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"La science n'a jamais résolu un probléme sans en soulever dix autres."

George Bernard Shaw

""Le chemin qui meéne a la vérité est jalonné d'erreurs."

René Descartes

"C'est dans I'effort que I'on trouve la satisfaction et non dans la réussite."
Mahatma Gandhi
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Introduction

Le tissu osseux est un organe dynamique qui répond a plusieurs fonctions biologiques dont la
principale est le soutien mécanique du corps. Pour assurer cette fonction, le tissu osseux doit
adapter ses propriétés tissulaires pour répondre aux stimuli de son environnement [1]. La
résistance mécanique osseuse est principalement caractérisée en médecine clinique par la
simple mesure de la densité minérale osseuse (DMO). En effet, cette mesure sur un site
spécifique (rachis lombaire, col du fémur) refléte globalement 1’état de santé et de résistance du
squelette ce qui en clinique permet de poser un diagnostic fiable, rapide et reproductible [2].
Cependant, I'augmentation de la DMO ou de la teneur en calcium n'est pas nécessairement
associée a une amélioration des propriétés biomécaniques du tissu osseux [3]. En effet, il est
désormais bien établi que la qualité osseuse dépend de plusieurs facteurs organisés a plusieurs
échelles [4]. De la macro-échelle a la nano-échelle, ces déterminants de la qualité osseuse
comprennent : (i) la géométrie de I'os dans son ensemble (c'est-a-dire la taille de I'os, I'epaisseur
corticale par exemple), (ii) la microarchitecture de I'os, correspondant a lI'organisation du tissu
osseux, a la forme et a la connectivité trabéculaires, et a la porosité corticale, et (iii) les
propriétés du tissu osseux, qui dépendent de la composition globale du tissu et des propriétés
biophysiques de ces composants (en particulier, le degré et le type de réticulation du collagéne,
les protéines non collageniques, la densité cellulaire et le réseau d'ostéocytes, le degré de

minéralisation, la cristallinité, ainsi que I'nydratation) [5].

Ces propriétés tissulaires du tissu osseux s’adaptent d’une part, a ’environnement (gravité) et
d’autre part aux contraintes mécaniques appliquées au tissu (exemple : alitement vs exercice
physique). Il est admis que l'exercice physique induit des bénéfices sur la santé du squelette et
le métabolisme osseux qui ne sont plus a démontrer [6,7]. Par exemple, la masse osseuse en
I'absence d'exercice physique, n'atteindrait que 30 a 50 % de son potentiel [8]. L'exercice
physique, par les impacts au sol et les tractions ou torsions qu'il génére au niveau des insertions
tendineuses [9] affecte le métabolisme osseux par un phénomene de mécano-transduction
[6,10,11], modifiant I'architecture interne et la morphologie externe de I'os [2]. Bien qu'il soit
bien connu que la charge mécanique est d'une grande importance pour le maintien de l'intégrité
osseuse, les parametres d'exercice les plus efficaces, c'est-a-dire le type, I'intensité et la duree
font encore I'objet d'un débat quant a leurs effets. Il a toutefois été établi que la contrainte est
plus importante que la durée [12]. Parmi les activités physiques, la course a pied est accessible

a tous et ne nécessite pas d'équipement spécifique. Dans la littérature scientifique, la course sur
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tapis roulant est I'un des protocoles les plus utilisés pour étudier les effets de I'exercice sur les

os chez le rat, un modéle expérimental validé pour les études relatives au tissu osseux [13].

Malheureusement, a ce jour, il est difficile de parvenir a un consensus sur les effets de la course
sur tapis roulant sur la qualité des os, en raison de la grande hétérogénéité des modalités de
course, de la durée du protocole, de I'intensité, mais aussi des caractéristiques des sujets (c'est-
a-dire le fond génétique, I'age et le sexe) [14]. La course continue consiste en des exercices
d'intensité modérée a constante, effectués sur une période prolongée sans interruption, d'une
durée de 30 minutes a plusieurs heures dont I'intensité correspond a environ 50 a 80 % de la
vitesse maximale aérobie (VO2max) [15-17]. La plupart des études expérimentales ont
examinées les effets des séances de course a une intensité constante et modérée, rapportant que
les effets sur l'augmentation de la masse et de la force osseuses de la course sur tapis roulant a
intensité modérée sont meilleurs que ceux de la course sur tapis roulant a faible ou a forte
intensité [18-22].

En revanche, bien qu'il ait été prouvé que la course par intervalles a haute intensité (également
appelée HIIT : « High Intensity Interval Training ») est plus bénéfique que la course continue
pour la prévention des maladies cardio-métaboliques [23], 1a littérature relative a ses effets sur
le tissu osseux est limitée [24]. Le HIIT consiste a alterner des périodes d'exercice a haute
intensité et de récupération (active ou de repos). Les séances sont généralement courtes et
durent souvent entre 20 et 30 minutes. Le HIIT a une intensité tres élevée pendant les périodes
d'effort, qui peuvent atteindre la VO2max (90 % a 110 % de la VO2max) [15-17]. Les effets
bénéfiques rapportés du HIIT sur le tissu osseux comprennent I'amélioration de la DMO [25,26]
et l'augmentation de la surface des lacunes ostéocytaires et de leur taux d'occupation dans I'os
sous-chondral [27]. A notre connaissance seule trois études chez le rat ont compareé directement
les effets de la course continue et par intervalles sur la qualité osseuse. La premiére rapportée
par Boudenot et al., en 2015 [28] a comparé les effets sur la DMO de ces deux protocoles de
course. Le protocole HIIT a entrainé une augmentation de 20 % de la DMO corps entier
comparé au groupe course continue. La seconde étude réalisee sur le fémur par Wazzani et
al. en 2023 [29] a révélé que le HIIT améliorait également le parametre « trabecular bone
mineral density » (Tb.BMD) ainsi que d’autres paramétres de la microarchitecture
trabéculaire telle que I’épaisseur trabéculaire (Tb.Th) au fémur proximal. Nos derniers
travaux ont montré que le HIIT diminuait la fraction volumique (BV/TV) a I’ulna distal,

c’est-a-dire la fraction osseuse directement impliquée dans la cinétique de course, recevant le
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plus d’impacts [30]. Ainsi il semblerait au vu des résultats de la littérature que selon le site de

mesure anatomique, les effets du protocole de course HIIT ou de course continue divergent.

Il existe une troisieme modalité de course, qui combine la course continue et la course par
intervalles sur plusieurs séances d'entrainement. La course combinée est pratiquée par les
athlétes de haut niveau pendant leur entrainement depuis le 20°™ siécle [31]. Cependant, les
effets de cette modalité sur le tissu osseux ont fait I'objet de peu de recherches. L'étude de
Wazzani et al., 2023 [29] a mis en lumiére les effets respectifs de ces trois modalités de
course sur les propriétés fémorales. Dans le groupe d'exercice combiné, le parametre
«Th.Th » (épaisseur trabéculaire) du fémur proximal était plus éleve que dans les autres
groupes d'exercice (intervalles et continu) ainsi que dans la condition sédentaire de contrdle
(p<0,001). En outre, la DMO trabéculaire au col anatomique fémoral mesurée par micro-
tomographie a rayons X (LCT) dans le groupe d'exercice par intervalles était plus élevée

gue les résultats respectifs de tous les autres groupes expérimentaux.

A ce jour, aucune étude n’a proposé de comparer ces trois protocoles de course sur différents

sites anatomiques impliqués dans la locomotion quadrupede chez un modeéle de rat.

La compréhension des mécanismes adaptatifs du tissu osseux a 1’exercice nécessite 1’étude des
ostéocytes, chef d’orchestre de 1’homéostasie osseuse [32]. La réponse des ostéocytes aux
contraintes mécaniques est dépendante de leur faculté a percevoir les stimulations mécaniques.
La fonction mécano-sensible des ostéocytes n’est pas encore clairement établi mais cette
mécano-sensibilité serait le fruit de plusieurs protéines membranaires (les adhérences focales,
les intégrines, les connexines, les polycystines, piezos), de récepteurs (récepteurs
purinergiques) et de mécanismes de signalisation cellulaire (signalisation Wnt et sclérostine )
[33]. Plus particuliérement, I’intégrine, a5 joue un role important dans la régulation de la
réponse anabolisante des 0s en augmentant 1’activité des ostéoblastes lors de contrainte
mécanique en compression axialle sur le tibia [33]. Il semble également que I'intégrine a5 inhibe
I'apoptose des ostéocytes [34]. Cependant, selon le type d’exercice physique (roue d’activité ou
position bipede), il a été démontré par une analyse du transcriptome de I'os cortical fémoral
(chez le rat Sprague-Dawley) que la transcription de plusieurs génes au sein des voies de
signalisation de la kinase liée a l'intégrine (ILK) était soit inhibée soit stimulée [35]. Les
ostéocytes pourraient donc moduler leur mécano-sensibilité puis leur réponse ostéogénique a la

force mécanique grace a la régulation fine de la voie Wnt et sa boucle de rétroaction, la
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sclérostine [36], par les intégrines [37]. L’adaptation de la mécano-sensibilité des ostéocytes a
la charge pourrait également conduire a la modulation de leur apoptose pour influencer le
remodelage osseux. Ainsi a des plages physiologiques la mise en charge réduirait I’apoptose

ostéocytaire alors qu’une surcharge augmenterait 1’apoptose ostéocytaire [38].

Par conséquent, la charge mécanique conduit a une adaptation du métabolisme ostéocytaire qui
selon son ampleur est soit anabolisant, soit catabolisant. Ainsi, I’autophagie qui est un processus
de protection, de recyclage cellulaire et de survie, pourrait selon le type de contrainte mecanique
soit ameliorer I’homéostasie cellulaire, soit conduire a la mort cellulaire [39]. En effet, en
condition physiologique normale, I’autophagie est impliquée dans la survie et la différenciation
des ostéoblastes et des ostéocytes [40,41]. Zhou et al., en 2018 [42] ont montré que I’autophagie
ostéocytaire était impliquée dans les voies de mécano-transduction induites par stimulation
mécanique. Il a été également montré que la voie de signalisation ostéogénique Wnt p-caténine
était associée a l'autophagie [43]. Néanmoins, en condition de stress, la voie Wnt est associée
négativement a l’autophagie ce qui pourrait conduire a une suppression de I’activité
autophagique et augmenter 1’apoptose des ostéoblastes [44]. Ainsi, selon le type d’activité
physique la réponse autophagique des ostéocytes pourrait varier considérablement. Une étude
sur le muscle squelettique a montré que selon le type de course (HIIT ou continue) la réponse
autophagique était différente a la fois selon le type de tissu étudié et selon le sexe [45]. Selon
cette étude, le HIIT induit un stress suffisant pour augmenter le flux autophagique dans le

muscle squelettique.

En conséquence, les objectifs de la thése sont les suivants :

v Etudier les effets de la course dans des conditions quadrupédes chez un modéle de rat.

v Déterminer et comparer les effets de la course sur les membres antérieurs et les membres
postérieurs. Comparer les effets de trois protocoles de course (HIIT, continu, combiné)
sur ces sites osseux, et définir quel protocole de course améliore la qualité osseuse et ce

a plusieurs échelles (géométrie, microarchitecture et propriété tissulaire).

v Comparer les effets des trois protocoles de course sur la biologie ostéocytaire,

ostéoblastique et ostéoclastique.
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v Vv Commencer a appréhender la mécano-transduction ostéocytaire en fonction des
protocoles de course. Déterminer si un ou plusieurs protocoles de course contribuent a

protéger les ostéocytes de 1’apoptose et a améliorer le flux autophagique.

v Evaluer les effets des 3 protocoles de course sur les 0s non porteurs (vertebre lombaire

L5, calvaria, os alvéolaire).

Les hypothéses sont multiples :

La premiere hypothése est que la course sur tapis roulant améliore la qualité osseuse des

membres supérieurs de fagcon comparable a celle sur des membres inférieurs.

Le squelette des rats devrait présenter des améliorations de la qualité osseuse uniquement pres

des points d’impact au sol.

Selon le niveau de contrainte généré par les protocoles de course, les niveaux de flux

autophagique devraient étre augmentés et réduire le nombre d’ostéocytes apoptotiques.

L’induction de stress mécanique selon la modalité de course devrait induire une expression des

mécano-senseurs en fonction de la contrainte induite.

Enfin, les protocoles de course pourraient retarder la différenciation terminale des ostéocytes.

21



Etat de I'art.Partie | Le Tissu osseux
Etat de ’art

Préambule :

L’os est un tissu unique qui semble au premier abord immuable en raison de sa structure
minérale solide. En réalité, il s’agit d’un tissu dynamique qui assure plusieurs fonctions et qui
doit étre model¢, fagonné pour s’adapter d’une part a I’organisme en croissance, et d’autre part,
aux contraintes mecaniques que le corps fait subir au tissu osseux. Ce modelage est finement
régulé & minima et réalisé par deux lignées cellulaires que sont les ostéoblastes et les

ostéoclastes.

La premiére partie de 1’état de I’art sera consacrée aux caractéristiques du tissu osseux et de ses
cellules, puis la seconde partie aux processus d’adaptations aux contraintes mécaniques et
notamment lors de 1’exercice physique. L’état de 1’art sera cloturé par les mécanismes de mort

cellulaire et les effets de 1’exercice physique sur la modulation de la mort cellulaire osseuse.

Partie | Le Tissu osseux
I Lesos

L’organisation structurelle, tissulaire et cellulaire du tissu osseux squelettique assure trois

fonctions dans 1’organisme :

» Une fonction mécanique assurant le soutien et la protection de I’organisme,

» Une fonction métabolique régulant 1’homéostasie phospho-calcique sérique en
électrolytes : I’os constitue chez ’homme 99 % des réserves de calcium et 90 % des

réserves de phosphore de I’organisme [46],

» Une fonction hématopoieétique abritant les cellules souches de la moelle osseuse.

L’homme adulte posséde 206 pieces osseuses, réparties selon deux classifications. La premiére
classification est fondée sur la localisation anatomique de 1’os : axiale ou appendiculaire. Le
squelette appendiculaire comporte 126 os formant les quatre membres ainsi que leurs insertions

sur le squelette axial. Le squelette appendiculaire englobe également les os de la ceinture
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scapulaire (clavicule, scapula) et de la ceinture pelvienne. Les 80 os du squelette axial

regroupent les os du tronc et de la téte.

La seconde classification se fonde sur la géométrie de 1’os considéré. Ainsi les os peuvent étre
regroupes sous trois formes : les os longs, les os plats et les os sésamoides. Les 0s sésamoides
sont des petits os ronds situés aux interfaces articulaires comme la patella, les os du carpe et du
métacarpe. Les os longs sont le plus souvent des os porteurs engageés dans la mobilité du corps.
IIs ont la particularité d’avoir une architecture commune symétrique; a savoir, trois parties :
I’épiphyse, la métaphyse et la diaphyse, (symétriques selon 1’axe proximal/distal, au niveau de
la diaphyse (Figure 1)). L’épiphyse est recouverte de tissu cartilagineux formant I’articulation
avec un second os. La métaphyse est la zone intermédiaire entre la diaphyse et I’épiphyse. La
métaphyse est le siege de la croissance osseuse. La diaphyse forme le corps principal de I’os

long.

5 e+—— EPIPHYSE

)

Os trabéculaire ———-u'

METAPHYSEI: %% Cartilage de
R\ conjugaison

\

Os cortical
Cavité medullaire

+—— DIAPHYSE

«——— METAPHYSE

Cartilage articulaire ————s._ o——— EPIPHYSE

Figure 1: Représentation de la structure d'un os long, ici le fémur. Reproduit de « Anatomy&Physiology,
OpenStaxCollege », http://cnx.org/content/col11496/1.6/.

Sur le plan anatomique, les os longs sont formés de deux structures ou tissus ayant la méme
composition, mais avec un agencement différent : le tissu osseux cortical et le tissu osseux
trabéculaire.
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Le tissu osseux cortical recouvre en périphérie 1’intégralité de 1’os, il est majoritairement
présent sur la diaphyse formant le canal médullaire, réservoir de la moelle osseuse jaune. Au
niveau de la diaphyse, le tissu osseux cortical se comporte comme un tube ou cylindre creux

ayant des propriétés mécaniques de résistance aux compressions et aux torsions.

Le tissu osseux trabéculaire a une structure qualifiée de spongieuse, localisée au niveau des
épiphyses des os longs. Ce tissu forme la totalité de la surface interne des os plats et sésamoides,

le tissu cortical venant recouvrir la périphérie sur une faible épaisseur.

II Agencement spatiale et composition du tissu 0sseux

2.1. Microarchitecture
2.1.1. L’os trabéculaire

Le tissu osseux trabéculaire se présente sous la forme d’un maillage tridimensionnel formé de
travées d’environ 50 um d’épaisseur en moyenne. Ce réseau est assimilé a des plaques reliées
entre elles par des poutres. Le mot trabécule vient du latin « trabes » qui signifie poutre. Chaque
travée présente une organisation lamellaire semblable au tissu osseux cortical, mais sans le
systeme de Havers (Figure 2). Le tissu trabéculaire de par sa géométrie offre une surface
d’échange importante, justifiant le haut niveau de remodelage osseux dans cette zone. Cette
configuration illustre la loi de Wolff qui décrit la plasticité du tissu osseux, modelant sa

microarchitecture en fonction des contraintes qu’il subit (cf. Partie I1).

Cette structure offre une résistance mécanique (limite élastique) légerement plus faible (15%)
a celle de I’os cortical pour une masse équivalente a 25% de la masse de 1’os cortical [47]. Ces
propriétés mécaniques sont importantes car le tissu osseux trabéculaire est la principale
structure porteuse sur les corps vertébraux mais également lors des transferts de charge au
niveau des articulations. La résistance mécanique de 1’os trabéculaire dépend du site
anatomique et de la direction exercée par la charge. Ainsi Day et al., en 2001, [48] ont observé
une augmentation du volume osseux trabéculaire sous chondral lors d’une lésion du cartilage

pour compenser la perte de résistance des tissus cartilagineux.

Dans la majorité des 0s, le réseau trabéculaire est le tissu de soutien de la moelle osseuse rouge,

lieu de I’hématopoicse.
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Diagram of Spongy Bone
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Figure 2: Représentation de l'organisation du tissu osseux trabéculaire; reproduit de « Anatomy & Physiology,
OpenStaxCollege », http://cnx.org/content/col11496/1.6/.

2.1.2. L’os cortical

La portion corticale est 1’association de plusieurs unités fonctionnelles appelées ostéons. Sur
une coupe transversale d’os, les ostéons se présentent comme une succession de petits cylindres.
Chaque ostéon s’organise par la superposition de lamelles osseuses concentriques, délimitant

en son centre le canal de Havers.

La taille des unités lamellaires est d’environ 3 & 5 um d'épaisseur [49]. L’ostéon forme un
cylindre creux perforé perpendiculairement par les canaux de Volkmann reliant
transversalement les ostéons les uns aux autres. Les canaux de Havers et de Volkmann
accueillent en leur sein les vaisseaux sanguins, les vaisseaux lymphatiques et I’innervation
(Figure 3). La limite extérieure des ostéons est marquée par la ligne de cément, avoisinant I’os
interstitiel (entre les ostéons), fruit des anciens ostéons remodelés. La partie corticale est
délimitée respectivement sur la surface externe par le périoste et sur la surface interne par
I’endoste. Ces deux couches forment des feuillets de tissus conjonctifs de soutien. Le périoste

recoit les enthéses venant s’insérer sur 1°os.
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Diagram of Compact Bone
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Figure 3: (a) Représentation d’une coupe d’os cortical illustrant le systéme Havers. (b) micrographie de 'ostéon,
présentant les lamelles concentriques et les canaux centraux. (Microscope optique X 40). Reproduit de
« Anatomy&Physiology, OpenStaxCollege », http://cnx.org/content/col11496/1.6/.

2.2. Le réseau lacuno-canaliculaire ostéocytaire

Le réseau lacuno-canaliculaire est la plus petite structure osseuse qui accueille en son sein les
ostéocytes reliés entre eux et aux autres cellules par leurs dendrites. Ce réseau permet la
circulation du liquide interstitiel dans I'espace lacuno-canaliculaire qui transporte les
nutriments, 1’oxygene et les facteurs qui seront impliqués dans la signalisation depuis et vers
les ostéocytes, via la circulation. Ce réseau permet 1’ interconnection de tous les compartiments
constitutifs de 1’os (Figure 4). Ce réseau permet au ostéocytes de communiquer avec toutes les
cellules (osseuses, endothéliales, nerveuses, souches mésenchymateuses) et de percevoir les
contraintes mécaniques ce qui permet aux ostéocytes d’assurer la fonction de cellule
mécanosensorielle, fonction essentielle pour le maintien de ’homéostasie osseuse [50,51]. Les
détails de la transduction du signal des contraintes mecaniques et de leur perception par les

ostéocytes pour adapter le tissu osseux sont détaillés dans la .Partie 11 1.1
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vasculature

bone matrix

osteocytes lacunar space
canalicular perilacunar
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Figure 4: Illustration du systeme lacuno-canaliculaire et des processus dendritiques ostéocytaires (issu de Tiede-
Lewis et al., en 2019 [48].

2.1. Composition du tissu 0sseux
2.1.1. Les cellules osseuses

Le tissu osseux est modelé grace a I’implication de quatre types cellulaires (ostéocyte,
ostéoblaste, ostéoclaste, cellule bordante) ayant des origines embryonnaires différentes. Les
cellules osseuses sont soit incluses dans la matrice extracellulaire (MEC), soit au bord de la
moelle osseuse. La MEC du tissu osseux étant solide, les cellules piégées au sein de cette
matrice (ostéocytes) se nourrissent et communiquent au travers de canalicules ou circule le

liquide interstitiel.

2.1.1.1.  Les cellules bordantes

Les cellules bordantes localisées au niveau du périoste et de I’endoste, recouvrent la MEC. Ce

sont de jeunes ostéoblastes quiescents. Les cellules bordantes empéchent les ostéoclastes de
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résorber I’0s. Le cas échéant, ils sont susceptibles d’€tre réactivés par les ostéocytes lors d’un

cycle de remodelage (voir .Partie | 3.2).

2.1.1.2.  Les ostéoblastes

Les ostéoblastes sont des cellules ostéoformatrices de 20 a 30 um de diametre, de forme
cubiques ou polygonales, arborant un cytoplasme riche en organites (appareil de Golgi
volumineux, réticulum endoplasmique granulaire abondant). Les ostéoblastes jouent un role
prépondérant dans la création et le maintien du tissu osseux. lls sont responsables du depét de
la matrice osseuse et indirectement contribuent a la régulation du fonctionnement des
ostéoclastes. Les ostéoblastes dérivent des cellules souches mésenchymateuses (CSM) sous
I’influence de facteurs présents dans le microenvironnement de la moelle osseuse (Figure 5).
La différenciation des CSM vers la lignée ostoblastique est étroitement régulée par deux voies
canoniques qui sont la voie des BMP (« Bone Morphogenetic Proteins ») et la voie Wnt (Figure
6) [52]. Elle est également régulée par d’autres voies communes a d’autres lignées cellulaires
comme les voies du Tumor Necrosis Factor o (TNFa) et de Nuclear Factor-kappa B (NF-kB).
La fixation des BMPs sur les récepteurs membranaires Rl ou RIl de type sérine thréonine
kinase, conduit a leur phosphorylation, transmettant le signal par I’intermédiaire de la voie des
protéines Smad 1, 5 et 8 phosphorylées (Figure 5). Les Smads activés forment un complexe
avec Smad 4 qui migre dans le noyau et active des facteurs de transcription et des co-activateurs
transcriptionnels ostéoblastiques tels que DIX5 (distal-less homeobox 5), Runx 2 (Runt-related
transcription factor 2) et Osx (Osterix) [52]. Les cellules ostéoprogénitrices qui ont été activées
et engagées par les principaux facteurs de transcription ostéogéniques maitres de la
différenciation (Runx2, Osx, DIx5), se différencient en pré-ostéoblastes, suite a la transcription
des genes ostéogéniques précoces. Ces genes regroupent la phosphatase alcaline (ALP), le
collagénelal (COL1AT1), I'ostéopontine (OPN), la sialoprotéine osseuse Il (BSP II) [52]. Ces
genes seront conservés et exprimés tout au long de la vie des ostéoblastes matures (Figure 5)
avec I’arrivée de marqueur tardif tel que I'ostéocalcine (OCN). Les ostéoblastes synthétisent les
protéines de la MEC et participent a la calcification via les enzymes sécrétées comme
I’ostéocalcine (Cf. .Partie 1 2.1.2). La durée de vie moyenne des ostéoblastes humains est
estimée a 3 mois [53]. Les ostéoblastes matures dérivent soit en ostéocytes, soit en cellules

bordantes, ou meurent par apoptose.
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Figure 5 : Schéma des principaux facteurs de différenciation conduisant les cellules souches mésenchymateuses
vers la voie ostéoblastique. Image issue des travaux de Ponzetti M, et al. en 2021 [52].
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Figure 6 : Schéma illustrant les deux principales voies canoniques de la différenciation ostéogénique. Image issue
des travaux de Ponzetti M, et al. en 2021 [52].
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2.1.1.3.  Les ostéocytes

Les ostéocytes sont de vieux ostéoblastes différenciés et inclus dans la MEC, et qui ont une
durée de vie estimée a environ 25 ans [54]. lls sont plus petits que les ostéoblastes, présentent
un cytoplasme avec de nombreuses dendrites (Figure 7). Les ostéocytes sont les chefs
d’orchestre du remodelage osseux [32]. Au niveau de 1’os cortical, la population d’ostéocytes
représente 95% des cellules osseuses [55]. Les ostéocytes sont estimés a environ 20 000 a 80
000 cellules par millimétre cube de tissu osseux [56]. Les ostéocytes siégent dans des cavités
appelées osteoplastes (ou lacunes) reliées les unes aux autres par des canalicules ou résident les
dendrites [57]. Les ostéocytes communiquent entre eux et avec les ostéoblastes via les dendrites
grace a des jonctions communicantes et les intégrines [58,59]. Ces cellules, dites sentinelles

sont mécano-sensibles au travers des canalicules.

Figure 7: Image d'ostéocytes et de leur réseau lacuno-canaliculaire obtenue par imagerie Ptychographique sur la
ligne de lumiére C-SAXS de la Swiss Light Source, au Paul Scherrer Institute a partir de section corticale tibiale
de rat Wistar male adulte. Image produite par les Docteurs Cameron Kewish et Stéphane Pallu.

La membrane cytoplasmique des ostéocytes présentent des intégrines (cf .Partie Il 1.2.1). Ce
sont des protéines transmembranaires connectant le cytosquelette a la MEC. Les forces

mécaniques générées sur le tissu osseux créent a I’échelle microscopique des flux de liquide
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interstitiel au sein des canalicules (et de la lacune) induisant de fortes contraintes membranaires.
Les intégrines, ainsi stimulées, activeraient les voies de mécano-transduction et de signalisation
ostéocytaires [60]. Les jonctions communicantes des prolongements dendritiques atteignent en
plus des cellules osseuses, les cellules endothéliales des vaisseaux sanguins osseux formant un

syncytium fonctionnel qui permet la transduction des signaux.

Pendant sa maturation et sa différenciation au sein de la matrice osseuse, 1’ostéocyte subit des
modifications morphologiques. Il adopte un appareil de Golgi étendu, un grand nombre de
ribosomes et un réticulum endoplasmique tres développé. Ces changements sont accompagnés
par une modification de 1’expression des marqueurs membranaires, cytoplasmiques et
nucléaires [61]. Par exemple, les expressions de la phosphatase alcaline, de 1’ostéocalcine, du
collagéne de type I et de Runx2 diminuent, tandis que celle de 1’ostéopontine reste stable et
celle de podoplanine augmente considérablement. De nouveaux marqueurs, comme le CD44
DMP-1 et la MEPE, puis la sclérostine, font leur apparition [55,62] (Figure 8) et (Tableau 1).

PRE- OSTEOID MINERALIZING MATURE
OSTEOBLAST OSTEOBLAST OSTEOCYTE OSTEOCYTE OSTEOCYTE
1 Osteoid | Mineral
1 ’ 1
- .
] — ’ e - =) - =) - Y

. . . -

+ ’ 3 d
Stro 1 Chfal PHEX DMP1 Sclerostin
CD29 Osterix MEPE CapG FGF23
CD105 Alk Phos E11/gp38 ORP150
CD166 Osteocalcin Destrin

CaseinKinase I Mt1-MMP

Figure 8: Illustration des différents marqueurs exprimés au cours de la différenciation des ostéoblastes en
ostéocytes matures. Issu des travaux de Bonewald en 2011 [62].
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Tableau 1: Liste des marqueurs moléculaires impliqués dans la différenciation des ostéocytes. Issu de Rochefort
et al., en 2010 [55].

Biomarkers Osteoblast Young osteocyte Mature osteocyte
Alkaline phosphatase ++ - -
Bone sialoprotein ++ +/- +/-
Osteocalcin -+ +/- +/-
Collagen type I ++ +/- +/-
Runx2 ++ - -
Osteopontin ++ ++ ++
3 integrin ++ ++ ++
E11/gp38 antigen +/- ++ -
CD44 +/- ++ ++
Sclerostin - +/- ++
DMP1 - ++ +/-
MEPE - ++ ++

2.1.1.4. Les ostéoclastes

Les osteoclastes sont de grosses cellules mobiles plurinucléées de 20 a 100 um de diamétre,
possédant un cytoplasme riche en appareils de Golgi, en mitochondries et en lysosomes [63,64].
Les ostéoclastes sont des cellules ostéo-résorbantes. Ces cellules ont la particularité d’étre
issues de cellules souches hématopoiétiques, appartenant a la lignée myéloide. La production
locale par les ostéoblastes de cytokines pro-ostéoclastogenes (M-CSF : Macrophage colony-
stimulating factor et NFkB : Nuclear Factor-kappa B) induit la différenciation des monocytes
vers la lignée des ostéoclastes [65,66]. Ce processus de différenciation conduit a la fusion de
plusieurs pro-ostéoclastes entre eux pour former un polycaryon géant (Figure 9). Le pré-
ostéoclaste ainsi formé est activé par le RANKL produit par les ostéoblastes ce qui induit la
modification des caractéristiques morphologiques et une maturation des ostéoclastes. La
fixation de RANKL sur son récepteur conduit a 1’expression de génes cibles notamment la
phosphatase acide résistante au tartrate (TRAP) et la cathepsine K [67]. Les ostéoclastes activés
présentent une polarisation délimitant deux domaines actifs : un domaine présentant une
bordure en brosse a l'intérieur de la zone de scellement, lieu de la résorption osseuse et un
domaine sécretoire fonctionnel du c6té opposé de I'os [68] (Figure 9). Ces domaines sont
sépares par un anneau périphérique de scellement, étanche, délimitant la lacune d’Howship. Cet
anneau est formé de podosomes assurant la jonction de la membrane cellulaire a la MEC. La

zone de scellement formant la chambre de digestion est essentielle a la fonction de résorption
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efficace des ostéoclastes en attachant la cellule a la surface osseuse sous-jacente et en scellant
la fosse de résorption, dans lagquelle les ostéoclastes sécretent activement par les lysosomes au
travers de la bordure en brosse des enzymes protéolytiques et des acides qui érodent
progressivement la surface osseuse. Les produits de digestion sont évacués par le domaine
sécretoire fonctionnel [68]. Les ostéoclastes ne sont pas simplement des cellules de résorption
osseuse, ces cellules ont également des fonctions importantes dans la régulation des

ostéoblastes et des cellules immunitaires dans les états pathologiques [69,70].
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Figure 9: Schéma de la différenciation ostéoclastique a partir des monocytes sous ’action des facteurs pro-
ostéoclastogénes. En fonction des stades de maturation, I’expression génique des ostéoclastes est modifiée. La
stimulation par RANKL induit la fusion des précurseurs ostéoclastiques en pré-ostéoclastes, puis en ostéoclastes
polarisés matures. Issu de Gambari et al., en 2020 [66].

2.1.2. La matrice extracellulaire

Le tissu osseux appartient & la famille des tissus conjonctifs. Ce sont des tissus de soutien qui
permettent d’assurer la liaison entre les organes et les tissus. Les tissus conjonctifs sont
constitués de cellules spécialisées qui se différencient en fonction de la nature de ce dernier.
Les cellules du compartiment stromal de la moelle osseuse sont issues de la différenciation des
cellules souches mésenchymateuses. Ces cellules « baignent » dans la matrice extracellulaire
(MEC) qui est constituée par des fibres associées a une substance fondamentale. Les
caractéristiques de la MEC varient selon le tissu considéré. La MEC du tissu osseux est formée
d’une phase minérale et d’une phase organique. L’agencement de ces deux phases fabrique un
matériau a la fois rigide et élastique, ce qui permet au tissu osseux de résister aux contraintes

mécaniques de déformation.
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La phase organique est majoritairement composée de protéines collagéniques (collagéne de
type 1) présente & hauteur de 90 a 95% du tissu, et de protéines non collageniques en faible
quantité. Les protéines non collagéniques telles que les protéoglycanes, 1’ostéopontine,

I’ostéonectine, I’ostéocalcine forment 10% de la phase organique [71].

