFα, VitD, IL6, Lif, l’IL1 et  le RANKL.  Les protéines sont dosées dans les lysats 
cellulaires.  Les résultats obtenus (non montrés) révèlent des variations non significatives de 
la quantité de protéines présentes dans les lysats cellulaires. Ainsi, les facteurs testés 
n’influencent pas la prolifération cellulaire.   
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  En l’absence de facteurs ostéotropiques, un taux basal de RANKL soluble est détecté 
(moyenne de 3,5 ng/ml).  Après 24 heures de culture en présence de PMA, de TNFα et 
d’OSM, une stimulation significative de la production de RANKL soluble est observée (Fig. 
44).  La production de RANKL soluble est ainsi stimulée respectivement de 3,6 ; 2 et 1,98 
fois comparé au contrôle sans facteur.  Pour tous les autres facteurs testés, aucun effet 
significatif n’est observé sur cette lignée cellulaire.       
Figure 44 : Modulation par des facteurs ostéotropiques de la production de RANKL soluble par les 

cellules 293RL.                      Les cellules 293RL, en confluence, ont été placées durant 24 
heures en présence ou non de différents facteurs à 
une concentration de 100ng/ml sauf pour l’IL1 
(50ng/ml) et  pour le PMA et la Vit D (10-8 M). 
* p < 0,01 

3) Effet du PMA sur l’expression du 
mRNA RANKL 

 
Nous avons montré que le TNFα, l’OSM et le 
PMA stimulent significativement la production 
de RANKL soluble produite par les cellules 
293RL (Fig.44).  Etant donné que la stimulation 
de la protéine soluble est maximale en 
présence du PMA, l’effet de ce facteur sur 
l’expression de mRNA  RANKL a été étudié.  
Nous observons une augmentation de la 
production du transcrit RANKL en présence de 
ce facteur (Fig.45). 
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Figure 45 : Effet du PMA à 10-8M sur l’expression du mRNA RANKL après 24 heures d'incubation 

avec les cellules 293RL. 
* p < 0,01  
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4) L’INFLUENCE D’UN INHIBITEUR DE LA VOIE ERK1/2 SUR LA LIBÉRATION 
DE RANKL 

 
Afin d’étudier le mécanisme impliqué dans la production de RANKL soluble par le PMA, un 
inhibiteur de la voie Erk1/2, l’UO126, a été utilisé.  Nos résultats (Fig. 46) montrent une 
inhibition de la stimulation de RANKL soluble lorsque les cellules sont prétraitées avec 
l’UO126.  Par conséquent, la voie Erk ½ est impliquée dans l’effet stimulateur du PMA. 
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Figure 46 : Effet de l’UO126 sur la production de RANKL soluble produites par les cellules 293RL 

incubées pendant 6 heures avec le PMA (10-8 M). 
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B) RECHERCHE DE PROTÉASES INTERVENANT DANS LE CLIVAGE DE RANKL 
MEMBRANAIRE. 

1) Influence d’un inhibiteur de métallosecrétase (TAPI-1) sur la libération de 
RANKL soluble par les cellules 293RL  
 L’activité protéolytique des métallosecrétases ont été largement décrites pour leur 
capacité à cliver divers protéines membranaires.  De ce fait, un inhibiteur, le TAPI-1 (Tumor 
necrosis factor-Alpha Protease Inhibitor-1) a été utilisé afin d’appréhender l’implication des 
métallosecrétases dans le clivage protéolytique de RANKL membranaire.  Les cellules 
293RL sont ensemencées dans une plaque 6 puits et une fois les cellules à confluence, le 
milieu de culture est remplacé par du DMEM seul en présence ou non de TAPI-1 à une 
concentration finale de 100µM.  Une incubation pendant 6 heures est effectuée à 37°C avant 
de doser par ELISA la production de RANKL soluble libéré par clivage protéolytique.  En 
présence de TAPI-1, la libération de RANKL soluble est inhibée de 70%, démontrant ainsi 
une forte implication des métalloprotéases dans le clivage de RANKL membranaire (fig.47).   

Figure 47 : Les cellules 293RL une fois à 
confluence dans les plaques 6 puits sont 
incubées en présence de TAPI-1 (100µM) 
pendant 6 heures à 37°C. Le milieu de 
culture des cellules est ensuite récupéré 
pour un dosage de RANKL soluble par 
ELISA. 

100 

 
 
 

2) Comparaison 293 et 293RL 
 Des cellules 293, 293RL ainsi 
que des cellules MG63 (cellule 
contrôle exprimant la MT1-MMP) sont 
déposées dans des plaques 6 puits à 
raison de 100,000 cellules par puits.  
A confluence, les cellules sont lysées 

pour extraire soit le contenu protéique soit tout l’ARNm.  Une analyse par RT-PCR semi-
quantitative sur les cellules 293 et 293RL a été effectuée sur l’expression de plusieurs 
transcrits : MT-1, 2, 3, 4 et 5 et ADAM- 9, 10, 17 et 19.  Une absence d’expression de la 
MT1-MMP a été observée sur les cellules 293RL (fig.48A) contrairement aux cellules 
contrôle MG63 qui expriment la MT1-MMP.  De plus, aucune modulation n’a été constatée 
pour les différents transcrits sur les 293 et 293RL à l’exception de la MT3-MMP.  En effet, 
une augmentation de l’expression de l’ARNm MT3-MMP a été remarquée sur les 293RL 
comparée aux cellules 293 (fig.48B).  Malgré le même taux du transcrit Tace dans les 
cellules 293 et 293RL, une analyse de la protéine Tace par Western Blot a montré une 
expression plus importante de Tace dans les cellules 293RL (fig. 48C-D). 
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 B 
 MG63 293RL 
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Figure 48 : Analyse par RT-PCR semi-quantitative de A) l’expression de MT1-MMP par les cellules 

293RL et les  cellules MG63 B) l’expression de MT3-MMP par les cellules 293 et 293RL.  C) 
l’expression de Tace sur les 293 et 293RL. Le 18S est utilisé en tant que gène de référence. D) 
Analyse par Western Blot de l’expression de la protéine Tace sur les cellules 293 et 293RL.  

 
 
 
 
 
 
 

3) Effets du ShRNA de Tace et de la MT3-MMP sur la production de RANKL 
soluble par les 293RL 
Les effets du ShRNA Tace et ShRNA MT3-MMP ont été testés sur les cellules 293RL par 
transfection transitoire.  Par la machinerie cellulaire, les ShRNA sont clivés pour libérer des 
séquences spécifiques (SiRNA) responsables de la dégradation d’ARNm ciblé.  Le 
surnageant de culture cellulaire après 24 heures d’incubation à 37°C est récupéré pour un 
dosage de RANKL soluble par ELISA et les cellules sont lysées pour extraire soit le contenu 
protéique pour une analyse par Western Blot de la protéine Tace soit l’ARNm pour une 
analyse par RT-PCR semi-quantitative de l’expression des transcrits Tace et MT3-MMP.  
Aucune modulation de la libération de RANKL soluble n’est observée en présence des 
séquences ShRNA Tace et MT3-MMP.  De plus, l’analyse des transcrits ne nous a révélé 
aucune inhibition de l’expression des ARNm Tace ou MT3-MMP en présence des ShRNA 
Tace et MT3 respectivement et par Western Blot, aucune modulation de la protéine Tace n’a 
été constatée. 
Au vu de ces résultats, une transfection stable par les différents ShRNA a été réalisée afin 
de produire suffisamment de ShRNA dans la cellule.  Les cellules 293RL sont transfectées 
stablement par des séquences codant soit pour le ShRNA Tace soit pour le ShRNA MT3.  
Les cellules une fois à confluence sont incubées pendant 24 hrs à 37°C dans du DMEM 
seul.  Le surnageant est récupéré pour un dosage de RANKL soluble par ELISA et les 
cellules sont lysées soit pour une analyse par Western Blot de la protéine Tace soit pour une 
analyse par RT-PCR semi-quantitative de l’expression des transcrits Tace et MT3-MMP.  
D’après le dosage ELISA, aucune modulation de la libération de RANKL soluble n’est 
observée en présence des séquences ShRNA Tace.  Par contre, une augmentation de 
RANKL soluble est constatée en présence de ShRNA MT3 (fig. 49A).  L’analyse des 
transcrits ne montre aucune diminution de l’expression de l’ARNm de Tace.  A l’inverse, une 
inhibition de l’expression de l’ARNm MT3-MMP est observée en présence du ShRNA MT3-
MMP (fig. 49B).  Cependant, malgré la non modulation du transcrit Tace en présence ou en 
absence du ShRNA Tace, l’augmentation observée par Western blot de la protéine Tace 
Figure 48D) est inhibée en présence du ShRNA dirigé contre Tace (fig. 49C).   
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igure 49 : Les cellules 293RL sont transfectées stablement par des séquences ShRNA Tace et 
ShRNA MT3-MMP.  Après 24 heurs d’incubation à 37°C, le surnageant cellulaire est récupéré et  CT    
FC

