CONTROLE CENTRAL DE LA FORMATION OSSEUSE

par

G. KARSENTY*

L e remodelage osseux : une fonction complexe

Chez I"'homme et chez les vertébrés en général, |la masse osseuse reste constante
entre lafin de la période de croissance osseuse linéaire et la défaillance gonadique,
gréce a un processus complexe et dynamique appelé remodelage osseux [1]. Ini-
tialement, |’ os pré-existant est résorbé par un type de cellules spécifiques de I’ os,
appelé ostéoclastes. |1 s’ agit d’ une étape rel ativement rapide qui se déroule en quel-
gues semaines. Elle est suivie de la formation osseuse de novo, mettant en jeu un
autre type de cellules, également spécifiques pour le squel ette, appel é ostéobl astes.
Cette derniére étape se déroule plus lentement, pouvant durer plusieurs mois, ce
qui fait qu’un cycle de remodelage osseux typigque dure au moins trois mois. De
tels cycles de destruction/formation continus se déroulent simultanément dans
plusieurs sites osseux, de sorte que la masse osseuse totale d'un individu donné
reste constante jusgqu’ aux stades tardifs de la vie. Ainsi chez la femme, la masse
osseuse reste constante jusgu’ alaménopause. C' est I insuffisance de laproduction
d hormones sexuelles qui est al’ origine d' une augmentation relative de la résorp-
tion sur la formation osseuse et qui conduit finalement a une diminution de la
masse osseuse (ostéopénie) et au risgue potentiel de fractures, suite a des trauma-
tismes minimes (ostéoporose) [1]. L’importance biologique du remodel age osseux
est bien illustrée par le fait que I’ ostéoporose est I’ atteinte dégénérative la plus
fréquente des pays dével oppés, touchant par exemple 28 millions de personnes aux
Etats-Unis. De plus, son incidence est en constante augmentation avec le vieillis-
sement progressif de la population générale.

Le fait que le remodelage osseux se déroule simultanément dans plusieurs sites
0sseux, a été longtemps considéré comme un argument assez fort en faveur d'une
régulation locale, autocrine et/ou paracrine [2]. |1 existe en effet un certain nombre
de preuves expérimentales en faveur de ce type de régulation. L’une d'elles, et
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non lamoindre, est qu'il a éé montré que la différenciation des ostéoclastes, ¢’ est-
a-direlescellules assurant larésorption osseuse, dépendait de la présence de génes
exprimés dans les ostéoblastes, assurant la formation osseuse. A titre d’ exemple,
des expériences génétiques effectuées chez la souris ont montré que |’ ostéoproté-
gerine (OPG), un récepteur soluble de la famille des récepteurs au TNFa présent
dans la matrice osseuse extracellulaire, inhibe la différenciation ostéoclastique,
alors que le ligand de I’ ostéoprotégerine, un facteur de croissance également pré-
sent dans le micro-environnement osseux, favorise la résorption osseuse [3-6].
Dans une certaine mesure une autre cytokine, I'IL-6, est également impliquée dans
le contr6le de larésorption osseuse [7], et il est probable qu’ on identifierad’ autres
mol écul es sécrétées, pouvant contribuer acetype de régulation du turnover osseux.

L’ observation méme que e remodelage osseux se déroule dans plusieurs sites
en méme temps peut également servir d’ argument en faveur d' une régulation endo-
crine de ce remodelage. Une telle régulation n’ est pas vraiment surprenante, dans
lamesure ol la plupart des fonctions homéostatiques de I’ organi sme sont soumises
a une régulation hormonale qui se superpose a la régulation locale. Ici encore,
I’ évidence pour ce type de régulation est incontestable. Comme déja mentionné
plus haut, les hormones stéroides sexuelles jouent un réle critique dans le contrdle
trés étroit de la différenciation ostéoclastique et de la résorption osseuse [8]. Nous
ne comprenons pas encore trés bien leurs mécanismes d’ action, mais il est clair
gue I'insuffisance des fonctions gonadiques chez lafemme, et aussi d’ une certaine
fagon chez I’homme, favorise la résorption osseuse chez I’humain, le rat et, aun
moindre degré, chez la souris. D’ autres hormones favorisent la résorption physio-
logique, telle I hormone parathyroidienne (PTH), dont e mécanisme d’ action dans
le squelette reste relativement mal compris [9], et la calcitonine qui possede des
récepteurs sur les ostéoclastes [10]. Le contr6le endocrinien de la résorption
osseuse par |es ostéoclastes déjadifférenciésjoue un rdle crucial maiscelan’ exclut
pas le role potentiel de facteurs|locaux pouvant contribuer al’ action de résorption
des hormones circulantes, ou pouvant I'’amplifier. Il est important de souligner,
des a présent, que ces deux types de régulation, local et endocrine systémique, ne
sont pas mutuellement exclusifs. Au contraire, ils peuvent en fait étre synergiques.