Le collagéne fibrillaire de type | est une glycoprotéine de 300 kDa formée de trois brins (2
chaines ol et une chaine a2) agencés en triple hélice a pas droit d’une longueur de 3000 A et
de 50 A de diamétre. Les chaines sont codées par le géne COL1A1 situé sur le chromosome 17
et le gene COL1AZ2 situé sur le chromosome 7. Les génes sont traduits sous forme de pro-
peptides et transloqués dans le réticulum endoplasmique ou ils vont subir des hydroxylations et
des glycosylations. Les monomeéres se présentent sous la forme d’hélices a pas gauche,
précurseurs du pro-collagéne. Ils vont étre clivés dans I’appareil de Golgi et agencés pour
former la triple hélice a pas droit du pro-collagéne [72]. La formation et la stabilisation de la
triple hélice est appuyée par une protéine chaperonne Hsp47 (Heat shock protein 47) [73]. Les
pro-collagenes vont étre exportés dans la matrice extracellulaire ou les pro-peptides N et C
terminaux seront clivés pour former le tropocollagene. Chaque molécule immature de
tropocollagéne s’assemblera avec les autres par co-réticulation pour former les fibrilles. Les
fibrilles vont étre stabilisées par des protéines COMP (Cartilage Oligomeric Matrix Protein)

(thrombospondine-5) afin de former le réseau de fibres de collagene mature (Figure 10) [74].
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Figure 10: : Synthese du collagéne fibrillaire et des protéines COMP ; reproduit de Bateman et al 2009 [71].

Les protéines non collagéniques assurent plusieurs fonctions comme la liaison des cellules avec
la MEC, la régulation du métabolisme osseux et la différenciation cellulaire (facteurs de

croissance) (Tableau 2).
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Tableau 2: Présentation des principales protéines non collagéniques formant la phase organique de la MEC du
tissu osseux avec leurs fonctions. Tableau adapté partiellement a partir de la thése de Céline Bourzac soutenue en
2020 selon les travaux de Gentili et al., en 2009 [75], Malaval et al., en 2009 [76] et de Charoenlarp et al., en 2017
[77].

Composants Fonctions
Protéines carboxylées sur les résidus acide glutamique :
Gla-protéine matricielle Inhibition de la minéralisation
Ostéocalcine Régulation des ostéoclastes, inhibition de la
minéralisation
Vitronectine Attachement cellulaire
Protéines SIBLINGS (small integrin binding ligand N-linked glycoprotein)
Ostéopontine Inhibition de la minéralisation et du remodelage
BoneSialoprotéine osseuse (BSP) Initiation de la minéralisation
MEPE (Matrix Régulation du métabolisme du phosphate

ExtracellularPhosphoglycoprotein)
Protéines non SIBLINGS

Ostéonectine Régulation du diameétre/arrangement des
fibrilles de collagéne
Thrombospondine Protéine d’adhérence
Fibronectine Protéine d’adhérence

Glycosaminoglycanes/Protéoglycanes
Opposition aux forces de compression,
régulation des facteurs de croissance, cytokines,
organisation de la matrice

Décorine Régulation du diameétre des fibrilles de
collagéne, liaison au TGF-$
Biglycane Liaison au collagene, TGF-B, déterminant
génétique du pic de masse osseuse
Versicane Définition de la zone destinée a devenir du tissu
0SSeux
Hyaluronane Association au Versicane pour définition de la
zone destinée a devenir de 1’os
Aggrécane Organisation de la matrice, rétention Ca, P

La phase minérale est composée de cristaux d’hydroxyapatite et de faibles quantités de
carbonates, de magnésium, de phosphates, de strontium, de sodium et de fluor ; le tout formant
les lamelles. Les fibres de collagéne forment un échafaudage ou s’organisent les cristaux
d’hydroxyapatite en forme de plaque de 2 a 5 nm d’épaisseur, de 15 a 55 nm de longueur et de
5 a 25 nm de largeur (Figure 11) [78]. La nucléation ou minéralisation des cristaux
d’hydroxyapatite sur les fibres de collagene nécessiterait des sites de pré-nucléations organisés

en grappes ou « clusters » de phosphates de calcium amorphes qui amorceraient la formation
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des agrégats de calcium [79]. La nucléation des minéraux sur les fibrilles de collagéne se
produirait sur des sites spécifiques a charge nette positive (extrémité C terminale) induisant la
formation et 1’orientation des agrégats [78]. Les acides aminés chargés tels que la lysine et
I’arginine présents en nombre dans ’extrémité C terminale du collagene seraient fortement
impliqués dans la nucléation. Cependant, ces domaines sur les fibres de collagéne ne
permettraient pas a eux seuls la formation des cristaux. Les fibres de collagene seraient
appuyées par le concours des protéines non collageniques phosphorylées chargées
négativement presentes dans la MEC. Ces protéines chargées telles que I'ostéopontine, la « bone
sialoprotein », attireraient les ions calcium et phosphates via leurs domaines d’acides aminés
chargés comme l'acide aspartique, l'acide glutamique et la phosphosérine [80]. Elles
augmenteraient la concentration locale en hydroxyapatite, a un niveau suffisant pour former des
noyaux de taille critique pouvant initier la nucléation. Cependant, la nucléation de
I’hydroxyapatite se produirait dans des zones spécifiques (« trou »: « hole zone », Figure 11)
du collagéne portant des acides aminées chargés positivement et négativement afin d’initier la
nucléation intrafibrilaire. Ce processus est appuyé par des enzymes comme la phosphatase

alcaline qui augmentent localement les concentrations en phosphates.
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Figure 11 : Organisation macromoléculaire de la MEC du tissu osseux; issue de Rho et al., 1998 [81].
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2.2. Définition et facteurs déterminants la qualité osseuse

Le tissu osseux est un organe dynamique qui répond a plusieurs fonctions biologiques dont la
principale est, le soutient du corps. Pour assurer cette fonction le tissu osseux doit adapter ses
propriétés tissulaires pour répondre aux stimuli de son environnement [1]. La qualité osseuse
est définie comme 1’ensemble des propriétés structurales et tissulaires donnant au tissu osseux
sa solidité. La qualité osseuse est I’association de nombreux facteurs, organisés de maniére
hiérarchique a différentes échelles et interconnectés. Ainsi, la résistance du tissu osseux est
définie selon Fonseca et al. en 2014 [5] a trois échelles:

v' la géométrie globale de I'os,

v"la microarchitecture de I'os,

v' les propriétés cellulaires et tissulaires (Figure 12) .

Macro scale

Nano scale

Figure 12: lllustration de la qualité osseuse définie par Fonseca et al., en 2014 [5].
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L’interconnexion de ces trois échelles confere au tissu osseux des propriéteés anisotropiques
c¢’est-a-dire, des propriétés mécaniques dépendantes de 1’orientation des forces auxquels 1’0s
est soumis [82,83]. Ainsi I’os est en capacité de répondre a des contraintes de flexion, de
compression et de torsion [84]. En pratique clinique, 1’évaluation de la qualité osseuse et donc
de sa solidité repose sur la mesure de la densité minérale osseuse par absorptiométrie
biphotonique a rayons X (DXA). Cette mesure fournit des informations uniquement sur la
quantité de minéraux dans I'0s. Une mesure au col du fémur ou au rachis lombaire refléte 1’état
de santé¢ globale de I’ensemble du squelette. Cependant, la mesure de la densité minérale
osseuse a elle seule ne permet pas réellement de définir la résistance du matériau osseux a la
contrainte [85]. La moitié des fractures de la hanche liées a I’age chez les femmes surviennent
chez des personnes ayant une masse osseuse cliniqguement normale ce qui implique un déficit

de qualité osseuse [86].

2.2.1. Géométrie globale de I’os

La morphologie osseuse comprend la taille, la forme, le diamétre associé a sa surface en section
transversale, le moment d’inertie (répartition des masses au sein d’un matériaux soumis a des
mouvements de rotation ou de translation). La morphologie osseuse est étroitement associée a
la notion de force osseuse et résistance a la fracture. Les os longs tels que le fémur ou le tibia
sont assimilés & un cylindre creux. La résistance d’un cylindre soumis a une flexion, dépend du
moment d'inertie, de la section transversale du cylindre, qui est lui-méme fonction du diamétre
(Loi de la flexion, formule d'Euler-Bernoulli). Ainsi, la section de la partie corticale et donc de
son diametre est cruciale pour la résistance osseuse. Une augmentation du diameétre osseux se
traduit par une augmentation de la résistance a la flexion ou a la torsion de fagcon exponentielle,

sans augmentation de la masse osseuse [87] (Figure 13).
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Area 1 1 0.87
Resistance to tensile and 100% 100% 87%
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Resistance to bending and 100% 164% 208%

torsional loads

Figure 13: Illustration de I'influence de la géométrie sur la résistance structurelle des structures circulaires. Issu de
Bouxsein en 2001 [88].

Ainsi, une section transversale diaphysaire cylindrique présente une rigidité en flexion et en
torsion plus faible qu'une section transversale comportant la méme quantité de tissu osseux

mais, dont les diametres interne et externe sont plus grands.

La forme du segment osseux définit également sa résistance selon 1’angle de rotation (bras de
levier). L’angle du col du fémur est un facteur de risque de fracture. Il a été montré que méme
pour une densité minérale osseuse inférieure, un col fémoral plus court et un angle plus faible

est associé a une résistance osseuse supérieure compares a des cols fémoraux plus longs [89].

2.2.2. Microarchitecture osseuse

Le tissu osseux est composé de deux structures complémentaires : la microarchitecture
trabéculaire et la microarchitecture corticale. La microarchitecture trabéculaire est une
organisation tridimensionnelle de travées et de poutres qui s’ordonnent pour résister aux
contraintes de flexion et de torsion. Cette organisation selon des lignes de force a été observé
en 1866. Herman von Meyer présentait une coupe de I’extrémité supérieure du fémur lors d’une
conférence. Culmann, ingénieur et mathématicien reconnu dans la disposition trabéculaire

ordonnée de 1’0s, une structure semblable a une grue Fairbairn, ou les lignes de contraintes
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maximales étaient déja établies et correspondaient aux travées osseuses (Figure 14). Culmann
proposa une loi aux biologistes, affirmant que le squelette est congu pour supporter un
maximum de charge avec un minimum de matériel. Cette idée fut validée, et en 1870, Wolff
énonca sa céléebre loi stipulant que I'os se forme en réponse aux contraintes mecaniques qu'il
subit [90].

Le tissu osseux cortical est semblable a un matériau plein, pouvant résister a des charges de
compressions de traction et de cisaillement. L’association de ces deux structures permets une
répartition des forces de contraintes ce qui donnes aux 0s ses propriétés viscoélastiques. Par
exemple en position unipodal le corps soumet le col fémoral a une charge de 300 kg. Cette
résistance a la mise en charge, est di a la répartition des forces de compression et de traction
(Figure 14).

Figure 14: Tllustration de résistance du tissu osseux. L’image de gauche représente 1’organisation tridimensionnelle
de la microarchitecture trabéculaire et la répartition des lignes de force. L’image centrale représente le schéma
d’une grue Fairbairn. L’image de droite représente la répartition des charges de compression et traction le long du

femur [90].

2.2.3. Méthodes de mesure de la qualité osseuse

En fonction de I’échelle, I’évaluation de la qualité osseuse repose d’une part, sur des méthodes
physique (microarchitecture) et d’autre part, sur des méthodes histologiques (propriétés

tissulaires). Les exemples de techniques énonces ci-apres sont non exhaustifs.
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La méthode historique de référence pour mesurer la microarchitecture est 1’histomorphométrie
qui consiste suite a des coupes histologiques, a venir mesurer en deux dimensions la taille des
travées et I’espace entre les travées. L’avénement des méthodes informatiques ont permis
d’automatiser et de standardiser ces mesures. Cependant, cette méthode ne permettait pas
d’évaluer la microarchitecture en trois dimensions. Les micro-tomographes a rayons X
permettent d’acquérir des coupes de tissu osseux a des résolutions inférieures & 5 um et de
reconstruire un volume osseux en trois dimensions et de calculer automatiquement les
parametres morphométriques en trois dimensions. Le rayonnement X des trés grands
instruments tels que les Synchrotrons utilise un faisceau parallele monochromatique qui permet
des mesures nanométriques susceptible d’étre utilisé pour caractériser le réseau lacuno-

canaliculaire ostéocytaire.

L’évaluation des propriétés tissulaires repose sur les techniques d’histologie,
d’immunohistochimie. Pour les ostéocytes, des sections transversales de la partie corticale
permettent de connaitre la densité cellulaire, la présence ou 1’absence des ostéocytes dans leur
lacune et 1’éventuelle mort cellulaire par apoptose (immunomarquage a la caspase 3 clivée).
L’activité des ostéoclastes est principalement évaluée par la coloration TRAP (« Tartrate
Resistant Acide Phosphatase »). Cette coloration repose sur I’activité enzymatique des
ostéoclastes. L’activité des ostéoblastes est évaluée par la mesure des fronts de minéralisation
par la coloration Von Kossa. La qualité du collagéne peut étre évaluée par des méthodes de

spectroscopie infrarouge ou Raman.

III Dynamique du tissu 0sseux
3.1. Formation et modelage du tissu osseux

L’ossification est le processus de formation des 0s, ponctuée par trois phases au cours de la vie

» L’ossification princeps in utero,
» La croissance pendant I’enfance, puis de la puberté a la taille adulte,

> Le maintien du capital osseux a la sénescence.

Au premier stade de la vie embryonnaire, le squelette n’est qu’une ébauche de tissus fibreux et

de cartilage hyalin. Le tissu osseux se développe depuis le mésoderme au cours de la sixiéme
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semaine de vie embryonnaire a partir des somites. La différenciation des somites de la
superficie vers la profondeur conduit & la formation du dermomyotome, du myotome et du
sclérotome. L’ostéogénese suit deux voies, 'ossification endochondrale et 1'ossification intra-
membraneuse. Quelle que soit la voie, le tissu osseux se développe a partir d’une matrice

cartilagineuse synthétisée par les chondrocytes, définissant un cadre de formation osseuse.

Au cours de I’ossification intra-membraneuse, le tissu se développe a partir d’un amas de CSM
indifférenciées. Cet amas engage la différenciation cellulaire pour former des cellules
spécialisées qui synthétiseront les tissus vasculaires et osseux. Il conduira a I’emprisonnement
des cellules dans une matrice ostéoide (matrice osseuse non minéralisee), se modelant autour
des capillaires formant le tissu trabéculaire [91]. Les ostéoblastes entourés de MEC deviendront
des ostéocytes. Ce processus forme les os plats (os du crane), il débute pendant le

développement du feetus et se poursuit jusqu'a I'adolescence.

L’ossification endochondrale forme la majorité des os du corps. Le cartilage sert de foyer de
croissance ou I'os se développe en remplacant progressivement le cartilage hyalin en formation.
A mesure que le cartilage croit, ce dernier est progressivement vascularisé créant le centre
principal d’ossification vers le troisiéme mois de vie embryonnaire (Figure 15) [92]. Le
périchondre est progressivement remplacé en périoste. Les chondrocytes et le cartilage
continuent de croitre aux extrémités de l'os formant les futures épiphyses et contribuant a
I’augmentation de taille de I’os avec le remplacement du cartilage par le tissu osseux dans les

diaphyses.

Articular
cartilage

Periosteum
Perichondrium

Growth
plate

Mesenchymal
condensation

Chondrocyte ]
Primary

ossification Secondary

ossification

Figure 15 : Représentation de I’ossification endochondrale ; issu de Usami et al., en 2016 [92].
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A la naissance et pendant la puberté, les os croissent a partir des épiphyses de croissance
formées de cartilage plus ou moins calcifi¢ sous I’influence des hormones et des facteurs

systémiques et locaux [93,94]. Ces facteurs comprennent :

» Les hormones de croissance, sexuelles, et thyroidiennes, la protéine liée a

I'hormone parathyroidienne (PTHrP),
» la vitamine D3,

> les facteurs de croissance de type: IGF (Insulin Growth Factor), FGF (Fibroblast
Growth Factor), PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), TGFpB (Transforming
Growth Factor ), BMP (Bone Morphogenic Protein),

» IHH (Indian Hedgehog Homolog) et la voie des Wnts.

La croissance des os se stabilise a la fin de la puberté et le pic de masse osseuse est atteint vers
I’age de 20 ans avec quelques nuances entre les sexes. Pendant la vie adulte, les os continuent
de se remodeler par la résorption de I’endoste et par apposition périostée. Il en résulte une
augmentation de diametre des os, tout en conservant la densité minérale osseuse (DMO)
quasiment identique. L’accroissement global du diamétre de 1’os conduit a une augmentation
de la résistance mécanique (Figure 16 (A)). L’augmentation de diamétre n’est pas la méme
entre les femmes et les hommes (Figure 16(B)). Les femmes présentent une résorption de
I’endoste plus importante que chez les hommes. L’¢paisseur (différence entre le diametre
externe et le diameétre interne) de 1’os se trouve amincie [95]. Cette différence de diameétre
explique en partie la différence de fragilité osseuse entre les hommes et les femmes agés. La
sénescence du corps humain entraine une accélération de la résorption de I’endoste supérieure
a la formation du périoste, 1’os se retrouve de plus en plus aminci et fragile. Chez la femme, la
ménopause conduit a une accélération de ce phénomene qui conduit avec la résorption de 1’os

trabéculaire a une fragilité osseuse accrue aboutissant aux fractures ostéoporotiques.
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Figure 16 : (A) Représentation schématique de 1’augmentation de résistance mécanique avec le diamétre, adapté
du manuscrit de thése de Doctorat de Nicolas Vilayphiou en 2010 a Iuniversité de Lyon 1. (B) Représentation
picturale de la différence d’apposition périostée, issue de Seeman en 2002 [95].

3.2. Le remodelage osseux

Le remodelage osseux est I’équilibre dynamique entre la résorption et la formation du tissu
osseux. Il est le siége de ’activation successive de deux populations cellulaires antagonistes et
complémentaires : les ostéoclastes et les ostéoblastes, formant les unités fonctionnelles de
remodelage. Ces unités fonctionnent sous forme d’un cycle ou ’activité de ces cellules est
modulée dans I’espace et dans le temps (Figure 17). L’activit¢ de ces millions d’unités
fonctionnelles est la réponse du tissu osseux a plusieurs exigences externes : a savoir, répondre
au besoin en calcium de 1’organisme, renouveler le tissu vieillissant, adapter le tissu a
I’environnement et aux contraintes mécaniques et enfin cicatriser les fractures. Le remodelage
osseux est orchestré par les ostéocytes en quatre temps de durée différente : 1’activation, la
résorption, 1’inversion et la phase de formation [32]. La résorption compléte d’un site est
finalisée en deux semaines. La phase d'inversion dure de quatre a cing semaines, tandis que la

formation d’une nouvelle matrice osseuse compléte peut durer quatre mois [96,97].

e Phase d’activation :

Suite a une stimulation mécanique ou hormonale, les ostéocytes induisent la rétraction des
cellules bordantes exposant ainsi la MEC aux ostéoclastes [98]. Les ostéoblastes activés
sécretent des cytokines comme le M-CSF (Macrophage Colony-Stimulating Factor) sous la
régulation de facteurs ostéo-résorbants (vitamine D3, PTH : parathormone). Les monocytes
sous I’action du M-CSF se différencient en pré-ostéoclastes qui fusionnent en ostéoclastes.

L’afflux d’ostéoclastes stimule 1’arrivée des précurseurs médullaires qui entretient la
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differenciation cellulaire. Cette derniere est sous la dépendance de trois facteurs locaux :
I’ostéoprotégérine (OPG), le RANK (Receptor Activator of Nuclear factor Kappa B) et le
RANK L (RANK Ligand = Osteoclast Differentiating Factor (ODF)) (cf. section 3.3.1).
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Figure 17 : Représentation schématique de I’unité fonctionnelle de remodelage au cours des différentes étapes ; a
noter la présence de macrophages pendant la phase d’inversion, et le recouvrement de la lacune par les cellules
bordantes pendant tout le processus; issu de Raisz et al., 2005 [99].

e Phase de résorption :

Les ostéoclastes actifs se lient a la MEC par des jonctions ponctuelles pour former 1’anneau de
scellement délimitant la lacune d’Howship. Les podosomes sont formés de 1’union des
protéines membranaires (intégrine, ostéopontine, BSP) et des protéines de la MEC
(Thrombospondine, collagene de type 1) (Figure 18) [100]. La digestion du tissu osseux se

déroule en deux étapes : la dégradation de la phase minérale et la lyse de la phase organique.

La dissolution de la phase minérale est réalisée, par les pompes a protons alimentées par
I’anhydrase carbonique II qui libérent des acides au niveau de la bordure en brosse (Figure 18).
Par la suite, les lysosomes excretent leurs contenus enzymatiques (métalloprotéinases,
collagenases, hydrolases acides) pour digérer la matrice organique. Pendant toute la phase de
résorption, les lacunes de Howship et les ostéoclastes sont recouverts de cellules bordantes, les

isolant du reste du tissu.
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Figure 18 : Représentation de 1’adhésion des ostéoclastes sur la MEC par les intégrines et I’ostéopontine ; issu de
Giachelli et al., 2000 [100].

e Phase d’inversion :

Une fois le travail achevé, les ostéoclastes meurent par apoptose. Des macrophages
interviennent pour lisser la lacune et éliminer les déchets cellulaires (Figure 17). Le fond de la

lacune forme la ligne de cément.
e Phase de formation :

La formation d’une nouvelle matrice osseuse débute par 1’élaboration d’un échafaudage
protéique ou les minéraux seront ensuite cristallises. Les ostéoblastes assurent la synthése du
collagéne de type | et des protéines de la MEC puis catalysent la nucléation de I'hydroxyapatite
avec le concours d’enzymes (phosphatase alcaline) et de protéines non collageniques (cf.

section 2.1.2).

3.3. La régulation du tissu osseux

La formation, la prolifération, la différenciation et l'activité de ces cellules osseuses sont
régulées par des facteurs locaux et systémiques qui ont des activités catabolisantes et
anabolisantes (Figure 19). Les facteurs locaux comprennent des molécules autocrines et
paracrines telles que des facteurs de croissance, des cytokines et des prostaglandines produites

par les cellules osseuses. Les facteurs systémiques importants pour le maintien de I'noméostasie
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osseuse comprennent I'normone parathyroidienne (PTH), la calcitonine, la 1,25-

dihydroxyvitamine D 3 (calcitriol), les glucocorticoides, les androgenes et les cestrogeénes.

3.3.1. Régulation locale du tissu osseux

La dynamique du remodelage osseux repose sur la communication étroite entre les cellules
osseuses par une signalisation cellulaire para- et autocrine via le systtme RANKL-RANK-
OPG. Il joue un réle crucial dans la régulation de la formation des ostéoclastes et de la
résorption osseuse. Ce systeme est compose d'un ligand, le RANKL (Receptor Activator of
Nuclear factor- kB Ligand) et de ses deux récepteurs, le RANK et l'ostéoprotégérine (OPG)
(antagoniste naturel, leurre) dérives du « Tumor Necrosis Factor » (TNF). Le RANKL et I’OPG
sont exprimés par les cellules stromales, les ostéoblastes et les ostéocytes [101]. RANK est un
récepteur de la famille des récepteurs TNF. RANK est fortement exprimé sur la membrane des
progéniteurs ostéoclastiques, des ostéoclastes matures, et des cellules dendritiques [69].
L’activation de ce récepteur par le RANKL (produit par les ostéoblastes) induit la maturation
de la différenciation des pré-ostéoclastes en ostéoclastes et engage la voie de la résorption
osseuse (Figure 19). L’OPG est un ligand soluble sécrété par les ostéoblastes, il fonctionne
comme un récepteur leurre qui, en venant se fixer a RANKL, bloque I’interaction de RANKL
avec RANK. Finalement, I’activation des ostéoclastes est dépendante des concentrations in situ
de RANKL, modulées par la libération d’OPG [102]. Les facteurs systémiques régulant le tissu
osseux moduleront le systtme RANKL-RANK-OPG.
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Figure 19 : Représentation schématique du contrdle hormonal de la résorption osseuse et du mécanisme d'action
des facteurs catabolisants et anabolisants ; issue de Boyle et al., 2003 [103].

3.3.2. Régulation systémique du tissu osseux
3.3.2.1. Les facteurs catabolisants :

La PTH est la principale hormone ostéo-résorbante agissant de concert avec la forme active de
la vitamine D (1,25-dihydroxycholécalciférol). Elle est synthétisée par les glandes
parathyroidiennes. Elle régule le métabolisme phosphocalcique avec un effet hypercalcémiant
et hypophosphatémiant. La sécrétion de PTH est dépendante de la concentration sérique en
calcium. Une diminution de la calcémie entraine une libération de PTH qui influencera le
métabolisme osseux, rénal et duodénal. Au niveau du rein, elle induit une activation des
précurseurs de la vitamine D, la réabsorption rénale du calcium et I’inhibition de la réabsorption
de phosphate. Son activité sur 1’épithélium intestinal est indirectement liée a ’action de la

vitamine D qui augmente I’absorption intestinale du calcium.

Les cellules du tissu osseux disposent de récepteur a la PTH. Sur les ostéoblastes et ses
progéniteurs, la PTH maintient I’activation des cellules bordantes en ostéoblastes et stimule
I’expression de facteurs de croissances (IGF 1, TGF, FGF) par les ostéoblastes. L’activation

par la PTH des ostéoblastes stimule la prolifération et ’engagement des cellules souches
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hématopoiétiques dans la voie de la différenciation cellulaire en ostéoclaste et retarde

I’apoptose de ces derniers [104].

Les effets de la PTH sur les ostéocytes sont beaucoup plus contrastés. L'élévation sérique de la
PTH peut générer des effets a la fois cataboliques et anaboliques sur le tissu osseux en fonction
du profil temporel. Une concentration élevée chronique comme par exemple lors d’une
hyperparathyroidie augmente la résorption osseuse. A contrario, une augmentation
intermittente sérique de PTH liée a des injections sous cutanées lors de traitement a un effet

anabolisant entrainant un gain de masse osseuse [105,106].

Les ostéocytes possedent un récepteur membranaire a la PTH et a son peptide précurseur (PTH-
related Peptide Receptor), le PPR. Dans le cas simple d’une augmentation chronique, la PTH
active l'expression de SOST via la voie de signalisation de I'AMPc (Adénosine monophosphate
cyclique) [107]. La transcription du gene SOST, produit une glycoprotéine de 213 acides
aminés, la sclérostine, a activité régulatrice paracrine du métabolisme osseux. Elle est sécrétée
principalement par les ostéocytes matures[108]. La sclérostine se fixe sur les récepteurs de la
famille LRP (Low density Llipoprotein Receptor-related Protein, (4-5-6)) inhibiteurs de la voie
des Wnt et des protéines morphogénétiques osseuses (BMP : Bone Morphogenetic Proteins).
La voie Wnt/ B caténine régule la production d’OPG. Les ostéocytes sécréteraient également
RANKL et M-CSF. Ainsi I’activité des ostéocytes régulerait directement et indirectement la
fonction et la différenciation des ostéoblastes et des ostéoclastes [109].

Par ailleurs, Ramp et Neuman ont été a I’origine du concept d’ostéolyse péri-ostéocytaire [110].
Cette hypothese de I’ostéolyse ostéocytaire a été confirmée par des études expérimentales chez
les rongeurs [111,112].

En outre, les prostaglandines, métabolites de I'acide arachidonique synthétisées sous l'influence
d’hormones et de facteurs de croissance (FGF, IFG et PDGF) régulent aussi I’homéostasie
osseuse. La Prostaglandine E2 (PGE2) intervient dans la réponse aux traumatismes
(microlésions). Elle module la réponse inflammatoire et la guérison notamment en activant les
précurseurs ostéoclastiques via I’expression de RANKL et de M-CSF ainsi que les ostéocytes
[62,113].

Par ailleurs, les glucocorticoides ont des effets multiples, complexes et néfastes sur le tissu

osseux, ils induisent la surexpression de RANKL, I’inhibition de la production d’OPG et
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stimulent I’apoptose des ostéoblastes. L'ostéoporose cortico-induite est la forme la plus

commune d'ostéoporose secondaire [114].

Enfin, les cytokines pro-inflammatoires telles que I’interleukine-6 ou le TNFa favorisent la
perte de masse osseuse en modifiant le fonctionnement de la voie RANKL/ RANK/ OPG

augmentant 1’activité ostéoclastique [115].

3.3.2.2. Les facteurs anabolisants :

La forme active de la vitamine D a deux origines. La vitamine D3 (cholécalciférol) est
synthétisée par les cellules profondes du derme a partir du 7-déhydrocholestérol, dérivé du
cholestérol sous I’effet du rayonnement ultraviolet. La vitamine D2 (ergocalciférol) issue de
I’alimentation, est produite par les végétaux. Ces deux formes sont métabolisées par le foie et
les reins en 1,25-dihydroxycholécalciférol. La vitamine D se fixe sur un récepteur nucléaire
(VDR : «Vitamin D Receptor »). Elle stimule I’absorption intestinale de calcium et de
phosphate. A un taux sérique recommandeé (80 ng/ml), la vitamine D est anabolisante, via la
différenciation et la maturation des ostéoblastes. Cependant, a des doses importantes la vitamine
D est catabolisante. A forte dose, la vitamine D est convertie de maniére accrue en métabolite
actif, le calcitriol. L’augmentation accrue de calcitriol peut stimuler la synthese locale
(autocrine) du calcitriol dans l'environnement des cellules osseuses. Le calcitriol agit
directement sur les cellules osseuses via le récepteur de la vitamine D. Ces fortes doses
stimulent les ostéoblastes qui induisent le recrutement des précurseurs des ostéoclastes et

I'activation des ostéoclastes [116].

La calcitonine est une hormone peptidique produite par la thyroide a action hypocalcémiante,
inhibitrice de I’activité des ostéoclastes et inductrice de la prolifération des ostéoblastes

favorisant la formation osseuse[117].

Les BMPs appartiennent a la famille des polypeptides TGF B, facteurs de croissances qui
interagissent avec le facteur de transcription RUNX2 via la voie de signalisation des protéines
phosphorylées Smads (Smad1) [118] essentielles a la différenciation ostéoblastique a partir des
CSM.
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Les cestrogenes inhibent le remodelage osseux en stimulant la prolifération et la survie des
lignées ostéoblastiques et favorisent directement I'apoptose des ostéoclastes [119]. Les effets
des cestrogénes sur le tissu osseux sont assurés par I’intermédiaire de deux récepteurs nucléaires
ERa et ERB (ERs). Les ERs agissent selon deux voies, la voie génomique ou les ERs
fonctionnent comme des facteurs de transcription et la voie non génomique qui module les voies
de signalisation intracellulaire et I’expression génique d’autres genes. Le fonctionnement des
ERs sur les cellules osseuses et sur le tissu osseux a été étudié par délétion totale ou partielle de
ces derniers. Khosla et al., en 2018 [120] ont synthétise les données de la littérature et ont dressé
un portrait global des actions des ERs. Une délétion totale de ERa induit une diminution de la
DMO trabéculaire et corticale. Une délétion sur les lignées ostéoblastiques induit une
diminution de la DMO corticale et trabéculaire. La suppression d’ERa sur les lignées myéloides
et ostéoclastiques provoque une diminution de la DMO trabéculaire chez les sujets féminins.
Chez les sujets masculins, il n’y a pas de variation de la DMO trabéculaire et corticale. Les
effets de la délétion d’ERp sur le tissu osseux ont été seulement observés chez les sujets de sexe
féminin. Une délétion totale provoque une augmentation de la DMO trabéculaire. Ce résultat
se retrouve avec une délétion spécifique sur les lignées ostéoblastiques. En résumé, ERa a des
effets directs positifs sur le tissu osseux. Enfin, les cestrogénes régulent I’expression des
cytokines. Une baisse des cestrogenes sériques induit une augmentation de la production des
cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6 et TNF-alpha), ce qui favorise l'ostéoclastogenése
[121].

Cette premiere partie a présenté les caractéristiques morphologique, tissulaire et cellulaire de
I’0s. Les ostéocytes régulent finement ’activité des ostéoblastes et des ostéoblastes pour
répondre d’une part au besoin de I’organisme en minéraux, et d’autre part pour adapter le tissu
osseux aux contraintes qu’il subit. Cette adaptation est a la fois controlée par les hormones ou
les facteurs locaux mais également par les stimulations mécaniques pergues par les ostéocytes.
La qualité du tissu osseux est dépendante de 1’activité des ostéocytes et de leur capacité a
percevoir les contraintes mécaniques. La seconde partie sera consacré aux ostéocytes comme
cellules mécano-sensibles, puis aux effets de la contrainte mécanique sur les cellules osseuses
et le tissu osseux. Enfin, la seconde partie sera cl6turée par les différents types de protocoles

d’exercice chez des modeles animaux et leur effet respectif sur le tissu osseux.
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Partie 11 Mécanismes de I'adaptation osseuse a la contrainte
mécanique

L’objectif de cette partie est de comprendre comment les charges mécaniques sont transmises
et interprétées par les ostéocytes pour qu’ils puissent réguler en conséquence le tissu osseux.

La régulation du tissu osseux a I’exercice est définie par la loi de Wolff.

I L’ostéocyte une cellule mécano-sensible

Les ostéocytes sont les cellules les plus nombreuses et les plus vieilles de la lignée
ostéoblastique. En 2007, Lynda Bonewald introduit le concept de chef d’orchestre du
remodelage osseux pour qualifier les ostéocytes [32]. Pour assurer cette fonction, les ostéocytes
sont interconnectés les uns aux autres via leurs prolongements cytoplasmiques (dendrites) dans
les canalicules. Les ostéoblastes bordant le tissu osseux sont en communication avec les
ostéocytes via les dendrites et les jonctions communicantes GAP mais aussi via la sécrétion
intra-canaliculaire des facteurs de remodelage osseux. Cependant, pour adapter le tissu osseux
les ostéocytes doivent d’une part percevoir les contraintes, et d’autre part, induire une réponse

adaptée (Figure 20).
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Figure 20: Illustration de la mécano-transduction ostéocytaire implique un stimulus (mécano-stimulateur), un
appareil récepteur (mécano-capteur), et une cascade de signalisation conséquente (mécano-voie). Issu de Rochefort
et al. en 2010 [55].
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1.1. Comment se traduisent les contraintes mécaniques a I’échelle
ostéocytaire ?