les cellules sont lysées.  A) Dosage de RANKL soluble par ELISA dans les surnageants de 
cultures cellulaires en présence ou non des séquences ShRNA Tace et ShRNA MT3-MMP.  B) 
Analyse par RT-PCR semi-quantitative de l’expression des transcrits Tace et MT3-MMP en 
présence des séquences ShRNA spécifique. Le 18S est utilisé comme gène de référence. C) 
Western Blot de la protéine Tace en présence de la séquence ShRNA Tace. 
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Le tissu osseux est en perpétuel remaniement grâce à un équilibre entre les phases 
d’apposition, assurées par les ostéoblastes, et les phases de résorption, dépendantes de 
l’activité des ostéoclastes. Afin de permettre le maintien de la masse osseuse, ces deux 
processus sont finement régulés par des cytokines appartenant à la superfamille du TNF et 
de leurs récepteurs, et plus particulièrement par une triade moléculaire constituée d’OPG, de 
RANK et de RANKL. Cette triade représente l’élément clé pour la régulation de la résorption 
osseuse.  La protéine RANKL, par sa fixation sur son récepteur RANK à la surface des 
précurseurs ostéoclastiques, est un facteur stimulant de la différenciation et de l’activation 
ostéoclastique.  A l’inverse, l’OPG agit comme un inhibiteur en se liant à RANKL et empêche 
ainsi la fixation de celui-ci sur son récepteur RANK.   

 

L’équilibre entre la formation et la résorption osseuse est rompue en faveur d’une 
dégradation osseuse lors de pathologies ostéolytiques.  Le traitement couramment utilisé se 
compose principalement de l'administration de bisphosphonate (Heymann et al., 2004).  
Cependant, bien que l'efficacité de ce traitement soit clairement démontrée dans l’inhibition 
de la résorption osseuse, plusieurs effets secondaires et indésirables ont été récemment 
constatés (Pfister et al., 2000 ; Peter et al., 2004 ; Whyte et al., 2003).  Par conséquent, de 
nouvelles approches thérapeutiques ont été proposées afin de pallier à ces effets 
secondaires (Wittrant et al., 2004 ; Heymann et al., 2005). Parmi ces approches, l’OPG 
représente un agent moléculaire stratégique capable de réduire la perte osseuse de par son 
rôle d’inhibiteur sur la résorption osseuse. Bien que plusieurs résultats encourageants soient 
rapportés dans la littérature au sujet des effets de l'OPG en tant qu’agent thérapeutique 
contre des maladies ostéolytiques, peu de données in vitro sont accessibles au sujet de sa 
biodisponibilité dans le compartiment extracellulaire.  

 

Nous nous sommes par conséquent intéressés à la biodisponibilité de l’OPG une fois fixée à 
RANKL membranaire.  Afin de mener à bien notre projet, nous avons utilisé des cellules 
humaines de rein fœtal (293) n’exprimant ni RANKL ni OPG et qui ont été transfectées par 
du cDNA de la forme complète de RANKL transmembranaire de souris (293RL).  Après 
vérification de l’expression de l’ARNm par RT-PCR et de la protéine RANKL par Western 
Blot, les expériences concernant la biodisponibilité de l’OPG sont réalisées en présence 
d’OPG-Fc. L’absence du domaine de liaison à l’héparine permet d’exclure toute interaction 
avec des protéoglycanes exprimés par la cellule 293RL.  Lorsque les cellules 293RL ont été 
incubées en présence de l’OPG-Fc, une diminution rapide de l'OPG-Fc a été observée dans 
le surnageant de culture cellulaire, processus qui a lieu sans activité enzymatique 
extracellulaire. En effet, en présence d’inhibiteurs de protéases extracellulaires, aucune 
inhibition de la disparition de l’OPG-Fc n’est observée. L’hypothèse d’une éventuelle 
internalisation de l’OPG-Fc par la cellule 293RL est proposée. De plus, un anticorps anti-
RANKL de souris est capable de maintenir la concentration extracellulaire de l'OPG-Fc. Des 
résultats similaires ont été obtenus sur des ostéoblastes de souris exprimant 
physiologiquement RANKL membranaire.  Ces données précisent un rôle primordial de la 
fixation d’OPG-Fc à RANKL membranaire exprimé par les cellules 293RL dans la 
biodisponibilité de l’OPG. 

 

L’analyse par microscopie confocale nous a également montré que l’OPG-Fc une fois fixée à 
RANKL membranaire sur la cellule 293RL est internalisée et localisée au niveau 
cytoplasmique et au niveau périnucléaire.  Le complexe formé entre l’OPG-Fc et RANKL est 
internalisé par un processus d'endocytose passant par la voie de la formation d’un manteau 
de clathrine puisqu’en présence de chlorpromazine une accumulation de l’OPG-Fc par la 
cellule est observée.  A l’inverse, la filipine, qui est capable de modifier la structure de 
lipides-rafts de la membrane plasmique, n'est pas capable d’inhiber l'internalisation de 
l'OPG-Fc. De plus, les résultats d’une cinétique d’OPG-Fc sur les cellules 293RL nous 
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indiquent qu’une fois internalisée par la cellule, l’OPG est dégradée. Cette dégradation 
intracellulaire nécessite l’intervention du protéasome et du lysosome, puisque la dégradation 
intracellulaire de l'OPG est ralentie par leurs inhibiteurs respectifs (lactacystine et 
chloroquine).  

 

L’OPG en se fixant à RANKL membranaire est, soit entrainée par l’internalisation de RANKL 
de façon constitutive, soit augmente l’internalisation de RANKL.  L’analyse de l’expression 
de la protéine RANKL par Western Blot dans les lysats cellulaires montre que l’OPG en se 
fixant à RANKL stimule l’internalisation et la dégradation intracellulaire de RANKL par les 
cellules 293RL et de ce fait diminue la demi-vie de celle-ci. De plus, nous observons que 
RANKL disparait par un processus d’endocytose passant par la voie de la formation d’un 
manteau de clathrine corroborant les résultats obtenus lors de l’étude de l’internalisation de 
l’OPG (Kwan tat et al., 2006).   