Le contréle de la formation osseuse est mal compris

Tous les processus de régulation décrits ci-dessus, peu importe leur nature,
influencent le remodelage osseux du c6té de la résorption, ce qui indique un man-
gue de connaissances surprenant en ce qui concerne le contréle moléculaire de la
formation osseuse par les ostéoblastes. A I'heure actuelle, la seule molécule
connue pour influencer la vitesse de formation osseuse par les ostéoblastes, est le
facteur de transcription Cbfal [11]. On serait cependant tenté de postuler I’ exis-
tence d'un méme type de régulation pour la formation osseuse que celui qui
contréle la résorption osseuse, ¢’ est-a-dire des régulations aussi bien d ordre local
gue d ordre hormonal systémique. Une expérience effectuée dans notre laboratoire
nous a méme fait suggérer de fagon plus fondée qu’il existe une régulation endo-
crine étroite et critique de la formation osseuse. |1 est surprenant de constater que
lasignification la plusimportante de cette expérience nous ainitialement échappé.
L’ étude expérimentale était la suivante.

Nous avons créé des souris transgéniques (osk-tk), exprimant la thymidine
kinase (tk) spécifiquement dans des ostéoblastes différenciés, c'est-a-dire les
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seules cellules synthétisant de la matrice osseuse [12]. Le produit de ce géne ne
devient actif que lorsque les cellules exprimant tk sont traitées par du ganciclovir.
Cedaconduit al’interruption delaréplication del’ ADN dans|es cellules exprimant
tk et alamort cellulaire. Le processus d' apoptose est réversible lors de I’ arrét du
traitement par le ganciclovir.

En I'absence d'une quelconque formation osseuse détectable, la résorption
osseuse se poursuit de fagon ininterrompue chez ces souris osc-tk. 11 en résulte des
os vides et les souris osc-tk arrétent leur croissance puisgu’ une activité ostéoblas-
tique est requise pour la croissance longitudinale du squelette. De fagon surpre-
nante, lors de I'arrét du traitement par le ganciclovir, et cela en un mois, ce qui
est une période de temps trés courte, compte tenu des délais habituels du remode-
lage osseux, les os des souris transgéni ques étai ent capables de retrouver un aspect
normal, et les souris osc-tk elless-mémes une taille normale. Ce qui était la chose
la plus remarquable dans ce rattrapage de croissance est son extréme précision.
L es souris osc-tk transgéniques ont en effet retrouvé un volume osseux normal, ni
plus ni moins que leurs congénéres « sauvages ». Cette précision extréme du pro-
cessus de rattrapage, de méme que savitesse, nous ont suggeéré que les ostéobl astes
différenciés étaient en quelque sorte capables de savoir combien de matrice
osseuse devait étre synthétisée dans différentes circonstances, et qu’elles dispo-
saient d'au moins deux vitesses pour cette synthése. Ainsi les ostéoblastes pou-
vaient produire de larges quantités de matri ce osseuse pendant plusieursjours apres
I'arrét du ganciclovir, dans le but de réhabiter le squelette. Ensuite, lorsque le
volume osseux des souris normales témoins était atteint, les ostéoblastes des souris
osc-tk parai ssaient capables de diminuer la production de matrice osseuse, permet-
tant ainsi de maintenir un volume osseux normal. Nous avons interprété cette capa-
cité des ostéoblastes de détecter les besoins en synthése protéique comme
indiquant I’ existence d’ un contrdle endocrinien de laformation osseuse. Celanous
a fait rechercher des hormones potentiellement impliquées dans la régulation de
la fonction ostéoblastique dans des conditions physiol ogiques.

Arguments en faveur d’un contrdle smultané de la masse osseuse,
du poids corporé et dela reproduction

Pour identifier des molécules circulantes pouvant réguler la formation osseuse,
nous avons décidé de nous baser sur les données de la littérature clinique pour
identifier une voie endocrine unique. Comme mentionné plus haut, la perturbation
laplus fréquente du remodel age osseux est |’ ostéoporose, caractérisée par une aug-
mentation relative de la résorption osseuse sur laformation osseuse. Parmi lamul-
titude des signes cliniques caractérisant |’ ostéoporose, nous étions frappés par deux
d entre eux : I'insuffisance gonadique qui favorise la perte osseuse, et |’ obésité
qui protege contre celle-ci, méme apres la ménopause [13-17]. Nous avons aors
émis | hypothése que le fait que la masse osseuse soit sous la dépendance de la
fonction gonadique et que le poids corporel contrdle la masse osseuse par ailleurs,
pouvait indiquer que ces trois fonctions homéostatiques, ¢ est-a-dire la masse
osseuse, le poids corporel et la reproduction étaient sous le contrdle d’une ou de
plusieurs hormones identiques. A |a suite des récentes avancées dans la compré-
hension des processus moléculaires impliqués dans le controle de I’ appétit et du
poids corporel, cette hypothese pourrait étre examinée in vivo. |l faut cependant
souligner que cette hypothése repose sur un postulat a priori qu'il faut accepter si
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on prend la décision de la tester. Cette hypothéese veut que le contréle aussi bien
du poids corporel que de la reproduction est essentiellement, bien que non exclu-
sivement, de nature neuroendocrine, ¢’ est-a-dire qu’il dépend d’ hormones agissant
a travers |” hypothalamus ou sécrétées par lui. Par conséquent il était tout a fait
possible, desle début, que cette investigation conduise ala découverte d’ une régu-
lation neuro-(endo-)crine du remodel age osseux, et plus spécifiquement de la for-
mation osseuse.