La gravité terrestre soumet le corps a une contrainte permanente. A 1’échelle de 1’os, cette
contrainte soumet le col du fémur a une charge de 300 kgs en position unipodale. Cette charge
est multipliée par 7,6 fois le poids du corps lors d’une accélération forte [90]. L’os est donc
constamment soumis a une charge qui est ressentie par les ostéocytes. En 1’absence de pesanteur
terrestre, il a été montré une perte de 5,43% de la densité osseuse trabéculaire mesurée au tibia
apres 6 mois de vol [122]. Une preuve directe de la fonction mécano-sensible des ostéocytes a
été confirmée dans une étude montrant que des souris transgéniques avec ablation inductible
des ostéocytes ne répondaient pas a la perte osseuse induite par la décharge [123]. Ces résultats
indiquent clairement que les ostéocytes captent les variations locales de contraintes mécaniques
telle que la décharge et jouent un réle dans la transmission de sighaux pro-ostéoclastogéenes
pour stimuler la résorption osseuse en réponse a la décharge mécanique. Autrement dit, les

ostéocytes doivent étre constamment soumis a une contrainte pour maintenir la masse osseuse.

La transmission de la contrainte mécanique au sein de 1’os jusqu’au ostéocytes n’est possible
que par le biais du réseau lacuno-canaliculaire extrémement spécialisé. C’est a travers ce réseau
que les ostéocytes sont capables de transformer les stimuli mécaniques en signaux
intercellulaires. La mécano-transduction du signal repose sur les propriétés intrinséques de 1’0s

(piézoélectriques), et des canalicules (pression fluidique et contrainte de cisaillement).

1.1.1. Propriétés piézoélectriques du tissu osseux, une theorie critiquee

Jusque dans les années 1960, la capacité de I'os a s’adapter aux contraintes mécaniques et, plus
particulierement, la perception des forces par les cellules osseuses (ostéocytes, ostéoblastes)
restait un mystere. Une théorie avancée est la piézoélectricité du collagene qui serait utilisee
par les ostéocytes pour détecter les zones de plus grande contrainte. La piézoélectricité est la
propriété que possedent certains matériaux a se polariser électriquement sous l'action d'une
contrainte mécanique. Friedenberg et al., en 1966 [124] ont découvert que le tissu osseux
répondait a cette définition via la tension mécanique exercée spécifiquement sur I'os compact.
Ce dernier présentait des différences de potentiel électrique le long des axes latéraux et
longitudinaux. Une des hypothése avancée est que le tissu osseux est chargé d’ions (Calcium,

Phosphate), selon cette théorie, la contrainte appliquée genérerait des gradients de potentiel
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locaux le long des fibres de collagene et ces potentiels seraient détectés par les ostéocytes
[125,126]. Cependant, les résultats expérimentaux sur os sec et sur os humide étaient contrastes,
deux mécanismes principaux ont donc été avancés: la piézoélectricité et le potentiel de
diffusion [127].

Le potentiel de diffusion est le mécanisme qui a majoritairement été adopté, de par la saturation
de I’0s en liquide chargé en ions [128]. Le potentiel de diffusion utiliserait comme vecteur le
réseau lacuno-canaliculaire qui forme un réseau complexe a I’image du systéme nerveux [129].
Pour intégrer le mécanisme de potentiel de diffusion et I’effet piézoélectrique avec la mécano-
transduction osseuse, une des hypotheses émises serait que la compression tissulaire,
augmenterait la densité de charge fixe au niveau de la matrice osseuse, ce qui générait un
potentiel électrocinétique plus élevé, un potentiel de diffusion accru, une augmentation de
I'électroosmose, une diminution de la perméabilité hydraulique et donc une rigidité dynamique
accrue du tissu. Cela engendrerait des différences dans la charge mécanique détectée par le
systeme canaliculaire et donc dans I'écoulement du fluide interstitiel autour des dendrites
(Figure 21) [127].
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Figure 21: Illustration de I’effet théorique de la piézoélectricité du collagéne sur la rigidité du tissu osseux. La
compression du tissu osseux génére des charges de surface qui contribuent indirectement a une plus grande
contrainte et donc a une plus grande rigidité de l'os. 1 : Déplacment, 2 : charges superficielles, 3 : Potentiel Zeta,
4 : Potentiel de diffusion, 5 : Electro-osmose, 6 : Perméabilité Hydraulique, 7 : Stresse. Issu de Ahn AC et al., en

2009 [127].
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1.1.2. Pression fluidique et contrainte de cisaillement

Le mécanisme de transduction des contraintes mécaniques en signaux biologiques des
ostéocytes utilise le réseau lacuno-canaliculaire a 1’instar d’une éponge qui sous la contrainte
déplace I’eau qu’clle renferme. Les contraintes mécaniques et la contraction musculaire
modifient la pression vasculaire et donc également le flux du liquide interstitiel osseux. Ces
différences de pression sont directement ressenties par les ostéocytes [130]. La contrainte
mécanique entraine une flexion des os et une déformation de la matrice. Par exemple, dans le
cas du fémur, une contrainte de compression est générée sur la partie médiale de I'os et une
contrainte de traction sur la partie latérale (revoir Figure 14 Partie 1 2.2.2). Cette différence de
charge qui en résulte conduit a un gradient de pression dans le liquide ischémique et pousse le
fluide interstitiel des zones de compression vers les zones de tension. L’écoulement du fluide
sous pression au sein des canalicules crée des contraintes de cisaillement élevées sur la paroi
des canalicules [131]. Weinbaum et al., en 1994 ont calculé que la contrainte de cisaillement
induite par la charge mécanique détectée par les dendrites était de 0,8 a 3 Pa [132].
L’écoulement du fluide le long des parois des canalicules et les pressions sont captées par des

récepteurs le long des processus dendritiques des ostéocytes.

1.2 Perception des contraintes mécaniques par les ostéocytes : les
mécano-senseurs

Au travers du réseau lacuno-canaliculaire la perception des contraintes mécaniques est assurée

par des récepteurs membranaires de 1’ostéocyte (Figure 22).
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Figure 22: Illustration des ostéocytes et de leurs dendrites en interaction avec la matrice extra-cellulaire osseuse.
Les adhésions focales (intégrines), les jonctions gap, les cils primaires, les canaux ioniques et les buttes
collagéniques « collagen hillocks » participent a la mécano-sensibilité des ostéocytes aux contraintes mécaniques.
Issu de Qin et al., en 2020 [58].

1.2.1. Les adhésions focales et les intégrines

Les adhésions focales également appelées adhésions cellule-matrice sont des assemblages
dynamiques et multiprotéiques localisés dans la membrane plasmique et contenant des
protéines d'échafaudage, des phosphatases, des kinases et des protéines transmembranaires de
liaison actives tel que les intégrines qui forment des liens mécaniques entre les filaments
d'actine intracellulaires et la matrice extracellulaire [133]. Ce sont de grands assemblages
macromoléculaires par lesquels la force mécanique est transmise entre la matrice extracellulaire
et I'actine du cytosquelette agissant comme des centres de signalisation centraux au sein des
ostéoblastes et ostéocytes [134]. Cette interface protéique interactive est capable de détecter les
microenvironnements externes (stress meécanique, composition et rigidité de la matrice

extracellulaire) ce qui permet aux ostéocytes d'orchestrer le remodelage.
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Les intégrines sont le principal vecteur qui transforme les contraintes de cisaillement en
information via une cascade de messagers moléculaires cytoplasmiques. En plus de fournir des
connexions structurelles, les intégrines jouent un rdle dans la transmission de signaux qui
peuvent affecter la survie ou la différenciation cellulaire en modifiant I'expression des genes
[135]. Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires hétérodimériques de type |
composés d'une liaison non covalente des sous-unités a et B (Figure 25 A). Chez les vertébrés,
il existe 18 sous-unités a et 8 sous-unités B, qui sont combinées en 24 intégrines différentes,
présentant divers profils d'expression et reconnaissant divers ligands [136] . Selon leur ligand

(protéines extracellulaires) les intégrines sont classées en quatre groupes (Figure 23):

> Les récepteurs RGD sont des récepteurs qui fixent des motifs peptidiques (tripeptide
constitué d'arginine, de glycine et d'acide aspartique) présents sur la fibronectine, la

thrombospondine ou la vitronectine [137],

> les récepteurs au collagéne qui reconnaisse des motifs spécifiques au sein des fibres de

collageéne tel que le motif GFOGER a haute affinité reconnue par a231[138],

> les récepteurs a la laminine. La laminine est un composant majeur de la membrane
basale, c’est une protéine membranaire extracellulaire responsable de 1’adhésion
cellulaire [139] ;

> et les récepteurs spécifiques aux leucocytes. Ce sont des récepteurs essentiels aux

réponses immunitaires innees et adaptatives [140].
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Figure 23: lllustration des intégrines chez les vertébrés, qui forment 24 hétéro-dimeres répartis en quatre grandes
familles de récepteurs. Issu de Barczyk et al., en 2009 [136].
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Les intégrines percoivent les stimuli extérieurs a la fois physiquement et chimiquement et les
traduisent en signaux intracellulaires [141]. Les intégrines permettent la réception et la
transmission de signaux de maniere bidirectionnelle. Les intégrines adoptent deux
conformations, une courbée (inactive) et une conformation étendue (active). L'équilibre entre
les états inactifs et activés détermine la fonction des intégrines [142]. Cet équilibre est orchestré
par des protéines régulatrices cytoplasmiques. La transition entre deux conformations, peut étre
déclenchée par un processus distinct appelé signalisation de l'intégrine de l'intérieur vers
I'extérieur, ou la stimulation cellulaire déclenche un ou plusieurs signaux intracellulaires pour
perturber la face cytoplasmique de l'intégrine, induisant un changement de conformation global
du récepteur et sa liaison ultérieure & haute affinité au ligand de la MEC. Ces signaux
comprennent des protéines intracellulaires régulatrices (taline (protéine du cytosquelette) et
kindline, protéine d'adhésion focale) et des protéines promotrices du signal qui une fois activées
se lient & la queue cytoplasmique de la sous-unité B de I’intégrine induisant son changement de
conformation [143] (Figure 24). L’activation d’une intégrine favorise le recrutement et
I’activation d’intégrine voisine formant des « clusters ». Le « cluster » d’intégrine déclenche
par la suite des signaux de I'extérieur vers I'intérieur en recrutant un grand nombre de complexes
protéiques contenant des protéases, des échafaudages protéiques et des adaptateurs protéiques
[144].
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Figure 24: Tllustration de I’activation de I’intégrine par la Taline, a noter le changement de conformation courbée
(inactive) a tendue (active a haute affinité) de I’intégrine. Issu de Lu et al., en 2022 [145].
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Les intégrines sont omniprésentes dans les os mais, seulement les récepteurs au collagene et les
récepteurs RGD sont principalement exprimés (Figure 25 B) [146]. Le rble principal des
intégrines est 1’adhésion a la MEC et la mécano-transduction. Lors de la résorption osseuse, il
a été montré que les ostéoclastes se fixent a la vitronectine de la matrice osseuse au moyen des
intégrines avp3 et des intégrines avp1 et a2p1(collagene) [147]. L'intégrine avP3 est fortement
liée a l'ostéoclastogenése et a l'activité de résorption ostéoclastique, car 1'avP3 participe a la
formation de la zone de scellement de la lacune de Howship [148]. Ainsi, Engleman et al., en
1997 ont montré qu’un antagoniste de I’intégrine ovB3 inhibe la résorption osseuse

ostéoclastique in vitro et in vivo chez des rates ovariectomisées [149].

Les ostéoblastes et les ostéocytes expriment les sous-unités B1 en association avec les sous-
unités al, a2, a3, a4 et a5 de l'intégrine [150]. La sous unité B3 est associée a l'av et exprimée
dans les ostéoblastes et les ostéocytes. Au sein des processus dendritiques dans le réseau lacuno-
canaliculaire, il a été démontré que 1'intégrine avp3 est primordiale dans la mécano-détection
et la mécano-transduction ostéocytaire [60,151,152]. L’activation de 1'intégrine avp3 conduit a

une cascade de signalisation intracellulaire et a I’ouverture des canaux calciques [153].
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Figure 25: Illustration de la structure hétérodimérique des intégrines (A). Représentation des 25 sous-types
d’intégrines dont celles qui sont majoritairement actives dans le métabolisme osseux en orange (B). Issu de Mao
etal., en 2023 [154].
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1.2.2. Les canaux ioniques et les récepteurs Piezol et 2

Lors de la mécano-activation des ostéocytes, il a été observé en premier des changements du
flux de calcium intracellulaire [155]. Ces changements de flux ionique seraient la conséquence
de I’étirement des membranes par les contraintes de cisaillement. Les travaux de Davidson et
al., dans les années 1990 sur des ostéoblastes humains, ont montré I'existence de plusieurs
classes de canaux dont le principal canal activé par I'étirement était un canal potassique. La
probabilité d'ouverture de ce canal était proportionnelle a I'étirement de la membrane [156,157].
Par la suite, McDonald et al., en 1996 [158] ont montré que la mobilisation du calcium
intracellulaire était indépendante des courants potassiques. Ils ont supposé que la stimulation
mécanique, peut-étre transmise par une intégrine associée a une protéine G, ce qui conduit a
I'ouverture d'un canal calcique médiée par la protéine G. L'afflux de calcium qui en résulte
active la phospholipase (PLC) puis les MAP kinases, I'ATP et la prostaglandine E 2 (molécules
de mécano-signalisation) [155,159] (Figure 26). Finalement, ces canaux ioniques sensibles a
I’étirement des membranes ont été identifiés comme issus du géne Fam38A et nommeé Piezol,
du grec « migon » (pies i ) signifiant pression par 1’équipe de Patapoutian (prix nobel de
médecine en 2021) [160]. Les canaux piézoélectriques (Piezol et Piezo2), sont des canaux
ioniques mécano-sensibles situés dans la membrane cellulaire et fonctionnant comme des
mécano-transducteurs cellulaires clefs pour convertir les stimuli mécaniques en signaux
électrochimiques. Sous l'effet de stimuli mécaniques, ces canaux s'ouvrent pour permettre aux
cations de traverser la membrane, ce qui favorise la mécano-transduction cellulaire pour

s'adapter au microenvironnement.
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Figure 26: Illustration de I’ouverture des canaux calciques par le flux de fluide dans I’espace interstitiel et la
réponse physiologique chez les ostéoblastes. Issu de Scott et al., en 2012 [159].
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1.2.3. Les connexines et les jonctions GAP

Les connexines sont une famille de protéines transmembranaires qui jouent un réle crucial dans
la formation des jonctions GAP (ou jonctions communicantes). Chaque connexine possede
quatre domaines transmembranaires, deux boucles extracellulaires, une boucle cytoplasmique
et des extrémités N- et C-terminales situées dans le cytoplasme. Six molécules de connexines,
s'assemblent pour former des hexameéres appelés connexons ou hémi-canaux. Deux connexons
forment une jonction communicante & la surface de 2 ostéocytes adjacents. Lorsque les
connexons ne se trouvent que d'un c6té d'une cellule, ils forment des hémi-canaux. Les hémi-
canaux et les jonctions communicantes sont nécessaires a I'échange de messagers d'une cellule
a l'autre. Il existe plusieurs types de connexines (par exemple : Cx37, Cx40, Cx43, Cx45 et
Cx46), chacune codée par un géne distinct. La diversité des connexines permet la formation de
jonctions GAP avec des propriétés différentes en fonction des tissus et des besoins
physiologiques spécifiques. Les jonctions GAP sont des canaux intercellulaires formeés par
I'alignement et la connexion de deux connexons (un de chaque cellule adjacente). Elles
permettent le transfert de métabolites, d’ions comme le Ca**, et de second messagers comme
I'AMPCc, facilitant ainsi la coordination des activités cellulaires. La perméabilité des jonctions
GAP peut étre régulée par divers facteurs, y compris le pH, le calcium intracellulaire, et les
modifications post-traductionnelles des connexines (par exemple, la phosphorylation) (Figure
27).

La connexine Cx 43 est fortement exprimée par les ostéoblastes et les ostéocytes et intervient
dans le mécanisme de contrdle de la masse osseuse [161]. Les hémi-canaux Cx43 forment un
syncytium en trois dimensions fonctionnel qui relie les ostéocytes entre eux et assure la liaison
entre les ostéoblastes et les cellules endothéliales [162]. Les hémi-canaux sont ouverts par le
flux de fluide et ce syncytium orchestre la formation et le renouvellement de I'os dans des
conditions physiologiques et pathologiques [58]. La connexine Cx 43 est essentielle au
métabolisme osseux car une mutation du géne de la protéine de jonction lacunaire alpha 1
(GJA1L), codant pour la connexine 43 (Cx43) cause la dysplasie oculodentodigitale [163]. De
plus, il a également été montré que la connexine Cx43 était impliquée dans la perte osseuse liée
au vieillissement dans un modéle de souris agées (C57BL/6 de 24 mois). Les souris ont montré
une expression réduite de la connexine dans 1'0s, qui était associée a une apoptose des ostéocytes

et une augmentation de l'ostéoclastogenése [164].
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Figure 27: (A) Illustration des jonctions GAP des ostéocytes en réponse a une stimulation mécanique. (B)
Ilustration des hémi-canaux des ostéocytes en réponse a une stimulation mécanique. (C) lllustration de la voie de
signalisation impliquées dans les hémi-canaux a base de Cx43 au cours de la mécano-biologie des ostéocytes. Issu

de Qin et al., en 2020 [58].

1.2.4. Les récepteurs purinergiques

Les récepteurs purinergiques sont une famille de récepteurs de surface cellulaire qui sont activés
par les nucléotides et nucléosides purinergiques tels que I'ATP (adénosine triphosphate). Ces
récepteurs jouent un role crucial dans de nombreux processus physiologiques et pathologiques,
y compris la communication cellulaire, la régulation de l'inflammation, la perception de la
douleur, et le métabolisme osseux. Les récepteurs purinergiques sont classés en deux grandes

familles :

> Les récepteurs P1 (récepteurs de lI'adénosine) dont il existe quatre sous-types principaux
(AL, A2A, A2B, et A3) qui sont activés par l'adénosine. Al et A3 sont couplés a la
protéine G inhibitrice (Gi), ils inhibent I'adénylate cyclase, réduisant ainsi les niveaux
d’AMPc intracellulaire. A2A et A2B sont couplés a la protéine G stimulatrice (Gs), ils
activent I'adénylate cyclase, augmentant les niveaux d’AMPc intracellulaire.

> Les récepteurs P2 sont activés par les nucléotides tels que I'ATP, 'ADP, 'UTP, et 'UDP.
Ils sont subdivisés en deux sous-types. Les récepteurs P2X sont des récepteurs
ionotropes qui sont des canaux ioniques ligand-dépendants. Il existe sept sous-types.

P2Y est un récepteur métabotrope couplé aux protéines G. Il existe huit sous-types.

Les récepteurs purinergiques participent a la régulation de I'noméostasie osseuse par I'exercice
(activé par I’ATP et I'ADP). Il a été montré que 1a libération vésiculaire d'ATP est un médiateur

aiglie des signaux mécaniques selon I'ampleur de la charge (contrainte de cisaillement) et que
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I’activation de ces récepteurs conduit a la libération de calcium intracellulaire [165,166]. Les
récepteurs purinergiques sont essentiels a la mécano-sensibilité car il a été montré chez des
souris knock-out pour P2X7R que cette mécano-sensibilité était réduite jusqu'a 73 %[166]. Les
contraintes de cisaillement activent le récepteur P2X7, ce qui augmente la mineralisation

assurée par les ostéoblastes et favorise la formation osseuse [167].

1.2.5. Les Cils primaires

Les cils primaires sont des organites cellulaires essentiels qui jouent un réle crucial dans la
signalisation cellulaire et la détection des signaux environnementaux. Contrairement aux cils
motiles, les cils primaires ne sont pas impliqués dans le mouvement cellulaire mais agissent
comme des antennes cellulaires. Les cils primaires sont composés de microtubules arrangés en
un motif appelé "9+0", c'est-a-dire neuf doublets de microtubules sans paire centrale. La
structure de base du cil primaire (axoneme), est ancrée dans le corps basal de la cellule (Figure
26). Les cils primaires possédent divers récepteurs tels que les récepteurs purinergiques et les
canaux ioniques. Ces canaux sont les polycystines qui forment avec le cil un complexe
récepteur-canal mécano-sensible [168]. La perturbation de la structure des cils primaires dans
une culture d’ostéocytes (MLO-Y4) a réduit I' expression de I'ARNm d’OPG, les taux
extracellulaires de PGE 2, et le rapport ARNm OPG/RANKL lors de stimulation des cellules

par un flux de liquide [169].
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Figure 28: Illustration de la structure des cils primaires de ’ostéocyte et de la réponse biologique lors de
I’activation du cil par les contraintes de cisaillement fluidique.
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1.3. Réponse moléculaire des ostéocytes a la contrainte
mécanique

La réponse moléculaire a la contrainte mécanique est dépendante de 1’activation des mécano-
senseurs (intégrines, canaux ioniques, connexines, récepteurs purinergiques et cil primaire) soit
par la contrainte de cisaillement du fluide présent entre les dendrites et les parois du réseau

lacuno-canaliculaire, soit par des messagers (cytokines, myokines).

1.3.1. Réponse moléculaire a I’activation des mécano-Senseurs

La contrainte mécanique se répartit sur I’ensemble de la piece osseuse et crée des gradients de
pression qui au sein du réseau lacuno-canaliculaire conduisent au déplacement du fluide
entrainant des contraintes de cisaillement a la surface des membranes cytoplasmiques des
ostéocytes. Cette contrainte provogue une déformation de la paroi cytoplasmique ou siégent les

mécano-senseurs qui se retrouvent activés et induisent une réponse métabolique.

Les intégrines, protéines clef de la capacité des ostéoblastes et des ostéocytes a percevoir les
contraintes, relient le cytosquelette a la MEC. L’activation des intégrines a été étudiée in vitro
pour chaque cellule du tissu osseux. Chaque intégrine active une voie de signalisation
particuliére, référencé par Mao et al. en 2023 [154] et répertorié dans le Tableau 3. Les
intégrines, une fois activées, ont la capacité d’activer d’autres familles d’intégrines et activent
aussi les autres mécano-senseurs telle que la connexine 43. L’intégrine avf3 majoritaire au sein
des ostéocytes pourrait activer la connexine 43, ainsi que les intégrines osf1 puis ovP1 ce qui
déclencherait la voie de signalisation ERK, PI3K/Akt [152,154]. Les études sont toujours en
cours pour comprendre precisément les voies de mécano-signalisation des intégrines au sein
des ostéocytes, mais il est sir que tous les mécano-senseurs travaillent de concert et que leur
activation par la stimulation mécanique active les voies COX-2, OPG, Wnt, mTOR et inhibe la
voie SOST [170] (Figure 29).
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Figure 29: Illustration de ’activation des mécano-senseurs par la contrainte mécanique et leurs effets sur les voies
de signalisations PTgs2 (prostaglandin-endoperoxide synthase 2 ), COX2, OPG, Wntl, mTOR et SOST
dans les ostéocytes. Issu de Li et al., en 2021 [170].

67




Etat de I’art. Partie Il Mécanismes de I'adaptation osseuse a la contrainte mécanique

Tableau 3: Référencement des intégrines selon le type cellulaire impliqué avec la voie de signalisation impliqué et les effets régulateur sur le métabolisme. CSM : Cellules souche
mésenchymateuse. Tableau reproduit et traduit librement de I’article de Mao et al. en 2023 [151]. BSP: Bone sialoprotein; MMP : matrix metalloproteinase; NCAM : Neural cell adhesion
molecule; WISP1 : Wnt-induced secreted protein 1; CCN : Cellular communication network factor ; ERK : extracellular signal-regulated kinase; PTH1R: parathyroid hormone receptor-
1; EDIil: Epidermal growth factor-like repeats and discoidin I-like domain 3 VNP: Vitronectin-derived peptide; FAK: focal adhesion kinase; DICAM: Dual immunoglobulin domain-
containing cell adhesion molecule; 1I: Interleukine

Voies potentielles ou protéines de

Intégrines Types cellulaires liaisons Effets régulateurs
avps BSP/MMP-2/0vf33 Favorise la migration cellulaire
B1 NCAM/B/cofilin Régule la migration et promouvoi la prolifération
asp1 CSM de la moelle osseuse WISP-1/asB1/BMP-2 Améliore lI'adhésion, la survie et la migration des cellules
a2p1 Col /a2B1/FAK-IJNK Augmentation de la formation osseuse et de la cicatrisation des défauts
Cellulest;(;ldc:cjeispgﬁgvees du circRNA-VGLI3/microRNA-326-5p/as Favorise la differenciation ostéogénique
a5 .
Cellules souches du I|gament microRNA-152-3p/as Favorise la survie et la différenciation ostéogénique
parodontal humain
asPi, avPs CCN3/0sp1, avps/BMP-4 Favorise la maturation cellulaire, I'adhésion et la minéralisation de la matrice
avp1 avB1/CCN2/FAK/ERK Améliore I'adhésion et la différenciation des ostéoblastes
avps, avps CCN1/avfs, avps/ PTHIR Favorise I'anabolisme osseux par I'activation de la signalisation de la PTH
a2P1 Col l/azB1, 02Bf1/ERK Régule la différenciation cellulaire
a11f1 Ostéoblaste Col XI11l/a11B1, aa1Pi/osteolectin/Wnt Favorise I'adhésion et la différenciation cellulaires
B1 B1/Smad/BMP2 Régule la différenciation ostéogénique
asp1 EDIil3/asp1/ERK Régulation a hausse des facteurs ostéogéniques
a4pi, B3 Fibronectin/osp1, B3 Favorise la minéralisation et la différenciation des cellules
Favorise la différenciation et la survie des ostéoblastes. Inhibe I'expression
B, avps VNP-16/p1/ FAK, VNP-16/avfs des protéines liées a la maturation des ostéoclastes.
avpa/c-Fms/ERK/c-Fos Régule I'adhésion, la différenciation et la prolifération cellulaires
avp DICAM/avps3 Inhibe I'ostéoclastogenése
vPs Phloretin, Tetraspanin 7/ovfs3 Inhibe I'activité des osteéoclastes en perturbant le cytosquelette d'actine
CS-E/avps, osteoactivin Inhibe la différenciation des ostéoclastes
amp2 . Favorise l'ostéoclastogenése
a2p1 Osteoclaste azB1/Ameloblastin Inhibe la différenciation des ostéoclastes
aoBa/ IL-7/1L-17 Inhibe la différenciation et la prolifération des ostéoclastes
a1f1 a1f1/ IL-7R Détermine la perte osseuse mediée par les lymphocytes T
aof1 Favorise la résorption osseuse
avPs avPs/Irisin Inhibe I'ostéoclastogenése
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1.3.2. Réponse des ostéocytes aux myokines lors de 1’activité physique

Lors de I’exercice physique, les contraintes sont dues d’une part, aux impacts au sol et a la
gravité, d’autre part, aux contractions musculaires qui induisent des forces de tension, de
compression, de flexion, de cisaillement, de torsion, de charge, et d’une combinatoire torsion-
compression. Cependant, le muscle est un organe sécrétoire endocrinien. Les myokines
comprennent deux types, dont les effets sur la masse osseuse sont antagonistes. Les cytokines
positives pour la masse osseuse comprennent 1’Irisine, I’IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1),
le FGF2 (Fibroblast Growth Factor 2), la Décorine, le BAIBA (Beta-AminolsoButyric Acid) et
le BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor). Les cytokines négatives comprennent la
Myostatine, le FGF21, I’IL7 (interleukine) et I’1L8 [171].

L'Irisine est produite par le muscle lors de contraction musculaire et libérée dans la circulation.
Elle a des effets anabolisant en augmentant la formation osseuse et en diminuant les activités
des ostéoclastes [171]. Chez les ostéocytes, I'lrisine augmente leur survie en activant les voies
de signalisation des MAP kinases ERK1 et ERK2, ce qui augmente I'expression du facteur de
transcription activant le facteur de transcription 4 (ATF4) et inhibe I'apoptose ostéocytaire
[172]. L’Irisine agit sur les ostéocytes par I’intermédiaire des intégrines [173] et notamment
via I’activation de I’intégrine avp5 par la protéine de choc thermique extracellulaire 90a

(eHsp90a) ce qui augmente 1’affinité du récepteur avp5 sur le domaine RGD de I’Irisine [174].

De plus, il a été montré que I'lrisine ameliore la différenciation, la prolifération, la
minéralisation des ostéoblastes et régule a la hausse I'expression des régulateurs de
transcription, tels que les facteurs de transcription Runx2 et Osterix [175]. Zhang et al., en 2017
[176] ont montré que deux semaines de course volontaire (roue d’activité) chez la souris et des
injections d’Irisine ont entrainé une augmentation de I'épaisseur de I'os trabéculaire et cortical,

du nombre d'ostéoblastes et contribuent a inhiber I'ostéoclastogenése.
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II Réponse ostéoblastique et ostéoclastique, puis tissulaire a la contrainte
mécanique
2.1. Effet de la contrainte mécanique sur les ostéoblastes

Les ostéoblastes, dérivés des cellules souches mésenchymateuses sont les cellules qui
synthétisent la matrice osseuse minéralisée. Les ostéoblastes se différencient soit en ostéocytes,
et sont donc inclus dans la matrice minéralisée, soit meurent par apoptose. En I’absence de
dendrites, les ostéoblastes ont également la capacité a percevoir les stimulations mécaniques
via les récepteurs mécano-sensibles tels que PIEZO1, les récepteurs purinergiques et les cils
primaires [177,178]. Lors de contraintes mécaniques, la moelle osseuse et les ostéoblastes
« endostéaux » subissent les forces de pression générées dans la cavité médullaire ce qui
conduit a la déformation de la membrane cytoplasmique des ostéoblastes et a I'ouverture de leur
canaux ioniques [179]. En effet, il a été montré que les ostéoblastes répondent aux contraintes
de la matrice et aux contraintes de cisaillement, par une augmentation de la production de PGE2
in vitro [180]. lls répondent in vivo aux contraintes de cisaillement a l'interface os-moelle
osseuse, ce qui fournit un signal mécanique aux cellules de la moelle osseuse conduisant a
I'anabolisme osseux [181]. Une étude récente prouve que la stimulation mécanique externe
régule les CSM de la moelle osseuse vers la lignée ostéogénique, indépendamment de la
régulation des ostéocytes [182]. Les CSM détectent les contraintes mécaniques au sein du canal
médullaire grace aux intégrines et aux canaux ioniques mécano-sensibles et assurent la
transduction du signal. Les intégrines activent les voies ERK et la voie YAP/TAZ via la voie
RhoA favorisant I'ostéogenéese. Les canaux ioniques mécano-sensibles (Piezol) génerent un
afflux intracellulaire de calcium qui renforce la voie YAP/TAZ [183] (Figure 30).
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Figure 30 : Illustration du mécanisme de détection et de réponse des CSMs a la stimulation mécanique. Issu de
Sun et al., en 2022 [183].

2.2. Effet de la contrainte mécanique sur les ostéoclastes

Les ostéoclastes et leurs précurseurs résident dans la moelle osseuse et ont la capacité de
percevoir les contraintes mécaniques. Wang et al., en 2020 [184] ont montré que Piezol joue
un réle important dans le maintien de I'noméostasie osseuse en régulant la diaphonie entre les
ostéoblastes et les ostéoclastes dans des conditions de stimulation mécanique. Piezol module
la différenciation des ostéoclastes en régulant la voie AKT/SOST, YAP/TAZ/Wnt et
I'expression du collagene de type 11 et de type IV [58,184]. En réponse a 1’absence de pesanteur,
les ostéocytes transmettent des signaux pro-ostéoclastogénes pour stimuler la résorption
osseuse [123]. Sous contrainte mécanique, les ostéocytes inhibent la prolifération des
ostéoclastes en diminuant I'expression du géne RANKL/OPG [185].

2.3. Réponse tissulaire et adaptation osseuse a la contrainte
mécanique

Selon la loi de Wolff, 1’os se forme et se reforme en fonction des contraintes qu’il subit. En
position debout, le corps doit constamment soutenir son propre poids face a la gravité terrestre.

En plus de cette charge mécanique quotidienne, le squelette est constamment soumis a une large
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gamme de stress mécaniques, avec des amplitudes et des fréquences variées. Pour maintenir
une structure squelettique stable, 1’0s a la nécessité d'adapter sa masse et sa microarchitecture,
et assurer la maintenance du tissu vieillissant. Le remodelage osseux est dépendant de la
magnitude et du taux de contrainte mécanique. En l'absence d'exercice physique, la masse

osseuse, n'atteindrait que 30 a 50 % de son potentiel [8].