 

La forme complète de l’OPG (OPGc) peut interagir via son domaine de liaison à l’héparine 
avec des protéoglycanes. Ainsi, Standal et al. (2002) ont montré que l’OPGc peut se fixer au 
syndecan-1, surexprimé à la surface des cellules de myélome.  Cette OPGc une fois fixée au 
syndecan-1 est ensuite internalisée et dégradée par ces cellules de myélome.  De plus, des 
travaux effectués par Mosheimer et al. (2005) ont démontré que l’OPGc pouvait affecter la 
migration des monocytes en interagissant toujours avec le syndecan-1.   Lorsque l’OPG 
sous sa forme complète est incubée avec les cellules 293RL une disparition de l’OPGc dans  
le milieu de culture est également observée.  A l’inverse des résultats obtenus en présence 
d’un anticorps anti-RANKL de souris, la disparition de l’OPGc n’est pas affectée dans le 
milieu extracellulaire en présence d’un anticorps anti-Syndecan-1. Par conséquent, dans 
notre modèle cellulaire, on n’a pu mettre en évidence une éventuelle implication du 
Syndecan-1 dans la disparition d’OPG extracellulaire.  

 

Ces résultats ne sont pas contradictoires puisque l'OPG peut se lier à RANKL et/ou au 
Syndecan-1.  Par conséquent, la fixation de l’OPG à la cellule aussi bien que sa disparition 
extracellulaire dépendra du niveau d'expression de RANKL ou du Syndecan-1 dans un 
modèle cellulaire.  La biodisponibilité de l’OPG peut ainsi être modulée par un équilibre entre 
des protéoglycanes tels que le Syndecan-1 ou de l’expression de RANKL membranaire 
(Llorente et al., 2001). Ces deux voies pourraient par conséquent expliquer les différents 
mécanismes impliqués dans l'internalisation d'OPG observée soit sur les cellules de 
myélome surexprimant le Syndecan-1 soit sur les ostéoblastes exprimant physiologiquement 
RANKL membranaire.  En effet, en présence d’un anticorps anti-RANKL de souris, 
l’internalisation d’OPG-Fc est inhibée sur les cellules ostéoblastiques. 

 

Des héparanes sulfates sont responsables de la séquestration de différents facteurs de 
croissance et de cytokines (Vlodavsky et al., 1991 ; Hildebrand et al., 1994) dans la matrice 
extracellulaire ou à la surface des cellules. Cette séquestration peut promouvoir la fixation du 
facteur de croissance à son récepteur spécifique et ainsi stimuler son action (Steinfeld et al., 
1996) ou au contraire l’empêcher d’interagir avec ses cellules cibles et ainsi avoir un effet 
inhibiteur (Bi et al., 2005). Borset et al. (2000) ont mis en évidence que les molécules de 
Syndecan-1, regroupées au niveau d’uropodes dans les cellules de myélome polarisées, 
sont capables de séquestrer l’HGF (Hepatocyte growth factor) et l’OPG. L’ensemble de ces 
données suggère que l’OPG, ainsi séquestrée, ne puisse plus interagir avec RANKL ce qui 
favoriserait la résorption osseuse. Ainsi, par Western Blot nous démontrons que la 
préincubation de l’OPG à différents GAG (Glycoaminoglycane) inhibe la baisse de la demi-
vie de RANKL sous l’influence de l’OPG. Ce résultat est donc en corrélation avec  l’inhibition 
de la fixation de l’OPG par les GAG observés par Résonance Plasmonique de Surface 
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(Théoleyre et al., 2006).  Il est à noter qu’une taille minimale de 10 résidus saccharidiques 
est nécessaire pour obtenir une activité inhibitrice comparable à celle de l’héparine.  Nous 
mettons ainsi en évidence la capacité de l’héparine et d’autres GAG à inhiber la fixation de 
l’OPG à RANKL, révélant une possible implication de ces molécules dans le contrôle de la 
biodisponibilité de l’OPG. En effet, ces différents GAG testés pourraient séquestrer l’OPG 
dans la matrice osseuse et inhiber son internalisation via RANKL membranaire.   

 

RANKL, membre de la superfamille du TNF, interagit sur son récepteur transmembranaire 
RANK, qui possède un long domaine cytoplasmique responsable de la transduction d’un 
signal intracellulaire (Anderson et al., 1997 ; Lee et  Kim, 2003 ; Hsu et al., 1999). Le 
complexe ainsi formé est alors internalisé. Il a été montré récemment que les cavéoles et les 
lipides-rafts sont impliqués dans le processus d'internalisation des membres de la famille des 
récepteurs au TNF (Alessio et al., 2005). La voie des rafts joue également un rôle essentiel 
dans la stimulation de RANK durant l'activation et la différenciation ostéoclastique. Ainsi, la 
désorganisation des lipides-rafts est responsable du blocage de TRAF6 et de l'activation 
d'Akt médié par RANKL dans les ostéoclastes (Ha et al., 2003). Au contraire de RANK, 
RANKL possède un court domaine cytoplasmique de 44 acides aminés (Lacey et al., 1998 ; 
Horowitz et al., 2001). Selon nos résultats, la voie des lipides rafts n’est pas impliquée dans 
l'internalisation de RANKL après fixation à l’OPG.  Nous pouvons faire le parallèle avec la 
métalloprotéase MT1-MMP (membrane type-1 matrix metalloproteinases) qui, comme la 
forme complète de RANKL, possède un court domaine cytoplasmique composé d’une 
vingtaine d’acides aminés (Lehti et al., 2000 ; Lacey et al., 1998). Il a été récemment 
démontré que ce court domaine de la MT1-MMP est important dans le processus 
d'internalisation modulée par la voie des clathrines (Uekita et al., 2001) et via la voie des 
cavéoles (Remacle et al., 2003). En effet, l’enzyme ayant ce domaine cytoplasmique 
complètement tronqué reste localisée à la surface des cellules, alors que la MT1-MMP de 
type sauvage est rapidement internalisée (Lehti et al., 2000 ; Jiang et al., 2001 ; Uekita et al., 
2001). Par conséquent, nous pouvons émettre l’hypothèse que le domaine cytoplasmique de 
RANKL soit nécessaire pour l'internalisation et la dégradation intracellulaire après fixation de 
l'OPG.   
 

Afin d’étudier l’hypothèse que le domaine cytoplasmique de RANKL est nécessaire pour 
l'internalisation et la dégradation de l'OPG extracellulaire, des cellules humaines de rein 
fœtal (293) n’exprimant ni RANKL ni OPG ont été transfectées par le cDNA codant pour les 
différentes isoformes de RANKL de souris : RANKL complet (293RL), RANKL avec le 
domaine intracytoplasmique tronqué entre l’acide aminé 14 à 44 (293RL2.0) et RANKL sans 
domaine intracytoplasmique (293RL2.1) équivalent à l’isoforme RANKL2 humaine.  
L’expression de l’ARNm de même que la protéine RANKL de souris ont été détectées sur les 
trois types cellulaires transfectés par les cDNA codant pour les différentes isoformes.  
Cependant, une différence d’expression a été observée pour la protéine RANKL dans les 
lysats cellulaires. Une concentration significative de (121 ± 16), (39 ± 12) et (4 ± 0,3) ng/ml a 
ainsi été obtenue respectivement pour les cellules 293RL, 293RL2.0 et 293RL2.1. Aucune 
détection de RANKL membranaire n’a été constatée sur les 293RL2.1 contrairement aux 
cellules 293RL et aux cellules 293RL2.0.  En outre, une expression membranaire plus 
importante de RANKL a été constatée pour les cellules 293RL comparée aux cellules 
293RL2.0.  A l’inverse de la MT1-MMP, nos résultats démontrent que RANKL n’ayant plus 
de domaine intracytoplasmique n’est plus localisée à la surface cellulaire.  L’importance d’un 
tel domaine dans le contrôle de la biodisponibilité de l’OPG exogène reste à être affirmée.   