Leptine: un régulateur de la formation osseuse

Dans I" hypothese d’ une régulation commune de la masse osseuse, du poids cor-
porel et de lareproduction, la leptine était certainement un candidat attractif, bien
gue seulement un parmi d autres [18, 19]. Ainsi chez la souris, le rat et I'homme
déficients en leptine ou son récepteur, deux des fonctions supposées étre co-régu-
lées dans ce modele sont affectées: ces animaux ou ces malades sont obeses et
hypogonadiques [20-26]. Avant d’aler plus loin dans la description de I’ action
osseuse de la leptineg, il est important de souligner qu’ aucun modéle animal n’'a
jamais été décrit danslequel co-existait un hypogonadisme avec une masse 0sseuse
€levée.

Nous nous attendions a ce que I’ existence d'un hypogonadisme dans ces deux
souches de souris mutantes soit associée a un phénotype de masse osseuse basse,
dont la sévérité pouvait étre limitée ou non par |’ obésité. Ainsi la découverte d'un
phénotype de masse osseuse élevée chez ces souris était une surprise totale [27].
Les modifications phénotypiques éaient tellement importantes qu’ on pouvait les
détecter par une méthode de faible sensibilité, comme une radiographie. Par la
suite, elles ont été bien entendu confirmées par une analyse histologique. Ces ano-
malies phénotypiques concernaient le squelette entier, y compris les os longs, les
vertébres et le crane, ce qui était parfaitement compatible avec un effet endocri-
nien. Les souris des groupes initialement analysés étaient &gées de six mais. Elles
avaient déja atteint un stade d’ obésité majeure, ce qui posait la question de savoir
si cette anomalie phénotypique n’était que secondaire a |’ obésité. Pour résoudre
ce probléme, nous avons utilisé des souris ob/ob, soumises a un régime pauvre en
graisses des la naissance. On peut ainsi retarder |’ apparition de I’ obésité chez ces
souris jusqu’a la sixiéme semaine de vie. A I’ &ge de quatre semaines ces souris
ob/ob particuliéres avaient un poids corporel normal, mais elles avaient d§ja un
phénotype de masse osseuse éevée, bien que moins prononcé que celui observé
chez les animaux ob/ob adultes. Ce phénotype paraissait étre spécifique de lavoie
de signalisation de la leptine, puisqu’il n’était pas observé chez les souris jaunes
Adgouti, ¢’ est-a-dire une autre souche de souris mutante qui développe un phéno-
type d'obésité secondaire a la liaison de la protéine Agouti au récepteur 4 de la
mélanocortine (MC-R4) dans|’ hypothalamus[28]. La protéine Agouti agit comme
un antagoniste de la transduction du signal MC-R4 [29]. Une augmentation de la
masse osseuse N’ était observée ni dans ce modeéle de souris jaunes Agouti, ni chez
des souris sauvages soumises a un régime riche en graisses et en glucides pendant
un mois pour induire un état d' obésité.

I'y atrois mécanismes possibles pour obtenir un phénotype de masse osseuse
€levée. Le premier est de stimuler la formation de la masse osseuse €lle-méme,
secondairement & une accélération de la différenciation et/ou de la fonction ostéo-
blastiques. Le second mécanisme opére a travers une insuffisance partielle de la
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résorption osseuse. L e troisiéme mécanisme possible consiste en une combinaison
de ces deux mécanismes. Pour étudier |a formation osseuse de fagcon dynamique,
on peut se servir de I’ histomorphométrie, une technique utilisant la fixation de la
tétracycline au front de minéralisation. Ainsi, lorsgue ce compose est injecté a huit
jours d'intervalle, il permet de mesurer le débit d' apposition minérale, la vitesse
de formation osseuse et d’ autres paramétres de la formation osseuse [30]. A I’aide
de cette technique, nous avons pu démontrer qu'il existait une augmentation nette
de tous les parametres de formation osseuse chez les souris ob/ob et db/db, bien
avant lasurvenue de I’ obésité, ce qui n’ était le cas chez aucune des souris témoins.
Tous les parametres de la formation osseuse étaient augmentés, a I’ exception
cependant d’un parameétre important : le nombre d’ ostéoblastes était normal chez
les souris ob/ab et db/db, indiquant que la leptine n’ affectait pas la prolifération
ostéoblastique, mais seulement leur fonction. Cette observation est d’'importance,
puisque |’ absence d'un effet mitogénique est certainement un grand avantage s
on pense ala possibilité d' utiliser un antagoniste de la voie d' action de la leptine
pour favoriser la formation osseuse.