Lorsqu'une contrainte mécanique provoque une déformation tissulaire suffisante pour dépasser
un certain seuil, les ostéoblastes produisent davantage d'os pour augmenter la masse et la
résistance osseuse, réduisant ainsi le risque de fractures. En revanche, lorsque la contrainte
mécanique est trop faible pour induire une déformation tissulaire, les ostéoclastes résorbent I'os
qui devient alors superflu pour I'équilibre du squelette [58]. Ainsi, la masse, I'architecture et la
résistance osseuses sont continuellement optimisées en fonction des contraintes mécaniques
subies par le squelette. Aprés une phase de formation ou de résorption due a une augmentation
ou une diminution des contraintes mécaniques sur le squelette, le tissu osseux retrouve un état
stable ou la plage de déformation tissulaire est équilibrée. Dans cet état, le remodelage osseux
intervient uniquement de maniére physiologique pour entretenir le tissu, sans ajout ni réduction
de la masse osseuse. Cette état est défini par le « mechanostat » Frost qui fonctionne donc
comme un systéeme de rétrocontréle, ajustant continuellement le niveau d'équilibre du tissu
0sseux en réponse a un nouvel environnement mécanique [186]. Les adaptations spécifiques en
fonction d’une contrainte ou exercice physique sont développées dans le paragraphe Il de cette

partie.

L’adaptation osseuse aux contraintes mécaniques n’est pas uniforme sur toute la picce osseuse.
La piéce osseuse sous contrainte répartit la charge selon une zone de compression et une zone
de traction (cf. Partie | 2.2.2 Figure 14). Il en résulte une différence de 1’organisation tissulaire
se traduisant par une orientation des fibres de collagene uniforme et paralléle pour la zone de
compression contrairement a la zone de traction qui présente une organisation plus lache de
fibres entremélées. Le réseau lacuno-canaliculaire se retrouve également désorganisé dans la

zone de tension [50] (Figure 31).
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Figure 31: Illustration de la différence de structure du réseau lacuno-canaliculaire entre les c6tés de compression
et de tension de I'os cortical fémoral. Issu de Moriishi et al., en 2022 [50].

III Modalités d’exercice physique dans des modeles animaux.

L’os est un tissu dynamique qui de par ses propriétés structurelles et tissulaires est en capacité
de résister a des contraintes mécaniques. Selon la théorie du « mechanostat » de Frost [182] les
effets ostéogeéniques de 1’exercice physique sont dépendants d’une intensité liminaire et d’une
fréguence de stress mécanique qui reste a définir. Cette intensité est hautement dépendante du
type d’activité (activité en charge (course a pied, saut), en décharge partielle (vélo), ou décharge
totale (natation)). Ainsi, la mécano-régulation du tissu osseux dépend de la fréquence de
chargement. Pour des fréquences inférieures a un certain seuil, les effets sur le tissu osseux
seront cataboliques tandis que pour des fréquences supérieures, les effets seront anabolisants
(Figure 32). Ainsi, la compréhension de ces mécanismes d’adaptation tissulaire nécessite des

modeles d’exercice physique applicables sur les animaux de laboratoire.
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Figure 32: Illustration des effets de la charge mécanique et de I'exercice physique sur la qualité osseuse. Issue de
la thése de Laura PEURIERE en 2021 sous la direction de Laurence VICO-POUGET [187].

3.1. Les mode¢les d’exercice physique

Les principaux modeles d'exercice physique dans les études sur le tissu osseux chez les

rongeurs, comprennent :

» La course sur tapis roulant : Les animaux courent sur un tapis roulant motorisé a des
vitesses et des durées contrblées. Cette modalité permet un contréle précis de I'intensité

(faible, modérée, elevée) et de la durée de I'exercice.

» La course dans une roue d’activité : Les animaux ont acces a une roue dans laquelle ils
peuvent courir spontanément. Cette course est volontaire, ce qui réduit le stress des
animaux et permet de mesurer l'activité physique spontanée si la roue est reliée a un
capteur. Cependant, cette modalité ne permet pas de planifier un entrainement ni de

controler l'intensité ou la durée de l'exercice.
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» La natation : Les animaux nagent dans un bassin a une température controlée.
L’intensité est ajustée en fonction du protocole. Cette modalité a I’avantage d’engendrer

un faible risque de blessures articulaires.

» L’entrainement en résistance comprend plusieurs exercices comme I'escalade de tours,
des sauts répétés, des tractions sur une barre. L’intensité du protocole peut étre
augmentée par 1’ajout de poids. Cette modalité est principalement utilisée pour étudier

les effets de I'exercice de haute intensité sur la qualité osseuse.

> Les vibrations sur plateforme utilisent les vibrations a des fréquences et des amplitudes

spécifiques pour générer des réponses 0Sseuses.

Portier et al., en 2020 [14] ont analysé ces cing modeles d'exercice physique présents dans la
littérature chez des modéles de rats dans 177 articles. lls ont recensé les effets de chaque
modalité d’exercice selon le sexe des rats ou s’ils avaient subi une ovariectomie pour induire
une perte osseuse (ostéopénie). Leur étude a mis en évidence que dans 65% des cas, l'exercice
physique a globalement un effet positif sur la qualité osseuse. Aussi, les exercices de résistance,
comme les sauts et l'escalade, sont les plus efficaces pour améliorer la qualité osseuse dans
87,2% des études. Pour autant, la course sur tapis roulant est la méthode la plus utilisée et
présente des effets ostéogéniques notables dans 67,7% des études. A contrario, les vibrations
sur plateforme, sont les moins efficaces. Selon le genre des rats, la réponse osseuse est différente
pour les exercices de natation ou de course dans une roue d’activité. En effet, chez les femelles,
la réponse osseuse a la natation est controversée. Au niveau cellulaire, il a été rapporté que les
exercices a impact élevé et de résistance augmentent davantage la formation osseuse comparés
aux exercices d'endurance ou les exercices aérobies. Bien que ’exercice physique ait des effets
positifs selon le contexte, il peut tout de méme présenter des effets déléteres sur le tissu 0sseux ;
tout comme c’est le cas pour la course dans une roue d’activité pour les méles ages [188], la
course sur tapis roulant a haute intensité pour les rates agées [189-192], et certains protocoles
de natation [193,194]. En somme, bien que I'exercice physique soit généralement bénéfique
pour la qualité osseuse, les effets varient considérablement selon le type d'exercice, le sexe des

sujets et les conditions spécifiques du modéle animal utilisé.

Le modéle de course sur tapis roulant est le modéle d’exercice qui offre une multitude de
déclinaisons de protocole. La vitesse, I’inclinaison du tapis et la durée de la course permettent
de reproduire tous les types de contraintes générées par la locomotion et de tester
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spécifiquement chaque type d’entrainement (concentrique excentrique, haute intensité, basse

intensité, modéré continu, intermittent).

3.2. Hétérogénéité des protocoles d’exercice de course

La course sur tapis roulant est la modalité d’exercice la plus simple et la plus reproductible a
mettre en place pour étudier la réponse osseuse a I’exercice. La course sur tapis permet de
moduler la durée, I’intensité et le types d’entrainement en fonction de 1’inclinaison du tapis.
Cette modalité est transposable chez I’homme et fait d’elle un modéle de choix pour notre étude.
Dans la littérature, deux principales modalités de course sont définies : la course modérée
continue et la course intermittente a haute intensité également appelée HIIT. La course continue
consiste en un entrainement a intensité modérée et constante, effectuée sur une période
prolongée sans interruption, d'une durée de 30 minutes a plusieurs heures. L'intensité
correspond a environ 50 a 80 % de l'absorption maximale d'oxygene (VO2max). Le HIIT est un
entrainement qui alterne des périodes d'exercice a haute intensité et des périodes de récupération
(active ou au repos). Les séances sont généralement courtes et durent souvent entre 20 et 30
minutes. Le HIIT induit des intensités tres élevées pendant les périodes d'effort. Elles peuvent
atteindre entre 90 a 110 % de la VO2max [15-17]. Cette méthode d'entrainement a vu le jour
dans les années 1910 mais n'a été popularisée que dans les années 1940. Les effets du HIIT sur
les maladies métaboliques et dégénératives sont bien documentés dans la littérature, mais son
utilisation dans le domaine osseux est tres récente [14]. Les premiéres études sur les effets de
I'entrainement a haute intensité sur le tissu osseux remontent aux années 1990 [195,196].
Cependant, les premiers essais contr6lés randomises sur des sujets ostéoporotiques ont débuté
dans les années 2000 [197].

Historiquement, la course continue modérée a été la modalité la plus utilisée dans les études sur
le tissu osseux en raison de sa facilité¢ d'application [198-201]. Dans des conditions
d'ostéopénie, la course continue a montré des effets ostéoprotecteurs par rapport aux
populations sédentaire [198-201]. Tres peu d'études expérimentales ont comparé les effets de
la course continue modérée et du HIIT sur le statut osseux [202—204]. La premiére étude menée
par Boudenot et al., en 2015 a montré chez le rat Wistar que le HIIT induisait un gain de densité
minérale osseuse du corps entier et du fémur supérieurs de plus de 20 % par rapport au groupe

de course modéree continue, en utilisant une période d'entrainement 30 % plus courte [28]. De
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plus, une étude récente sur un groupe de jeunes femmes sédentaires (23 ans) a montré que 8
semaines d'entrainement HIIT produisaient des bénéfices supérieurs sur le métabolisme osseux

(DMO, vitamine D) par rapport a un entrainement modéré continu [205].

Le modele HIIT semble avoir un meilleur effet ostéogénique ou ostéoprotecteur. Néanmoins,
chez I'nhnomme comme chez I'animal, la course a pied de haute intensité ne peut pas étre pratiquée
quotidiennement car elle entraine un épuisement de I'organisme. En effet, Polisel et al., 2021
[206], ont montré que le HIIT (entrainement par intervalles de haute intensité) chez des souris
(C57BL/6J méles) saines agees de 26 semaines a la fin du protocole), entrainées pendant 30
minutes cing fois par semaine, pendant 10 semaines, induisait une diminution de la solidité
osseuse (ténacité (c’est l'aire totale sous la courbe d'une courbe typique de charge par rapport

au deplacement de I'os lors de test de flexion trois points)).

Une troisieme modalité de course pour les modeles animaux a été développée au laboratoire
B3OA de I'université de Paris. Cette modalité combine, sur tapis roulant la course continue et
la course HIIT espacées sur différents jours de la semaine. Cette modalité a I’avantage de se
rapprocher des programmes d’entrainement des athlétes, & savoir varier les méthodes
d’entrainement au cours de la semaine. Les travaux de Wazzani et al. en 2023 ont montré que
la course combinée améliore 1’épaisseur trabéculaire au col fémoral comparée aux deux autres
modalités de course [29]. Cette étude conclut que chez le rat, le fémur n’est pas forcément le

meilleur site de mesure pour observer des changements osseux lors de protocoles de course.

3.3. Hétérogénéité de la réponse osseuse a l'exercice de course
selon les sites anatomiques

Les adaptations tissulaires osseuse a la contrainte se réalisent a la fois sur la microarchitecture
trabéculaire et sur la microarchitecture corticale. Les principaux sites de mesures osseuses par
microtomographie a rayons x chez les animaux sont communs a I’homme et aux animaux de
laboratoire et sont dépendants de I’appareillage. Ces sites comprennent principalement, le
rachis lombaire, le col du fémur. L’évaluation de la microarchitecture corticale est réalisée aux
diaphyses des os longs comme le tibia ou le fémur. Les analyses histologiques des ostéocytes
sont principalement réalisées sur les diaphyses. Les résultats contradictoires que l'on peut
retrouver dans certaines études peuvent étre expliqués par 1’hétérogénéité des protocoles de

course mais aussi par 1’hétérogénéité des sites de mesures. Bonnet et al. en 2007 ont montré
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que la course continue augmentait la densité minérale osseuse au femur et au tibia avec une
augmentation de la fraction volumique osseuse (BV/TV) uniquement au tibia et non au fémur
[198]. Cette augmentation de la fraction volumique osseuse au tibia a également été rapportée
par Kirsten et al. en 2016 [207]. Elle est associée a une augmentation du nombre de travées
osseuses. L’étude de Kirsten et al a également montré que la course en endurance n’a pas d’effet
systémique puisque les résultats mesurés au tibia n’ont pas été retrouvés aux vertebres et a la
mandibule. Finalement il semblerait que seuls les os porteurs et locomoteurs soient affectés par

I’activité physique ce qui est en accord avec la loi de Wolff [1].

Cette seconde partie a présenté comment le tissu osseux ¢tait capable de s’adapter aux
contraintes mécaniques et a son environnement grace a un processus de mécano-transduction.
Les cellules osseuses ont la capacité de percevoir les contraintes et les déformations de leur
environnement. Seuls les ostéocytes au sein du réseau lacuno-canaliculaire sont en capacité de
percevoir la contrainte a 1’échelle osseuse. La capacité des ostéocytes a percevoir les contraintes
dépend de ses mécano-senseurs. 1l en résulte une réponse métabolique soit pro-ostéoclaste soit
pro-ostéoblaste, adaptant ainsi la microarchitecture osseuse. En 1’absence de contrainte
mécanique le tissu osseux est résorbé et les ostéocytes meurent par apoptose nécessitant son
remodelage. La course sur tapis roulant est la modalité d’exercice physique et donc de mode¢le
de contrainte la plus facile a mettre en place chez des modéles animaux. Pour terminer cet état
de I’art, la troisiéme partie explorera les mécanismes de mort cellulaire et de recyclage cellulaire

ostéocytaire et les effets de 1’activité physique sur ces mécanismes.
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Partie 11l Mécanisme de mort cellulaire et d’autophagie
ostéocytaire

L’ostéocyte est la seule cellule osseuse ayant la plus grande durée de vie et qui est prisonniére
de la matrice minéralisée qui I’a vue naitre. Avec le vieillissement et ’absence de stimulation
mécanique, les ostéocytes meurent par apoptose. Pour pérenniser le plus longtemps sa vie,
I’ostéocyte prisonnier peut recourir a un mécanisme de recyclage des déchets cellulaires appelé
autophagie. L’objectif de cette partie est de présenter ce qu’est I’apoptose et ses effets sur
I'homéostasie osseuse puis de présenter I’autophagie ostéocytaire. Enfin, cette partie abordera

les effets de 1’exercice physique sur ces deux mécanismes.

Préambule :

Il existe trois différents types de mort cellulaire 1I’apoptose, 1’autophagie et la nécrose, chacun
ayant des mécanismes, des causes et des conséquences spécifiques. L'apoptose est un processus
de mort cellulaire programmeée, orchestré et régulé par des signaux intracellulaires spécifiques.
L'autophagie est un processus catabolique ou les cellules dégradent et recyclent leurs propres
composants, particulierement lors de situations de stress ou de carence en nutriments. La
nécrose est une forme de mort cellulaire accidentelle et souvent pathologique résultant de
dommages aigus, tels que des traumatismes physiques ou chimiques. Cette derniére ne sera pas
traitée car I’objectif de la theése est de montrer les effets de 1’activité physique sur des animaux

sains.

I ROle de I'apoptose ostéocytaire dans I'noméostasie osseuse

L'apoptose, également connue sous le nom de mort cellulaire programmée, est un processus
biologique essentiel par lequel les cellules indésirables ou endommagées sont éliminées de
maniere contrdlée. Contrairement a la nécrose, qui est une forme de mort cellulaire
pathologique résultant de dommages aigus et souvent accompagnée d'inflammation, I'apoptose
est un processus ordonne et propre. L’apoptose joue un role crucial dans le développement et
le maintien de I'hnoméostasie des organismes multicellulaires en éliminant les cellules vieilles
et endommageées. Il existe principalement deux voies majeures par lesquelles I'apoptose peut
étre induite (intrinséque et extrinséque) et une voie indirecte médiée par la cytotoxicité des
lymphocytes T via les perforines et les granzymes [208]. La voie intrinséque (mitochondriale)

est activée par des signaux internes a la cellule, souvent en réponse a des dommages a I'ADN,
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a un stress oxydatif ou & d'autres perturbations internes. La voie extrinséque (récepteurs de la
mort) est initiée par des signaux externes lorsqu'un ligand se lie & un récepteur de mort sur la
surface cellulaire, tel que le récepteur du TNF (« Tumor Necrosis Factor »). Le détail

moléculaire de chaque voie de I’apoptose est présenté dans les parties suivantes.

1.1. Mécanismes cellulaires de I'apoptose

Le processus de mort cellulaire programmée est dépendant de Il'activation d'une série de
protéases a cystéine-acide aspartique appelées caspases. L’activation des caspases est médiée
par la voie intrinseque, la voie extrinseque ou la voie des granzymes (Figure 33). Il existe deux
catégories de caspases, les caspases initiatrices et les caspases exécutrices [208]. Une fois les
dommages cellulaires détectés, les caspases initiatrices (caspases 8 et 9) sont activées a partir
de pro-caspases (caspases inactives) et activent les caspases exécutrices (caspases 3, 6 et 7).
L'activation des caspases exécutrices déclenche I’activation d’endonucléases et de protéases
nucléaires ce qui entraine la fragmentation de I'ADN, la destruction du cytosquelette,
I'expression de ligands pour les cellules phagocytaires et la formation de corps apoptotiques
[209]. Les phagocytes identifient les cellules apoptotiques parmi les cellules saines viables en
se basant sur une combinaison de signaux a la surface des cellules apoptotiques telle que la
phosphatidylsérine lipidique qui fonctionne comme un signal clé pour déclencher la
phagocytose [210].

Extrinsic Pathway Intrinsic Pathway Perforin/Granzyme
radiation, toxins, hypoxia, etc. Pathway
' Cytotoxic T cells

death ligand o
death receptor o

———
l perforin
4 / N
adaptors mitochondrial changes (MPT)

i

granzyme B granzyme A

disc formation apoptosome forms L l
caspase 8 activation caspase 9 activation caspase 10  SET complex
\ ' / activation
caspase 3 activation
(Execution Pathway) DNA cleavage
¢

endonuclease activation — degradation of chromosomal DNA
protease activation — degradation of nuclear and cytoskeletal proteins — cytoskeletal reorganization

cytomorphological changes:
chromatin and cytoplasmic condensation, nuclear fragmentation, etc.

formation of apoptotic bodies

Figure 33: Schéma des trois voies d’activation de I’apoptose et leur cascades d’activation cellulaire. Issu de EImore
en 2007 [208].
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1.1.1. Voie intrinseque de 1’apoptose

La voie intrinséque ou voie mitochondriale de I’apoptose est dépendante de facteurs libérés par
les mitochondries. L’apoptose est initiée soit par une voie positive, soit par une voie négative.
La voie positive comprend l'exposition de la cellule a I'hypoxie, aux toxines, aux radiations,
aux especes reactives de I'oxygeéne et aux virus [208]. Les signaux négatifs résultent de I'absence
de cytokines, d'hormones et de facteurs de croissance dans I'environnement immédiat de la
cellule. En l'absence de ces signaux de survie cellulaire, les molécules pro-apoptotiques
présentes dans la cellule, qui sont normalement inhibées, deviennent actives et déclenchent

I'apoptose.

Sous l'effet des signaux de stress, des protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 (comme
Bax et Bak) s'activent et s'inserent dans la membrane mitochondriale externe. Cela induit une
ouverture des pores mitochondriaux, une perte du potentiel transmembranaire mitochondrial et
la libération de protéines pro-apoptotiques normalement séquestrées de I'espace
intermembranaire vers le cytosol. Les protéines Bcl-2 sont sous la régulation de la protéine P53
suppressive de tumeur. La formation de ces pores mitochondriaux permet la libération du
cytochrome C et de SMAC (second activateur des caspases déerivée des mitochondries
(DIABLO)) dans le cytoplasme. Une fois dans le cytoplasme, le cytochrome C se lie a Apaf-1
(« apoptotic protease activating factor-1 »). Cette liaison entraine un changement de
conformation de I'Apaf-1, qui expose son domaine CARD (« Caspase Recruitment Domain »).
L'Apaf-1 lié au cytochrome s'assemble en un complexe heptamérique appelé apoptosome et
recrute la pro-caspase 9. La caspase-9 activée, clive et active ensuite la pro-caspase 3 et 7. Ces
caspases 3 et 7 effectrices clivent plusieurs substrats cellulaires, dont des protéines structurales
et des régulateurs, conduisant a la désintégration contrélée de la cellule [208,211] (Figure 34).
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Figure 34: Illustration des voies de signalisation extrinséque et intrinséque de 1’apoptose. Issu de Marquez et al.
en 2012 [211]. IAP : inhibitors of apoptosis proteins. Ub : Ubiquitine.

1.1.2. Voie extrinséque de I’apoptose

La voie extrinseque est activee par des signaux externes via l'activation de récepteurs de mort
a la surface de la cellule. Ces récepteurs appartiennent a la superfamille des génes récepteurs

du facteur de nécrose tumorale (TNF) dont les principaux membres sont :

» Fas (CD95/Apo-1) : Activé par la liaison du ligand FasL (Fas Ligand).

» TNF-R1 : Activé par le TNF-a (Tumor Necrosis Factor-alpha).

» TRAIL-R1/R2 (DR4/DR5) : Activés par le TRAIL (TNF-related apoptosis-
inducing ligand).

Ces récepteurs comprennent des domaines extracellulaires riches en cystéine et un domaine

cytoplasmique d'environ 80 acides aminés appelé « domaine de mort ». La liaison du ligand a
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son récepteur induit la trimérisation du récepteur, provoquant un changement conformationnel

qui expose le domaine de mort dans la partie intracellulaire du récepteur.

Le domaine de mort recrute des protéines adaptatrices intracellulaires dépendantes du récepteur
activé. La liaison du ligand Fas au récepteur Fas entraine la liaison de la protéine adaptatrice
FADD et la liaison du ligand TNF au récepteur TNF, induisant la liaison de la protéine
adaptatrice TRADD avec recrutement de FADD et RIP [208,211] (Figure 34). FADD recrute
des pro-caspases initiatrices, principalement la pro-caspase-8. La caspase-8 active initie la
cascade apoptotique en clivant directement les pro-caspases effectrices telle que la caspase 3.
La caspase 3 clivent des protéines structurales et des régulateurs du cycle cellulaire, conduisant
a la fragmentation de I'ADN, la rétraction du cytoplasme, et la formation de corps apoptotiques.

Les cellules apoptotiques subissent un certain nombre de changements morphologiques

distincts qui facilitent la reconnaissance et I'élimination par les cellules phagocytaires [210].

1.2 Influence de I'apoptose ostéocytaire sur la santé osseuse

Les ostéocytes issus de la différenciation des ostéoblastes sont emmurés dans la matrice osseuse
et jouent un réle central dans la régulation du remodelage osseux, détectant les micro-
dommages et régulant l'activité des ostéoblastes et des ostéoclastes [212]. Manolagas et Parfitt
en 2011 ont estimé qu'environ 2,5 % des ostéocytes meurent par apoptose chaque année et que
leur durée de vie peut varier de 1 a 50 ans [213]. Le taux d'apoptose des ostéocytes est régulé
par I'age de l'os, ainsi que par les hormones systémiques, les facteurs de croissance locaux, les
cytokines, les agents pharmacologiques et les forces mécaniques. En condition pathologique
notamment le vieillissement, les micro dommages, la décharge/l'inutilisation, l'excés de
glucocorticoides, la carence en cestrogenes, l'inflammation et I1’alcoolisme, 1’apoptose
ostéocytaire est corrélée a une diminution de la densité minérale osseuse (DMO) et a une
augmentation de la perte osseuse [201,214]. Ru et al. en 2020 [214] ont répertorié tous les
facteurs pathologiques impliqués dans I'apoptose des ostéocytes et leurs rdles potentiels sur ces

cellules. Leurs travaux sont présentés dans le Tableau 4.
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Tableau 4: Roles potentiels des facteurs pathologiques sur le tissu 0sseux et expression en consequence des facteurs
pro- ou anti- apoptotiques. Reproduit et traduit librement des travaux de Ru et al., en 2020 [214]. BAX : B-cell
lymphoma associated X protein ; ROS : reactive oxygen species; NOX1-2: NADPH oxidase 1-2; AMPK: AMP-
activated protein kinase; PGC-1a: Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha; Atg7:
Autophagy related 7; BNIP3: BCL2 Interacting Protein 3; HIF-1a : Hypoxia-inducible factor 1-alpha; BAD:
BCL2-associated death promoter; FAK: Focal adhesion kinase; NO: nitric oxide; PGC-la.: Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha; ORP150: Oxygen-regulated protein 150; PGE2:
prostaglandine E2; FGF7: fibroblast growth factor; CCN2: cellular communication network factor 2; PIP3:
phosphoinositide 3-kinase; RSK2: ribosomal S2 kinase; Pyk2: Protein tyrosine kinase 2 beta; JNK: c-Jun N-
terminal kinases; DMP-1: Dentin matrix acidic phosphoprotein 1; CTSK: Cathepsin K; HMGBL1: high mobility
group box 1; CREB: cAMP Response Element-Binding Protein; STAT3 Signal transducer and activator of
transcription 3; NAFT: Nuclear factor of activated T-cells.

Biomarqueurs

Biomarqueurs anti-

Facteur Roles potentiels . .
pro-apoptotiques apoptotiques
- szfgtrl:)g)t?él?gn?elg\gg? (I:n)éti/trlglr? gg I;a BAX, ROS, MiR21, AMPK,
Vieillissement . i T cytochromeC, P53, PGC-1a, Atg7,
sénescence mitochondriale et des X
P21 LC3IlI, Beclin-1

dommages a I'ADN

Déchargement/
désutilisation

Génération du phénotype sécrétoire
associe a la senescence (SASP) ;
régulation positive de la sclérostine
pour inhiber la signalisation WNT/pB-
caténine ; perturbation du réseau
lacuno-canaliculaire et augmentation de
I'nypoxie localisée ; surproduction de
ROS

BNIP3, ROS, HIF-1a,

NOX1, NOX2,
sclérostine, BAD

B1-intégrine, FAK,
NO, AMPK, Irisine,
PGC-1a, Beclin-1,
BCL-2, ORP150,
PGE2, FGF7, LC3II,
Cx43

Fatigue/ micro

Rupture des processus dendritiques ;
destruction de la bréche Cx43 ;
perturbations de la membrane
plasmique ; régulation positive du

HIF-1, ROS, NOX1,
NOX2, Caspase-3,

FAK, c-fos, AMPK,
PGC-1a, LC3Il,
caveoline-1, p1-

dommages réseau de communication cellulaire ; BAD, BAX, CCN2 intégrine, Beclin-1,
régulation positive de CCN2 par la voie PGE2, Cx43, BCL-2
ERK1/2
Surproduction de ROS ; activation de la
Déficit en _voie_d'aytophagie ; activatipn de la Sema3A, AMPK,
trogénes/ signalisation ant|o>§ydante dependgnte BAD, ROS, NOXA, PGC-l_a, NO, AKT,
(:r?drog anes de MAPK ; élévation de I'expression P53, P66 Beclin-1, LC3lI,
g d'iNOS et d'eNOS ; activation des PI3K, RSK2
signalisations Sema3A-sGC-cGMP
Dégenérescence du LCN des ostéocytes
; régulation positive de la sclérostine ROS, NOX1, NOX2, AMPK, PGC-1a,
Excés de pour inhiber la signalisation WNT/B- CD95, Pyk2, INK, cavéoline-1, LC3II,

glucocorticoides

caténine ; activation de la voie de
signalisation FAS/CD95 ; stimulation
des voies de signalisation PTH et de
l'autophagie

Sclérostine, RANKL,
DMP-1, CTSK,
Caspases-3, -7, -8

Beclin-1, PGE2,
PI3K, AKT, Cx43,
cavéoline-1, BCL-2

Inflammation

Libération de la majeure partie des
cytokines pro-inflammatoires par une
boucle de rétroaction positive ;
renforcement du stress oxydatif ;
activation de la voie AGES/RAGE

HMGB1, ROS,
NOX1, NOX2, NF-
kB, AP-1, CREB,
STAT3, NFAT, TNF-
a, IL-1pB, IL-6, 1L-18,
VEGF-A, Caspase-1

CD40, AMPK,
PGC-1a, Beclin-1,
LC3lIl
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L’apoptose ostéocytaire est nécessaire pour le renouvellement osseux, la réparation des
microfissures et la réponse adaptative au stress mécanique. L’apoptose ostéocytaire permet
I'élimination des cellules endommagées ou vieillissantes et déclenche la réparation des micro-
dommages par le remodelage osseux. Lors de I’entrée en apoptose, 1’ostéocyte envoie des
signaux aux ostéoclastes pour qu'ils résorbent I'os endommageé autour de lui [215]. En effet, il
a été montré que des ostéoclastes TRAP positifs présentaient de grandes vacuoles contenant des
structures apoptotiques TUNEL positives (Terminal deoxynucleotidyl transferase d’UTP Nick
End Labeling), probablement dérivées d'ostéocytes [216]. De plus, des ostéocytes viables a
proximité des cellules apoptotiques expriment un rapport RANKL/OPG élevé dans des 0s
soumis & une charge de fatigue [217]. Une augmentation du rapport RANKL/OPG a également
été observée dans les ostéocytes déficients en connexine 43, suggérant que la perturbation de la
communication intercellulaire entre I'ostéocyte apoptotique et l'ostéocyte sain pourrait

provoquer la libération des cytokines pro-ostéoclastogénes par ce dernier [218,219].

II ROéle de l'autophagie dans la régulation de I'homéostasie osseuse

L'autophagie est un processus biologique fondamental par lequel les cellules dégradent et
recyclent leurs propres composants. L'autophagie a été découverte par le biologiste belge
Christian de Duve dans les années 1960 (prix Nobel de physiologie en 1974). 1l a été le premier
a utiliser le terme "autophagie” (du grec avto, « soi-méme », et paystv, « manger ») ou autolyse
ou auto-phagocytose pour décrire ce processus de dégradation et de recyclage des composants
cellulaires. Les travaux de Yoshinori Ohsumi, (biologiste japonais prix Nobel de physiologie
en 2016) ont permis de mieux comprendre ce processus au niveau moléculaire, notamment en
identifiant les génes impliqués dans le mécanisme de I’autophagie. Ce mécanisme est essentiel
pour maintenir I'noméostasie cellulaire, surtout en réponse a des conditions de stress ou de

manque de nutriments.
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2.1. Mécanismes cellulaires de I'autophagie

La nature dynamique de la vie cellulaire nécessite un apport constant de nutriments pour
satisfaire 1’équilibre entre synthése et dégradation continue. Chez les animaux, la source la plus
abondante de nutriments pour les cellules est issu de la digestion des protéines alimentaires
dans le tube digestif. L’homéostasic des protéines intracellulaires du corps nécessite un
renouvellement continu. Cela a été démontreé par les travaux pionniers de Schoenheimer qui ont
introduit le concept de « renouvellement des protéines » dans le corps [220]. Les protéines qui
constituent 1’organisme sont remplacées presque entierement tous les 1 a 2 mois afin de
d'adapter I’organisme & des changements continus ou brusques des conditions
environnementales. Dans la nature, la famine constitue la principale menace a I’encontre du
maintien et la préservation de ’homéostasie. Le recyclage des protéines apparait comme une
solution essentielle par laquelle les cellules peuvent réutiliser des acides aminés pour maintenir
une synthése basale de protéines indispensables a la survie [220]. La dégradation des protéines
et in fine ’ensemble des constituants cellulaires nécessite des mécanismes de lyse hautement
régulés et compartimentés. Par exemple, les protéases intracellulaires sont confinées dans un
grand complexe formant un tonneau appelé protéasome. De plus, afin de garantir une
specificité, les cibles a dégrader sont modifiées de maniére sélective tel que 1’ubiquitination des
protéines avant la dégradation. Enfin, les autres enzymes hydrolytiques sont contenus dans un
compartiment membranaire appelé lysosome, séparant physiquement au sein de la cellule
I’activité des hydrolases. Cependant, le transport des cibles a dégrader dans le lysosome

nécessite un transporteur qui dépend dans une large mesure de 1’autophagie.

La dégradation des constituants internes de la cellule (exemple : mitochondrie) par les
lysosomes nécessite leur empaquetage dans une structure membranaire appelé autophagosome
(vacuole autophagique). La formation de I'autophagosome repose sur une série d'événements
membranaires dynamiques. Dans le cytoplasme, une membrane d'isolement : le phagophore
apparait, puis s'étend pour former une structure en forme de coupe qui se scelle, donnant ensuite
naissance a une structure a double membrane. L'autophagosome ainsi formé enferme une partie

du cytoplasme et fusionne avec le lysosome pour former 1’autophagolysosome (Figure 35).
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Figure 35: lllustration de la formation du phagophore autour de la cible a dégrader pour former 1’autophagosome
qui fusionnera avec le lysosome pour former 1’autophagolysosome. Issu de Wu et al. en 2020 [221].

Trois types d'autophagies ont été identifiées chez les mammiféres: la macro-autophagie, la
mitophagie et I'autophagie médiée par les chaperonnes (ou micro-autophagie) (Figure 36). La
macro-autophagie est le type le plus commun d'autophagie dont les grandes lignes ont été
décrites dans le paragraphe précédent. Les détails moléculaires seront développés dans les
paragraphes suivants. La mitophagie est une forme sélective d'autophagie qui élimine les
mitochondries endommagées ou dysfonctionnelles en réponse a l'inflammation, I'hypoxie, la

génotoxicité et les carences nutritionnelles.