  

Lorsque les différentes isoformes sont incubées en présence d’OPG-Fc, une internalisation 
est observée pour les cellules 293RL et 293RL2.0.  A l’inverse aucune internalisation d’OPG-
Fc n’est observée pour les cellules 293 et les cellules 293RL2.1.  Comme nous l’avons 
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observé pour la protéine RANKL complète, l’OPG module la demi-vie de RANKL2.0.  Les 
résultats ainsi obtenus démontrent l’importance d’un domaine intra cytoplasmique de RANKL 
dans l’internalisation d’OPG-Fc.  Le manque d’un tel domaine entraîne une absence 
d’expression de RANKL à la surface cellulaire et par conséquent l’OPG n’est plus capable de 
se fixer et d’être internalisée.  Ce résultat concernant l’expression des isoformes de RANKL 
confirme ceux obtenus par Suzuki et al. (2004)  En effet, ils ont pu constater qu’en 
transfectant RANKL2 humaine sans le domaine intracellulaire, une absence de localisation 
membranaire de RANKL était constatée. Si la présence d’un domaine intracellulaire de 
RANKL est importante pour sa localisation membranaire, le rôle de l’isoforme RANKL2 chez 
la souris pour lequel le domaine intracellulaire est tronqué entre les acides aminés 14 et 44, 
reste à ce jour sans réponse dans la physiologie osseuse.   

 

Par ailleurs, si la forme membranaire et les formes solubles de RANKL semblent jouer des 
rôles semblables dans la biologie des ostéoclastes, une étude récente a pu montrer une 
participation plus subtile de ces différentes  isoformes dans la différenciation ostéoclastique  
(Ikeda et al., 2003). La différenciation ostéoclastique est commandée par des interactions 
complexes entre OPG, RANK et RANKL. Des molécules d'OPG, de RANK et de RANKL 
sont caractérisées par leurs possibilités de former des complexes homo et hétérotrimériques 
(Theoleyre et al., 2004a). Ainsi, alors que le monomère d'OPG est biologiquement actif, la 
formation d’un dimère d'OPG est exigée pour obtenir sa pleine activité biologique in vitro et 
in vivo (Schneeweis et al., 2005). De même, par une étude crystallographique, il a été 
montré que RANKL pouvait former un homotrimère.  Dans ce contexte, Lam et al. (2001), 
ont proposé un modèle dans lequel RANKL trimérique se lie à un complexe trimérique de 
RANK.  Cette trimérisation permet la pleine activité biologique de RANKL. Récemment, 
Ikeda et al. (2003) ont  indiqué que les isoformes de RANKL de souris pouvaient interagir 
entre elles afin d’exercer leurs activités biologiques. Dans leurs études, des cellules murines 
NIH3T3 sont transfectées stablement par les différentes isoformes de RANKL de souris et ils 
ont constaté que RANKL et RANKL2 pouvaient former des préostéoclastes mononuclés à 
partir des cellules de moëlle, alors que RANKL3 (RANKL soluble) n'induit ni des 
préostéoclastes ni des ostéoclastes multinucléés.  Ikeda et al. (2003) ont également 
démontré que la coexpression de RANKL et de RANKL2 de souris augmente la formation 
d’ostéoclastes multinucléés. Au contraire, la coexpression de RANKL3 avec RANKL complet 
ou RANKL2 diminue significativement la proportion d’ostéoclaste multinucléé formée 
comparée au RANKL complet ou au RANKL2 seul. De plus, le même résultat a été obtenu 
en présence des cellules NIH3T3 transfectées, exprimant soit la forme complète de RANKL 
humaine seule soit en co-expression avec RANKL3 humaine. 
 

Nous avons vérifié l’activité biologique de nos cellules 293 transfectées à induire une 
différenciation ostéoclastique. Nous observons une formation de cellules multinucléées plus 
accentuée lorsque les cellules RAW sont co-cultivées en présence de cellules 293RL 
comparativement aux cultures des RAW en présence de la molécule RANKL soluble. La 
concentration de RANKL soluble produite par les cellules 293RL est très inférieure à la 
concentration de RANKL soluble utilisée pour la différenciation des cellules RAW ce qui 
démontre le fait que le contact cellule-cellule ou la présence d’autres protéines cytokiniques 
sécrétées par les cellules 293 transfectées, faciliteraient la formation de cellules 
multinucléées.  Cependant, une différence a été observée pour le nombre de cellules 
multinucléées formées en présence des cellules 293RL ou 293RL2.0.   Cette différence peut 
être expliquée par la baisse du taux de la protéine RANKL par les cellules 293RL2.0.   

 

Contrairement au RANKL2 de souris (domaine intracytoplasmique incomplet), Suzuki et al. 
(2004) ont constaté que les cellules exprimant l’isoforme RANKL2 humaine (sans le domaine 
intracytoplasmique) n’étaient pas capables d’induire une différenciation ostéoclastique.  
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Dans notre modèle d’ostéoclastogenèse, les cellules RAW 264.7 en co-culture avec soit les 
cellules 293 soit les cellules 293RL2.1 forment des cellules multinucléées.  Etant donné que 
les cellules 293 n’expriment pas RANKL et que les cellules 293RL2.1 n’ont aucune 
localisation membranaire de RANKL, ces résultats mettent en évidence l’implication d’autres 
protéines cytokiniques sur la différenciation ostéoclastique. Les cytokines telles que le TNFα, 
l’IL-6, l’IL-1 et l’IL-11 sécrétées par les cellules du microenvironnement osseux (cellules 
stromales, lymphocytes…), sont capables d’induire une différenciation ostéoclastique et ce 
de manière indépendante de RANKL (Itonaga et al., 2004 ; Kwan Tat et al., 2004).  Le TNFα 
peut, en présence de M-CSF (Macrophage-Colony Stimulating Factor), stimuler la formation 
d’ostéoclastes via un mécanisme impliquant les deux récepteurs spécifiques du TNF, TNFR1 
et TNFR2 (Azuma et al., 2000 ; Kobayashi et al., 2000). L’IL-1 peut elle aussi avoir un rôle 
indépendant de RANKL dans l’ostéoclastogenèse, en induisant directement la 
multinucléation de pré-ostéoclastes via son récepteur spécifique IL-1R1 (Jimi et al., 1999). 
Enfin, l’interleukine-6 (IL-6) et l’interleukine-11 (IL-11) peuvent, en présence de M-CSF, 
stimuler la formation d’ostéoclastes à partir de monocytes CD14+ du sang périphérique et ce, 
indépendamment de RANKL (Kudo et al., 2003). Par conséquent, ces diverses cytokines 
pourraient être sécrétées par nos cellules 293 et 293RL2.1 et expliquer le mécanisme de 
formation ostéoclastique indépendamment de RANKL.      