Afin d'étudier le coté de la résorption osseuse chez les souris déficientes en
leptine ou sa voie de transduction, nous avons utilisé le fait qu’ elles étaient hypo-
gonadiques. L'hypogonadisme s accompagne toujours d’'une augmentation du
nombre des ostéoclastes [9]. Cette régle générale vaut également pour les souris
ob/ob et db/db. Ainsi nous avons raisonné que si les ostéoclastes de ces souris ne
fonctionnaient pas normalement, la correction de leur hypogonadisme devait dimi-
nuer le nombre des ostéoclastes sans aggraver pour autant leur phénotype. Si d’un
autre coté les ostéoclastes des souris ob/ob et db/db fonctionnaient normalement,
la correction de leur I'hypogonadisme devait aggraver le phénotype osseux, en
diminuant le nombre des ostéoclastes. Pour résoudre la question de savoir lequel
des deux modéles était correct, nous avonstraité des souris ob/ob méles et femelles
avec desimplants de testostérone ou d’ estradiol pendant quatre mois. Cetraitement
était capable de corriger leur hypogonadisme et de diminuer le nombre d’ ostéo-
clastes, mais il conduisait & une aggravation considérable de leur phénotype de
masse osseuse élevée, démontrant ainsi, et aussi sur la base d’ autres expériences
sur des cultures cellulaires in vitro, que la leptine n'agissait pas sur la résorption
osseuse. A ce stade, |e phénotype de masse osseuse €levée était impressionnant,
peu importe le mécanisme d’ action de laleptine, puisque ce phénomeéne s observait
chez des souris hypogonadiques. L’ observation unique de la coexistence d'une
masse osseuse élevée et d' un hypogonadisme nous a stimulés aidentifier le méca-
nisme général de I’ action de la leptine dans le contréle de la formation osseuse.

Phénotype dominant d’une masse osseuse €levée
en |I'absence de transduction du signal de la leptine

Bien que le phénotype d’ une masse osseuse é evée précéde la survenue del’ obé-
sité, il reste concevable qu'il soit secondaire a I'existence d autres anomalies
endocriniennes chez les souris ob/ob et db/db. Cette possibilité est au moins théo-
riquement peu probable, puisqu’ on ne connait aucune hormone capable de stimuler
la formation osseuse a un niveau tel qu'il est observé chez les souris ob/ob eugo-
nadiques ; néanmoins, nous avons testé cette hypothése de fagon appropriée. La
plupart des anomalies endocriniennes connues, caractérisant les souris ob/ob et db/
db, ne pouvaient exercer que des effets modestes sur laformation ou la résorption
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osseuse, al’exception d'une seule. Ces souris ont un hypercorticisme, ¢’ est-a-dire
une condition favorisant la diminution, et non pas |’ augmentation, de laformation
osseuse [31, 32].

Il'y a cependant un argument plus convaincant et plus important encore, per-
mettant d’exclure des dysrégulations endocrines a I’ origine de ce phénotype. I
s agit du fait que le phénotype de masse osseuse élevée peut s observer chez des
animaux ob/+ et db/+ qui non seulement ne sont pas obéses, mais ne présentent
de plus aucune des anomalies endocriniennes connues, observées chez les souris
ob/ob et db/db. Ce dernier aspect du phénotype osseux, observé en |’ absence de
leptine, représente certainement un potentiel thérapeutique considérable puisqu'il
ouvre la possihilité d’une modulation de la voie de la leptine pour modifier la
masse 0sseuse, sans pour autant modifier le poids corporel. Cet effet dominant
indique également que I’ os est un organe cible majeur de la leptine, puisqu'il y a
peu d’ exemples d’ hormones pour lesquelles un état de déficience partielle est asso-
cié a un phénotype aussi impressionnant.