L'autophagie médiée par les chaperonnes est une forme spécialisée d'autophagie qui,
contrairement a la macro-autophagie, ne nécessite pas la formation d'autophagosomes ou de
vésicules. Elle est trés sélective, ciblant spécifiquement certaines protéines cytosoliques pour
leur dégradation dans les lysosomes. Cette forme d’autophagie est une voie de dégradation
alternative a celle du systéme ubiquitine protéasome. L'autophagie médiée par les chaperonnes
joue un rdle essentiel dans la régulation de la qualité des protéines. Les protéines cibles
possedent une séquence peptidique spécifique appelée motif pentapeptide KFERQ (Lys-Phe-
Glu-Arg-Gln), qui est reconnue par la protéine chaperonne Hsc70 (Heat shock cognate 70).
Hsc70 et d'autres chaperonnes (comme les co-chaperonnes Hsp90 et Hsp40) se lient a cette
séquence KFERQ, marquant ainsi la protéine pour l'autophagie. Le complexe protéine-
chaperonne est dirigé vers la membrane du lysosome, ou il interagit avec le récepteur lysosomal
LAMP-2A (Lysosome-associated membrane protein 2A) qui permet l'entrée des protéines
cibles dans le lysosome. Une fois la protéine cible liece a LAMP-2A, cette derniére subit une

oligomérisation pour former un canal transmembranaire. La protéine chaperonnée est ensuite
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transloquée a travers ce canal dans la lumiére lysosomale. Apres la translocation, la protéine
cible est dégradée par les enzymes protéolytiques lysosomales en acides aminés, qui sont

ensuite recyclés pour d'autres processus cellulaires [222].
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Figure 36: Illustrations des trois types d'autophagie: la macroautophagie, la microautophagie et l'autophagie a
médiation chaperonne. Issu de Kaushik et al. en 2018 [222].

L'autophagie (macro-autophagie) est médiée par les génes ATG (« autophagy related genes »)
et les protéines ATG qui sont considérés comme le mécanisme central de la biogenése des
autophagosomes. La formation de 1’autophagosome est divisée en cinq grandes étapes, chacune

orchestrée par un ensemble spécifique de molécules (Figure 37).

1. Initiation de la macro-autophagie : signalisation mMTOR

En réponse a un manque de nutriments, d'énergie, ou d'autres signaux de stress, mTORC1
(« mammalian target of rapamycin complex 1») est inhibé. mTORC1 est un complexe
protéique qui fonctionne comme un capteur de nutriments/énergies/redox et contrble la
synthese des protéines. Cette inhibition a été découverte dans les année 1960 puis, Ashford et
al., en 1962 ont montré que le traitement avec le glucagon, entrainait une augmentation de la
fréquence des lysosomes contenant des composants cytoplasmiques [223]. Cette inhibition

permet l'activation de 'ULK1 (Unc-51 Like Autophagy Activating Kinase 1). Le complexe
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ULKZ, qui inclut les protéines ULK1, ATG13, FIP200, et ATG101, phosphoryle et active les
protéines nécessaires a la formation du phagophore. En paralléle, 'AMPK (AMP-activated
protein Kinase), est activee par un faible niveau d'énergie cellulaire (rapport AMP/ATP haut).
L’AMPK phosphoryle ULK1 sur des sites distincts de ceux phosphorylés par mTORCI,

favorisant ainsi son activation [224].

2. Nucléation du phagophore : formation du complexe PI3K de classe |11

ULK1 (activée) phosphoryle Beclin-1, sur des résidus spécifiques et modifie sa conformation
facilitant ainsi I'assemblage du complexe PI3K. Le complexe PI3K compose de Vps34, Beclin-
1, Vpsl5, et ATG14, est recruté sur la membrane pour produire du phosphatidylinositol 3-
phosphate (PI3P), pour initier la formation du phagophore. Le PIP3 est crucial pour le
recrutement des protéines effectrices de l'autophagie, comme les protéines du complexe
ATG18-ATG2, qui facilitent I'élongation du phagophore [225]. La reconnaissance et la
empaquetage des cibles spécifiques a recycler dans les autophagosomes sont médiées par des
récepteurs de 1’autophagie, notamment P62/ SQSTM1, NBR-1 (neighbor of the Brca-1 gene)
et LC3 [226,227].

3. Elongation et maturation de I'autophagosome : complexe ATG12-ATG5-ATG16L1 :

Ce complexe est essentiel pour I'élongation du phagophore. ATG12 est conjuguée a ATG5 par
une réaction enzymatique similaire a I'ubiquitination, catalysée par ATG7 (E1-like) et ATG10
(E2-like). Le complexe ATG12-ATGS5 interagit ensuite avec ATG16L1, formant un complexe
qui agit comme une plateforme pour I'élongation de la membrane du phagophore. LC3 (ou
ATGS) est d'abord converti en LC3-a par clivage de sa sequence C-terminale par ATG4. LC3-
a est ensuite conjugué a la phosphatidyléthanolamine (PE) pour former LC3-b, une étape
catalysée par ATG7 et ATG3. LC3-b s'associe & la membrane du phagophore, facilitant

I'élongation et la fermeture de I'autophagosome [228].

4. Fermeture de I'autophagosome et fusion avec le lysosome

Une fois que le phagophore a completement englobé le matériel cytoplasmique destiné a la
dégradation, il se ferme pour former l'autophagosome. Les meécanismes exacts de cette
fermeture sont moins bien compris, mais impliquent probablement la dissociation des

complexes ATG a mesure que la structure se mature. L'autophagosome fusionne avec un
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lysosome pour former un autolysosome. Ce processus est médié par des protéines telles que
Rab7 (une petite GTPase), LAMP-2 (« Lysosomal-associated membrane protein ») et les
complexes SNARE (« N-ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein receptor »), qui

facilitent la fusion membranaire [229].

5. Dégradation et recyclage

Une fois la fusion effectuée avec le lysosome, les enzymes lysosomales dégradent les
composants intracellulaires enfermés dans I'autophagosome. Les produits de cette dégradation,
tels que les acides aminés, les acides gras, et les sucres, sont ensuite libérés dans le cytoplasme

pour étre réutilisés dans des processus métaboliques.
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Figure 37: Illustration de la voie moléculaire de la macroautophagie initié par mTOR et AMPK. Issu de Kim et al.
en 2018 [230].

2.2, Implications de I'autophagie dans le métabolisme osseux

L'autophagie joue un réle important dans la formation osseuse, notamment dans la
differenciation des cellules souches mésenchymateuses en ostéoblastes et en ostéocytes, puis
dans l'ostéogeneése, la différenciation et la formation de la matrice osseuse. La différenciation
des cellules souches mésenchymateuses nécessite de I'énergie, tandis que les produits de la
dégradation autophagosomale peuvent étre oxydes par les mitochondries pour fournir un apport
énergétique approprié a leur différenciation [231]. Un blocage de 1’autophagie inhibe la

différenciation des cellules souches mésenchymateuses et leurs capacités immuno-régulatrices
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ce qui favorise le développement de I'ostéoporose [232]. De plus, un manque d'autophagie
réduit la minéralisation des ostéoblastes et perturbe I'équilibre entre les ostéoblastes et les
ostéoclastes [233]. En effet, un déficit en protéine Béclin 1 et ATG5 est associé a une
augmentation du nombre d'ostéoclastes, une diminution de la capacité de minéralisation des
ostéoblastes[41]. Cela se traduit in vivo chez des souris Knock Out (atg5 flox-flox Col1A-Cre+)
a une diminution du volume osseux, du nombre de travées, et une augmentation de I'espacement
des travées [41]. La privation de 1’autophagie conduit ¢galement a une augmentation du stress
oxydatif qui est néfaste pour I'homéostasie osseuse, notamment I'ostéogenese en inhibant la
différenciation des ostéoblastes et en conduisant a l'apoptose cellulaire [234]. Pour les
ostéoclastes, l'autophagie est impliquée dans la formation de la lacune de Howship, ainsi que
dans la libération d'enzymes protéolytiques lysosomales, dont CTSK (Cathepsine K ) et MMP9
(Matrix metalloproteinase-9) [235]. La réponse autophagique des ostéoblastes en condition de
stress est essentielle et conditionne la réponse des ostéoclastes. En effet, I’augmentation du flux
autophagique dans les ostéoblastes est associée a une libération du TNFRSF11B, récepteur qui
fonctionne comme un régulateur négatif de la résorption osseuse. TNFRSF11B inhibe la
résorption des ostéoclastes et augmente le flux autophagique par l'activation de la voie de
signalisation AMPK-MTOR [233] (Figure 38).
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Figure 38: Illustration de I’importance de ’autophagie au sein de 1’ostéoblaste pour maintenir 1’homéostasie
osseuse et inhiber la résorption par les ostéoclastes en activant également le flux autophagique par la fixation du

récepteur leurre TNFRSF11B. Issu de Wang et al. en 2023 [233].
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L’autophagie au sein des ostéocytes est une réponse protectrice en aval d’une situation
pathologique le plus souvent liée a une augmentation du stress oxydatif. Les carences en
cestrogenes et les traitements aux glucocorticoides conduisent a une augmentation du stress
oxydatif qui est compensé par une augmentation du flux autophagique (augmentation du niveau
d'expression d’ATG5, LC3 et Beclin-1) mais qui reste insuffisante et conduit au final a une

perte osseuse [234].

ITT Etudes antérieures sur l'exercice, l'apoptose et l'autophagie ostéocytaire

3.1. Effets de différents types d'exercices sur I'apoptose et
l'autophagie ostéocytaire

Les contraintes mécaniques, notamment 1’exercice physique sont vitales pour maintenir la
qualité osseuse, ce qui se traduit au niveau ostéocytaire, par le maintien de I’intégrité du réseau
lacuno-canaliculaire. Noble et al., en 2003 [38] ont montré que la stimulation mécanique au
travers de compressions maximales de 3000 a 4000 micro-contraintes réduisait I’apoptose des
ostéocytes de 40%. Les contraintes de cisaillement stimulent les intégrines qui préviennent
I’apoptose des ostéocytes via la voie de signalisation Src kinase /ERK [236]. Egalement, les
contraintes de cisaillement activent la signalisation de la PI3-kinase, induisant la
phosphorylation de I'Akt et inhibant I'activation de la caspase 3 [237]. De plus, il a été montré
que la libération de I’irisine par les muscles et sa fixation sur I’intégrine av/ps inhibe I'apoptose
en régulant I'expression de la caspase 3 et 9 et favorise la croissance et la prolifération cellulaires
par I’activation des MAP kinases Erk1 et Erk2 chez des cellules MLO-Y4 et dans I'os cortical
des modeéles murins ostéoporotiques [172]. Plus généralement, dans des modeles d’exercice
physique, la course continue inhibe 1’apoptose ostéocytaire induite par 1’alcoolisme chronique
[201] et par la perte osseuse liée a 1’age [238]. Chez des modeéles de rats pathologiques, les
études ont montré que le HIIT n’améliorait pas I’apoptose ostéocytaire comparé au groupe

contréle [27,29,239].

Les contraintes mécaniques augmentent le flux autophagique des ostéocytes induit par
I'activation de la voie mTORC2 associée a une augmentation de I’expression de I’ATG5,
ATG4, ATG7, LC3B ainsi que ULK1 et favorise la survie des ostéocytes et la différenciation
des ostéoblastes [240,241]. Cependant, concernant les ostéoclastes, des études contradictoires
montrent que 1’augmentation de 1’autophagie ostéocytaire peut soit augmenter

I’ostéoclastogenese par la sécrétion de RANKL [242] soit diminuer 1’ostéoclastogenése[241].

92



Etat de I'art .Partie Ill Mécanisme de mort cellulaire et d’autophagie ostéocytaire

In vivo chez des souris diabétiques, le HIIT active I'autophagie des ostéoblastes et favorise la
formation osseuse avec une augmentation de 1’expression de Beclin-1, LC3 Il et Runx2
comparé au groupe pathologique [39]. Chez une population de rats sains, notre laboratoire
(B30OA) a montré que les contraintes mécaniques générées lors de la course HIIT activent une
voie de signalisation impliquant la protéine FHL2 nucléaire [243]. 1l a été montré que cette
protéine a doigt de zinc, et notamment le domaine LIM interagit avec LC3-II dans la formation
des autophagosomes pour réguler le développement des cellules musculaires [244]. Bien qu'il
n'y ait pas encore de preuve directe du lien entre FHL2 et LC3-11 spécifiqguement dans les
ostéocytes, il est plausible qu'un mécanisme similaire a celui observé dans les cellules
musculaires puisse exister dans les cellules osseuses. FHL2, en tant que régulateur de nombreux
processus cellulaires, pourrait potentiellement influencer l'autophagie dans les ostéocytes via

LC3, particulierement dans des conditions de stress mécanique ou de remodelage osseux.

3.2. Interactions potentielles entre exercice physique, I'apoptose et
l'autophagie ostéocytaire

L’exercice physique au travers des stimulations mécaniques et de I’augmention de la perfusion
des organes locomoteur, notamment les 0s, permet de stimuler d’une part, la multiplication et
la différenciation des cellules souches mésenchymateuses et d’autre part, de favoriser la
croissance et de maintenir 1’homéostasie ostéocytaire [245]. Au travers des canalicules,
I’exercice physique permet d’augmenter les flux et donc les apports de nutriments et
I’évacuation des déchets. Le destin de I’ostéocyte emmureé vivant est de mourir par apoptose et
de permettre la régénération du tissu osseux vieillissant [212]. L’autophagie permet de
maintenir la vie de ’ostéocyte en lui permettant de recycler ses composants endommages.
Cependant, I’impact réel d’un protocole d’exercice étudié in vivo sur I’apoptose et I’autophagie
n’a pas fait ’objet de recherches spécifiques. Néanmoins, les études in vitro dressent une
esquisse des relations qui peuvent exister et suggeérent qu'il existe un mécanisme de
communication croisée entre la mort cellulaire et lI'autophagie, dans lequel les biomarqueurs

pro-apoptotiques pourraient participer a l'autophagie et inversement [214].

L’autophagie est vue comme une « épée a double tranchant » impliquée a la fois dans la
protection des cellules et dans l'augmentation de 1’apoptose [214]. En effet, en situation de
stress les ostéocytes augmentent leur flux autophagique mais, un stress excessif ou plus
prolongé pourrait entrainer un recyclage important des organites endommagés et I'accumulation
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d'autophagosomes, induisant finalement I'apoptose. Le «cross talk » entre autophagie et
’apoptose serait le fruit de Béclin 1 et de la voie P62. Les stimuli pro-apoptotiques qui induisent
Beclin-1, se déplacent vers les mitochondries et sensibilisent les cellules aux signaux
apoptotiques et empéchent BCL-2 de supprimer les biomarqueurs pro-apoptotiques, améliorant
ainsi l'apoptose cellulaire (Figure 39). Ainsi, I’autophagie en situation pathologique ou de stress
intense amplifie la mort cellulaire par une boucle de rétroaction positive [214]. L’exercice
physique pourrait donc réguler 1’autophagie a un niveau basal pour permettre a I’ostéocyte de

vivre plus longtemps et de retarder son apoptose.
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Figure 39: Modele de voie de signalisation intracellulaire possible de I'interaction entre I'apoptose et l'autophagie
ostéocytaire. Issu de de Ru et.al en 2020 [214].
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Cette derniére partie a abordé les mécanismes complexes que sont la mort cellulaire
programmeée et 1’autophagic. L’apoptose ostéocytaire est un processus qui permet le
renouvellement osseux en induisant localement le remodelage osseux. Les ostéoblastes et les
ostéoclastes sont stimulés par des facteurs pro-apoptotique véhiculés au travers des canalicules
ce qui permet une réponse ciblée et adaptative pour, soit maintenir 1’intégrité du tissu, Soit
améliorer sa structure. L’autophagie apparait comme un mécanisme de recyclage des déchets
cellulaires permettant aux ostéocytes de maintenir leur intégrité. Mais, 1’autophagie permet
¢galement de favoriser I’apoptose en cas de dommage trop important. L’exercice physique
permet a la fois de prévenir 1’apoptose ostéocytaire et d’augmenter 1’autophagie. Cependant,
aucune étude in vivo précise n’a explorée quels seraient les effets de protocoles de courses sur
ces deux mécanismes. Ainsi, la suite de la thése au travers des expériences réalisées tentera de

comprendre comment évoluent ces deux mécanismes.
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Matériel et méthodes

I Protocole d’expérimentation animale

Les echantillons analyses proviennent de 40 rats méles de souche Wistar ages de 5 semaines
avec un poids initial compris entre 182 et 217 grammes. Les rats proviennent de 1’¢levage
Janvier (Le genet-St-Isle, France) et ont été hébergés dans 1’animalerie du laboratoire B30A
(21x2°C, photopériode 12H/12H). Les rats ont été répartis aléatoirement 4 par cage et ont été
acclimatés pendant deux semaines. Les rats ont recu une alimentation standard (Genestil,
Royaucourt, France) contenant 53.4% de glucides, 19.2% de protéine brutes, 11.3% d’humidité,
6.1% de cellulose brute, 5.9% de cendres brutes et 4.1% de maticres grasses, ainsi qu’un acces
ad libitum a I’eau. Deux semaines aprés acclimatation, les rats ont été répartis en quatre groupe
expérimentaux de dix rats. Le Groupe contrble ou sédentaire, le groupe course continue, le

groupe course par intervalle et le groupe course mixte.

1.1. Protocole de course sur tapis roulant

Les rats ont suivi un protocole expérimental de courses sur tapis roulant approuveé par le comité
d’éthique et de la recherche animale de Lariboisiere/Villemin, Paris (Comité n°9) et par le
ministere de 1’agriculture Frangais (APAFIS #9505). Les protocoles de courses ont duré huit
semaines consécutives au bout desquelles les rats ont été euthanasiés. Une semaine avant le
début des protocoles de course sur tapis roulant, la vitesse maximale aérobie (VMA) de chaque
rat a été mesurée. La VMA est la vitesse pour laquelle la consommation maximale d’oxygéne
est atteinte. Le test débute par un échauffement de 5 minutes a 13 m/min avec une pente a 10°,
puis la vitesse est incrémentée de 4m/min toutes les 2 minutes. A la suite du test, la vitesse de

course des rats était calculée en fonction des groupes d’entrainement.

Les trois groupes de courses ont suivi un entrainement de 45 minutes sur tapis roulant de course
sans inclinaison, tous les jours, a la méme heure, cing jours par semaine, pendant huit semaines.
Les rats étaient alors agés de sept semaines au début du protocole d’entrainement. Tous les
groupes ont suivi un échauffement de cing minutes a une vitesse de 12 m/min. Le corps de

seéance comprenait pour les rats du groupe de course continue, une course a 15m/min
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correspondant a 70% de la VMA. Les rats du groupe de course par intervalle, suivaient un

entrainement en 7 blocs de 6 minutes de course, en alternant moyenne intensité a 12m/min
pendant 3 min et haute intensité a 21 m/min (100% VMA) pendant une minute suivi d’une
minute de repos. Le groupe mixte suivait deux modalités de course dans la semaine
d’entrainement. Le lundi, le mercredi et le jeudi les rats couraient en course continue a 15m/min
pendant 40 minutes. Le mardi et le vendredi les rats couraient en course par intervalle, en 7
blocs de 3 minutes a 12m /min suivi de 2 minutes & 25m /min suivi d’une minute de repos. Le
groupe de rats sédentaires n’avait aucune activité hormis leur déplacement dans leur cage.
Aucune roue d’activité n’était a disposition dans chacun des groupes. Si nécessaire, les rats

¢taient invités a courir au moyen d’une impulsion d’un jet d’air comprimé.

II Microtomographie aux rayons X in vivo
2.1. Genéralités

La microtomographie d’absorption a rayons X également appelée microtomodensitométrie ou
« micro-computed tomography » (uCT) est une méthode d’imagerie en trois dimensions non
destructive. Elle repose comme pour une radiographie a deux dimensions classique, sur
I’émission de rayons X polychromatiques au travers d’un échantillon. Le faisceau de photons
résiduel est alors capté par un détecteur. L’acquisition d’une coupe consiste en une succession
de radiographies a deux dimensions lors d’une rotation de 360°de 1’échantillon sur lui-méme
ou du couple source a rayons X / détecteur (Figure 40). La coupe est alors reconstruite par
ordinateur. La succession de coupes permet d’obtenir une image a trois dimensions apres
reconstruction informatique. Le détecteur mesure 1’atténuation du faisceau de rayons X au cours
de la traversée d’un matériau. Lorsque ce dernier traverse un matériau, les photons interagissent
avec la matiére et sont soit transmis (1/absorption) soit diffusés. Plus le matériau est dense ou

composé d’éléments de numéro atomique Z éleve, plus I’atténuation du faisceau sera grande.
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Figure 40: Schéma de principe d’un micro scanner. Issu de Wils en 2020 [246].

2.2, Méthodes d’analyses et de mesure de la microarchitecture
osseuse au UCT
2.2.1. Acquisitions des échantillons

Les pieces osseuses ont été scannées dans leurs intégralité avec le microtomographe a rayons
X (UCT) Skyscan modele 1172 (Skyscan®, BrukerBiospin, Belgique). Pour les acquisitions,
les radius et les humérus étaient positionnés dans un cryotube de 1.8 mL roulé dans un film de
mousse en polyéthyléne avec de 1’éthanol a 70°C. Ainsi I’échantillon était parfaitement centré
et fixé sur le support d’acquisition. Deux types d’acquisitions étaient réalisées sur les membres
supeérieurs : un scan complet a une résolution de 9.82 um et un scan a mi-diaphyse a 4.91 pym
pour mesurer la porosité corticale. Afin de positionner le champ d’acquisition dans les mémes
conditions entre les pieces osseuses, les coupes des diaphyses radiales ont été réalisées a 10 mm

des condyles distaux. Les paramétres d’acquisition sont présentés dans le Tableau 5.
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Tableau 5: Parameétres d’acquisitions au micro-scanner a rayons X en fonction de la résolution, et de la région
anatomique osseuse considérée.

Parametres d’acquisition Microarchitecture trabéculaire micrggﬁ:ifcl:i;; cture
Tension d’accélération des 80 KV 80 kV
photons
Intensité 100 pA 100 pA
Temps d’exposition 175 mS 345 mS
Pas de rotation 0,3° 0,3°
Filtre Aluminium 0,5 mm Aluminium 0,5 mm
Résolution 9,81 um 5,00 um

2.2.2. Reconstruction des images et analyse de la microarchitecture osseuse

Les coupes acquises au UCT ont été reconstruites sous forme de « stack » d’images avec le
logiciel N-Recon (V1.7.4.2 (Skyscan®, BrukerBiospin, Belgique)). Pour limiter les artéfacts
lies au durcissement du faisceau, une correction a été appliquée sur 1’ensemble des
reconstructions (« Beam Hardening » Correction =100%). Les artéfacts liés au pixel défectueux

du détecteur ont été corrigés (« Ring Artifact » Correction=20).

Les acquisitions ont été analysees avec le logiciel Dragonfly (version 2022.2 build 1361).
L’analyse des pi¢ces osseuses portait dans un premier temps sur les acquisitions 9.81um sur
I’ensemble de la piéce osseuse (ulna, radius, humerus, tibia, fémur, vertébre L5, mandibule et
calvaria). Avant I’analyse de la microarchitecture, les reconstructions issues de NRecon ont été
pré- traitées. Un seuillage global a été utilisé pour séparer le signal du tissu osseux du bruit de
fond. La valeur du seuil supérieur était de 255 et le seuil inférieur pour chaque échantillon a été
attribué automatiquement a l'aide de la méthode du seuil d'Otsu [247]. Cette méthode permet
d’effectuer un seuillage automatique a partir de I'histogramme de I'image entre le seuil Otsu et
la valeur de données maximale dans I'ensemble de données sélectionnées. Les acquisitions a
une résolution de 9,81 um ont été analysées selon trois modalités pour évaluer la qualité de la
microarchitecture trabéculaire : os complet (les os entiers ont été analysés sans les plaques de
croissance), épiphyse proximale (une région d'intérét composeée de 200 sections transversales a
partir de I'extrémité distale de la plaque de croissance a été sélectionnée), épiphyse distale (une
région d'intérét composée de 200 sections transversales a partir de I'extrémité proximale de la
plaque de croissance a été sélectionnée) (Figure 41). Pour examiner I'os cortical au milieu de la

diaphyse osseuse, une région d'intérét de 100 sections transversales a été sélectionnée. Sur
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I'numérus, nous avons analysé les parameétres microarchitecturaux de la plague de croissance

proximale.

Figure 41 : lllustration des segmentations osseuses réalisées sur ’ulna, la vertebre L5, et la mandibule, avec le
logiciel DragonFly. L’image A, représente 1’analyse de 1’0s complet, en rouge, 1’os trabéculaire et en bleu, 1’0s
cortical. L’image B représente la sélection de 200 coupes sur les épiphyses proximale et distale. L’image C
représente la segmentation de la vertébre L5. L’image D représente la segmentation de 1’os alvéolaire a la
mandibule.

Suite & la pré-segmentation initiale par la méthode d’Otsu, une ROI remplie est créée, qui
correspond a la fois a I’os cortical et a 1’os trabéculaire (« filled » = 0,2). Le reésultat de ce
processus a servi d'entrée au module d’analyse pour separer I'os cortical de I'os trabéculaire. La
segmentation de 1’os trabéculaire et de I’os cortical a ensuite été réalisée par la méthode de Buie
et al., en 2007, [248]. Cette méthode nécessite de mesurer manuellement I’épaisseur de la plus

grosse travée de la piece osseuse. L’analyse de la microarchitecture a été réalisée en suivant les

101



Matériel et méthodes
recommandations de Bouxsein et al. [249] avec le module d’analyse osseuse du logiciel

DragonFly. La microarchitecture trabéculaire des os complets, des épiphyses proximales et des
épiphyses distales a été calculé selon les parameétres suivants : le volume osseux sur le volumes
total BV/TV, la surface osseuse spécifique/volume osseux (BS/BV), la densité de surface
osseuse (BS/TV), I’épaisseur des travées Th.Th, le nombre de travées, Th.N, I’espace entre les
travées, Th.Sp. La porosité corticale & été évaluée en mesurant les paramétres suivants : la
surface osseuse corticale (Ct.Ar), la surface transversale totale (Tt.Ar), la fraction de surface
corticale calculée par la surface osseuse corticale sur la surface totale (Ct.Ar/Tt.Ar), et
I'épaisseur corticale (Ct.Th). Les outils proposés par le logiciel DragonFly ont permis de
calculer des paramétres supplémentaires, notamment le périmétre endocortical (Ec.Pm), la
surface totale de I'endocortex (Ec.S3D), la surface moyenne de la moelle (Ma.Ar), la surface

totale du périoste (Ps.S.3 D) et la surface totale moyenne de I'os cortical et de la moelle (Tt.Ar).

2.2.3. Mesures morphologiques des piéces osseuses

Les mesures morphométriques des os ont éte réalisées avec le logiciel DragonFly (version
2022.2 build 1361, Comet Technologies Canada Inc., Montreal, Canada; logiciel disponible sur

https://dragonfly.comet.tech/) a partir des acquisitions au micro-scanner afin d’obtenir une

image tri-dimensionnelle de la piece osseuse a trés haute résolution. Les mesures ont été
effectuées dans les trois plans (sagittal, transversal et frontal). Les mesures dans les plans
sagittal et transversal ont été prises a mi- diaphyse. Au niveau de la calvaria la mesure de

I’épaisseur a été réalisé sur ’os pariétale.

L'épaisseur de I'os sous-chondral a été mesurée au milieu des condyles distaux des radius et des
ulna a I'aide du logiciel DragonFly. Les résultats sont exprimés en millimetres (Figure 42).
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Figure 42 : Mesure moyenne de I'os sous-chondral de l'ulna distal (Articulatio mediocarpalis) réalisée avec le
logiciel DragonFly. La zone colorée en bleu correspond a 1’os cortical sélectionné selon le niveau de gris. Une
seule mesure de cette zone a été réalisée au milieu des condyles.

[T Protocole d’histologie, d’immunohistochimie et d’analyse sanguine.
3.1. Traitement des tissus

A I’issue des 8 semaines de protocoles de courses, I’ensemble des animaux ont été euthanasiés
par ponction cardiaque, sous anesthésie a 1’isoflurane a 4% v/v. Le sang de la ponction a été
collecté dans des tubes héparinés et immédiatement centrifugés a 700 g & 4 °C pendant 10
minutes. Le plasma a été stocké a -80°C pour analyse. Les os (fémur, tibia, ulna, radius,
humerus, vertébre lombaire L5 and calvaria) ont été disséqués et nettoyes de leur tissu mou et
fixés dans le PFA (Paraformaldehyde) 4% v/v. Apreés 48 heures de fixation, les os ont été rincés
au PBS (« Phosphate Buffered Saline ») et décalcifiés dans des bains successifs de solution
d’EDTA (« Ethylene Diamine Tetra Acetic ») & 14,5% p/v & pH= 7,4. Les bains ont été
renouvelés tous les trois jours pendant un mois. Les os ont ensuite été déshydratés et inclus en
paraffine. Les piéces osseuses ont été coupées en trois sections (épiphyses proximale et distale,
ainsi que la diaphyse) et positionnées afin d’obtenir des coupes transversales de chaque section.

Les blocs ont été coupés au microtome en sections de 5 um d’épaisseur.
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3.2. Mesure du taux d’occupation lacunaire ostéocytaire.

Toutes les coupes des corticales a mi-diaphyse ont été colorées a I'hnématoxyline et a I'éosine
(45 secondes et 1 minute respectivement) pour déterminer l'occupation des lacunes
ostéocytaires. Les images ont été obtenues a I'aide d'un microscope numérique (LEICA, DM-
RXA) au grossissement X20. Douze régions d'intérét (ROI) ont été définies sur chaque section
corticale (3 ROIs par orientation anatomique : antérieure, postérieure, latérale et médiale).

Chaque région avait une surface de 100X100um?2 ou 0,01 mm?2 (Figure 43).
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Figure 43: Répartition des régions d’intérét ROI sur les sections corticales analysées.

Dans chaque ROI les lacunes pleines et vides ont été comptées. Les zones 1 a 4 correspondent au périoste, les
zones 5 a 8 correspondent a la zone intermédiaire, et les zones 9 a 12 correspondent a I'endoste sur une section
transversale & mi-diaphyse ulnaire.

3.3. Marguages immunohistochimiques sur les diaphyses

Pour toutes les colorations immunohistochimiques, les images ont été obtenues a l'aide d'un
microscope numérique (LEICA, DM-RXA) a un grossissement X20. 12 ROIs ont été définies
sur chaque lame (3 ROIs par orientation anatomique : antérieure, postérieure, latérale et

médiale), chaque région ayant une surface de 100X100pum?2 ou 0,01 mm2. Un contr6le négatif
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et un contr6le positif avec un tissu de référence (rein, cerveau et poumon) ont été produits pour

chaque marqueur. Toutes les analyses ont été effectuées en duplicat.

3.3.1. Apoptose ostéocytaire, marquage a la Caspase 3 clivee

L'apoptose des ostéocytes a été évaluée par marquage immunohistochimique avec la caspase-3
clivée. Briévement, des coupes de tissu osseux ont été incubées pendant une nuit a 4°C avec un
anticorps anti-caspase-3 clivée (« cleaved caspase-3 » (Aspl75) (5AL1E) Rabbit mAb #9664,
Ozyme, dilution 1/100). Les echantillons ont ensuite été incubés pendant 30 minutes dans une
chambre humide a température ambiante avec une solution commerciale d'anticorps secondaire
anti-souris (« Envision+system-HRP labelled polymer anti-mouse » #K 4000 Dako Agilent
Technologies). Le développement a été réalisé avec le DAB du méme Kit, incubé pendant cing
minutes (coloration brune positive). Enfin, une contre-coloration a été réalisée avec de

I'nématoxyline pendant trente secondes.

3.3.2. Marquage de 1’autophagie ostéocytaire par Beclinl

L'autophagie des ostéocytes a été évaluée par marquage immunohistochimique avec Beclinl.
Les anticorps primaires (anticorps monoclonal anti Beclin 1 (OTI1F1) # MA5-25480
invitrogen ; dilution 1/500) ont été incubés pendant une nuit a 4°C puis révelés avec un kit
d'anticorps secondaires et une solution DAB commerciale (Dako REALTM EnVisionTM
Détection System, Péroxidase/DAB+, Rb/Mo #K500711-2) et contre-colorés avec de

I'nématoxyline.

3.3.3. Marquage de la mécanotransduction par I’intégrine o V 33

La mecanotransduction ostéocytaire a été analysée par marquage immunohistochimique de
I'integrine Alpha V B3 (anticorps monoclonal anti CD51/CD61 (23C6) # MAL-33578,
invitrogen ; dilution de 1/200), puis révélée avec un kit d'anticorps secondaire et une solution
DAB commerciale (Dako REALTM EnVisionTM Detection System, Péroxidase/DAB+,
Rb/Mo #K500711-2) et contre-colorée avec de I'hématoxyline.
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3.3.4. Evaluation de la différenciation des ostéocytes marqués au CD44

L’évaluation de la différenciation des ostéocytes ostéocytaire a été analysée par marquage
immunohistochimique au CD44 (anticorps monoclonal anti-CD44 (E7K2Y) Cell Signaling
Technology; dilution 1/150) puis révélée avec un Kit d'anticorps secondaire et une solution DAB
commerciale (Dako REALTM EnVisionTM Detection System, Péroxidase /DAB+, Rb/Mo
#K500711-2) et contre-colorée avec de I'nématoxyline.