 

Des études portant sur l’efficacité de l’OPG en tant que molécule thérapeutique anti-
résorptive ont été menées contre les maladies ostéolytiques telles que l'ostéoporose 
postmenauposale (Bekker et al., 2001), le myélome multiple (Vanderkerken et al., 2003), 
l’hypercalcémie humorale associée aux tumeurs (Capparelli et al., 2000) et l’arthrite 
rhumatoïde (Romas et al., 2002).  Bien que la thérapie de l'OPG soit tout à fait efficace et 
encourageante, la diminution de l'OPG observée dans le milieu de culture des cellules 
exprimant RANKL soulève la question de sa biodisponibilité biologique lors de ces thérapies 
ostéolytiques quand RANKL est abondamment exprimé comme il a été récemment constaté 
dans le tissu synovial des patients atteints d’arthrite rhumatoïde (Takayanagi et al., 2000).  
En outre, l’OPG est capable d’interagir avec une protéine TRAIL (TNF-Related Apoptosis-
Inducing Ligand) et d’inhiber l’effet apoptotique de celle-ci sur les cellules cancéreuses 
(Fisher et al., 2003, 2006). Dans ce contexte, l’OPG agit indirectement en tant que molécule 
activatrice de la progression tumorale.  Des études supplémentaires devront donc être 
menées sur l’OPG afin de mieux comprendre cet effet pro-tumoral.  D'autres approches 
thérapeutiques ont été réalisées.  Ainsi, Bekker et al. (2004) ont démontré qu'un anticorps 
monoclonal contre RANKL (AMG 162) était un agent anti-résorptif efficace contre l'interaction 
RANK/RANKL.  Lors de l’étude l’anticorps était bien toléré et ne possédait aucun événement 
défavorable. De plus, contrairement à l’OPG, l'anticorps anti-RANKL ne peut interagir avec 
TRAIL et ainsi l'apoptose des cellules cancéreuses sensibles à TRAIL n’est plus perturbée. 
Enfin, l’utilisation d’une construction recombinante RANK-Fc offre également des possibilités 
thérapeutiques prometteuses compte tenu des résultats obtenus dans des modèles animaux 
de carcinome prostatique et de myélome multiple (Zhang et al., 2003 ; Sordillo et Pearse, 
2003). L’utilisation de ces molécules pourrait ainsi devenir un champ d’applications 
thérapeutiques futures contre la résorption osseuse.  
 
En conclusion, les données actuelles démontrent que l'internalisation et la dégradation de 
l'OPG de même que la différenciation ostéoclastique, dépendent de la présence de RANKL 
membranaire et que pour une localisation membranaire de celle-ci, la présence d’un 
domaine intracellulaire de RANKL est indispensable. L'effet inhibiteur de l'OPG ne peut être 
uniquement expliqué en tant que récepteur de RANKL (inhibiteur de la fixation de 
RANK/RANKL) mais également en tant que modulateur de la demi-vie de RANKL.  
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RANKL3 de souris est une  protéine soluble qui peut être produite par les ostéoblastes soit à 
la suite d’un épissage alternatif d’un même gène soit après un clivage protéolytique de 
RANKL ou de RANKL2.  Les cellules 293 utilisées lors de cette étude ont été transfectées 
par une forme membranaire de RANKL.  De ce fait, la formation de RANKL soluble par les 
cellules 293RL et 293RL2.0 ne peut s’expliquer que par l’intervention d’une ou de plusieurs 
protéases non encore déterminées. En absence de facteurs ostéotropiques, un taux basal 
moyen de RANKL soluble de (3,6 ± 0,8) et (2,2 ± 0,2) ng/ml a été déterminé respectivement 
dans les surnageants cellulaires des 293RL et 293RL2.0 après 24 heures d’incubation à 
37°C. L’absence de RANKL soluble dans les surnageants des 293RL2.1 corrobore nos 
résultats et confirme ceux obtenus par Suzuki et al. (2004) montrant une absence de 
localisation membranaire de RANKL2 humaine et de RANKL2.1 ainsi qu’une absence de 
RANKL soluble dans le milieu extracellulaire.   

 

Nous démontrons que la biodisponibilité de l’OPG exogène est influencée par l’expression 
de RANKL membranaire.  RANKL membranaire pouvant être clivé pour libérer du RANKL 
soluble, la modulation d’un tel clivage interviendrait indirectement dans la modulation de la 
biodisponibilité de l’OPG exogène.  La réduction de RANKL membranaire via ce clivage 
protéolytique permettrait de réduire l’internalisation de l’OPG par les cellules exprimant 
RANKL membranaire.  En outre, il a été montré par Nakashima et al. (2000), que RANKL 
membranaire était plus efficace à induire l’ostéoclastogenèse comparé à sa forme soluble. 
La même observation a été constatée pour l’action du Fas ligand sur l’apoptose des cellules 
à savoir une activité plus importante pour la forme membranaire de Fas ligand comparé à sa 
forme soluble (Schneider et al., 1998).  De ce fait, l’importance d’un tel mécanisme de 
clivage protéolytique est essentielle dans la compréhension de la différenciation/activation 
ostéoclastique via l’implication directe de RANKL sous sa forme membranaire ou soluble 
dans le processus d’ostéoclastogenèse ainsi que dans la modulation de la biodisponibilité de 
l’OPG.  Par conséquent, une étude sur le shedding de RANKL membranaire a été réalisée 
sur les cellules 293RL afin de mettre en évidence l’implication d’une ou de plusieures 
protéases dans ce mécanisme enzymatique.   

 

Un certain nombre de facteurs exercent leurs effets sur l’ostéoclastogénèse en  régulant la 
production de RANKL et de l’OPG par les cellules stromales/ostéoblastiques.  Ainsi, afin 
d’étudier la modulation de RANKL soluble produite exclusivement via un clivage 
protéolytique, des facteurs ostéotropiques et des activateurs de shedding cellulaires ont été 
testés sur les cellules 293RL.  Si plusieurs des différents facteurs testés sont déjà connus 
dans la littérature pour leur capacité à réguler l’ostéoclastogenèse, leur effet sur le clivage de 
RANKL membranaire n’est par contre, pas déterminé. Parmi tous les facteurs utilisés au 
cours de notre étude, l’OSM, le TNFα et le PMA ont été identifiés comme étant capables 
d’augmenter significativement la production de RANKL soluble par les cellules 293RL et ce 
exclusivement via un clivage protéolytique.  Un effet maximum a ainsi été obtenu en 
présence de PMA avec une augmentation de 3,6 fois comparée au contrôle sans facteur.  
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Concernant les deux cytokines, le TNFα et l’OSM, une stimulation d’environ 2 fois par 
rapport au contrôle sans facteur a été observée.  Cette stimulation pour le TNFα et l’OSM est 
en accord avec les résultats obtenus par  Nakashima et al. (2000) et Palmqvist et al. (2002).  
Le PMA qui est un phorbol ester est capable d’activer le clivage protéolytique de diverses 
protéines membranaires telles que le TNF-α, le récepteur à l’IL6, le TGF-α et le TNFR-I et -II 
(Huovila et al., 2005).  Par conséquent, l’activation du shedding cellulaire par le PMA pourrait 
expliquer l’augmentation de la production de RANKL soluble.    

 

L’effet stimulateur du PMA sur la production de RANKL soluble est dose dépendante et une 
cinétique de libération de RANKL soluble met en évidence un effet rapide pour le PMA (2 
heures).  Ce temps rapide d’activation a aussi été constaté par Lee et Lorenzo (1999) qui ont 
montré que le PMA, par activation de la PKC, pouvait, au bout d’une heure, moduler le 
niveau d’expression des ARNm de RANKL dans des cellules de moëlle osseuse.  Nous 
avons par conséquent, analysé le niveau d’expression du transcrit RANKL par RT-PCR 
semi-quantitative sur les cellules 293RL.  On a pu ainsi noter une stimulation de (22 ± 3,6) %  
de l’expression de l’ARNm RANKL par le PMA.  Des résultats similaires à savoir un effet 
stimulateur du PMA sur l’ARNm RANKL ont aussi été obtenus sur des cellules 
ostéoblastiques et sur des cellules de moëlle osseuse (Takami et al., 2000 ; Lee et Lorenzo, 
2002).  Cette stimulation de l’ARNm RANKL membranaire induirait une augmentation du 
substrat de l’enzyme responsable du clivage et de ce fait une augmentation de la production 
de RANKL soluble.  Mais il n’est pas à exclure que la stimulation de la production de RANKL 
soluble soit due à une augmentation de l’activité protéasique d’un ou de plusieurs protéases 
responsables du clivage de RANKL membranaire.   