Absence d’argument en faveur d’un effet de leptine local ou endocrinien
sur |’ostéoblaste in vivo

Si le phénotype de masse osseuse élevée, observeé en |’ absence de leptine ou de
sa voie de transduction transmembranaire, n'est la conséquence d’ aucun type
d’ effet secondaire, comment peut-il alors se développer ? Comme avec toute autre
mol écul e sécrétée, laleptine pourrait transmettre son signal al’ ostéoblaste atravers
trois voies possibles, qui en fait ne sont pas mutuellement exclusives. Elle pourrait
agir localement a travers des mécanismes autocrines/paracrines ; €lle pourrait agir
atravers une voie endocrine classique ; enfin elle pourrait agir, comme celaest le
cas pour le controle d' appétit, atravers une voie neuro-(endo-)crine. |1 nousincom-
bait donc, non pas d essayer de favoriser un mode d’ action particulier et d’ exclure
les deux autres a priori, mais d’analyser de fagon aussi neutre que possible les
anomalies des souris ob/ob et db/db, ainsi que de profiter pleinement des ensei-
gnements de la génétique murine, tout particuliérement parce qu’ elle ouvre de nou-
velles voies de recherche et établit de nouveaux concepts en physiologie.

Puisque I’ absence de leptine ne modifie pas le nombre d’ ostéoblastes, il faut
assumer que, indépendamment du mécanisme impliqué, laleptine modifie lafonc-
tion de I’ ostéoblaste. C'est pourquoi toutes les expériences visant a démontrer un
effet autocrine, paracrine ou endocrine de la leptine, devaient étre conduites en
utilisant des ostéoblastes différenciés, ¢’ est-a-dire des cellules capables de synthé-
tiser et de déposer de la matrice osseuse. Par définition, la régulation autocrine
requiert une expression delaleptine dans|’ ostéablaste. L’ hybridation par Northern
blot ne permettait pas de détecter une quelcongue expression de la leptine dans
I’0s, ou des cultures primaires d’ ostéoblastes, méme aprés exposition prolongée,
ce qui excluait lapossibilité d’ un mécanisme d’ action autocrine comme mode prin-
cipal d'action de laleptine sur laformation osseuse. Un mécanisme d’ action para-
crine ou endocrine requiert les mémes actions: |’ ostéoblaste différencié doit
exprimer des récepteurs du ligand & sa surface, permettant la transduction du
signal. Il y a de multiples isoformes du récepteur de la leptine, mais une seule a,
jusqu’a présent, pu étre identifiée, appelée ObRb, qui a la capacité de traduire le
signal atraverslamembrane cellulaire [20, 22]. ObRb est exprimé principal ement
dans quatre noyaux hypothalamiques. Nous n’ avons pas été en mesure de détecter
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une expression quel conque d’ ObRb dans des cultures d’ ostéoblastes primaires. Ce
résultat éait en contradiction avec ceux de Thomas et al, utilisant des cellules
transformées ; de plus, il était basé sur une analyse par RT-PCR [33]. En raison
de ces deux observations, nous pensions que des conditions d’ expérience plus fia-
bles, de nature biochimique, génétique et physiologique étaient requises pour
répondre a cette question in vivo.

La transduction du signa a travers ObRb conduit a une phosphorylation de
Stat 3, un facteur de transcription, et une augmentation de I’ expression de génes
précoces comme Tisll et C-fos [34-38]. Une cytokine, I’ oncostatine M, possede
un récepteur appartenant a la méme superfamille que le récepteur de laleptine, et
laliaison del’ oncostatine M a ce récepteur conduit également ala phosphorylation
de Stat 3 et I'expression de la réponse de génes précoces [39-40]. De plus
les récepteurs de I’ oncostatine M sont présents en abondance a la surface d’ osté-
oblastes différenciés [41]. Ainsi donc, afin de déterminer si des récepteurs de la
leptine impliqués dans latransduction du signal étaient exprimés par I’ ostéoblaste,
nous avons utilisé des cultures primaires d’ ostéoblastes de souris sauvages, expo-
sés soit a un véhicule, soit & des concentrations variables de leptine, soit al’ oncos-
tatine M. Alors que I’ oncostatine M induisait invariablement une phosphorylation
de Stat 3 et une expression de Tisll et de C-fos, des doses variables de leptine,
allant de 8 4100 ng/ml étaient incapables d'induire une phosphorylation de Stat 3
ou de modifier I’ expression de Tisl1 et de C-fos. Un argument génétique est éga-
lement en faveur de I’ hypothese que I’ ostéoblaste n' est pas une cible directe de la
leptine. On peut assumer gque si 1a phénotype osseux des souris ob/ob et des souris
db/db était principalement di a I’ absence de récepteurs de la leptine impliqués
dans la transduction du signal, au niveau de la surface d’ ostéobl astes différenciés,
des cultures d’ ostéoblastes primaires de souris db/db, ayant une mutation inacti-
vatrice d' ObRb, devraient produire plus de matrice osseuse que les cultures d’ osté-
oblastes primaires provenant de souris sauvages. Comme celan’ était pas le cas, il
était clair que I’ absence d’ ObRb de I’ ostéoblaste, au moins dans le modéle de la
culture cellulaire utilisé, n’était pas capable d’augmenter la formation osseuse.
L’ensemble de ces arguments nous indiquait, méme s'il N’y avait pas de preuve
formelle contre la présence d' un récepteur de la leptine impliqué dans latransmis-
sion du signal dans des ostéoblastes différenciés, que nous devions chercher
ailleurs pour trouver le mécanisme d’ action de la leptine sur laformation osseuse.
En tout cas, nous disposions d' un argument supplémentaire, cette fois-ci de nature
positive (voir plus loin), en faveur du contréle de la formation osseuse par la lep-
tine, et ce en I’ absence de toute interaction physique avec I’ ostéoblaste.

L’ observation quelavoie de signalisation de laleptine contrdle |la masse osseuse
a été faite chez des animaux mutants, ce qui signifie qu’il pourrait toujours s agir
d’un artéfact génétique. On pouvait en effet imaginer que I’ absence de leptine ou
de savoie de signalisation puisse stimuler |’ adipocyte a sécréter une molécule qu'il
ne sécréterait pas normalement et dont la fonction serait de favoriser la déposition
de matrice osseuse par des ostéablastes différenciés. Pour examiner cette hypo-
thése, nous avons utilisé un autre modéle de souris, la souris « fat-free » [37]. Ces
souris transgéniques expriment dans leurs adipocytes une forme dominante néga-
tive de facteurs de transcription de la famille des « leucine zipper » [39]. Parmi
les facteurs de transcription du type « leucine zipper » exprimés dans |’ adipocyte,
il y ales protéines C/EBP qui jouent un réle critique au cours de la différenciation
adipocytaire [41]. I en résulte que ces souris n’ont pas d' adipocytes, pas de tissu
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adipeux blanc, et une réduction par un facteur 20 du taux de leptine circulante [39].
Si c’est bien les adipocytes et non pas |’ absence de leptine ou de sa voie de trans-
duction qui sont impliqués dans le phénotype de masse osseuse élevée, observé
chez les souris ob/ob et db/db, aors les souris « fat-free » devraient avoir une
masse osseuse hormale. Si d’'un autre coté une diminution, voire I’ absence totale
d’ expression de lavoie de signalisation de la leptine cause ce phénotype, indépen-
damment du nombre d’ adipocytes, les souris « fat-free » devraient avoir le méme
phénotype de masse osseuse élevée que les souris ob/ob ou ob/+. Cela était pré-
cisément le cas, indiquant que c'est bien I’ absence de la voie de transduction de
laleptine qui était la cause de ce phénotype, et non pas les adipocytes. Les souris
« fat-free » sont aussi trés importantes pour une autre raison. Elles représentent un
modéle animal d’ une maladie humaine, lalipodystrophie généralisée, qui est carac-
térisée, parmi d’autres signes, par I’ existence d’'un phénotype de masse osseuse
élevée [42].

La leptine agit de fagon centrale
pour contréler la formation osseuse in vivo

Le mécanisme général suivant a examiner était le contr6le central ou neuro-
endocrinien de la formation osseuse. || était tout a fait justifié d’examiner cette
voie, puisqu’'on pense que la leptine controle |’ appétit, le poids corporel et le
déclenchement de la puberté, principalement a travers sa liaison a des récepteurs
spécifiques localisés dans quatre noyaux de |’hypothalamus. Pour permettre
d’affirmer que c'était bien cette voie-ci qui pouvait réguler la masse osseuse, il
fallait remplir deux critéres, I'un génétique et I’ autre physiologique : 1) La perfu-
sion intra-cérébroventriculaire (icv) de leptine a une dose ne traversant pas la bar-
riere cérébro-meéningée, devait corriger le phénotype de masse osseuse élevée chez
les souris ob/ob ; 2) la méme perfusion icv de leptine, cette fois-ci chez les souris
sauvages, devait conduire a une ostéopénie.

En administrant des doses faibles de leptine (8 ng/h) atravers une perfusion icv
chez les souris ob/ob, nous nous sommes apercus, comme cela a déja été montré
antérieurement, que ces animaux avaient une perte de poids corporel considérable.
La dose de leptine utilisée pour la perfusion icv était la méme que celle utilisée
pour démontrer que laleptine agissait par une voie centrale pour controler le poids
corporel [43] ; de plus, nous nous sommes assurés qu'il n'y avait pas de leptine
détectable dans le sérum de ces animaux. Le traitement par perfusion icv a duré
un mois, un temps relativement long en terme de contréle du poids corporel mais
relativement court en terme de remodelage osseux, puisqu’un cycle de turnover
osseux peut durer plus de trois mois. Néanmoins, a la fin de cette période d’'un
mois, les animaux ob/ob traités par de la leptine avaient perdu une quantité
considérable de leur masse osseuse et présentaient maintenant une masse 0sseuse
trés |égérement inférieure a celle des animaux sauvages. Cette expérience apermis
de démontrer que la leptine pouvait modifier la formation osseuse sans étre pré-
sente dans le sérum, et partant dans le micro-environnement osseux. Ce résultat
positif, allant de pair avec I’ absence d’ expression de la voie de signalisation de la
leptine dans les cultures primaires d' ostéoblastes, a conduit a la découverte d’un
nouveau mode de régulation du remodelage osseux, a travers un contrdle central.

Comme mentionné plus hat, il est important de démontrer que ce type de régu-
lation, pour avoir une signification physiologique, s observe non seulement chez
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des animaux génétiquement modifiés, mais encore chez des animaux normaux.
Comme déja précisé, la perfusion icv de la méme dose faible de leptine chez les
souris sauvages conduisait a la survenue d' une ostéopénie, dans un laps de temps
d’un mois, ce qui démontre lasignification physiologique de larégulation du remo-
delage osseux par la leptine [27].

A présent, il n’existe pas de modéle clair et simple pour expliquer comment la
leptine contrdle I’ appétit, ala suite de sa fixation sur son ObRb dans I’ hypothala-
mus [44, 45]. 1l faut admettre que notre compréhension du mode d'action de la
leptine dans la formation osseuse n'est pas plus avancée. Cependant, on peut
essayer de se servir de |'état des connaissances actuelles en ce qui concerne le
contrdle moléculaire de I’ appétit, pour poser la premiére question. L' action de la
leptine est-elle affectée par les mémes neuropeptides pour le contréle du couple
appétit/poids corporel et pour celui de la masse osseuse ? Le neuropeptide Y
(NPY) est I'un des nombreux neuropeptides stimulant I’ appétit et la prise de poids
corporel. L' expression de NPY est augmentée chez les souris ob/ob et un déficit
en NPY corrige partiellement le phénotype d’ obésité de ces souris ob/ob [46,47].
Ainsi, en ce qui concerne le contrdle du poids corporel et de I appétit, la leptine
et le NPY semblent avoir des fonctions antagonistes. Néanmoins, la perfusion icv
de NPY chez des souris sauvages induisait une perte osseuse, indiquant que la
leptine et le NPY ne se comportent pas comme antagonistes dans leurs fonctions
du contréle de la formation osseuse. Ce résultat peut étre considéré comme une
indication que la leptine utilise différents types de médiateurs pour contréler le
poids corporel et la masse osseuse.

La régulation neuro-endocrine de la masse osseuse
n'est limitée ni aux souris ni a la leptine

Notre étude entiére rapportait initialement des observations faites chez des sou-
ris ob/ob et db/db déficientes en leptine ou son récepteur, respectivement. Elle a
€té ensuite étendue aux rats, avec des résultats globalement identiques. Une telle
étude ne pouvait évidemment pas étre effectuée chez I’homme pour plusieurs rai-
sons. La premiére est que le nombre de patients est trop réduit. La seconde est que
sur le plan éthiqueiil est impossible de réaliser chez ces patients des investigations
invasives, telle une biopsie osseuse. La troisiéme raison, qui n’est pas moins
importante, est que nous avons montré que le phénotype osseux causé par
I’ absence delavoie de signalisation delaleptine s aggrave avec letemps et devient
réellement majeur chez I'animal adulte. En ce qui concerne les malades, il y a des
enfants traités avant que le phénotype osseux attendu puisse se dével opper pleine-
ment. Néanmoins, comme déja mentionné plus haut, des patients atteints de lipo-
dystrophie généralisée, ¢’ est-a-dire dépourvus d' adipocytes, ont une croissance
osseuse accélérée et une masse osseuse éevée [42]. De plus, la démonstration
récente que des enfants ayant un déficit dans I’ expression du récepteur 4 de la
mélanocortine (MC-R4), ne sont pas seulement obéses, mais qu’ils ont en plus une
masse osseuse élevée, est encore en faveur du concept que le poids corporel, la
masse osseuse et la reproduction partagent des régulateurs neuro-endocriniens
communs [48]. Cette derniére observation faite chez I’homme n’ est pas incompa-
tible avec notre propre observation que des souris jaunes Agoutis, un modéle murin
d’ obésité tardive secondaire alaliaison d’une proténe antagoniste au MC-R4, ne
présentaient pas d’anomalie osseuse. En effet, il est bien connu que la mutation
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du géne MC-R4 est al’ origine d’' un phénotype plus sévere que celui observé chez
les souris jaunes Agoutis [49].

Implications

L’ observation que la leptine régule le c6té formation du remodelage osseux a
d’importantesimplications pour la biologie de laleptine, ainsi que pour labiologie
du squelette. Le fait que les souris ob/+ et db/+ ont déja un phénotype de masse
osseuse élevée est plutbt exceptionnel puisque dans la majorité des cas, les états
d’insuffisance hormonale ne sont pas associés a un phénotype dominant. Cette
observation, ensemble avec notre incapacité de démontrer une action périphérique
de laleptine sur I’ ostéoblaste, a plusieurs implications qui peuvent toutes étre tes-
tées expérimentalement. Si la leptine n’exerce vraiment pas d'effet direct sur
I ostéablaste, une premiere implication serait que I’ augmentation du taux de lep-
tine sérique devrait induire un état de résistance a la leptine, mais cela ne devrait
pas induire une ostéoporose. Une deuxiéme implication possible est qu’ en raison
de la prédilection apparente de la leptine pour le squelette, la répétition de la per-
fusion icv de leptine a des doses plus faibles devrait résulter en une perte osseuse
sans modifier le poids corporel pour autant. Une troisiéme implication, plusimpor-
tante, du r6le dominant de la leptine dans la formation osseuse est qu’on pourrait
parvenir a antagoniser la voie de signalisation de la leptine de fagon seulement
partielle, de sorte que les animaux puissent développer une masse osseuse plus
€levée, sans devenir obeses ou stériles. Finalement, si laleptine utilisait des voies
différentes pour contrdler respectivement le poids corporel et laformation osseuse
il devrait étre possible, dans des modéles d' obésité expérimentaux associés a une
résistance a la leptine, d'induire une perte osseuse au moyen d'une perfusion icv
de leptine.

En terme de biologie osseuse, les implications sont majeures. Les observations
faites chez la souris, le rat et I"'homme n’ établissent pas seulement un nouveau
concept physiologique et |a base moléculaire de I’ effet protecteur bien connu de
I’ obésité pour la masse osseuse, mais encore elles ouvrent de nouvelles voies de
recherche en physiologie et pharmacologie. On doit tout d abord se demander
pourquoi les vertébrés ont besoin d’un systéme aussi puissant pour garantir lafor-
mation osseuse ? La réponse a cette question est naturellement trés spéculative.
Bien que les conséquences d'un contréle imparfait du remodelage osseux ne
deviennent pas aussi rapidement apparentes que celles d'un contréle imparfait du
poids corporel, on peut émettre I hypothése qu'il s agit la d’ une fonction critique
dont la régulation doit étre étroitement assurée durant I’ évolution. Nous savons
déja que des anomalies du contrdle de la résorption osseuse peuvent résulter en
une ostéopétrose, maladie Iétale au cours de la premiére enfance. De méme,
I’ accroi ssement non contrdlé de la formation osseuse résulte en une augmentation
considérable de la masse osseuse, ¢’ est-a-dire I'incapacité de la moelle osseuse de
maintenir une hématopoiése normale, avec comme conséquence possible une
baisse de la calcémie; I'ensemble de ces anomalies entrainent une mort précoce
[50]. Si larégulation de la formation osseuse est importante a ce point il est alors
probable que la leptine ne soit pas le seul acteur et qu'il existe également une
régulation positive de la formation osseuse dont le réle serait de contrer I’ action
delaleptine. De méme, si on serange aunetelle vue globale du remodel age osseux
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on peut concevoir et tester I’ hypothese selon laguelle le c6té résorption du remo-
delage osseux serait également soumis a un contréle hormonal central.

Finalement, s'il est encore trop tét pour savoir si ce nouveau concept de régu-
lation du remodelage osseux peut conduire a des approches thérapeutiques nou-
velles, cette voie mérite certainement d’ étre explorée. Comme discuté tout le long
de cette revue, trois aspects de larégulation de |a masse osseuse par laleptine sont
particulierement attrayants dans cette perspective. Le premier est que la modula-
tion de la voie de signalisation de la leptine offre la possibilité d’ augmenter la
formation de la masse osseuse qui est véritablement déficiente dans I’ ostéoporose.
On congoit aisément qu’un traitement visant & augmenter la formation osseuse
pourrait étre considéré comme une cure, ou méme un traitement préventif, de
I’ ostéoporose. Le second aspect est qu’'en I’ absence de leptine ou de sa voie de
signalisation laformation osseuse est stimul ée sans que |le nombre des ostéoblastes
augmente. En d’autres termes, |’ absence du signal leptine ne s accompagne pas
d’un effet mitogene sur I ostéoblaste, ce qui est clairement un avantage en consi-
dérant le traitement médical au long cours. Le troisiéme aspect est, comme nous
I’avons déja mentionné, que le phénotype osseux des souris déficientes en leptine
est dominant alors que le phénotype de |’ obésité est récessif. Cela permet d’ envi-
sager le développement d'inhibiteurs partiels de I’ action de laleptine, exercant des
effets bénéfiques et sdlectifs sur la masse osseuse.
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