3.4. Evaluation de I’activité ostéoclastique

L activité des ostéoclastes a été révélée par la détection enzymatique de la phosphatase acide
résistante au tartrate (TRAP : « Tartrate-resistant Acidic Phosphatase »). La coloration TRAP
a été réalisée avec une concentration définie de substrat de naphtol (naphtol AS-TR) (16 mg
dans 1 ml de diméthylformamide) et d'acide tartrique (100 mg d'acide tartrique pour 100 ml de
solution préparée) et incubée dans une chambre humide a 37°C pendant une heure. Une contre-
coloration a été réalisée avec de I'hématoxyline pendant 30 secondes. Les sections ont été
scannées a l'aide d'un microscope numérique (LEICA, DM-RXA) a un grossissement X20. Les
images ont été traitées a l'aide du logiciel de traitement d'images QuPath. Le logiciel identifie
les régions d’intéréts par machine learning, pixel classifier. Brievement, deux zones d’intéréts,
ont été créé, la premiére négative incluait le fond de la lame et la seconde, positive incluait le
tissu 0sseux contre coloré a 1’hématoxyline (teinte 1égérement bleu). Dans la zone d’intérét
positive, les évenements rares qui sont la présence de pixel rouge correspondant a la coloration
TRAP était identifier. Puis une délimitation manuelle des cellules TRAP positives était réalisé.
Une cellule était considérée comme positive quand elle était multi-nucléée et avec une
coloration rouge en périphérie. L'aire totale cellulaire positive segmentée a été calculée puis
exprimée en taux par rapport a l'aire de la surface totale du tissu osseux. Les résultats ont été

exprimés en taux de cellules positives au marquage (%).

3.5. Evaluation de I’activité des ostéoblastes

Les épiphyses proximales des tibias ont été déshydratés puis inclus dans une résine de poly
méthacrylate de méthyle acrylique (PMMA). Les blocs ont été débité en coupe de 100um et

monter sur lame. Les lames ont été coloré avec la coloration de Von Kossa. Chaque lame a été
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plongé dans une solution de nitrate d’argent a 5% puis dans une solution de Sodium

formaldéhyde carbonate avant d’étre contre coloré a la Picrofuchsine selon van Gieson.

3.6. Dosages sériques des biomarqueurs 0Sseux

La phosphatase alcaline (ALP), marqueur de la formation osseuse, a été dosée a l'aide d'un
analyseur de laboratoire standard (Selectra x|, Elitech) et d'un kit cinétique enzymatique (ALP
(DEA) SL, Elitech), dans la méme série pour tous les échantillons, en suivant les instructions
des fabricants. La limite de détection était égale a 6 U/L. Le N-telopeptide du collagene de type
I (NTx), un marqueur de la résorption osseuse, a été mesuré a l'aide de Kits de dosage immuno-
enzymatique chez le rat (Antibodies-online GmbH, Aachen, Allemagne), en suivant les
instructions des fabricants. Les coefficients de variation intra/inter-essai et la limite de détection

pour le NTx étaient respectivement <12% et 2,47 ng/mL.

IV Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées a l'aide d'un logiciel disponible dans le commerce
(GraphPad Prisme, version 8.0.2). Les statistiques descriptives ont été présentées sous forme
de moyennes + écart-type (ET). La normalité de la distribution des données a été vérifiée a
I'aide du test de Shapiro-Wilk et I'hnomogénéité des variances a été vérifiée a l'aide du test de
Leven. Les données ne suivaient pas une loi normale des tests non paramétriques ont été
effectués. Les différences entre les groupes ont été évaluées a l'aide d'un test de Kruskall Wallis,
puis d'un test U de Mann-Whitney pour la comparaison entre deux groupes spécifiques. Les

corrélations ont été réalisé avec un test de Spearman.

L’intégralité des analyses effectuées selon la piece osseuse sont répertorié dans le Tableau 6.
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Tableau 6 : Présentation des analyses qui ont été réalisées pour chaque piéces osseuses.

Analyses de la Analyses Taux
Pidces Morphométrie | microarchitecture de Iq, dloccupqnon Apoptose Autophagie | Intégrine lefe,renC|a_t|on ',A‘CtIIV't.e Acgtllwt_e
0SSeUSe 0SSeUSE trabéculaire par porosite acunaire (Cas_,pgse (Beclin1) | (aV p3) ostéocytaire | ostéoclastique | ostéoblastique
cT corticale | ostéocytaire | 3 clivée) (CD44) (TRAP) (Von Kossa)
H par uCT (HE)
Ulna X X X X X X X X X
Radius X X X
Humérus X X X X X X
Tibia X X X X X X X X X X
Fémur X X
Vertébre X
Mandibule X
Calvaria X
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I Etude 1: Effet de différents protocoles de course sur la morphologie
osseuse et la microarchitecture des membres antérieurs chez un modele
de rat Wistar male adulte.

L’analyse de la cinématique de course des rats par notre laboratoire et les données de la
littérature [250], montre que les os des membres supérieurs (ulna, radius et humérus) sont
soumis a des contraintes égales ou supérieures aux membres postérieurs. Partant de ce postulat,
cette étude a exploré les effets de trois modalités de course (la course continue, le HIIT et la
course combinée) sur la morphologie et les microarchitectures des os des membres supérieurs.
Les os ont été scannés a 9,81um de résolution pour analyser la microarchitecture trabéculaire
et les diaphyses a 4,91um de résolution pour analyser la porosité corticale. Les analyses ont été
effectuées avec le logiciels Dragon Fly. Les os ont été analysés dans leur intégrité, puis par
région d’intérét (200 coupes aux épiphyses proximales et distales et 100 coupes au milieu de la

diaphyse).

Les résultats ont montré que la course continue, le HIIT et la course combinée ont conduit a
une adaptation osseuse qui s'est traduite par une augmentation des diametres corticaux a mi-
diaphyse et une adaptation de la microarchitecture de lI'ulna. Le protocole de course combinée,
qui visait a reproduire le plus fidelement possible I'entrainement des athlétes de haut niveau,
présente des effets positifs sur la microarchitecture trabéculaire du radius distal (en particulier
sur les parametres Th.Th. et Ma.Ar). Les trois modalités ont conduit a un épaississement de I'os
sous-chondral dans I'épiphyse distale, a 1’ulna et au radius. Les trois protocoles de course n‘ont
induit aucune variation des niveaux de biomarqueurs osseux plasmatiques. Au vu des résultats,
le HIIT est la modalité de course qui induit une augmentation de la surface corticale au niveau
de l'ulna et du radius associée a une augmentation de la porosité corticale. En outre, la réponse
0sseuse au stress mécanique de la course est essentiellement localisée sur les épiphyses distales

du radius et de I’ulna, c'est-a-dire a proximité du point d'impact, ce qui conforte la loi de Wolff.
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Abstract

Background

It is accepted that the metabolic response of bone tissue depends on the intensity of the
mechanical loads, but also on the type and frequency of stress applied to it. Physical exer-
cise such as running involves stresses which, under certain conditions, have been shown to
have the best osteogenic effects. However, at high intensity, it can be deleterious for bone
tissue. Consequently, there is no clear consensus as to which running modality would have
the best osteogenic effects.

Aim
Our objective was to compare the effects of three running modalities on morphological and
micro-architectural parameters on forelimb bones.

Methods

Forty male Wistar rats were randomly divided into four groups: high intensity interval training
(HIIT), continuous running, combined running ((altemating HIIT and continuous modalities)
and sedentary (control). The morphometry, trabecular microarchitecture and cortical poros-
ity of the ulna, radius and humerus were analyzed using micro-tomography.

Results

All three running modalities resulted in bone adaptation, with an increase in the diaphyseal
diameter of all three bones. The combined running protocol had positive effects on the tra-
becular thickness in the distal ulna. The HIIT protocol resulted in an increase in both medio-
lateral diameter and cortical bone area over total area (Ct.Ar/Tt.Ar) at the ulnar shaft com-
pared with sedentary condition. Moreover, the HIIT protocol decreased the mean surface
area of the medulla (Ma.Ar) according to sedentary condition at the ulnar shaft.
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Conclusion

This study has shown that HIIT resulted in a decrease in trabecular bone fraction in favor of
cortical bone area at the ulna.

Introduction

With the ageing of the population, degenerative diseases such as musculoskeletal disorders
(osteoarthritis, osteoporosis, for instance) represent a major public health issue [1]. Given the
increase in healthcare expenditure associated with these diseases, new therapies and preven-
tion are being explored. Physical exercise is recognized for its beneficial effects on the whole
body and particularly on the musculoskeletal system [2]. Muscular activity during exercise
generates mechanical stress and releases myokines and cytokines which have beneficial effects
on bone tissue [3]. Bone tissue is made up of two complementary microarchitectural (trabecu-
lar and cortical) structures. A such organisation adapts in response to mechanical stress. Con-
sequently, depending on the type and the frequency of physical exercise applied. These two
structures exhibit different metabolic answers [4]. According to Wolff's law [5], bone tissue
models and remodels itself according to the stresses it undergoes. According to Frost’s
mechanostat theory [6], however, the osteogenic effects of physical exercise are dependent on
a threshold intensity and a frequency of mechanical stress which remains to be defined [7].
This intensity is highly dependent on the type of activity (weight-bearing activity (running,
jumping), loading with vibration (vertical whole vibration), partial unloading (cycling), or
total unloading (swimming)). Indeed, Scheuren et al., 2020 [8] highlight the mechanical sig-
nals influencing bone formation and resorption in the local environment in vivo. Conse-
quently, the mechano-regulation of bone tissue logarithmically depends on the loading
frequency. For frequencies below a certain threshold, the effects on bone tissue are catabolic,
while higher frequencies have anabolic consequences on bone status.

Animal models remain necessary to improve the understanding of these mechanisms. Por-
tier et al., 2020, [9] have reviewed all the effects of physical exercise on bone tissue in rat-
model studies. They concluded that interval running on a high-intensity treadmill (as well as
repeated jumps at a certain frequency and height (jumps performed between 30 and 60 cm, 10
to 50 times a day, three to five days a week for eight weeks) induced the best osteogenic effects
(increase in Bone Mineral Density (BMD), Bone Volume/Tissue Volume (BV/TV) and Tra-
becular number (Tb.N)) in male and female rats. However, the rat jumping model cannot
strictly be applied as a therapy to humans, as it would represent a three-storey fall on a human
scale, obviously leading to fractures.

Running can be performed in two main modalities: moderate continuous running and
interval running. Continuous running consists of moderate exercises to constant intensity,
performed over a prolonged period without interruption, lasting from 30 minutes to several
hours. The intensity corresponds to around 50 to 80% of maximal oxygen uptake (VO,max).
High-Intensity Interval Training (HIIT) consists of alternating periods of high-intensity exer-
cise and recovery (active or rest). Sessions are generally short, often lasting between 20 and 30
minutes. HIIT has a very high intensity during periods of effort, which can reach maximum
VO,max (90% to 110% VO, max) [10-12]. Historically, moderate continuous running has
been the most widely used modality in studies on bone tissue due to its ease of application
[13-16]. In osteopenia conditions, compared to sedentariness, continuous running has shown
osteoprotective effects [13, 16]. Very few experimental studies have previously compared the
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effects of both moderate continuous and high interval running on the bone status [17-19].
The interval model seems to have a better osteogenic or osteoprotective effect. Nevertheless, in
both humans and animals, high-intensity running cannot be practiced on a daily basis because
it leads to a depletion of the organism. Indeed, Polisel et al., 2021 [20], have shown that HIIT
in healthy mice 26 week-old at the end of the protocol), trained for 30 minutes five times a
week for 10 weeks, induced a decrease in bone strength). In order compare the effects of these
running modalities on bone tissue and understand the osteogenic mechanisms involved, there
is a need to quantify the total workload.

Few studies have used a protocol of moderate continuous running and interval running
based on the overall mean exercise intensity, calculated according to the equation described by
Mujika et al., 1995, [17, 18]. Boudenot et al., 2015 [19], reported that interval running
improved the BMD by 20% at the femoral neck and over the whole body. There is a third run-
ning modality, which combines continuous running and interval running over several training
sessions. The combined running is practiced by top-level athletes during their training since
the 20'" century [21]. However, scarce research has been achieved on the effects of this modal-
ity on bone tissue. The study by Wazzani et al.,, 2023 [22], shed light these three running
modalities and their respective effects on femoral properties. In the combined exercise group,
the trabecular thickness (Tb.Th) in the proximal femur was higher compared to respective
results in the other exercise groups (interval and continuous), and in the control sedentary
condition (p<0.001). Furthermore, the trabecular BMD measured by micro-computed tomog-
raphy (uCT) in the interval exercise group was higher compared to respective results in all
other experimental groups.

The majority of studies on bone tissue in animal models report their results mainly in both
femur and tibia and in the lumbar spine because of the deleterious effects of human diseases
such as osteoporosis on these sites. Running has been shown to have positive effects on the
hindlimbs in both humans and animal models. During locomotion in quadrupeds, the fore-
limbs are used to absorb impact and modify posture so that the hindlimbs can propel the
body. It would therefore appear that the forelimbs absorb just as much mechanical stress as the
hindlimbs [23]. Thus, in animal models, a bone adaptation to exercise for the forelimbs could
be envisaged. To date, no study in rats has compared the impact of three different running
modalities (HIIT, continuous, combined) on the forelimbs.

The aim of this study was to explore the effects of three treadmill running modalities (HIIT,
continuous, combined), in a male Wistar rat model, on bone quality parameters in the fore-
limbs (humerus, radius, ulna) and determine which protocol is the most osteogenic. The study
also aims to determine which specific anatomical regions of the forelimb bones are the most
subjected to changes in their microarchitecture. These effects will be assessed by bone mor-
phological analyses and pCT microarchitectural analysis.

Material & methods
2.1. Animals

Forty 5-week-old, male, Wistar rats were randomly divided into four groups (4 rats per stan-
dard cage) and acclimatized for a week on a 12h/12h photoperiod cycle. The rats were
obtained from Janvier Labs (Le genet-St-Isle, France) and fed ad libitum with a standard diet
(Genestil, Royaucourt, France) containing 53.4% carbohydrate, 19.2% crude protein, 11.3%
moisture, 6.1% crude cellulose, 5.9% crude ash and 4.1% fat, and ad libitum access to water.
Two weeks after acclimatization, the rats were divided into four experimental groups of ten
rats. The Sedentary control group (SED), the Continuous Running group (CR), the High
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Table 1. Rat weight and length, maximal aerobic speed (MAS) and BMI (body mass index) at TO (beginning of the study), and T8 (end of the running protocol).

Parameters
Weight ()

Length (cm)
BMI (glcmz)

MAS (m/min)

Time SED HIIT CR ComR

T0 199+ 8 197 £7 1926 2019

T8 492+36 47531 48633 491+ 16

T0 119.8+05 19.8+ 0.4 19.7+ 0.4 196+ 05

T8 267+ 1.1 264+ 0.6 26.4%0.6 26507

T0 0.51+0.02 0.50 % 0.02 0.49 £ 0.01 0.53+0031C
T8 10,69 £0.01 0.68 % 0.02 0.69 +0.03 070 £ 004

T0 28+9 32+5 33:6 31:8

T8 236 35+118 3388 3738

Measurements are expressed as mean + SD. S: p-value < 0.05 vs SED; I: p-value < 0.05 vs HIIT; C: p-value <0.05 vs CR. SED: Sedentary group; HII'T: High Intensity
Interval Training group; CR: Continuous Running group; ComR: Combined Running group.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0308974.t001

Intensity Interval Training group (HIIT) and the Combined Running group (ComR). The
characteristics of each group are presented in Table 1

2.2. Experimental design

The rats followed an experimental treadmill running protocol approved by the Ethics and Ani-
mal Research Committee of Lariboisiére/Villemin, Paris (Committee n°9) and by the French
Ministry of Agriculture (APAFIS #9505). The age of the rats was seven weeks old at the begin-
ning of the training protocol. At the beginning (T0) and end (T8) of the protocol, body weight
and body length (nose to anus) were measured, and body mass index (BMI = body weight (g)/
length? (cm?)) calculated for each rat.

Before beginning the running protocols, the rats were subjected to a maximal aerobic speed
(MAY) test on the fifth day of acclimatization, to determine their running speeds. The test
began with a warm-up session at an incline of 10° and a speed of 13 m/min for 5 min, followed
by increments of 4 m/min every 2 min until 17 min, then increments of 4 m/min every
1min30s. The rats were subjected to the test until they could no longer keep up with the speed
of the treadmill, despite two successive stimulations with compressed air. The rat’s maximum
speed was defined as the last fully sustained incremental speed before cessation of the test.
Once the exercise protocols had been completed, a MAS test was performed to validate the
exercise programs.

The running protocols lasted eight consecutive weeks, after which the rats were euthanized.
The three running groups underwent 45 minutes of training on a treadmill without incline
every day, five days a week, for eight weeks. All groups underwent a five-minute warm-up at a
speed of 12m/min before beginning their own protocol. The running speed chosen for the
exercise protocol corresponds to the average MAS of each group.

For the rats in the CR group, the training session consisted of a 15 m/min run at 70% MAS.
Rats in the HIIT group were trained in 7 blocks of 6 minutes each, alternating between
medium intensity at 12m/min for 3 min and high intensity at 21 m/min (100% MAS) for 2
min followed by 1 min of rest. The ComR group followed the two running modalities during
the training week. On Monday, Wednesday and Thursday, the rats ran continuously at 15m/
min for 40 minutes. On Tuesday and Friday, the rats ran in interval runs, in 7 blocks of 3 min-
utes at 12m/min followed by 2 minutes at 25m/min followed by 1-minute rest (Fig 1).

If necessary, the rats were encouraged to run by means of a compressed air jet pulse. The
SED group had no activity other than moving around their cage.
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Fig 1. Exercise protocols. (A) During a day, rats, according to their group, either practiced continuous running (CR),
or high intensity interval training (HIIT). (B) Organization of the 5 training days per week according to running
protocols. CR: Continuous Running group; HIIT: High Intensity Interval Training group; ComR: Combined Running
group (i.e. alternating between the continuous and the HII'T running).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0308974.9001

To ensure that the level of intensity of running is equivalent and comparable, we have calcu-
lated training scores based on the work by Boudenot et al., 2015 [19]; Mujika et al., 1995 [17].
The equation is based on three coefficients according to speed (I#1: low speed < 15 m/min,
coefficient 1; I#2 moderate speed: 15 to 20 m/min, coefficient 2; I#3 intense speed: >20 m/
min, coefficient 3). This score gives information about the difficulty of the exercise: the higher
the score, the more difficult the exercise. The intensity score for each rat and then for each
group was calculated as the average of the scores measured each week of running. The mean
intensity score was 1.620.5 for the HIIT group and 1.7+0.7 for the CR group. No difference in
score was observed between the two groups.

(time spent at I#1) x 1 + (time spent at I#2) x 2 + (time spent at I#3) x 3
total time

Intensity score =
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2.3. Tissue sampling

At the end of the 8-weeks running protocols, all animals were euthanized by exsanguination
confirmed by cervical dislocation. The blood was collected in heparinized tubes, immediately
cooled and centrifuged at 700g at 4°C for 10 minutes, and the plasma was stored frozen at
80°C until analysis. Radius, ulna and humerus were collected, cleaned of soft tissues and fixed
in 4% v/v paraformaldehyde (PFA).

2.4. Bone morphological analysis

The morphology of the complete bones was evaluated using reconstructions of pCT sections at
9.81 um resolution and analyzed on Dragonfly software (version 2022.2 Build 1399), in the
coronal, axial and sagittal planes. The diameter of the medullary canal at the midshaft diaphy-
sis of each bone was measured along the anteroposterior and mediolateral axis.

2.5. Cortical and trabecular bone microarchitecture measurements using ex
vivo microcomputed tomography (uCT)

The left ulna, radius and humerus were scanned ex vivo using uCT (Bruker SkyScan 1176,
Kontich, Belgium). The bones were positioned on a holder in a 1.8 mL cryotube rolled in poly-
ethylene foam film with ethanol at 70°. Two types of acquisitions were performed: a full scan
at a 9.81 um resolution and a mid-diaphysis scan at 4.91um resolution to measure cortical
porosity (measurement of the pores of the vascular channels). The X-rays source was set at a
voltage of 80 kV with a current of 100 pA with an integration time of 175 ms for full bone and
375 ms for the cortical porosity. For all scans, a rotation step of 0.3°, and a 0.5 mm aluminum
filter were used. Acquired images were reconstructed using NRecon software (version 1.6.9.10,
Bruker). The same parameters were applied to all the area from each bone site to ensure con-
sistency (smoothing = 1, ring artefact = 20%, beam hardening = 100%). Regions of interest
were selected and analyzed using Dragonfly software (version 2022.2 Build 1399) (24, 25].
Global thresholding was used to segment bone from the background. The upper threshold
value was 255 and the lower threshold for each sample was assigned automatically using the
Otsu threshold method [26]. The 9.81um resolution acquisitions were analyzed in three
modalities to assess the quality of the trabecular microarchitecture: full bone (whole bones
were analyzed without the growth plates), proximal epiphysis (a region of interest consisting
of 200 transversal sections from the distal end of the growth plate distal was selected), distal
epiphysis (a region of interest consisting of 200 transversal sections from the proximal end of
the growth plate proximal was selected). To examine the cortical bone at the midshaft diaphy-
sis, a region of interest of 100 transversal sections was selected.

Following the initial pre-segmentation, the bone segmentation was filled corresponding to
the bone cortex and marrow (filled = 0.2). The output of this process is a filled region of inter-
est, which is an input to separate cortical and trabecular bone. Segmentation of cortical and
trabecular bone was performed using the Buie method [27]. This method requires the thick-
ness of the largest trabecular section of bone to be measured manually in order to supply the
algorithm. For the data set, we set this parameter at 0.20 mm.

Following guidelines from Bouxsein et al., 2010 [28], the following uCT parameters were
reported. The trabecular outcome measures for the full bone, proximal epiphysis and distal
epiphysis included the Bone Volume / Tissue Volume (BV/TV), Specific bone surface/ bone
volume (BS/BV), Bone surface density (BS/TV), Trabecular Thickness (Tb.Th), Trabecular
Number (Tb.N), Trabecular Spacing (Tb.Sp). Cortical outcome measures for the bone diaphy-
sis included cortical bone area (Ct.Ar), total cross-sectional area (Tt.Ar), cortical area fraction
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Fig 2. Example of the subchondral bone selection on a cross-section of the distal ulna using Dragonfly software.
The area colored in blue corresponds to the subchondral bone selected according to the grey level. The yellow line
corresponds to the measurement of the thickness of the subchondral bone.

https:/doi.org/10.1371/journal. pone.0308974.9002

calculated by cortical bone area over total area (Ct.Ar/Tt.Ar), and cortical thickness (Ct.Th).
The dragonfly software has been used to calculate additional parameters, including the endo-
cortical perimeter (Ec.Pm), the total surface area of the endocortex (Ec.S.3D), the mean surface
area of the medulla (Ma.Ar), the total surface area of the periosteum (Ps.S.3D) and the mean
total surface area of the cortical bone and marrow (Tt.Ar).

2.6. Subchondral bone thickness measurement

The thickness of the subchondral bone was measured in the middle of the distal condyles of
radius and ulna at the articulatio radiocarpalis and at the articulatio ulnocarpalis using Drag-
onfly software. Results are reported in millimeters (Fig 2).

2.7. Blood bone markers analysis

Total alkaline phosphatase (ALP), a marker of bone formation, was assayed using a standard
laboratory analyzer (Selectra xl, Elitech) and an enzymatic kinetic kit (ALP (DEA) SL, Elitech),
in the same run for all the samples, following the manufacturers’ instructions. The limit of
detection was equal to 6 U/L. Cross linked N-Telopeptide of type I collagen (NTx), a marker of
bone resorption, was measured using established rat enzyme linked immunosorbent assay kits
(Antibodies-online GmbH, Aachen, Germany [29]), following the manufacturers’
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instructions. The intra-/interassay coefficients of variation and limit of detection for NTx were
<12% and 2.47 ng/mL respectively.

2.8. Statistical analysis

Statistical analyses were performed using a commercially available software (GraphPad
Prisme, Version 8.0.2). Descriptive statistics were reported as means * standard deviation
(SD). The normality of the data distribution was performed with the Shapiro-Wilk test and
the homogeneity of variances was performed with the Leven test. Because normality of the
data distribution was not achieved, therefore non parametric tests were used: first Kruskall
Wallis test to compare all 4 groups then U Mann-Whitney test for comparison between two
specific groups. The level of significance was set at p-value < 0.05.

Results
3.1. Body parameters, food and water consumption

Body parameter results are summarized in Table 1. At the end of the protocol, the body mass
index, weight, and body length were not statistically different between SED and the three run-
ning groups. Food and water consumptions were not different between SED and all running
groups (mean food: 25.1 + 4.1 and 27.6 + 2.9 g, for SED and running groups rats respectively;
mean water: 31.4 = 3.1 and 37.6 £ 11.3 mL for SED and all running groups respectively).

3.2. MAS

At the beginning of the running protocol, no statistically significant differences in MAS were
observed among groups. After 8 weeks of training (T8), an increase in MAS was observed in
all running groups, whereas the MAS in the SED group remained similar to the beginning of
the study (T0) (Table 1), these results validate the training protocol.

3.3. Morphological examination

Morphological measurements of the radius, ulna and humerus in each group are presented in
Table 2. No differences in bone length (proximal-distal) were found. The results have shown
that 8 weeks of training did not interfere with bone growth, whatever the type of running
modality.

In the radius, ComR resulted in a significant increase in the mediolateral diameter (7.5%
and 5.4% compared to sedentariness and CR, respectively). It also resulted in a significant 29%
increase in the antero-posterior diameter of the medullary canal compared to SED. In the
ulna, HIIT resulted in a significant increase in mediolateral diameter (9%) compared to SED.
CR and ComR resulted in a significant increase in the mediolateral diameter of the medullary
canal (37% and 45%, respectively), compared to SED. In the humerus, a significant decrease
(13%) in the mediolateral diameter of the medullary canal in the HIIT group was reported,
compared to the CR group. In contrast, ComR resulted in an increase in the mediolateral
diameter of the medullary canal, compared to both SED and HIIT (8% and 13%, respectively).

3.4. Bone trabecular and cortical microarchitecture measurements by uCT
in radius, ulna and humerus

3.4.1. Radius. The pCT measurements in the radius are presented in supplementary files
(S1 Table). No significant differences were found in trabecular microarchitectural parameters
(BV/TV, BS/BV, Tb.N, Tb.Sp, Tb.Th) among groups. Differences in bone and medullary mor-
phology, however, were observed (Table 3). An increase in the mean cortical surface fraction
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Table 2. Morphological measurements of the radius, ulna and humerus limbs according to the running protocols.

Bones | Morphological measu (mm) SED HIIT CR ComR
Radius Proximal-distal length 25.49 +0.60 2538 + 048 25.54 +0.53 25.40 +0.65
Antero-posterior diameter 1.74 £0.10 1.68 £ 0.11 1.67 +0.09 1.78 £0.18
Medio-lateral diameter 1.99 £0.10 2.10 £ 025 2.03 £0.09 2.14+0.10SC
Anterior cortical thickness 0.60 +0.04 0.63 +0.07 0.62 +0.08 0.62 +0.07
Posterior cortical thickness 0.50 £0.07 0.50 £ 0.09 0.56 +£0.06 0.54 +0.08
Medial cortical thickness 0.76 +0.09 0.70 £0.09 0.64 + 0.09 0.65£0.12
Lateral cortical thickness 0.44 £0.04 0.42 + 0.04 045 + 0.04 0.46 +0.04
MC medio-lateral diameter 0.36 +0.07 0.37 £ 0.10 040 + 0.08 0.43 +0.07
MC antero-posterior diameter 0.58 +0.05 0.61+0.12 0.66 + 0.10 0.75+0.12 8
Ulna Proximal-distal length 33.00 +0.58 3292 £0.59 3310£0.71 33.10 £ 0.60
Antero-posterior diameter 2.74£0.13 275+0.14 282002 2.75 £0.06
Medio-lateral diameter 1.14 £0.09 1.24+0.06 S 1.23+£0.07S 1.21 £0.04
Anterior cortical thickness 1.19+0.16 1.22 £ 007 1.15 £ 0.08 1.18 £0.07
Posterior cortical thickness 0.96 +0.06 091 £ 0.07 0.89 £0.13 0.86 +0.08
Medial cortical thickness 0.48 +0.03 0.49 + 0.02 048 + 0.02 0.48 +0.02
Lateral cortical thickness 0.41 +0.03 0.38 £0.03 0.39 +0.03 0.41 £0.05
MC medio-lateral diameter 0.165 +0.044 0.195 + 0.043 0.226 +0.049 S 0.239+0.028S 1
MC antero-posterior diameter 0.721 £0.115 0.707 £ 0.103 0.767 + 0.069 0.780 +0.077
Humerus Proximal-distal length 29.62 +0.53 2936 + 049 29.70 + 0.67 29.84 £0.59
Antero-posterior diameter 4.54 £0.57 4.34 = 0.56 4.97+£0.361 4.63 £0.36
Medio-lateral diameter 2.68 +0.14 2.70 £ 0.13 271+0.15 2.78 £0.07
Anterior cortical thickness 0.83 £0.11 0.83 +0.10 0.83 £ 0.04 0.84 +0.10
Posterior cortical thickness 0.57 +0.07 0.57 £ 0.06 0.61 +£0.06 0.56 +0.06
Medial cortical thickness 0.55+0.03 0.54 + 0.05 055+ 0.03 0.55 +0.04
Lateral cortical thickness 0.57 £0.05 0.57 £ 0.05 0.55 + 0.04 0.54 +0.04
MC medio-lateral diameter 1.57 £0.33 1.50 + 0.08 1.60 £ 0.12 1.70+0.16 ST
MC antero-posterior diameter 1.98 £0.22 1.97 £ 0.16 1.86 + 024 2.11£0.15

Measurements are expressed as mean + SD in mm. Proximal-distal length was measured between the proximal and distal epiphyses of each bone, and bone diameters
(antero-posterior, medio-lateral, MC medio-lateral, MC antero-posterior) were measured at the mid-diaphysis. MC = medullary canal. S: p-value <0.05 vs SED; C: p-
value <0.05 vs CR; I: p-value < 0.05 vs HIIT. SED: Sedentary group; HIIT: High Intensity Interval Training group; CR: Continuous Running group; ComR: Combined

Running group.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0308974.t002

was reported in the HIIT group, compared to respective results in the ComR (5% increase)
and CR (4% increase) groups. Similar results were obtained for the endocortical perimeter (Ec.
Pm), the total endocortex surface area (Ec.S.3D) and the mean medullary surface area (Ma.
Ar). Compared to ComR, HIIT also induced a 5% decrease in the total periosteal surface area
(Ps.S.3D) and a 8% decrease in the mean total surface area of cortical bone and marrow (Tt.
Ar).

3.4.2. Ulna. In the ulna, differences in trabecular microarchitecture were only observed in
the distal metaphysis (S2 Table). More specifically, compared to the SED groups, decreases in
BV/TV of 11% and 8% were reported in the HIIT and CR groups, respectively. Tb.Th in the
ComR group was increased by 11% and 24% compared to respective results in the HIIT and
CR groups.

The mean cortical surface fraction (Ct.Ar/Tt.Ar) in the HIIT group was increased, com-
pared respective results in all the other groups (Table 3). This result may be explained by the
decrease in endocortical perimeter (EC.Pm), endocortical surface area (Ec.S.3D), and mean
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Table 3. Cortical bone mic hitectural par and medullary canal morphology analysis by uCT in the
radius, ulna, and humerus according to the running protocols.

Cortical bone microarchitectural SED HIT CR ComR
parameters
Radius Ct.Ar/Tt.Ar (%) 0.731 + 0.024 0.743 £0.034 0.714+0.021 I 0.710 + 0.027 I
Ec.Pm (mm) 3.40£0.26 3.22+0.33 3580241 | 3.68+0.251
Ec.8.3D (mm?) 101 +8 94 + 10 106+ 81 ‘ 109+ 7
Ma.Ar (mm?) 0.67 £ 0.07 0.62 £0.11 0.72+0.081 0.76 £0.09S I
Ps.S.3D (mm?) 166.8 £ 4.8 161.5+7.4 167.1 £5.7 169.4+4.01
Tt.Ar (mm?) 249+ 0.15 238 £0.16 252£0121 | 2.60+0.081
Ulna Ct.Ar/Tt.Ar (%) 0.689 + 0.013 0.720 £ 0.018 S 0.682 +£0.026 I | 0.695 + 0.0211
Ec.Pm (mm) 4.86 + 0.22 4.41+0.29S 4980251 | 4.80+0301
Ec.S$.3D (mm?) 175+ 11 158+128 182+91 | 174+ 121
Ma.Ar (mm?) 0.99 + 0.07 0.86+0.09S 1.05+0.101 0.98+0.101
Ps.8.3D (mm?) 2495+ 82 243.5+10.9 251.3+7.2 2535+ 68
Tt.Ar (mmz) 3.18+0.14 3.07 £0.18 3.31 £0.09 | 3.22+0.13S1
Humerus Ct.Ar/Tt.Ar (%) 0.481 + 0.023 0.477 £0.022 0.475 +0.022 0458 + 0.024
EcPm(mm) | 1064 =045 10.36 £ 0.39 10.70 £ 0.51 10.91 +0.221
Ec.S.3D (mm?) 349 + 18 336+17 349 +19 359+ 111
Ma.Ar (mm®) 4.58 + 0.35 4.45 £0.34 4.68 £0.36 | 4.97:030ST
Ps.S.3D (mmz) 396.7 £ 15.5 388.2£11.6 398.9 +13.4 406.5 = 10.5
Tt.Ar (mm®) 8.82 £ 0.36 8.49 £0.39 8900381 | 9.17+£0.26S1

Values are expressed as mean + SD, obtained from uCT acquisition (Bruker SkyScan 1176, Kontich, Belgium) and
analyzed with DragonFly software (version 2022.2 Build 1399). S: p-value <0.05 vs SED; I: p-value < 0.05 vs HIIT.
SED: Sedentary group; HIIT: High Intensity Interval Training group; CR: Continuous Running group; ComR:
Combined Running group. Ct.Ar/Tt.Ar: Cortical Area/ Total Area is the ratio of the mean cortical surface to the
mean total surface; Ec.Pm: Endocortical Perimeter; Ec.S.3D: Endocortical Surface 3D is the measure of total
endocortex surface area; Ma.Ar: Marrow Area is the mean medullary surface area; Ps.S.3D: total surface area of the
periosteum; Tt.Ar: Total Area is the mean total surface area of cortical bone and marrow.

https:/doi.org/10.1371/journal.pone.0308974.t003

medullary surface area (Ma.Ar). These results confirm the morphologic evaluation, in which
the diameter of the medullary canal in the ulna obtained from rats subjected to HIIT was
decreased compared to the respective results for ulna obtained from rats subjected to ComR
(Table 3, Fig 3).