 

Plusieurs études ont pu montrer que le PMA via la PKC stimule la voie des MAP kinases et 
plus spécifiquement la voie Erk/MAP kinase pour exercer son effet stimulateur (Park et al., 
2002 ).  Néanmoins, il a aussi été démontré que le PMA via la PKC est capable d’activer le 
shedding cellulaire via une autre voie non encore déterminée (Weskamp et al., 2004).  Afin 
de caractériser la voie empruntée par le PMA pour le shedding de RANKL membranaire, 
nous avons utilisé un inhibiteur spécifique de la voie Erk, l’UO126.  En présence de cet 
inhibiteur, nous observons une inhibition significative de l’effet stimulateur du PMA sur la 
production de RANKL soluble sans inhiber le taux basal, résultat similaire à celui obtenu par 
l’équipe de Schlöndorff et al. (2001).  La voie Erk/MAP kinase semble donc impliquée dans 
la modulation de la production de RANKL soluble sous l’action du PMA.   

 

Ce mécanisme de clivage protéolytique implique des métallosecrétases qui ont été 
largement cités pour leur aptitude à cliver des protéines membranaires (Hooper et al., 1997).  
En effet, plusieurs protéines membranaires telles que le TGF-α, le TNF-α, le Fas ligand, les 
récepteurs aux TNF (TNFR-I et II) ainsi que le récepteur à l’IL-6 sont toutes clivées par des 
métallosecrétases (Huovila et al., 2005). Nous avons utilisé un inhibiteur des 
métallosecrétases afin de mettre en évidence leur participation dans le mécanisme de 
shedding cellulaire de RANKL.  En présence de TAPI-1 (Hooper et al., 1997 ; Slack et al., 
2006) la production constitutive de RANKL soluble était inhibée de 70% par les cellules 
293RL, ce qui démontre ainsi une forte implication des métalloprotéases dans le clivage de 
RANKL membranaire (Lum et al., 1999).  La production constitutive de RANKL soluble non 
inhibée par le TAPI-1 pourrait s’expliquer par la surexpression de RANKL membranaire par 
la cellule 293RL.  En outre, l’utilisation de TAPI-1 dans notre étude n’a pas été suffisante 
pour inhiber totalement la libération de RANKL soluble.  Enfin, il n’est pas à exclure que le 
clivage protéolytique de RANKL membranaire soit médié par des protéases autres que les 
métallosecrétases.    
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A ce jour, plusieurs protéases faisant partie de la famille des métallosecrétases ont été 
proposées pour leur capacité à cliver RANKL membranaire.  Parmi les protéases citées, on 
trouve notamment la proposition de la TNFα Converting Enzyme (TACE) ou ADAM 17 (A 
Disintegrin And Mettalloprotease 17) (Lum et al., 1999), l’ADAM-19 (Chesneau et al., 2003), 
la MT1-MMP (Schlondorff et al., 2001 ;  Hikita et al., 2005) et plus récemment la MMP-7 
(Lynch et al., 2005). Si toutes ces protéases sont citées pour leur rôle dans le shedding 
cellulaire de RANKL, leur implication réelle reste cependant très controversée.  En effet, Lum 
et al. (1999) ont démontré la participation de TACE dans le clivage de RANKL membranaire 
de souris sur des cellules COS-7 transfectées transitoirement par RANKL. La même équipe 
a ensuite proposé l’implication d’une nouvelle protéase autre que TACE (Schlondorff et al. 
2001).  En effet, sur des cellules CHO transfectées transitoirement par RANKL, la 
surexpression de la MT1-MMP serait responsable de l’augmentation de la production de 
RANKL soluble.  De même, Hikita et al. (2005) ont aussi démontré une association entre le 
clivage de RANKL membranaire et l’augmentation de l’expression de la MT1-MMP.  
L’ADAM-19 a quant à elle été proposée par Chesneau et al. (2003) pour sa participation 
dans le clivage de RANKL membranaire.  Ils ont pu constater, qu’en transfectant RANKL et 
ADAM-19 sur des cellules COS-7, la libération constitutive de RANKL était nettement 
supérieure par rapport aux cellules transfectées par une ADAM-19 inactive et mutée pour 
son domaine catalytique.  Enfin, la MMP-7 a été récemment découverte pour son 
intervention dans le clivage de RANKL membranaire.  En effet, Lynch et al. (2005), ont 
démontré que des cellules ostéoclastiques sont capables de secréter la MMP-7 dans le 
milieu extracellulaire et que le clivage de RANKL exprimé sur les ostéoblastes était médié 
par la MMP-7.  

   

Le shedding cellulaire est responsable du clivage protéolytique du domaine extracellulaire 
des protéines.  Par conséquent, des protéases localisées plus particulièrement à la surface 
des cellules ont été étudiées.  Ainsi, des protéases membranaires en particulier celles de la 
super famille des ADAMs et des MT-MMP ont été analysées sur les cellules 293 et 293RL.  
Cette analyse permet de vérifier si la transfection stable de RANKL membranaire de souris 
par les 293RL induit une augmentation de l’activité d’une ou de plusieurs protéases 
impliquées dans le shedding de RANKL.  L’ARNm des cellules 293 et 293RL a été extrait et 
analysé pour l’expression de plusieurs transcrits des protéases les plus couramment citées 
pour le shedding cellulaire, à savoir la MT-1, 2, 3, 4 et 5 et ADAM- 9, 10, 17 et 19.  Une 
absence d’expression de la MT1-MMP par les cellules 293RL a été observée, ce qui exclut 
dans notre modèle cellulaire, la proposition de l’implication de la MT1-MMP dans le clivage 
de RANKL membranaire.  Par conséquent, la MT1-MMP ne serait pas l’unique protéase 
pouvant intervenir sur RANKL membranaire malgré les résultats de plusieurs équipes qui ont 
démontré un rôle potentiel de la MT1-MMP (Schlondorff et al., 2001 ;  Hikita et al., 2005). 
Aucune modulation des transcrits des protéases étudiées n’a été constatée sur les 293 et 
293RL à l’exception de la MT3-MMP pour laquelle nous observons une augmentation de son 
expression.  Malgré la non modulation du transcrit TACE par les cellules 293 et 293RL, une 
analyse de l’expression de la protéine par Western Blot a démontré une expression plus 
importante de TACE dans les cellules 293RL comparée aux cellules non transfectées.  Ainsi, 
l’augmentation de l’expression du mRNA MT3-MMP et de la protéine TACE pourrait 
éventuellement être impliquée dans la libération de RANKL soluble par les cellules 293RL.   