3.4.3. Humerus. No difference in BV/TV, Tb.Th, Tb.Sp parameters was observed in
humerus obtained from all the experimental groups (S3 Table). Similarly to what was observed
in the ulna, the endocortical perimeter (EC.Pm), endocortical surface area (Ec.S.3D) and mean
medullary surface area (Ma.Ar) in the HIIT group were decreased, compared to respective
results in the ComR group (Table 3). Humerus obtained from rats subjected to HIIT had a sig-
nificantly lower periosteal perimeter than humerus obtained from rats subjected the CR and
ComR (by 2% and 3%, respectively).

3.5. Cortical porosity in radius, ulna and humerus

The cortical porosity parameters for the radius, ulna and humerus obtained from each group
are presented in Table 4. In the radius obtained from the CR group, the pore number (Po.N)
was 75% upper than results from the SED group, 74% and 87% upper than respective results
from both HIIT and ComR group. The pore diameter (Po.Dm) was 40% lower than results
observed in SED group. In the ulna obtained from the HIIT group, the cortical porosity (Ct.

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0308974 November 7, 2024 10/21

119




Résultats

PLOS ONE Effect of different running protocols on bone morphology and microarchitecture of the forelimbs in rat model

SED HIIT CR ComR

Fig 3. Illustration of the main differences in ulna morphology between running groups, based on h ic and hi lyses. Images
acquired with Bruker SkyScan 1176 (Kontich, Belgium) and analyzed by DragonFly software (version 2022.2 Build 1399). The upper images represent the
three-dimensional reconstruction of the ulna at mid-diaphysis. The upper line of table corresponds to the differences in the analysis of the cortical
microarchitecture (Ct.Ar/Tt.Ar: Cortical Area/Total Area) of the ulna at the mid-diaphysis. The lower images represent the ulnar cortices at mid-diaphysis. The
lower line of table corresponds to the morphometric measurements of the ulnar cortical at mid-diaphysis (the arrows correspond to the significant difference
compared to the SED group: green arrow: medio-lateral diameter, blue arrow: medio-lateral diameter of the medullary canal). SED: Sedentary group; HIIT:
High Intensity Interval Training group; CR: Continuous Running group; ComR: Combined Running group. The statistically significant differences (*p-
value<0.05) are summarized in Tables 2 and 3.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0308974.9003

Table 4. Cortical porosity at mid diaphysis analyzed by uCT of the radius, ulna and humerus with respect to running modality.

Cortical porosity p SED HIT CR ComR

Radius Ct.Po (%) 2.17+0.22 2.27+0.37 2.15+0.27 2.01+0.12
Po.N (mm™") 499 +0.27 5.02+0.44 871 +2.64S1B 4.66 £ 0.44

_ Posp(mm) | 0012000 0.01:£0.00 0.01 £0.00 0.01 £0.00

Po.Dm (mm) 0.20 £ 0.01 0.20 £ 0.02 0.12+0.04SIB 0.21 £0.02

Ulna Ct.Po (%) | 224+0.16 3.70£0.96S B | 3.50 +1.49 2.11 +0.16
Po.N (mm™) | 5.22+0.40 13.43+3.78SB 10.85 £ 5.45 5.33+0.24

Po.Sp (mm) 0.01 + 0.00 0.01+0.00 0.01 +0.00 0.01 +0.00

Po.Dm (mm) 0.19+ 0.01 0.08+0.04SB 0.12 £ 0.06 0.18 £0.01

Humerus Ct.Po (%) | 232+ 044 2.32+0.32 2.10+0.34 227 £0.52
Po.N (mm™) 11.75£0.96 9.56+ 1438 10.91 £1.09 11.00 £ 1.20

Po.Sp (mm) 0.01+0.00 0.01+0.00 | 0.01 £0.00 0.01 £0.00

Po.Dm (mm) 0.09 £ 0.02 0.10+ 0.01 0.09 £0.01 0.09 £0.01

Values are expressed as mean + SD, obtained from uCT acquisition (Bruker SkyScan 1176, Kontich, Belgium) and analysed with DragonFly software (version 2022.2
Build 1399). S: p-value <0.05 vs SED; C: p-value < 0.05 vs CR. B: p-value < 0.05 vs ComR. SED: Sedentary group; HIIT: High Intensity Interval Training group; CR:
Continuous Running group; ComR: Combined Running group. Ct.Po: Cortical Porosity; Po.N: Pore Number; Po.Sp: Pore Spacing; Po.Dm: Pore Diameter.

hitps://doi.org/10.1371/journal.pone.0308974 1004
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Po) was 65% and 75% greater than respective results from the SED and ComR group. The
pore number (Po.N) was 157% and 152% upper than respective results from the SED and

ComR group. The pore diameter (Po.Dm) was 58% and 56% lower than respective results
from the SED and ComR group. For the humerus, the HIIT group had a lower (19%) pore
number (Po.N) than that observed in the SED groups.

3.6. Subchondral bone thickness

An increase in the radial subchondral bone thickness at the articulatio radiocarpalis by 32%
and 51% in the HIIT and CR groups respectively, was measured compared to the SED group.
An increase in ulnar subchondral bone thickness was measured in all running groups (by 95%,
69%; and 19% in the HIIT, CR and ComR groups, respectively) compared to the SED group
(Fig 4).

3.7. Bone turnover markers

Plasma analyses of bone remodeling markers (ALP, NTX) at the end of the protocol showed
no significant difference among the groups.

Discussion

The aim of the present study was to compare the effects of three different treadmill running
modalities on forelimb bones in a male Wistar rat model (Fig 5). The studies carried out in the
forelimbs in the literature have proposed models of resistance exercise in terms of force (pull-
ing on a force lever) [30, 31], constraint (forearm compression) [32] or continuous running
[33]. In quadrupeds, the function of the forelimbs is to cushion the impact when running,
whereas the function of the hindlimbs is to propel the body, which resulted in an increase in
stress on the ulna and radius. The study by Wallace et al., 2015, [23] compared the effects of
continuous running in a mouse model in all four limbs. Their biomechanical study on a force
platform showed that the forelimbs were subjected to higher-intensity impacts than the hin-
dlimbs. However, they showed through trabecular microarchitecture analyses that the bones
in mouse forelimb bones were less sensitive to exercise than the bones in the hind limbs [23].
In rodents, it appears that there are no changes in the bone quality in forelimb, in trabecular
microarchitecture specifically, in response to gripping and object handling (food) tasks. This
hypothesis is supported by studies in birds. Although the forelimbs are subjected to enormous
stress during flight, the trabecular microarchitecture of their skeleton has adapted to maintain
alight structure and has a lower volume fraction than that of land animals [34].

The 8-weeks protocol led to an increase in MAS in all running groups compared with the
SED group. This increase is in line with our expectations, since it has been shown in the litera-
ture that endurance training improves MAS and maximum oxygen consumption [35]. The
increase in MAS in our running groups validates our treadmill running protocols.

Morphological measurements of the bones in the forelimbs obtained from each experimen-
tal group showed that 8 weeks of training did not interfere with bone growth, whatever the
type of race, since no difference in bone length was measured. These results are consistent
with the weight recordings, in which no difference was observed. Morphometric measure-
ments revealed an increase in the mediolateral diameter of the ulna from rats subjected to
HIIT and CR., Radius obtained from rats in the ComR group presented an increase in their
mediolateral diameter. The internal diameter of the medullary canal in the mediolateral axis
was also increased in both the ulna and humerus in the ComR group compared to the SED
and HIIT groups. This increase in diameter was also found in the radius in its antero-posterior
axis. The measurements were performed using the axis of the rat’s body as the theoretical
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reference frame, according to anatomical representations in the literature. However, when the
rat is walking, the radius undergoes a translation and a medial rotation so that it is completely
crossed over the ulna when it rests on the ground. This rotation was measured at around 174
178" compared to a theoretical reference position during an analysis of the rat’s walking [36].
This means that at the time of weight-bearing, the initial axis of the antero-posterior radius
would potentially be in the mediolateral axis. The increase in the bone diameter at mid-
diaphyseal level is probably a tissue response to the mechanical stresses associated with exer-
cise, increasing the resistance of bone to flexion and torsion [37]. This phenomenon has been
evaluated in athletes [38, 39] particularly in tennis players during and after puberty [40], as
well as in continuous running models in rats [16] and in the forearm axial compression load-
ing model [41].

The microarchitecture of the forelimb bones was analyzed in three regions (proximal
epiphysis, distal epiphysis and whole bone) because the study aimed to determine whether the
effects of impact resulted in local adaptation (epiphysis) or an adaptation of the whole bone.
From a biomechanical point of view, the ulna appeared to be the bone that received the most
stress, as it transmits the motor force through the insertion of the Musculus Triceps brachii.
Analysis of the trabecular microarchitecture parameters [28] (including BV/TV, Tb.Th)
revealed a difference between running groups, in the distal ulna only. Specifically, ComR had
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the best osteogenic effects on trabecular bone microarchitecture at the distal ulnar epiphysis,
with the highest value of the Tb.Th. parameter. The femur study by Wazzani et al., 2023 [22
revealed that combined running improved trabecular microarchitecture parameters (Tb.Th;
Tb.BMD) in the proximal femur. Here, specific analysis of the proximal and distal epiphyses of
the radius and humerus revealed no significant difference. In the study herein, ComR running
increased the internal medullary cavity area (Ma.Ar) in radius and humerus, compared to
respective results in the SED and HIIT groups, in ulna compared to respective results in the
HIIT condition. These results are consistent with morphometric measurements of medullary
canal diameter at mid-diaphysis. In the ulna and radius, these results are reflected in a decrease
in the average cortical surface fraction (Ct.Ar/Tt.Ar) in the ComR group, compared to the
HIIT group. It therefore seems that combined running increases the diameter of the radius
and ulna, while reducing the cortical surface. This adaptation is described in the literature dur-
ing bone growth, when endocortical resorption results in an expanding medullary cavity and
partly compensates for the increase in cortical surface due to periosteal apposition [37]. The
consecutive result is an increase in the diameter of the cortical bone, which results in an
increase in its resistance to flexion [37]. In the ulna, combined running therefore appears to
have positive effects on distal trabecular microarchitecture (BV/TV, Tb.Th) as well as on the
theoretical flexural strength of the diaphysis. These results are consistent with previous studies,
in which young growing rats (Sprague-Dawley rats, 2.5 months of age) showed an improve-
ment in trabecular microarchitecture parameters in the distal radius (BV/TV; Tb.Th; Tb.N)
and an increase in medullary cavity area, associated with improved bone tensile strength [42]
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4655973/. However, in the same study, the
strength protocol also led to a degradation of the trabecular and cortical bone in adult rats.
The authors concluded that excessive and repeated mechanical loadings were beneficial in
young rats but presented deleterious effects in adult rats.

Assessment of cortical porosity (Ct.Po) by uCT at 4.81um resolution (vascular channels)
reflects the mechanical strength of the bone [43]. This network of channels evolves as the bone
develops to promote vascularization and blood perfusion and ensure the adequate supply of
oxygen, minerals and nutrients required for bone homeostasis [44] and growth [45]. Our
study revealed significant differences in cortical porosity at the ulna, the bone that absorbs
mechanical stress and transmits muscular force during locomotion. At the ulna, the HIIT
group had greater cortical porosity than the sedentary and combined running groups.
Although the literature on the effects of exercise on bone health is widely developed, the actual
impact of interval running on bone tissue is not yet fully understood [46]. In this respect, it has
been observed in humans that high-intensity training can generate a significant loss of cortical
bone, favoring the appearance of injuries or fractures [47, 48], but it has also been shown that
in untrained subjects high-intensity interval running increases bone density measured in the
whole body by DXA [49]. Studies in humans seem to lack homogeneity in terms of the param-
eters evaluated and the results reported (blood dosage and bone density), which means that no
conclusions can be drawn. Nevertheless, in male mouse models, the response of bone tissue to
high intensity running, either performed continuously or at intervals, appears to increase the
fraction of cortical bone to the detriment of mechanical strength [48, 50]. These two studies
also showed that the response of bone tissue is also dependent on the sites where measure-
ments were performed and sexual dimorphism, with the tibias of male mice showing the great-
est effects [48, 50]. Thus, speed or intensity would condition the effects on bone tissue, and it
has been shown in rats (5-month-old male Sprague Dawley) that at 12m/min (continuous)
running did not induce any variation in cortical porosity, whereas at 16m/min running
induced an increase in cortical porosity [51]. In the radius, CR decreased the number of corti-
cal pores (Po.N) compared with the sedentariness. CR increased pore diameter (Po.Dm)
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compared with the ComR. To date, no study has compared the effects of these three running
protocols on forelimb cortical porosity. However, studies that have applied compressive stress
[52] or force (traction) protocols [42] have shown deleterious effects on the rate of osteocyte
lacunar occupation at the mid-diaphysis, increased by cortical micro-fractures and an increase
in cortical porosity in the radius. The studies which carried out their analysis on the tibias
showed contradictory results. It was shown that continuous running had no effect on mor-
phometry at the cortical diaphysis in sprague dawley rats (17m/min for 1 H 5 day/week for 9
weeks) (cortical bone area, marrow cavity area) [53] and in C57BL/6] mice, (12m/min at 5°
incline for 30 min, 5 day/week for 6 weeks) (cortical thickness) [54] 10.1016/8756-3282(94)
90294-1 whereas other studies have shown that continuous running decreased cross sectional
area with deleterious effects on mechanical properties (ultimate deformation) (C57BL/6] mice,
12 m/min, a 5° incline, 30 min/day for 8 weeks) [55] and on microarchitecture parameters
(Po.Sp) and mediolateral tibial external diameter (Wistar rat, 20m/min for 60mins, 5 days a
week for 14 weeks) [16].

The secondary aim of the study was to determine the effects of this three running protocols
on the carpal and elbow joints, and more specifically the effects on subchondral bone. All three
running protocols led to a thickening of the subchondral bone at the distal epiphysis of the
radius and ulna. According to these results, interval or continuous trainings could have delete-
rious effects on the articulatio radiocarpalis and the articulatio ulnocarpalis. This is in line with
the literature on osteoarthritis, in which interval running at high intensity induced thickening
of the subchondral bone at the level of the tibial plateau in a rat model [56]. The study by Li
et al., 2017 [57] shows that continuous high-intensity running induces a change in the quality
of cartilage and leads to a change in the organization of the microstructure and composition of
subchondral bone in healthy Wistar rats. This study also shows that high-intensity physical
activity alters both the tissue and the mechanical properties of bone and cartilage tissues con-
comitantly [57]. This concomitant alteration is the result of bone adaptation to mechanical
stress, which leads to an increase in tissue density and hardness, which in turn leads to an
increase in shear forces on the cartilage. Cartilage altered in this way is no longer able to main-
tain its viscoelastic properties and its role as a damper, leading to an increase in stress on the
subchondral bone as it tries to adapt.

The three running protocols proposed in our study did not significantly modify the sys-
temic markers of bone remodeling (ALP and NTx). To our knowledge, only one study has pro-
posed similar protocols with three running modalities and did not reveal any differences in
bone remodeling markers among groups [22]. In 6-month-old ovariectomized rat models,
however, continuous moderate running (13 m/min for 60 min/day 5 days/week for 9 weeks)
induced a decrease in CTX (C-terminal telopeptide) compared with the sedentary ovariecto-
mized groups [14], whereas in 8-week-old male Wistar rats, continuous moderate running
(22.5 m/min for 40-45 min 5 days/week for 8 weeks) induced an increase in CTX compared
with the sedentary control group [15]. Studies in male Wistar rats showed that HIIT reduced
NTX levels compared with the sedentary group [58].

Conclusion

This study shows that continuous running, interval running and combined running led to
bone adaptation resulting in an increase in the diameters of the bone shafts, and an adaptation
of the microarchitecture in the ulna The combined running protocol, which aimed to mimic
as closely as possible the training of high-level athletes, appears to have positive effects on the
trabecular microarchitecture in the distal ulna (specifically Tb.Th. and Ma.Ar parameters).
Interestingly, all three running modalities led to a thickening of the subchondral bone in the
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distal epiphysis for both radius and ulna. The three running protocols did not induce any vari-
ation in plasma bone biomarker levels. Based on the results, HIIT is the running modality that
induces the most bone adaptation with an increase in cortical area at the ulna and tibia associ-
ated with an increase in cortical porosity. Furthermore, regarding our results, it would appear
that the bone response to the mechanical stress of running is essentially located on the distal
epiphyses of the radius and ulna, i.e. close to the point of impact, which supports Wolff’s law.
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$1 Table. Trabecular microarchitecture analysis by uCT of the radius as a function of run-
ning modality. Measurements are expressed as mean + SD, measured by pCT (Bruker Sky-
Scan 1176, Kontich, Belgium) and analyzed by DragonFly software (version 2022.2 Build
1399). SED: Sedentary group; HIIT: High Intensity Interval Training group; CR: Continuous
Running group; ComR: Combined Running group. BV/TV: Bone Volume/Tissue Volume;
Tb.N: Trabecular Number; Tb.Sp: Trabecular Spacing; Tb.Th: Trabecular Thickness.

(PDF)

S2 Table. Trabecular microarchitecture analysis by uCT of the ulna as a function of run-
ning modality. Measurements are expressed as mean * SD, measured by pCT (Bruker Sky-
Scan 1176, Kontich, Belgium) and analyzed by DragonFly software (version 2022.2 Build
1399). S: p-value <0.05 vs SED; C: p-value <0.05 vs CR; I: p-value < 0.05 vs HIIT. SED: Seden-
tary group; HIIT: High Intensity Interval Training group; CR: Continuous Running group;
ComR: Combined Running group. BV/TV: Bone Volume/Tissue Volume; Tb.N: Trabecular
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S3 Table. Trabecular microarchitectural analysis by uCT of the humerus as a function of
running modality. Measurements are expressed as mean * SD, measured by uCT (Bruker
SkyScan 1176, Kontich, Belgium) and analyzed by DragonFly software (version 2022.2 Build
1399). SED: Sedentary group; HIIT: High Intensity Interval Training group; CR: Continuous
Running group; ComR: Combined Running group. BV/TV: Bone Volume/Tissue Volume;
Tb.N: Trabecular Number; Tb.Sp: Trabecular Spacing; Tb.Th: Trabecular Thickness.

(PDF)
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II Résultats complémentaire de 1’étude 1 : effet des différents protocoles de
course sur la biologie ostéocytaire et ostéoclastique de I’ulna et de
I’humérus
2.1. Analyses histologique et immuno-histochimique de I’ulna
2.1.1. Taux d’occupation lacunaire ostéocytaire, apoptose et autophagie

Aprés 8 semaines d'entrainement quotidien sur tapis roulant, le HIIT et la course combinée
n’ont pas induit de changement du taux d’occupation lacunaire ostéocytaire (Figure 44).
Cependant, la course continue a présenté une augmentation de 5% non significative. Cette
augmentation est associée a une augmentation de 122% du taux d’apoptose ostéocytaire marqué
a la caspase 3 clivé comparé au groupe sédentaire et a une diminution de 21% du flux
autophagique marqué a Béclinl. Le groupe combiné présente une augmentation de 96% du taux
d’apoptose ostéocytaire marqué a la caspase 3 clivée comparé au groupe sédentaire. Le HIIT
ne présente pas de différence significative du taux d’apoptose ostéocytaire et du flux
autophagique par rapport au groupe sedentaire.

La course continue présente une corrélation faible négative et non significative entre 1’apoptose
et ’autophagie. La course continue augmente I’apoptose au détriment de 1’autophagie. Le
groupe HIIT présente une corrélation modérée non significative entre 1’apoptose et
I’autophagie. Cette corrélation montre un effet positif de 1’autophagie sur le taux d’ostéocytes
en apoptose. Le groupe course combinée présente une absence de corrélation entre 1’apoptose

et I’autophagie (Figure 45).
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Figure 44: Résultats des analyses immuno-histochimiques a la diaphyse ulnaire. A : Le taux d'occupation a été
déterminé a I'aide d'une coloration a I'nématoxyline-éosine, B : le taux d'ostéocytes apoptotiques a été marqué avec
une concentration d'anticorps anti-caspase 3 clivée de 1/100, et C : I'autophagie des ostéocytes a été marquée avec
une concentration d'anticorps anti-Beclin 1 de 1/500. Les mesures sont exprimées en moyenne * I'écart type. ** :
Valeur P <0,01 ; *** : Valeur P <0,001 (test U-Mann Whitney). D : Les images ont été obtenues un microscope
optique Leica a un grossissement 20x de 100um par 100pm, la barre d’échelle est de 25um. SED : Groupe
sédentaire ; HIIT : groupe d'entrainement par intervalles a haute intensité ; CR : groupe de course continue ; ComR
: groupe de course combinée.
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Figure 45: Résultats des tests de corrélation de Spearman entre I’apoptose et 1’autophagie des trois groupes de
course analysés a la diaphyse ulnaire. A : Corrélation modérée non significative ; B : Corrélation faible non
significative ; C : Absence de corrélation.
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2.1.2. Analyse de la mécano-transduction et de la différenciation ostéocytaire

Le HIIT présente une diminution significative de 67% du taux de marquage a I’intégrine owf3s.

Tous les protocoles de course ont augmenté significativement 1I’expression du marqueur CD 44

par rapport au groupe sedentaire (Figure 46).
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Figure 46: Résultats des analyses immuno-histochimiques a la diaphyse ulnaire. A : Le taux d'ostéocytes positifs
a Dintégrine aVPB3 a été marqué avec une concentration d'anticorps anti-intégrine avp3 au 1/200, B : le taux
d'ostéocytes positifs CD44 a été marqué avec une concentration d'anticorps anti CD44 au 1/200. Les mesures sont
exprimées en moyenne + I'écart type. * : Valeur P <0,05 ; ** : P valeur <0,01 ; *** : P valeur <0,001 (test U-Mann
Whitney). C : Les images ont été obtenues un microscope optique Leica a un grossissement 20x de 100um par
100um, la barre d’échelle est de 25um. SED : Groupe sédentaire ; HIIT : groupe d'entrainement par intervalles a
haute intensité ; CR : groupe de course continue ; ComR : groupe de course combinée.
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2.1.3. Activité ostéoclastique

L’analyse de I’activité des ostéoclastes par le marquage TRAP n’a pas montré de différence
d’activité entre les groupes expérimentaux, que ce soit a I’épiphyse proximale ou distale de
I’ulna (Figure 47).
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Figure 47: Résultats des analyses histochimiques de ’activité des ostéoclastes marquées a la TRAP. Les mesures
sont exprimées en moyenne * I'écart type. SED : Groupe sédentaire ; HIIT : groupe d'entrainement par intervalles
a haute intensité ; CR : groupe de course continue ; ComR : groupe de course combinée.

2.2 Analyses histologique et immunohistochimique de I’humérus
2.2.1. Taux d’occupation lacunaire ostéocytaire et apoptose

A I’humérus, le HIIT a induit une diminution du taux d’occupation lacunaire ostéocytaire de
5% par rapport au groupe sédentaire. Les trois modalités de course n’ont pas eu d’impact sur le

taux d’apoptose des ostéocytes comparé au groupe sédentaire (Figure 48).
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Figure 48: Résultats des analyses immunohistochimiques a la diaphyse humérale. A : Le taux d'occupation a été
déterminé a I'aide d'une coloration & I'nématoxyline-éosine, B : le taux d'ostéocytes apoptotiques a été marqué avec
une concentration d'anticorps anti-caspase 3 clivée de 1/100. Les mesures sont exprimées en moyenne + I'écart
type. * : Valeur P <0,05 (test U-Mann Whitney). C : Les images ont été obtenus un microscope optique Leica a
un grossissement 20x de 100pum par 100um, la barre d’échelle de 25um. SED : Groupe sédentaire ; HIIT : groupe
d'entrafnement par intervalles a haute intensité ; CR : groupe de course continue ; ComR : groupe de course

combinée.
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2.2.1. Activité ostéoclastique

Les modalités de course n’ont pas induit de changement d’activité des ostéoclastes a la fois a

I’épiphyse proximale et distale (Figure 49).
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Figure 49: Résultats des analyses histochimiques de ’activité des ostéoclastes marqués a la TRAP. Les mesures
sont exprimées en moyenne + I'écart type. SED : Groupe sédentaire ; HIIT : groupe d'entrainement par intervalles
a haute intensité ; CR : groupe de course continue ; ComR : groupe de course combinée.
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111 Etude 2 : Comparaison de 2 protocoles d’entrainement au membre

inférieur : I'entrainement par intervalles (HIIT) améliore les propriétés
tissulaires du tibia, retarde I'apoptose des ostéocytes, active les voies
de l'autophagie par rapport a la course modérée continue chez les rats
Wistar.

La seconde étude ciblée sur le tibia porte sur la comparaison de la course continue et du HIIT a
la fois sur les paramétres macro- et micro- architecturaux de la qualité osseuse, mais aussi sur
les effets de ces deux protocoles de course sur le métabolisme ostéocytaire. En effet, 1’étude
S’est focalisée sur les effets de ces deux modalités sur I’apoptose, I’autophagie ainsi que la

mécano-transduction ostéocytaire.

3.1. Analyse morphologique et microarchitecturales de la
diaphyse tibiale

Aprés 8 semaines d'entrainement quotidien sur tapis roulant, les deux protocoles de course ont
amélioré la vitesse aérobie maximale de 52% pour le HIIT et de 43% pour la course continue
respectivement. Cependant, le HIIT n'a pas amélioré la qualité macroarchitecturale des tibias.
La course continue a significativement augmenté le diamétre diaphysaire médio-latéral du tibia
de 11 % et le diametre médial du canal médullaire de 18 % (Figure 50). Cette augmentation n'a
pas entrainé de modification de la microarchitecture corticale car les deux modalités de course

n'ont pas eu d'effet sur la porosité corticale du tibia (Tableau 7).
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Figure 50: Mesures morphologiques du diamétre et de I'épaisseur du tibia @ mi-diaphyse en fonction de la modalité
de course. Les mesures ont été effectuées sur des images 3D provenant d'acquisitions de microtomographes a
rayons X & une résolution de 4,91um. Les mesures sont exprimées en moyenne + SD en mm. * : Valeur P <0,05,
** . Pvaleur <0,01 (test U-Mann Whitney). SED : Groupe sédentaire ; HIIT : groupe d'entrainement par intervalles
a haute intensité ; CR : groupe de course continue.

Tableau 7: Porosité corticale tibiale a mi-diaphyse analysée par uCT du tibia en fonction des modalités de courses.

Parameétres de porosité

ticale SED HIT CR
Ct.Po (%) 2.63 % 0.50 3.11+0.79 2.74 +0.44

N PoN(mm') 6.22+0.78 6.01 +0.43 5.85 + 0.80
Tibia Po.Sp (mm)  0.01%0.00 0.01 +0.00 0.0+ 0.00
Po.DM (mm)  0.160 % 0.02 0.16 + 0.01 0.170 + 0.03

140




Résultats

Résultats des mesures de porosité corticale au niveau de la diaphyse moyenne du tibia réalisées par
microtomographie a rayons X a 4,81 um (Bruker SkyScan 1176, Kontich, Belgique) et analysées par le logiciel
DragonFly (version 2022.2 Build 1399). Les mesures sont exprimées en moyenne + SD. SED : Groupe
sédentaire ; HIIT : groupe entrainement par intervalles a haute intensité ; CR : groupe course continue. Ct.Po :
Porosité corticale (%) ; Po.N : Nombre de pores (mm-1) ; Po.Sp :Espacement des pores (mm) ; Po.Dm :
Diamétre des pores (mm).

3.2. Mesures de la microarchitecture trabeculaire par pCT au
niveau du tibia proximal.

Dans I'épiphyse tibiale proximale, la course continue a entrainé une augmentation de 15 % du
nombre de trabécules (Th.N) associée a une diminution de I'épaisseur trabéculaire (Th.Th) et a

une diminution de I'espacement trabéculaire (Th.Sp) (Figure 51).
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Figure 51: Mesures de la microarchitecture trabéculaire au niveau de I'épiphyse proximale du tibia réalisées par
microtomographie aux rayons X a 9,81 um (Bruker SkyScan 1176, Kontich, Belgique) et analysées par le logiciel
DragonFly (version 2022.2 Build 1399). Les mesures sont exprimées en moyenne + SD.* : Valeur P <0,05 ; ** :
P valeur <0,01 (test U-Mann Whitney). SED : Groupe sédentaire ; HIIT : groupe entrainement par intervalles a
haute intensité ; CR : groupe course continue. A : BV/TV : Volume osseux/volume tissulaire (%) ; B : Th.N :
Nombre de travées (mm-1) ; C : Th.Sp : Séparation trabéculaire (mm) ; D : Tb.Th : Epaisseur trabéculaire (mm).

3.3. Analyses histologiques et immunohistologiques ostéocytaire
a la diaphyse tibiale

L'analyse histologique de coupes de diaphyses tibiales a montré que 8 semaines de HIT
entrainaient une augmentation de la qualité des tissus, le taux d'occupation lacunaire des

osteocytes augmentant significativement de 25 % et I'apoptose des ostéocytes diminuant de 82
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%. Le HIIT a également amélioré de 60 % le flux autophagique marqué dans les ostéocytes

(Figure 52). La course continue a entrainé une diminution du taux d’occupation lacunaire
ostéocytaire de 26%. La course continue a également entrainé une diminution du flux

autophagique de 59% corrélé significativement a une augmentation de 1’apoptose ostéocytaire
(Figure 53)
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Figure 52: Résultats des analyses immuno-histochimiques a la diaphyse tibiale. A : Le taux d'occupation a été
déterminé a I'aide d'une coloration a I'nématoxyline-éosine, B : le taux d'ostéocytes apoptotiques a été marqué avec
une concentration d'anticorps anti-caspase 3 clivée de 1/100, et C : I'autophagie des ostéocytes a été marquée avec
une concentration d'anticorps anti-Beclin 1 de 1/500. Les mesures sont exprimées en moyenne + |'écart type. ** :
Valeur P <0,01 ; *** : Valeur P <0,001 (test U-Mann Whitney). SED : Groupe sédentaire ; HIIT : groupe
d'entrainement par intervalles a haute intensité ; CR : groupe de course continue ; ComR : groupe de course
combinée.
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A Corrélation au tibia pour le groupe HIIT B Corrélation au tibia pour le groupe CR
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Figure 53: Résultats des tests de corrélation de Spearman entre I’apoptose et 1’autophagie des deux groupes de
course a la diaphyse tibiale. A : Absence de corrélation ; B : Corrélation modéré significative. HIIT : groupe
d'entrainement par intervalles a haute intensité ; CR : groupe de course continue

Nous avons étudié un marqueur tardif de la différenciation des ostéocytes. Le CD44 est
impliqué dans les voies de signalisation cellulaire qui régulent la survie, la prolifération, la
différenciation et la mécanotransduction des ostéocytes. Le HIIT a entrainé une augmentation
de 18 % des ostéocytes CD44-positifs. Les deux modalités de course ont conduit a une réduction
du nombre d'ostéocytes positifs a I'intégrine aVB3 de 60% pour le HIIT (significatif) et de 53%
pour le CR (non significatif) (Figure 54).
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Figure 54: Résultats des analyses immunohistologiques, A : le taux d'ostéocytes positifs intégrine aVVp3 a été
marqué avec une concentration d'anticorps anti-Alfa V beta 3 1 1/200 ; B : le taux d'ostéocytes positifs CD44 a été

144




Résultats

marqué avec une concentration d'anticorps anti CD44 1/200, Les mesures sont exprimées en moyenne + SD.* :
Valeur P <0,05 ; ** : P valeur <0,01 ; *** : P valeur <0,001 (test U-Mann Whitney). SED : Groupe sédentaire ;
HIIT : groupe d'entrainement par intervalles & haute intensité ; CR : groupe de course continue.

Pour étudier les effets de ces deux modalités de course sur le remodelage o0sseux, nous avons
analysé I'activité ostéoclastique via l'activité TRAP et I'activité ostoblastique via les fronts de
minéralisation. La course continue a entrainé une augmentation drastique de l'activité
osteoclastique TRAP-positive de 571%. Le HIIT a réduit de maniére non significative I’activité
des ostéoclastes de 30%. La course continue a présenté un nombre de front de minéralisation
inférieur & celui du HIIT. Le HIIT a augmenter de 204 % le nombre de fronts de minéralisation
(Figure 55).
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Figure 55: Résultats des analyses histochimiques, Les mesures sont exprimées en moyenne + SD. ** : P valeur
<0,01 ; ***: P valeur <0,001 (test U-Mann Whitney). SED : Groupe sédentaire ; HIIT : groupe d'entrainement par
intervalles a haute intensité ; CR : groupe de course continue.
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I'V Résultats supplémentaires

4.1. Analyse de la microarchitecture de la vertébre L5, la
mandibule et la calvaria

Afin de montrer si I’activité physique peut avoir un effet systémique sur la santé du squelette,
une analyse de la microarchitecture trabéculaire de la vertébre L5 (os semi porteur) et de 1’os
alvéolaire (mandibule) a été réalisée. L’épaisseur de la calvaria (os non porteur) a également
été mesurée par micro-tomographie. Aucune différence entre les groupes n’a été trouvée pour
les parameétres de microarchitecture trabéculaire BV/TV, Th.N, Th.Sp et Th.Th a la vertebre L5
(Figure 56) ou a I’os alvéolaire (Figure 57). L’analyse de 1’épaisseur de la calvaria mesurée au
milieu de 1’os pariétal n’a pas montré de différence entre les groupes expérimentaux (Figure
58).
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Figure 56: Mesures de la microarchitecture trabéculaire au niveau de la vertebre L5 réalisées par micro-
tomographie a rayons X a 9,81 um (Bruker SkyScan 1176, Kontich, Belgique) et analysées par le logiciel
DragonFly (version 2022.2 Build 1399). Les mesures sont exprimées en moyenne + I'écart type. SED : Groupe
sédentaire ; HIIT : groupe entrainement par intervalles a haute intensité ; CR : groupe course continue ; ComR :
groupe de course combinée. A : BV/TV : Volume osseux/volume tissulaire (%) ; B : Tb.N : Nombre de travées
(mm-1) ; C : Th.Sp : Séparation trabéculaire (mm) ; D : Th.Th : Epaisseur trabéculaire (mm).
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Figure 57: Mesures de la microarchitecture trabéculaire sur 1’os alvéolaire de la mandibule gauche réalisées par
microtomographie a rayons X a 9,81 um (Bruker SkyScan 1176, Kontich, Belgique) et analysées par le logiciel
DragonFly (version 2022.2 Build 1399). Les mesures sont exprimées en moyenne + I'écart type. SED : Groupe
sédentaire ; HIIT : groupe entrainement par intervalles & haute intensité ; CR : groupe course continue ; ComR :
groupe de course combinée. A : BV/TV : Volume osseux/volume tissulaire (%) ; B : Tb.N : Nombre de travées
(mm-1) ; C : Th.Sp : espace entre les travées (mm) ; D : Tb.Th : Epaisseur trabéculaire (mm).
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Figure 58: Mesures de 1’épaisseur de la calvaria effectuée au milieu de 1’os pariétal réalisées a partir des images
de microtomographie a rayons X a 9,81 um (Bruker SkyScan 1176, Kontich, Belgique) et analysées par le logiciel
DragonFly (version 2022.2 Build 1399). Les mesures sont exprimées en moyenne + I'écart type. SED : Groupe
sédentaire ; HIIT : groupe entrainement par intervalles a haute intensité ; CR : groupe course continue ; ComR :
groupe de course combinée.

4.2. Analyses de la microarchitecture du fémur.

L’analyse de la microarchitecture du fémur a montré que les adaptations majeures de
microarchitecture se situent au niveau de 1’épiphyse proximale (Figure 59 et Figure 60). Le
HIIT a induit une diminution du nombre de travées (Th.N) avec augmentation de leur épaisseur
(Th.Th) et une augmentation de leur espacement (Th.Sp) (Figure 60). La course combinée a

diminué I’épaisseur des travées a la fois sur I’épiphyse proximale et distale.
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Figure 59: Mesures de la microarchitecture trabéculaire au niveau de 1’épiphyse distale fémorale réalisées par
microtomographie a rayons X a 9,81 um (Bruker SkyScan 1176, Kontich, Belgique) et analysées par le logiciel
DragonFly (version 2022.2 Build 1399). Les mesures sont exprimées en moyenne * I'écart type. * : Valeur P <0,05
(test U-Mann Whitney). SED : Groupe sédentaire ; HIIT : groupe entrainement par intervalles a haute intensité ;
CR : groupe course continue. A : BV/TV : Volume osseux/volume tissulaire (%) ; B : Th.N : Nombre de travées
(mm-1) ; C: Th.Sp : espace entre les travées (mm) ; D : Th.Th : épaisseur trabéculaire (mm).
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Figure 60: Mesures de la microarchitecture trabéculaire au niveau de 1’épiphyse proximale fémorale réalisées par
microtomographie a rayons X a 9,81 um (Bruker SkyScan 1176, Kontich, Belgique) et analysées par le logiciel
DragonFly (version 2022.2 Build 1399). Les mesures sont exprimées en moyenne + I'écart type. * : Valeur P <0,05
; ** . P valeur <0,01 (test U-Mann Whitney). SED : Groupe sédentaire ; HIIT : groupe entrainement par intervalles
a haute intensité ; CR : groupe course continue. A : BV/TV : Volume osseux/volume tissulaire (%) ; B : Th.N :
Nombre de travées (mm-1) ; C : Th.Sp : espace entre les travées (mm) ; D : Th.Th : Epaisseur trabéculaire (mm).
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V Comparaison de la réponse tissulaire des membres antérieurs et
postérieurs aux protocoles de courses HIIT et course continue.

Le protocole de course combiné n’ayant pas induit de changement tissulaire significatif, seul
les protocoles de course HIIT et continue ont été inclus pour comparer la réponse tissulaire des
membres. Les variations des paramétres de microarchitectures des groupes courses continue et
HIIT ont été calculées par rapport au groupe sédentaire. Puis des multiples T-test pour ont été
calculés pour déterminer si les variations observees étaient significativement différentes entre

le tibia et 1’ulna et entre I’humérus et le fémur (Figure 61 et Figure 62).

Le tibia présente une augmentation de la fraction volumique osseuse aux deux protocoles de
courses, supérieur a 1’ulna avec des travées moins nombreuse (Tb.N) qu’a 1’ulna mais plus
épaisse (Th.Th) et moins espacé (Th.Sp). Autrement dit, le tibia présente une amélioration de

sa qualité osseuse supérieur a 1’ulna (Figure 61).

Seul la fraction volumique osseuse a I’humérus est augmenté par rapport au fémur suite a la

course continue (Figure 62).

Variations des parametres

* < BVITV Tb.N Tb.Th Th.Sp
< = 307 KKk
g 2 —
S8 0.
@ ® S ** ** * *k%x **
o ED - - —
S <9
=9 n 10
S 3o
Sg2 0_...} ........ | 3 S L ST S } ....................
o n 9 [
225 I I | l
5 3 -10- I
EoE
x
s 2 2 -20+
2c a
£
® 530
o} © 1 1 || ] 1 I 1 ]
e HIT CR HIT CR HIT CR HIT CR

Figure 61: Comparaison des variations de microarchitecture entre le tibia et 1’ulna selon les protocoles de courses
HIIT et CR. Les mesures de la microarchitecture trabéculaire ont été réalisées au niveau des épiphyses proximales
réalisées par microtomographie a rayons X a 9,81 um (Bruker SkyScan 1176, Kontich, Belgique) et analysées par
le logiciel DragonFly (version 2022.2 Build 1399). Les mesures de variations par rapport au groupe sédentaire
sont exprimées en moyenne =+ I'écart type. * : Valeur P <0,05 ; ** : P valeur <0,01 ; *** : P valeur <0,001 (Multiple
T-test). HIIT : groupe entrainement par intervalles a haute intensité ; CR : groupe course continue. BV/TV :
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Volume osseux/volume tissulaire (%) ; Th.N : Nombre de travees (mm-1); Th.Sp : espace entre les travées (mm);

Th.Th : Epaisseur trabéculaire (mm).
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Figure 62: Comparaison des variations de microarchitecture entre le fémur et I’humérus selon les protocoles de
courses HIIT et CR. Les mesures de la microarchitecture trabéculaire ont été réalisées au niveau des épiphyses
proximales réalisées par microtomographie a rayons X a 9,81 um (Bruker SkyScan 1176, Kontich, Belgique) et
analysées par le logiciel DragonFly (version 2022.2 Build 1399). Les mesures de variation par rapport au groupe
sédentaire sont exprimées en moyenne * I'écart type. * : Valeur P <0,05 (Multiple T-test). HIIT : groupe
entrainement par intervalles a haute intensité ; CR : groupe course continue. BV/TV : Volume osseux/volume
tissulaire (%) ; Tb.N : Nombre de travées (mm-1); Th.Sp : espace entre les travées (mm); Th.Th : Epaisseur

trabéculaire (mm).

VI Syntheses des resultats.

La synthese de ’ensemble des résultats des analyses de morphométrie, de microarchitecture

trabéculaire et corticale sont présentée dans le Tableau 8. Le Tableau 9 présente I’ensemble des

résultats significatifs des analyses histologiques.
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Tableau 8: Présentation des parametres de microarchitecture trabéculaire et corticale, de morphologie
significativement différent du groupe sédentaire selon la piéce osseuse considérée. -/ : augmentation significative
par rapport au groupe sédentaire ; N\ : diminution significative par rapport au groupe sédentaire, p-value<0,05.
(test Mann-Withney). Ct.Po : Porosité corticale (%) ; Po.N : Nombre de pores (mm-1) ; Po.Sp :Espacement des
pores (mm) ; Po.Dm : Diameétre des pores (mm).; Ct.Ar/Tt.Ar: fraction de I’air corticale; SB.Th: Epaisseur de I’0s
sous chondrale; BV/TV : Volume osseux/volume tissulaire (%) ; Th.N : Nombre de travées (mm-1); Th.Sp : espace
entre les travées (mm); Th.Th : Epaisseur trabéculaire (mm).

HIT Continue Combinée
Ulna -/ Ct.Po -/ diameétre medio-latéral -/ diameétre medio-latéral
-/ Po.N -7 Po.N
-\ Po.Dm -\ Po.Dm
-/ diameter médio-latéral -\ BV/TV (épiphyse
-/ CtAr/TLAr distale)
-\ BV/TV (épiphyse -/ SB.Th
distale)
-/ SB.Th
Radius -7 CtAr/Tt.Ar -\ BV/TV (épiphyse -7 SB.Th
-\ BV/TV (épiphyse distale)
distale)
-7 SB.Th -/ SB.Th
Humérus -7 Po.N Absence de résultats | Absence de résultats
significativement différents | significativement différents
du groupe sédentaire du groupe sédentaire
Tibia -7 Tb.N -/ diameter médio-latéral | Non évalué
-7 Th.N
-\ Th.Th
-\ Th.Sp
Feémur -\ Th.N -\ Th.Th (épiphyse -\ Th.Th (épiphyse
-/ Th.Sp (épiphyse proximale) proximale)
proximale) -\ Th.Th (épiphyse distale)

-\ Tb.Th (épiphyse distale)

Vertébre L5

Absence de résultats
significativement différents
du groupe sédentaire

Absence de résultats
significativement différents
du groupe sédentaire

Absence de résultats
significativement différents
du groupe sédentaire

Calvaria

Absence de résultats
significativement différents
du groupe sédentaire

Absence de résultats
significativement différents
du groupe sédentaire

Absence de résultats
significativement différents
du groupe sédentaire
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Tableau 9: Présentation des résultats des analyses histologique, immunohistologique et histochimique
significativement différent du groupe sédentaire selon la piéce osseuse considéré. Les analyses ont été réalisé a mi
diaphyse de chaque os. /7 : augmentation significative par rapport au groupe sédentaire ; “\ : diminution
significative par rapport au groupe sédentaire, p-value<0,05. (test Mann-Withney).

HIT Continue Combinée
Taux d’occupation lacunaire | -\, 3 ’humérus -\ au tibia Absence de résultats
osteocytaire -/ au tibia significativement
différents du groupe
sédentaire
Apoptose marque a la caspase 3 | -\ au tibia -/ au tibia -/ al’'ulna
clivée -/ al’ulna
Autophagie marqué a Béclinl | -/ au tibia -\ au tibia Absence de résultats
N 4 'ulna significativement
differents du groupe
sédentaire
Mécanotransduction marqué a | -\ au tibia Absence de résultats | Absence de résultats
I’intégrine avfs3 -\ a’ulna significativement significativement
différents du groupe | différents du groupe
sédentaire sédentaire
Différenciation des ostéocytes | -/ au tibia -7 al’ulna -7 3 1’ulna
marqué au CD44 -7 3 1ulna
Activité  des  Ostéoclastes -/ au tibia Absence de résultats
TRAPS positifs significativement

différents du groupe
sédentaire
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Discussions
I Les membres antérieurs

Le premier objectif de la thése était de comparer les effets de trois modalités de course sur tapis
roulant sur les os des membres antérieurs dans un modele de rat Wistar male. Jusqu’a présent,
les études réalisées sur les membres antérieurs dans la littérature ont proposé des modeles
d'exercice de résistance en termes de force (traction sur un levier de force) [251,252], de
contraintes (compression de I'avant-bras) [253] ou de course continue [239,254] . L’analyse de
la cinématique de course par notre laboratoire montre que la fonction des membres antérieurs
est d'amortir I'impact lors de la course, ce qui entraine une augmentation des contraintes sur
I’ulna et le radius. Nos résultats ont montré qu’il n’y avait peu d’amélioration de la qualité de
la microarchitecture des membres antérieurs a la contrainte mécanique que representent les
protocoles de course. Chez les rongeurs, il semble qu'il n'y ait pas de changements de la qualité
des os des membres antérieurs, en particulier dans la microarchitecture trabéculaire. En outre,
ces membres servent aussi a la préhension et a la manipulation d'objets (nourriture). Par ailleurs,
chez les oiseaux. bien que les membres antérieurs soient soumis a d'énormes contraintes
pendant le vol, la microarchitecture trabéculaire de leur squelette s'est aussi adaptée pour
conserver une structure légére et présente une fraction volumique inférieure a celle des animaux
terrestres [255].

Cependant, nos mesures morphologiques des os des membres antérieurs ont révélé une
augmentation du diamétre médio-latéral de 1’ulna chez les rats soumis au HIIT et a la course
continue. Le diametre interne du canal médullaire dans l'axe médio-latéral a également
augmenté a la fois dans ’'ulna et 'humérus du groupe de course combinée par rapport aux
groupes sédentaire et HIIT. L'augmentation du diameétre osseux au niveau de la diaphyse est
probablement une réponse tissulaire aux contraintes mécaniques associées a l'exercice,
augmentant la résistance de I'os a la flexion et a la torsion [256]. Ce phénoméne a été calculé a
I’ulna par Kumar et al., en 2012 [257]. Leur modéle mathématique de compression de 1’ulna a
montré des irrégularités locales de croissance du canal intramédullaire en réponse a la charge
mécanique. Les résultats morphométriques ont été couplé a une analyse par micro-tomographie
arayons X. La course combinée a augmenté la surface de la cavité médullaire interne (Ma.Ar)
dans I’ulna le radius et I'numérus, par rapport aux résultats des groupes sédentaire et HIIT. Au
niveau de 1’ulna et du radius, ces résultats se traduisent par une diminution de la fraction
moyenne de la surface corticale (Ct.Ar/Tt.Ar) dans le groupe course combinée par rapport au

groupe HIIT. La course combinée augmente donc le diamétre du radius et de 1’ulna, tout en
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réduisant la surface corticale. Cette adaptation est décrite dans la littérature lors de la croissance

osseuse, lorsque la résorption endocorticale entraine une expansion de la cavité médullaire et
compense en partie l'augmentation de la surface corticale due a I'apposition périostee [256]. Le
résultat est consécutif a une augmentation du diamétre de I'os cortical, ce qui se traduit par une

augmentation de sa résistance a la flexion [256].

L’analyse spécifique de région d’intérét de la microarchitecture trabéculaire a révelé une
différence entre les groupes de course, uniquement au niveau de l'ulna distal. Plus précisément,
le groupe de course combinée a présenté une adaptation osseuse positive avec la valeur la plus
élevée de Th.Th. D'un point de vue biomécanique, 1’ulna semble étre I'os le plus sollicité, car il

transmet la force motrice par I'insertion du muscle triceps brachial.

Les résultats ont révélé des différences significatives dans la porosité corticale au niveau de
I’'ulna. Le groupe HIIT présentait une plus grande porosité corticale comparé au groupe
sédentaire et au groupe course combinée. Bien que la littérature sur les effets de I'exercice
sur la santé osseuse soit largement développée, I'impact réel de la course par intervalles sur le
tissu osseux n'est pas encore totalement compris [258]. A cet égard, dans des modéles murins
males, la réponse du tissu osseux a la course de haute intensité, qu'elle soit effectuée en continu
ou par intervalles, semble augmenter la fraction d'os cortical au détriment de la résistance
mécanique [259,260]. Ces deux études ont également montré que la réponse du tissu o0sseux
dépendait aussi des sites ou les mesures étaient effectuées et du dimorphisme sexuel. Les tibias

des souris males présentaient les effets les plus importants [259,260].

Les analyses par micro-tomographie ont également permis de mettre en évidence que les trois
protocoles de course ont conduit a un épaississement de I'os sous-chondral au niveau de
I'épiphyse distale du radius et de I’'ulna. D'aprés ces résultats, les entrainements par intervalles
ou continus pourraient éventuellement avoir des effets déléteres sur I'articulatio radiocarpalis
et I'articulatio ulnocarpalis. Ceci est en accord avec la littérature sur I'arthrose, dans laquelle la
course par intervalles a haute intensité utilisée de fagon préventive, induit un épaississement de

I'os sous-chondral au niveau du plateau tibial chez un modéle de rat [261].

Les analyses immunohistochimiques ont montré au niveau de 1’ulna que la course continue
avait un effet délétere sur les ostéocytes puisque le taux d’ostéocytes marqués a la caspase 3
clivée avait augmenté et le taux d’ostéocytes positifs a Béclinl diminuait. Autrement dit, la

course continue augmente I’apoptose ostéocytaire et diminue les processus de recyclage par
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autophagie. Cependant, ces résultats n’étaient pas associés a une augmentation de I’activité des

ostéoclastes. CD44 est un marqueur de la différenciation des ostéocytes, qui est davantage
exprimé dans ces cellules que dans les ostéoblastes. CD44 est également impliqué dans les
réponses adaptatives des ostéocytes au stress mécanique. Tous les groupes de course présentent
une augmentation de I’expression du CD44 comparé au groupe sédentaire. L’exercice physique
favorise d’une part la multiplication et la différenciation des cellules souches
mésenchymateuses vers le stade ostéocyte, et d’autre part, favorise la croissance et le maintien
de ’homéostasie ostéocytaire [245]. Ces résultats montrent donc que la course accéléere la
différenciation et la maturation des ostéocytes. Une des hypotheses émise dans cette thése était
que les protocoles de course, et plus particulierement le HIIT augmenterait 1’expression des
intégrines, mais le marquage avec un anticorps anti-aVPB3 a montré une diminution de
I'expression de cette intégrine dans toutes les modalités de course a I’ulna. Les intégrines aVp5,

et la sous-unité B1 n’ont pas été évaluées quant a leurs expressions respectives.

Finalement, la course combinée qui devait refléter plus fidélement les méthodes d’entrainement
n’a pas apporté les résultats escomptés. Une des pistes pour expliquer cet échec est que les rats
étant des animaux routiniers, ils ne se sont pas pleinement familiarisés avec cet entrainement
variant un jour sur deux. Les membres supérieurs ne sont finalement pas les os qui présentent
le plus d’adaptation osseuse suite a la course sur tapis roulant. En conséquence, la seconde étude
de cette thése a porté sur les effets des deux modalités de course que sont le HIIT et la course

continue sur le tibia.

II Les membres postérieurs

Les mesures morphologiques sur le tibia ont montré que 8 semaines d'entrainement HIIT ou de
course continue n'ont pas induit de changement dans le taux de croissance osseuse. Ces résultats
sont cohérents avec les données de la littérature [262,263]. Seul le groupe course continue a
montré une augmentation du diamétre médio-latéral au niveau de la diaphyse tibiale.
Cette augmentation du diamétre externe s‘accompagne d'une augmentation du diametre
interne du canal médullaire associée a un amincissement de I'épaisseur corticale. Les
mesures de densité ont montré une diminution de la densité minérale osseuse corticale. Tous
ces résultats suggerent que la course continue entraine une diminution de la résistance
mécanique du tibia, bien que cette hypothése n'ait pas pu étre étayée par des tests de flexion

trois points. Les résultats de la microarchitecture trabéculaire de la course continue ont
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montré une augmentation du nombre de travées osseuses associée a des trabécules plus

fines et moins espacées, ce qui tendrait vers une porosité trabéculaire exacerbée. Les résultats
de I'analyse immunohistochimique ont montré que le groupe CR présentait un taux d'occupation
lacunaire ostéocytaire inférieur a celui du groupe témoin et était associé a une légere
augmentation de I'apoptose. La réduction du nombre d'ostéocytes est probablement associée a
une plus grande activité des ostéoclastes TRAP-positifs et a une plus faible activité des
ostéoblastes (front de minéralisation). Dans I'ensemble, ces résultats montrent que la course
continue a des effets déléteres sur I'ensemble du tibia. La course continue se distingue du HIIT
par I'absence de période de repos a intensité constante. Il semblerait donc que la CR induise un
stress de surmenage (fatigue meécanique) car cet entrainement n'inclut pas de temps de
récupération et soumet le tibia a des charges répétitives [264]. Bien que l'intensité de la course
continue soit inférieure a la résistance mécanique du tibia, la charge répétitive appliquée peut

conduire & la rupture [265].

Le protocole de course HIIT n’a pas induit de changements morphologiques notables, ni
d'amélioration des parameétres de microarchitecture trabéculaire et corticale. Cependant,
I'analyse histologique a montré que le HIIT augmentait le taux d'occupation lacunaire des
ostéocytes et réduisait I'apoptose des ostéocytes. Le HIIT a également augmenté le taux
d'ostéocytes marqueés a la Beclin 1, ce qui suggére que le HIIT augmente le flux autophagique.
Ce résultat a été rapporté dans une étude sur des modeles murins de diabete de type 2 ou huit
semaines de HIIT ont activé l'autophagie pour améliorer la formation osseuse [39]. Un des
aspects novateurs de cette these est que nous avons présenté les effets de deux protocoles de
course appliqués chez des rats sains, sur l'autophagie des ostéocytes. L'expression et la fonction
du CD44 peuvent étre modulées par l'activité physique, ce qui permet aux ostéocytes de mieux
répondre et de s'adapter aux changements de charge mécanique [62,266]. Le HIIT induit une
augmentation du taux d'ostéocytes CD44-positifs, ce qui suggeére que le HIT accélére la
différenciation et la maturation des ostéocytes en réponse au stress meécanique. Une des
hypothéses émise dans cette these était que les protocoles de course et plus particuliérement le
HIIT augmenterait 1’expression des intégrines, mais le marquage avec un anticorps anti-o V33
a montré une diminution de I'expression de cette intégrine dans les deux modalités de course.
Cependant, nous avons montré que le HIT diminuait I'apoptose des ostéocytes, et que la
mécano-transduction induite par I'intégrine diminuait I'apoptose via l'activation de ERK [236].

Une des hypothéses que nous avons avancées pour expliquer ce résultat contradictoire est que

le HIIT, par l'intensité élevée du stress mécanique, pourrait induire une désensibilisation des de
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I’intégrine aVP3 exprimée par les ostéocytes [267] et qu'une boucle de rétroaction négative

inactiverait les intégrines et en particulier celle-ci [268,269]. L'ensemble de ces résultats et le
marquage des ostéoclastes TRAP-positifs et des fronts de minéralisation montrent
clairement que le HIIT induit une maturation accélérée des ostéocytes et conduit a une
formation osseuse supérieure. Cependant, bien que le HIIT a des effets bénéfiques au niveau
cellulaire, ces résultats ne se reflétent pas au niveau tissulaire (microarchitecture), ce qui

pourrait suggeérer que la durée du protocole de course n'est pas assez longue.

Les analyses de microarchitectures sur le fémur ont montré que les adaptations osseuses a
I’exercice chez le rat se situe principalement a I’épiphyse proximale. L’analyse de la
cinématique de course du rat réalisée en amont de la these par le laboratoire montre que le fémur
est majoritairement a 1’horizontale. L’hypothése pour expliquer ces résultats serait que le col

fémoral absorbe davantage de contraintes dies a la masse du corps, que 1’épiphyse distale.

La comparaison des deux protocoles de course montre que le tissu osseux répond a une
contrainte mécanique non constante mais oscillante ou intermittente, ce qui tend a valider les
lois de Turner, qui définissent I'adaptation osseuse aux stimuli mécaniques comme suit : « 1)
I'adaptation osseuse est déterminée par une charge dynamique plutét que statique. 2) seule une
courte durée de mise en charge mécanique est nécessaire pour déclencher une réponse
adaptative. L'allongement de la durée de la charge a un effet décroissant sur la poursuite de
I'adaptation osseuse. 3) les cellules osseuses s'adaptent a un environnement de charge
mécanique habituel, ce qui les rend moins réactives aux signaux de charge habituels » [196].
Cette thése souléve des questions sur la capacité des ostéocytes a répondre au stress méecanique
du protocole HIIT, mais il est clair que ce protocole d'entrainement est celui qui améliore

radicalement la qualité du tissu osseux.

III Les os non porteurs

Les analyses de microarchitecture sur la vertébre L5, la mandibule, et la calvaria avaient pour
objectif de déterminer si la course, et notamment les impacts qu’elle génére, induisait des
changements de qualité osseuse. Nous pensions que les vertébres zones charniéres entre les
membres antérieurs et les membres postérieurs qui sont sollicitées par la marche présenteraient
des adaptations micro-architecturales. Les résultats ont montré que 1’exercice physique n’a pas

d’effets sur ’entiereté du squelette mais uniquement sur les zones soumises aux impacts. Bott
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et al., en 2015 [207] ont montré que la course en endurance n’induisait pas de changements sur

les vertébres, mais induisait a la mandibule une diminution de la fraction volumique osseuse
associée a une augmentation du nombre de travées et une diminution de 1’épaisseur des travées.
Ces résultats étaient induits par une diminution de la prise alimentaire. La diminution de la prise
alimentaire pourrait étre expliquée par la diminution du stress des animaux soumis au

protocoles de course associée a une libération d’endorphines.

I'V Perspectives

Cette thése cléture un cycle de recherche sur les effets de la course sur le tissu osseux et
I’utilisation du rat comme mode¢le de course. Elle ouvre de nombreuses perspectives afin de
comprendre davantage le role de 1’ostéocyte dans les mécanismes de perceptions et de
régulation du tissu osseux lors de la contrainte. Des travaux futurs devraient étre consacrées a
I’étude de I’impact de 1’activité physique sur 1’autophagie ostéocytaire et sur les interactions
entre la mécano-transduction des contraintes et le maintien de I’homéostasie par les processus
d’autophagie puis d’apoptose ostéocytaires. Une des approches sera I’implémentation intra-
osseuse de capteur de pression mécanique pour mesurer réellement les contraintes percues par

les ostéocytes et la transformation de ces contraintes en adaptation osseuse.

La course continue et la course par intervalles sont des modeles stéréotypés qui ne représentent
pas la réalité des méthodes d’entrainement ou de rééducations que ce soit chez les animaux
(cheval, chien...) ou chez I’homme. Ces deux mode¢les ont prouvé leurs avantages et leurs
limites car selon I’intensité du protocole et le site des mesures, les résultats divergent. La course
combinée étudiée dans cette these qui devait suppléer a ce probléme n’a pas apporté les résultats
escomptés. Une des explications serait que les rats sont des animaux routiniers et que les
changements quotidiens de protocole n’ont pas permis d’obtenir la pleine capacité des rats.
Egalement, une des limites est que I’intensité des protocoles de course est définie apres le cycle
d’apprentissage du protocole de course et n’est pas réévaluée et ajustée en milieu de protocole
pour des raisons pratiques évidentes. Finalement, pour obtenir des résultats plus concrets, il
serait opportun de réaliser des protocoles de course sur plusieurs mois avec des sessions
d’évaluation de la VO2max puis d’ajustement du protocole. Cet entrainement serait a I’'image des
athleétes qui s’entrainent pour une compétition, puis sont évalués par la compétition et ajustent

leurs entrainements apres la compétition pour suppléer leurs lacunes et préparer la prochaine
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compétition. Il en va de méme pour la rééducation ou un protocole n’est pas figé mais est

régulierement évalué et ajusté en fonction des progres.

Pour conclure, a trop haute intensité, I’activité physique est néfaste.

"Le sport ne fait pas vivre plus vieux, mais fait vivre plus jeune.”
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Conclusion

Cette thése montre que la course modérée continue, la course par intervalles et la course
combinée ont entrainé des adaptations osseuses sur les membres antérieurs et postérieurs. Les
adaptations osseuses sur les membres antérieurs, sont essentiellement localisées sur les
épiphyses distales du radius et de 1’ulna, c'est-a-dire a proximité du point d'impact, ce qui
conforte la loi de Wolff. La course continue qui était la modalité la plus utilisé dans la littérature,
mais également celle avec le plus d’effet contradictoire a induit une détérioration de la qualité
osseuse tant au niveau microarchitectural que cellulaire. Le HIIT est la modalité de course qui
induit le plus d'adaptations osseuses avec une augmentation de la surface corticale au niveau de
I’'ulna et du tibia. Le HIIT a aussi augmenté le taux d'occupation lacunaire ostéocytaire en

réduisant 1’apoptose et en activant 1’autophagie.
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* Background:

Bone response depends directly on the intensity of the applied mechanical loads [1]. Running is the easiest and most widely used training
modality in rodent bone studies. In the literature, two main running modalities are reported: Continuous Running (CR) and High Intensity
Interval Training (HIIT). Experimental studies conducted to date on these two modalities have shown controversial effects on bone tissue
[2]. These divergent results can be explained on the one hand, by the heterogeneity of the protocols, and on the other hand, by the bone
anatomic sites chosen to report the results, which are common to those used in humans (femur, tibia, lumbar spine). However, rats have a
quadruped locomotion, so, a bone adaptation of the upper limbs is conceivable. We therefore propose to compare CR and HIIT using the
same total intensity protocol on several scales (morphology, microarchitecture and tissue and cell properties), and to compare the effects of
these two protocols on the tibia and ulna.

* Methods:
Forty 8-week-old male Wistar rats were randomly assigned to * Microarchitecture analysis by micro CT
three groups: HIIT, CR, and SED. Each runnmg group underwent In the tibia, CR has led to an increase in the number of trabeculae
treadmill running protocols for 45 min per day, 5 days a week for and a reduction in their thickness.
8 weeks. The level of significance was set at p<0.05, performed
: - Tb.N BV/TV
with Mann-Whitney test. *
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* Morphological measurements £ 000 % % £ 1%
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* Conclusion:
The HIIT running modality has the best osteogenic effect on both
the tibia and ulna.
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Andy XAVIER

Analyse multi-échelle de I’effet de différentes modalités de course sur différents

sites anatomiques 0SSeux.

Les effets de la course a pied sur le tissu osseux dépendent de l'intensité, du type et de la
fréquence des charges mécaniques appliquées. La course a pied, bien que bénéfique sous
certaines conditions, peut devenir délétére pour le tissu osseux a haute intensité, et il n'existe
pas de consensus clair sur la meilleure modalité pour favoriser I'ostéogenése. Cette these
compare les effets de trois modalités de course (entrainement fractionné de haute intensite,
course continue, et une combinaison des deux) sur les paramétres morphologiques
microarchitecturaux et cellulaire des os de rats Wistar. Les résultats montrent que toutes les
modalités entrainent une adaptation osseuse, avec une augmentation du diametre diaphysaire
des os, mais que I’entrainement fractionné favorise particulicrement la croissance de I'os
cortical au détriment de 1'os trabéculaire dans I’ulna. D'autre part, la comparaison des effets de
la course continue et de I'entrainement fractionné sur le tibia montre que I'entrainement
fractionné améliore la maturation des ostéocytes et réduit leur apoptose grace a l'activation des
voies d'autophagie, ce qui stimule la formation osseuse. Ainsi, I'entrainement fractionné
pourrait étre une thérapie non médicamenteuse efficace contre la dégénérescence osseuse et
représente un modele pertinent pour étudier la mécanotransduction des ostéocytes dans de
futures recherches.

Mots clés : HIIT, entrainement, tissus osseux, ostéocyte

Multi-scale analysis of the effect of different running modalities on different

anatomical bone sites.

The effects of running on bone tissue depend on the intensity, type, and frequency of the
mechanical loads applied. While running can be beneficial under certain conditions, it may
become detrimental to bone tissue at high intensity, and there is no clear consensus on the best
modality to promote osteogenesis. This thesis compares the effects of three running modalities
(high-intensity interval training, continuous running, and a combination of the two) on the
morphological, microarchitectural, and cellular parameters of Wistar rat bones. The results
show that all modalities lead to bone adaptation, with an increase in the diaphyseal diameter of
the bones. However, interval training particularly promotes cortical bone growth at the expense
of trabecular bone in the ulna. Furthermore, the comparison of the effects of continuous running
and interval training on the tibia shows that interval training improves osteocyte maturation and
reduces their apoptosis by activating autophagy pathways, thereby stimulating bone formation.
Thus, interval training could be an effective non-drug therapy against bone degeneration and
represents a relevant model for studying osteocyte mechanotransduction in future research.

Keywords : HIIT, training, bone tissue, osteocyte
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