 

La MT3-MMP est connue pour sa participation dans la progression tumorale en dégradant la 
matrice extracellulaire.  En effet, la MT3-MMP est responsable de la dégradation du 
collagène de type II et III, la fibronectine, la laminine-1 et la vitronectine.  De plus, elle est 
capable de cliver des protéines membranaires telles que le Syndecan-1, le CD44 et l’α-2 
macroglobuline (Sounni et Noel, 2005).  En ce qui concerne l’activité de TACE ou ADAM-17, 
plusieurs études ont pu montrer sa participation directe dans le clivage de nombreuses 
cytokines et de facteurs de croissance tels que le TNF-α, le TGF-α, la neuregulins ainsi que 
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des récepteurs tels que l’IL-1, l’IL6 et le TNFR-I et II (Huovila et al., 2005).  Cette grande 
diversité de substrats justifie son rôle crucial lors de l’inflammation et du développement de 
l’organisme (Peschon et al., 1998 ; Mohammed et al., 2004).   
Afin d’appréhender l’implication de la MT3-MMP ainsi que de TACE dans le clivage de 
RANKL membranaire de souris, des séquences spécifiques dirigées contre la dégradation 
des transcrits MT3-MMP et TACE ont été utilisées.  Les cellules 293RL sont transfectées par 
des séquences ShRNA (Short hairpin RNA) dirigées contre les transcrits MT3-MMP et 
TACE.  Par la machinerie cellulaire, les ShRNA sont clivés par une RNase III cytoplasmique 
afin de libérer des séquences SiRNA (Small interfering RNA) responsables de la dégradation 
spécifique, en formant un complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complex), des transcrits 
correspondants (Pekarik, 2005).  De ce fait, l’absence d’expression de TACE ou de la MT3-
MMP par la cellule 293RL induirait une inhibition de la production de RANKL soluble et 
mettrait en évidence une éventuelle implication de ces deux protéases dans le clivage 
protéolytique de RANKL membranaire.   

 

Une inhibition de l’expression du mRNA MT3-MMP a été observée par RT-PCR ainsi qu’une 
inhibition de l’expression de la protéine TACE par Western Blot. Malgré l’inhibition de leur 
expression, on n’a pu mettre en évidence une éventuelle baisse du clivage protéolytique de 
RANKL membranaire.  Au contraire, une augmentation significative de RANKL soluble a été 
constatée en présence de ShRNA MT3-MMP.  Cet effet stimulateur de la production de 
RANKL soluble par les cellules 293RL en présence de ShRNA MT3-MMP peut s’expliquer 
soit par un effet non spécifique du ShRNA soit par un effet indirect de la MT3-MMP sur le 
clivage de RANKL membranaire.  Par conséquent, l’expérience doit être reproduite en 
utilisant des séquences ShRNA autres que celles testées dans notre étude. 
 

Notre hypothèse de départ à savoir une possible implication de TACE et de la MT3-MMP 
dans le shedding de RANKL membranaire dans les cellules 293RL n’a pu être affirmée.  De 
plus, la surexpression de RANKL membranaire dans notre modèle mécanistique fait 
masquer une éventuelle inhibition de la production de RANKL soluble en présence de 
séquences ShRNA spécifques.  TACE qui a été largement étudiée et proposée comme étant 
une protéase pouvant médier un tel phénomène n’est pas la seule protéase impliquée.  
L’ADAM-19 et la MMP-7 ayant été aussi proposées pour intervenir dans le clivage de 
RANKL membranaire pourraient compenser l’inhibition de TACE ou de la MT3-MMP en 
présence de leur séquence ShRNA respective  Cette hypothèse pourrait également 
expliquer l’absence d’inhibition de la libération de RANKL soluble par les cellules 293RL.  
Par conséquent, une double transfection par des séquences ShRNA TACE ou MT3-MMP ou 
par des séquences codant pour soit l’ADAM-19 soit la MMP-7 pourrait être envisagée afin 
d’inhiber plus efficacement la production de RANKL soluble via le clivage protéolytique.  

 

Via l’utilisation de séquences ShRNA codant pour soit ADAM-19 soit la MMP-7, leur 
importance dans le clivage protéolytique de RANKL membranaire devra être abordée afin 
d’affirmer les résultats des équipes suggérant un rôle potentiel de ces protéases dans 
l’activité enzymatique de libération de RANKL soluble (Chesneau et al., 2003 ; Lynch et al., 
2005).    Les résultats préliminaires obtenus sur le clivage de RANKL membranaire par les 
cellules 293RL sont très encourageants et restent à être approfondis. Des séquences 
ShRNA autres que celles utilisées, dirigées spécifiquement contre TACE et la MT3-MMP 
devront être reproduites sur l’effet du shedding de RANKL membranaire afin de confirmer les 
données obtenues au cours de notre étude.   
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CONCLUSION GENERALE 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Si l’efficacité de l’OPG a été démontrée contre la résorption osseuse lors de pathologies 
ostéolytiques, cependant, son devenir après son administration reste très flou.  L’ensemble 
de ce travail a permis de montrer que l'internalisation et la dégradation de l'OPG exogène de 
même que la différenciation ostéoclastique, dépendent de la présence de RANKL 
membranaire possédant  un domaine intracellulaire. Nos résultats démontrent que l’OPG 
n’est pas seulement un récepteur leurre, inhibiteur de la fixation de RANKL sur RANK, mais 
qu’elle module également la demi-vie de RANKL.    
 
RANKL est produite sous une forme soluble suite à un clivage protéolytique.  Nous avons 
ainsi pu démontrer que des métallosecrétases sont majoritairement impliqués dans ce 
phénomène de clivage protéolytique dans notre modèle cellulaire n’exprimant pas la MT1-
MMP.  En outre, au vu de nos résultats, malgré l’augmentation de l’expression des enzymes 
TACE et MT3-MMP, on n’a pu confirmer leur implication dans la production de RANKL 
soluble par les cellules 293RL. 

 

Les travaux ainsi réalisés s’inscrivent dans le cadre d’une meilleure compréhension de la 
triade moléculaire OPG/RANK/RANKL pour le développement de nouvelles approches 
thérapeutiques.  
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Annexe 

1) Solutions de Western Blot 

 
Tampon de lyse (RIPA buffer) 
 
- Chlorure de sodium (Merck, Damstadt, Allemagne)  150 mM 

- Tris pH 7,4 (Merck)     50mM 

- Nonidet P-40 (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France) 1 % 

- Sodium déoxycholate (Sigma)    0,25 % 

- Sodium fluoride (Sigma)    1 mM 

- Sodium orthovanadate (Sigma)   1mM 

- Glycérol (Sigma)    10 % 

A ajouter extemporanément :  

- Leupeptine (Sigma)   10 µg/mL 

- Aprotinine (Sigma)   10 µg/mL 

- Phenylmethylsulfonylfluoride : PMSF (Sigma)   0,5 mM 

 
Gel de séparation  
 
-  Acrylamide/bis-acrylamide (Sigma)   10 ou 12 % 

- Tris pH 8,8 (Sigma)  375mM 

- SDS (Sigma)  0,1 % 

- APS (Sigma)  0,1 % 

- TEMED (Sigma)  0,04 % 

 

Gel de concentration 
 
- Acrylamide/bis-acrylamide (Sigma)  5 % 

- Tris pH 6,8 (Sigma)  125 mM 

- SDS (Sigma)  0,1 % 

- Ammonium Persulfate : APS (Sigma)  0,1 % 

- TEMED: N, N, N’, N’,-tétraméthyléthylènediamine (Sigma) 0,1 % 

 

 

 

 

Bleu de chargement 
 

- Tris-HCl pH 6,8 (Sigma) 62,5 mM 

- Glycérol (Sigma) 25 % 
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Annexe 

- SDS (Sigma) 2 % 

- Bleu de bromophénol (Sigma) 0,01 % 

- β-mercaptoéthanol (Sigma) 5 % 

 

Tampon denaturant 
 
- Tris (Sigma) 25 mM 

- Glycine (Merck) 192 mM 

- Sodium Dodecyl Sulfate : SDS (Sigma) 0,1 % 

 

Tampon de transfert 
 
- Tris (Sigma)   25 mM 

- Glycine (Merck)   192 mM  

- Méthanol (Grosseron, Saint Herblain, France) 20 % 

 

Tampon de lavage 
 

- Phosphate buffered saline : PBS (Eurobio, Les Ulis, France) 1X  

- Tween (Sigma)      0,05 % 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2) Analyse du niveau d'expression des transcrits 
 
 

1) MOPS 10X pH7: 

 MOPS    10g 

 Acétate de sodium 1M 12,5 mL 

 EDTA à 0,02 %  5 mL 
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Annexe 

 NaOH 10 M   2,25 mL 

 Eau DEPC   qsp 250 mL 

 

2) Tampon d’échantillon : 

 

 400 µL de formamide 

 128 µL de formaldehyde à 37 % 

 80 µL de MOPS 10X 

 60 µL de glycérol 87% 

 30 µL de bleu de bromophénol saturé  

 2 µL de Bromure d'éthidium (BET) 

 

3) Mélange réactionnel de retro-transcription : 

 
Tampon5X (Invitrogen)                                                                                           10 µl 

Dithiotréïtol(DTT)à100mM (Invitrogen)                                                          5µl                                         

Désoxyribonucléotides tri-phosphate (dNTP) à 10 mM  (Eurobio)                        2,5 µl 

Rnasine 40 U /µl (Promega)                                                                                    0,5 µl 

Murine Moloney Leukemia Virus-Reverse transcriptase  200 U/µl ( Invitrogen)     2 µl  

 

4) Mélange réactionnel pour PCR :  

 

Tampon 10 X                                                              5  µl 

MgCl2 à 50 mM                                                          6  µl        

dNTP à 10 mM                                                           4  µl 

Taq Polymerase  5U/µL (Invitrogen)                    0,25  µl      

H2O stérile                                                     42 µl                   
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LA MODULATION DE LA BIODISPONIBILITÉ DE L’OSTÉOPROTÉGÉRINE PAR LES 
ISOFORMES MEMBRANAIRES DE RANKL ET PAR LA RECHERCHE DE PROTÉASES 

IMPLIQUÉES DANS LEUR CLIVAGE. 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

OPG, RANK, RANKL, TACE, MT3-MMP, Métallosécrétase, Ostéoclastes 

L’interaction entre RANKL (Receptor Activator of NF-κB Ligand), exprimé par les ostéoblastes, 

et RANK, présent à la surface des ostéoclastes, stimule l’activité ostéoclastique. L’OPG 

(ostéoprotégérine), en se fixant à RANKL, exerce un rôle d’inhibiteur sur cette activité 

ostéoclastique. Le travail réalisé a  montré que l’OPG après s’être fixée à RANKL membranaire 

est internalisée via la voie des clathrines pour être dégradée par les lysosomes et les 

protéasomes. Nous montrons que RANKL membranaire est clivé par des métallosecrétases. 

Dans cette optique, la participation de TACE (TNFα Converting Enzyme) ainsi que de MT3-

MMP (Membrane type-3 MatrixMetalloproteinase) a été étudiée dans le shedding de RANKL. 

Enfin, l’activité biologique des cellules 293 exprimant les isoformes de RANKL a été étudiée sur 

la différenciation ostéoclastique. Les travaux permettent de mieux comprendre la triade 

OPG/RANK/RANKL pour le développement de nouvelles approches thérapeutiques

 
 

OSTEOPROTEGERIN BIODISPONIBILITY MODULATION BY THE MEMBRANOUS 
RANKL ISOFORMS AND THE SEARCH OF PROTEASES INVOLVED IN ITS 

PROTEOLYTIC CLIVAGE. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
KWAN TAT Steeve 

OPG, RANK, RANKL, TACE, MT3-MMP, Metallosecretase, Osteoclasts 

The interaction between RANKL (Receptor Activator of NF-KB Ligand), expressed by the

osteoblasts, and RANK, present at the cell surface of osteoclastic cells, stimulates osteoclast 

activity. OPG (osteoprotegerin) inhibits this osteoclastogenesis by acting as a soluble RANKL

receptor competitor. The work carried out has shown that OPG after binding to membranous

RANKL is internalised via the clathrines pathway before a lysosomal and a proteasomal 

degradation. We have also demonstrated that membranous RANKL was cleaved by

metallosecretases. In this way, the involvement of TACE (TNFα Converting Enzyme) and MT3-

MMP (Membrane type-3 MatrixMetalloproteinase) was studied in the shedding of membranous 

RANKL. Lastly, the biological activity of 293 cells expressing RANKL isoformes was studied on 

osteoclastic differentiation. Thus, the overall study allows us to better understand the molecular 

triad OPG/RANK/RANKL for the development of new therapeutic approaches.
LABORATOIRE DE PHYSIOPATHOLOGIE OSSEUSE ET THERAPIE DES TUMEURS 

OSSEUSES PRIMITIVES - EA 3822 - INSERM ERI7 

Faculté de Médecine - 1 rue Gaston Veil 44 035 NANTES cedex 1, France 

 

 126


	a\) Origine et différenciation des osté
	b\) Marqueurs phénotypiques des ostéobl
	c\) Fonction de l'ostéoblaste mature 11
	4.1 OPG (Ostéoprotégérine) 17
	4.2 RANK (receptor activator of nuclear factor kappa B) 19
	4.3 RANKL (RANK Ligand) 21
	5.1 Les ADAM (A Disintegrin And Mettalloprotease) 24
	5.2 Les MMP (Matrix MetalloProteinase) 25
	5.3 Les métalloprotéases transmembranaires 26
	6.1 Les glycosaminoglycanes (GAG) 28
	6.2 Les protéoglycanes majeurs de l’os 29
	7.1 L’endocytose 32
	7.3 Dégradation intracellulaire des protéines et des produit
	a\) Clonage du domaine intracytoplasmiqu�
	b) Amplification de T-E (Transmembranaire et Extracellulaire) 41
	c\) Clonage de T-E dans le plasmide [pcD�
	d) Transfection stable de cellules 293 par le plasmide pcDNA3-RANKL2.0 ou pcDNA3-RANKL2.1 42
	a\) Ostéoblastes 45
	b) Culture 45
	c\) Différenciation ostéoclastique 45
	a) Elisa 46
	b\) Dosage protéique 46
	c) Western Blot 47
	d) Immunocytochimie 48
	e\) Cytométrie en flux 48
	a) Extraction d'ARN 49
	b\) Gel de contrôle de l’intégrité des�
	c\) Traitement à la DNase 49
	d) Reverse transcription (RT) 50
	e) Polymerase chain reaction (PCR) 50
	a) Technique du Scatchard 52
	b\) Incubation des cellules 293RL en pr�
	Oligonucléotides pour la synthèse de short hairpin RNA (shRN
	Les lignées cellulaires 58
	3. Production de particules lentivirales. 60
	4. Détermination du nombre de particules virales/µL (Pv/µL) 
	5. Infection de cellules 61
	A. Expression de RANKL par les cellules 293RL 64
	B\) Etude de l’interaction OPG/cellules �
	C\) Biodisponibilité de l’OPG dans le m
	D\) Détection d’OPG-Fc à l’intérieur d�
	E\) Étude de l’internalisation d’OPG pa
	F\) Étude de l’internalisation par des 
	1\) Internalisation du complexe OPG-RANK�
	G\) Étude de la demi-vie de RANKL. 75
	1\) Cellules humaines de rein fœtal \(2
	2\) Localisation cellulaire de la proté
	3\) Analyse de l’expression de RANKL à 
	1\) Cinétique de disparition d’OPG dans
	2\) Analyse par microscopie confocale du�
	1) Dosage de RANKL soluble dans les surnageants de culture cellulaire des cellules 293 et 293RL. 86
	2\) Effets de différents facteurs ostéo
	3\) Effet du PMA sur l’expression du mRN�
	1\) Influence d’un inhibiteur de métall
	2) Comparaison 293 et 293RL 90
	3\) Effets du ShRNA de Tace et de la MT3�

