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RESUME

Le phénotype Fragilitas ossium ("fro") chez la souris est caractérisé par un nanisme, une
mortalité néonatale élevée, une malformation néonatale des os longs, et une hypominéralisation
de type Osteogenesis Imperfecta. Ce phénotype est associé a une mutation du gene smpd3
qui code pour la sphingomyélinase neutre de type 2 (nSMase2) qui dégrade la sphingomyéline
et génere du céramide impliqué dans I'apoptose, la différenciation cellulaire, I'infammation et
'autophagie. Le rble des sphingolipides dans le développement osseux est peu connu. Le
phénotype de la souris fro/fro suggére un rble pour les sphingolipides dans le développement
osseux dans la période foetale et néonatale.

L'objectif de cette thése a été d’étudier les mécanismes par lesquels la voie des
sphingolipides (nSMase2 et céramide) intervient dans I'ostéochondrogenese. Dans un premier
temps, nous avons étudié les mécanismes impliqués dans I'apoptose des chondrocytes
hypertrophiques (CH) nécessaire a la maturation de I'os endochondral et déficiente chez la
souris fro/fro. Dans un second temps, nous avons caractérisé le fait que la mutation de la
nSMase?2 induit une chondrodysplasie de type campomélique chez les souris fro/fro.

Dans la premiére partie de ce travail, nous montrons que la mutation de la nNSMase2 ne
protége pas les fibroblastes contre I'apoptose induite par les agents de stress, mais les protege
de l'apoptose induite par la privation en nutriments. Cette résistance fait intervenir une
surexpression de la hyaluronan synthase 2 (HAS2) et l'acide hyaluronique qui a un effet
antiapoptotique. L'absence d'activation de la phosphatase PP2A (qui est activée par le
céramide) et |'activation consécutive d'Akt seraient impliquées dans la surexpression de HAS2
et la résistance a I'apoptose dans un milieu pauvre en nutriments.

Dans la deuxieme partie, nous avons étudié le rble de la nSMase2 dans la maturation des CH
au cours de l'ossification endochondrale, qui est retardée chez la souris fro/fro. Nos résultats
montrent que le déficit de maturation des CH s'accompagne d'un déficit d'expression du VEGF
et de MMP13, de méme qu'un défaut d'apoptose, de vascularisation et de minéralisation. De
plus, on note un déficit d'autophagie qui permet aux CH d'atteindre normalement leur stade de
différenciation terminale. L'addition de C2-céramide a des cellules souches issues de souris
fro/fro restaure partiellement I'expression du VEGF et des marqueurs d'autophagie, alors que
['utilisation d'un inhibiteur de sphingomyélinase neutre, le GW4869, induit une diminution
d'expression du VEGF et de MMP13. Le mécanisme impliquerait |'activation d'Akt et la

surexpression d'HAS2.



Dans la troisieme partie de ce travail, nous montrons que le déficit en nSMase2 induyi

déformation de type campomélique dans les tibias des souris fro/fro, avec une dimi
I'expression de Col2A1 et d'Acan ainsi qu'un défaut d'expression de la protéine so
pattes des souris fro/fro nouveaux-nés, chez I'embryon 4gé de 12 a 17 jour
chondrocytes en culture issus de souris fro/fro. L'addition de GW4869 a des ¢
normales ou a des préchondrocytes de la lignée ATDCS5, reproduit le déficit 0l2A1 et Acan

lors de leur différenciation. L'ensemble de ces résultats confirme que ion de la

nSMase2 génere une chondrodystrophie de type campomélique ch ouris@/fro.
Ces résultats mettent l'accent sur le réle essentie‘je ildelipides dans le

is de caractériser une

développement de I'os enchondral. Sur un plan médical, ce travaj
nouvelle forme de chondrodysplasie par mutation de nSMaseZ, rra étre recherchée
dans une perspective de diagnostic chez I'humain avec g , le développement de

nouveaux axes thérapeutique pour le traitement de pathol ses néonatales.
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ABSTRACT

The “fragilitas ossium” ('fro") phenotype in mice presents the characteristics of
"osteogenesis and dentinogenesis imperfecta”, with a dwarfism, neonatal bone deformation,
growth retardation and hypomineralisation of long bones. This phenotype is associated with a
mutation of the smpd3 gene encoding the neutral type 2 sphingomyelinase (nNSMase2). The
nSMase2 hydrolyzes sphingomyelin on the inner leaflet of the plasma membrane and generates
ceramide, a bioactive sphingolipid mediator involved in growth arrest, differentiation,
inflammation, autophagy and apoptosis. The role of sphingolipids in bone development is not
clarified so far, but the fro/fro mouse phenotype suggests a role for sphingolipids in fetal and
neonatal bone development.

The objectives of the thesis were to investigate the role of the sphingolipid pathway in
osteochondrogenesis, particularly in the apoptosis of hypertrophic chondrocytes (HC) which is a
necessary step allowing to reach the terminal HC differentiation state and the maturation of
enchondral bone. Lastly, we show that nSMase2 mutation leads to a campomelic-like
phenotype in fro/fro mice.

The first part of the thesis is focused on the role of nSMase2 in apoptosis. We report
that nSMase2 mutation does not protect fibroblasts against apoptosis evoked by stress-
inducing agents, but is protective against apoptosis induced by nutrient deprivation. The
resistance of nSMase2-mutant cells involves an overexpression of the hyaluronan synthase 2
(HAS2) and the presence of hyaluronic acid which is antiapoptotic in this system. The lack of
activation of the PP2A phosphatase (which is activated by ceramide) and the subsequent
activation of Akt are involved in the overexpression of HAS2 and the resistance of fro/fro mice
fibroblasts to apoptosis evoked by nutrient deprivation.

In a second part, we have investigated the role of nSMase2 in the terminal HC differentiation
which is delayed in fro/fro mice. Our data indicate that the delay is associated with a decreased
expression of VEGF and bone vascularisation, decreased Runx2 and MMP13 expression, and
decreased apoptosis and mineralization patterns in fro/fro mice limbs. Moreover, autophagy, a
necessary step for the terminal differentiation state, is missing in fro/fro HC. The addition of C2
ceramide to stem cells isolated from fro/fro mice bone marrow restores in part the expression of
VEGF, MMP13 and autophagy patterns. Conversely, the use of an inhibitor of nSMase,
GW4869, in pre-chondrocytes C3H10T1/2 cells, results in a decreased expression of VEGF
and MMP13, which confirms the role of nSMase?2 in the delayed HC maturation in fro/fro mice.

This mechanism could involve Akt activation and HAS2 overexpression.
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In the last part of this work, we report that limb deformation evoked by nSMase2 mutation is «
campomelic-like », as assessed by the tibia bowing associated with a decreased expression of
Col2A1, Acan and Sox9 in limbs from newborn fro/fro mice and embryos from 12 to 17 days
old. These data are confirmed in stem cells isolated from fro/fro mice bone marrow and
differentiated into chondrocytes or on cultured chondrocytes issued from fro/fro mice legs. The
addition of GW4869 to stem cells from control mice or to the ATDC5 prechondrocytic cell line,
results in decreased Col2A1 and Acan expression during chondrocyte differentiation. Taken
together, these data indicate that nSMase2 mutation in mouse results in a campomelic-like
chondrodystrophy with delayed HC maturation resulting in a defect in vascularisation and
mineralization.

These results emphasize the essential role of sphingolipids in the development of
enchondral bone. From a medical aspect, this work allows to characterize a new kind of
«campomelic-like» chondrodysplasia due to nSMase2 mutation, which could be explored in a
perspective of medical diagnosis in humans, as well as the development of new therapeutic
approaches using sphingolipids, for the treatment of bone pathologies in newborns and

beyond.
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1.1. DEVELOPPEMENT DU SQUELETTE

Le développement du squelette se fait via deux mécanismes : formation de I'os membranaire et
formation de I’os endochondral (Erlebacher 1995).

Le squelette est constitué d’environ 206 os différents selon leur origine embryologique. On
distingue classiguement le squelette appendiculaire (les ceintures scapulaire et pelvienne, les
membres supérieurs et inférieurs) et le squelette axial (le crane, la colonne vertébrale et la cage
thoracique), qui sont formés par ossification endochondrale et dépendent de I'existence d’une
ébauche cartilagineuse. Cette ébauche repose sur le cartilage de croissance, une structure
importante qui permet une croissance en longueur (Wuelling 2010). L’ossification membranaire
intéresse les os plats et se fait selon un processus dit d’ossification membranaire ¢’est-a-dire

directement a partir de I'ébauche de cellules mésenchymateuses.

1.1.1. Origine embryologique

Au cours du développement embryonnaire, I'embryon dit bi-dermique ou blastocoele est
constitué de deux feuillets I'ectoderme et I'endoderme. Lors de la gastrulation, les cellules de
I'endoderme s’invaginent et migrent pour constituer un feuillet intermédiaire, le mésoderme. On
parle alors de disque embryonnaire constitué de trois feuillets. Le mésoderme intra-
embryonnaire va se différencier en trois structures de part et d’autre de la ligne primitive en voie
de régression : le mésoderme para axial, le mésoblaste intermédiaire et le mésoblaste latéral.

Au cours de la 3éme semaine, le mésoderme para axial se métamérise pour former les 42-44
paires de somites. Ces somites sont a 'origine de | ‘appareil locomoteur : squelette, muscles,

derme-hypoderme et vaisseaux (Figs 1 et 2).

Figure 1: Territoires et domaines du mésoderme intraembryonnaire (3éme-4éme semaine) (d’aprés
Encha-Razavi 2008) : 1. ectoderme; 2. mésoderme latéroventral; 3. amnios; 4. mésoderme dorsal; 5. endoderme;
6. mésoderme para-axial;, 7. somatopleure; 8. splanchnopleure; 9. mésoderme latéral; 10. mésoderme intermédiaire.
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Figure 2 : Devenir du mésoderme para-axial (d’aprés Encha-Razavi 2008). Coupes transversales du
disque embryonnaire : 1. mésoderme para-axial ; 2. mésoderme intermédiaire ; 3. somatopleure intermédiaire ; 4.
splanchnopleure intraembryonnaire ; 5. chorde ; 6. somite ; 7. dermyotome ; 8.sclérotome ; 9.corde néphrogene ;
10. aorte dorsale ; 11. dermatome ; 12.myotome ; 13.vertebres.

1.1.2. Morphogenése des membres

La morphogenese des membres se déroule entre la 5eme et la 8éme semaine de gestation.
Les bourgeons des membres supérieurs apparaissent vers le 25-26eme jour alors que les
membres inférieurs apparaissent vers le 28-30eme jour. Leur évolution est stéréotypée et suit

une séguence tres précise.

Le développement d’un élément squelettique se fait en 4 phases. La premiére est la migration
des cellules pré-squelettiques (cellules mésenchymateuses) au niveau du futur site de la
squelettogénese ; la seconde est I'interaction tissulaire épithélium-mésenchyme qui aboutit a la
condensation cellulaire ; et la quatrieme est la différenciation des chondrocytes (Fig 3) (Hall
2000).

Figure 3 : Schématisation des quatre phases de développement des éléments squelettiques (de
gauche a droite) : migration des cellules présquelettiques (en vert) vers le site de la future
squelettogenése, qui est toujours associé a un épithélium (en violet) et & la membrane basale (en
marron) ; initiation de la condensation ; différenciation chondrocytaire (d’aprés Hall 2000).
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La condensation cellulaire qui définit le futur élément osseux résulte soit d’'un seul, soit de la
combinaison de trois processus : une activité mitotique accrue, I'agrégation des cellules au
centre et une défaillance des cellules a se disperser du centre (Hall 2000).

Sur les sites ou les os longs sont formés, les progéniteurs mésenchymateux se regroupent et
forment des condensations a forte densité cellulaire. Dans les condensations
mésenchymateuses, les cellules vont se différencier en chondrocytes sous le contrble du
facteur de transcription SOX9 et commencer a synthétiser une matrice extracellulaire riche en
collagéne de type Il et des protéoglycanes spécifiques (Karsently 2002). SOX9 appartient a la
famille des SRY (sex-determining region on the Y chromosome) contenant HMG (high mobility

group) box DNA binding protein.

Du point de vue de la composition, les zones de condensation présentent des taux élevés de
molécules de surface ou de matrice extracellulaire telles que la hyaladhérine, la ténascine, le
syndécane, la N-CAM, et les protéoglycanes héparane-sulfate et chondroitine-sulfate (Hall

2000).

L’équipe de Hall décrit les différents genes et protéines impliqués dans la condensation des
bourgeons ainsi que leurs fonctions et les stades auxquels ils interviennent au cours de la
formation du bourgeon (Tableau 1). Il distingue les facteurs de croissance tels que BMPs, FGF-
2, TGFB ayant des effets dans la prolifération et la croissance cellulaire, des molécules
d’adhésion et de la matrice extracellulaire telles que fibronectine, N-cadhérine, N-CAM, Noggin,
syndecane et tenascine impliquées dans l'initiation et 'adhésion, les génes Hox comme Hoxa-
2, Hoxa-13, Hoxd-11, Hoxd-11-13 et les facteurs de transcription tels que cbfa-1, CFKH-1,
MFH-1, osf-2, Pax-1 et 9, scleraxis, Prx-1 et 2, sox9 ayant un rbéle dans la prolifération (Hall

2000).
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Tableau 1 : Principales classes de génes et de protéines associées a la condensation des

bourgeons (d’aprés Hall 2000).

1.1.3. Mécanisme moléculaire de la formation des membres

Le développement des membres se caractérise par I'existence de gradient de croissance
proximodistal et d’une polarité antéropostérieure et dorsoventrale mettant en jeu de multiples
voies de signalisation comme celles de SHH et des acides rétinoides, ainsi que des génes du
développement de type HOX (Zhu 2008).

Dans un premier temps, les bourgeons s’allongent en deux segments proximal et distal séparé
par un segment circulaire. Le segment distal s’aplatit en palette ou s’identifient les rayons des
doigts, apres régression apoptotique du tissu intercalaire. Le segment proximal se divise a son
tour en deux segments : a I'origine de 'avant et du bras ou de la cuisse et de la jambe. Une
rotation de 90° des racines place les membres supérieurs en position latérale et les membres
inférieurs en position antérieure.

La croissance des membres est initiée par le mésoderme latéral (somatopleure) qui modifie
I'ectoderme de surface en créte apicale, grace a un facteur de croissance de la famille de FGF
(FGF-3). L’activation de la créte apicale est suivie par la production d’un autre facteur de
croissance de la famille des FGF qui maintient le tissu mésenchymateux sous-jacent

indifférencié avec une capacité de mitoses intenses (zone de progression distale). L'extrémité
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proximale du bourgeon échappe a cet effet et entame la différenciation cartilagino-osseuse. Le
développement de la polarité antéropostérieure des membres se fait aussi par des signaux
inductifs (SHH ou des genes HOX du groupe D) produits par le territoire mésoblastique
postérieur du bourgeon des membres (zone polarisante) (Encha-Razani 2010, Zeller 2010,
Zeller 2009).

Au cours des étapes initiales de mise en forme du squelette dans |'embryogenése,

I'agencement précis des différents éléments anatomiques est défini (Maes 2013).

1.1.4. De I’ébauche cartilagineuse a |'ossification endochondrale

Durant I'élongation des éléments squelettiques (Fig 4), les chondrocytes proliferent et forment
deux subpopulations cellulaires qui se distinguent par leurs caractéristigues morphologiques et
biochimiques. On distingue aux extrémités de I'os des chondrocytes arrondis a faible potentiel
de prolifération et des chondrocytes a fort potentiel de prolifération organisés en colonnes au
centre de I'os (Wuelling 2010; Long 2001; Kobayashi 2002; MaclLean 2005). Les chondrocytes
arrétent de proliférer et se différencient en chondrocytes préhypertrophiques et hypertrophiques
pour synthétiser la matrice extracellulaire et ensuite meurent par apoptose.

L’augmentation de volume des chondrocytes hypertrophiques contribue significativement a

I’élongation des éléments osseux (Mackie 2008, Mackie 2011).

Figure 4 : Etapes de l'ossification endochondrale. L’ossification endochondrale nécessite une
différenciation séquentielle et une dégradation des chondrocytes. a. Condensation des cellules
mesenchymateuses d’un élément squelettique. b. Différenciation de sous populations de chondrocytes : les
chondrocytes prolifératifs (en vert), chondrocytes préhypertrophiques (en rouge) et les chondrocytes hypertrophiques
(en bleu) entouré par le périchondrium (en vert) et le périoste (en orange). c. Invasion des vaisseaux sanguins au
centre de I'élément squelettique qui initie la formation osseuse, centre d’ossification primaire. d. Formation de centres
d’ossification dits secondaires dans les parties distales de I'élement squelettique (d’apres Wuelling 2010).
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Le tissu cartilagineux ou cartilage est formé d’un seul type cellulaire, les chondrocytes, répartis
dans une MEC abondante et complexe.

Les chondrocytes sont des cellules volumineuses, arrondies, situées dans de petites logettes
que I'on appelle les chondroplastes. A I'état vivant, les chondrocytes emplissent complétement
les chondroplastes. Les chondrocytes possedent de nombreux récepteurs en particulier pour la
GH (growth hormone), les vitamines A et D, la PTHrp (parathormone), les glucocorticoides et le
oestrogénes. Les chondrocytes assurent la synthese et la dégradation de tous les composants
de la matrice extracellulaire cartilagineuse.

La matrice extracellulaire (MEC) assure les propriétés mécaniques du tissu cartilagineux :
déformabilité, compressibilité, élasticité. La MEC est composée d’eau (70 a 80% de son poids),
de collagene en particulier de collagéne I, de protéoglycanes qui sont principalement
représentés par I'aggrécan, des glycoaminoglycanes (chondroitine-sulfate et kératane-sulfate),
des protéoglycanes sulfatés. Ces protéoglycanes sont associés a I'acide hyaluronique et a la
COMP (Cartilage Oligomeric Matrix Protein). La MEC contient également des enzymes
protéolytiques telles que les métalloprotéases matricielles et les aggrécanases qui permettent la
dégradation de la matrice au cours de son renouvellement. Elle contient également des facteurs
de croissance et des cytokines produites par les chondrocytes et/ou les synovites.

Selon la richesse de la MEC en fibres de collagenes ou élastiques, on distingue trois types
histologiques de cartilage : le cartilage hyalin, le cartilage fibreux ou fibro-cartilagineux et le
cartilage élastique. Le tissu cartilagineux a la particularité d’étre un tissu non vascularisé et non
innerve.

Gao et coll. résument par un schéma la composition de la MEC cartilagineuse (Fig 5). |l
distingue les composants moléculaires tels que les protéoglycanes (héparane sulfate,
chondroitine sulfate et kératane sulfate), les polysaccharides non protéoglycanes (acide
hyaluronique), les fibres (collagéne, élastine), et les autres (fibronectine et lamine) et les cellules

d’adhésion a la matrice extracellulaire les intégines (Gao 2014).
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Figure 5: Schématisation de la composition de la matrice extracellulaire du cartilage (d’aprés Gao
2014).

L’acide hyaluronique (HA) est un polysaccharide linéaire composé de l'alternance de résidus
d’acide glucuronique (GlcA) et de N-acétyl glucosamine (GIcNAc), appartenant a la famille des
glycoaminoglycanes. L’HA présente un fort poids moléculaire 5000 kDa (Fraser 1997). L'HA est
présent au niveau de tout I'organisme et particulierement au niveau de la peau et du squelette. |l
est synthétisé au niveau de la membrane plasmique des cellules par une enzyme la hyaluronan
synthase (HAS) qui utilise les UDP-monosaccharides cytosoliques (Yoshida 2000). Il existe chez
les mammiferes, trois types d’HAS, HAS1, HAS2 et HASS3 qui sont codés par les genes Has7,
Has2 et Has3 (Spicer 1998). Au niveau des cartilages, HAS2 est l'isoforme la plus largement
exprimée (Recklies 2001). Des études montrent que la souris knock-out pour HA présente un
sévere défaut au niveau des cartilages. De plus les souris knock-out pour HAS2 meurent in
utero au cours de la gestation au stade E10, qui correspond chez la souris au stade de

développement du squelette (Camenish 2000).

1.1.5. Processus de |'ossification endochondrale

Il existe différents types de cartilages classés en fonction de criteres topographiques,
moléculaires et fonctionnels. Lors de l'ossification endochondrale, c’est le cartilage de

croissance ou de conjugaison qui intervient jusqu’a I’&ge adulte dans la croissance des os.
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Le cartilage de croissance est formé de I'épiphyse vers la métaphyse de quatre couches
successives de chondrocytes (Kronenberg 2003):

- La couche germinale ou couche de réserve est une couche de stockage. Elle est composée
de cellules de petite taille, disposées de facon éparse au sein d’une substance abondante. La
division cellulaire est faible, et la vascularisation est d’origine épiphysaire.

- La couche de cellules sériées ou en colonnes est une zone d’allongement de I'os. Elle se
compose de cing a trente cellules empilées en colonnes. Les divisions cellulaires sont intenses
au niveau des sommets. La vascularisation est riche et d’origine épiphysaire.

- La couche de cellules hypertrophiques correspond a la zone de maturation dans laquelle les
chondrocytes se vacuolisent, les noyaux se fragmentent et la substance se raréfie.

- La couche de cellules dégénératives correspond a la zone d’ossification.

Les chondrocytes hypertrophiques matures pres du front de minéralisation dégénérent et
meurent par apoptose (rupture des chaines d’ADN et activation de caspases) laissant place a
I'os (Gibson 1998, Adams 2002).

De nombreux facteurs extracellulaires solubles sont produits localement :

- Insulin-like growth factor (IGF1)

Le rble de IGF1 en tant que médiateur local des effets de GH (growth hormone) dans le
cartilage de croissance est bien documenté. En effet, des études récentes rapportent qu’un
seul allele de IGF7 est un déterminant majeur de petite taille chez le chien (Sutter 2007). IGF2
est exprimé dans le cartilage de croissance et est essentiel a la croissance du squelette lors de
I'embryogenese (DeChiara 1991). IGF1 et IGF2 ont un rble majeur dans la prolifération des
chondrocytes prolifératifs et/ou hypertrophiques, mais cette notion reste a I'heure actuelle en
débat (Van der Eerden 2003). Des souris déficientes en récepteurs IGF1 présentent un déficit

sévere de croissance (Baker 1993).

- Indian hedgehog (Ihh) est un facteur sécrété par les chondrocytes préhypertrophiques, qui
stimule la prolifération des chondrocytes et inhibe les chondrocytes hypertrophiques (Bitgood
1995 ; St Jacques 1999 ; Vortkamp 1996). IHH stimule I'expression de PTHrp par les
chondrocytes périarticulaires (Yang 2015). L’absence de signal de IHH entraine une diminution
de l'expression de PTHrp, entrainant une accélération de chondrocytes hypertrophiques (St
Jacques 1999). Jemtland et coll. montrent que IHH est aussi exprimé dans les ostéoblastes en

période périnatale chez la souris (Jemtland 2003). IHH et PTHrp forment une boucle
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d’autorégulation régulant le cartilage de croissance et le développement de 'os (St Jacques
1999; Van den Heuvel 1996).

- Parathyroid hormone-related peptide (PTHrp) est exprimé par les cellules périarticulaires
(Bitgood 1995). PTHrp induit la prolifération des chondrocytes. Le récepteur PTH/PTHrp est
une protéine Gs couplé a un récepteur. L’activation de Gs entraine l'inhibition de PTHrp dans
les chondrocytes hypertrophiques (Bastepe 2004). L’activation de Gs induit la production
d’AMPc qui active la protéine kinase A (PKA). PTHrp stimule la phosphorylation de Sox9
dépendant de PKA (Schipani 2003). PTHrp inhibe I’'expression de Runx2 qui stimule la

formation de chondrocytes hypertrophiques.

- Le TGFp (transforming growth factor beta) est un facteur de croissance de la famillle du TGF.
TGFp est impligué dans de nombreux processus biologiques tels que la prolifération cellulaire,
la différenciation, le développement embryonnaire, la cancérogenese, la fonction immunitaire,
linflammation et la cicatrisation. Chez les mammiferes, il y a trois isotypes de TGFp : TGFp1,
TGFpB2 et TGFBS3.

TGFB1 est exprimé par les chondrocytes préhypertrophiques et hypertrophiques au cours de la
période embryonnaire. TGFp 1 est également exprimé au niveau du périoste et de I'os mature
(Minina 2005).

TGFB2 est exprimé par les chondrocytes préhypertrophiques et participe avec IHH a leur
différenciation en chondrocytes hypertrophiques. On retrouve également du TGFB2 a la jonction
catilage-os (Minina 2005).

TGFB3 est exprimé au niveau du périoste et du périchondrium dans la couche cellulaire externe

mais également au niveau des chondrocytes préhypertrophiques (Minina 2005).

- Les Bone morphogenic proteins (BMP) sont des membres de la superfamille de TGFp
(Transforming growth factor ).

BMP7 est exprimé par les chondrocytes prolifératiis et BMP6 par les chondrocytes
préhypertrophiques et hypertrophigues (Van den Heuvel 1996).

Les BMPs assurent la prolifération des chondrocytes dans la plaque de croissance (Minina
2001; Yoon 2006). Certains auteurs décrivent également un rble pour les BMPs dans la
formation et la prolifération des chondrocytes hypertrophiques (Minina 2001; Yoon 2006;
Grimsrud 1999; 2001).

BMP induit I'expression de IHH.
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- La famille Wnt des protéines sécrétées liées a leur récepteur Frizzled (Frz), et ses co-
récepteurs Lrp5 ou Lrp6 activent la voie canonique Wnt. Certains membres de la famille Wnt,
capables d’activer les voies canonicale et non canonicale, sont exprimés dans le cartilage de
croissance notamment par les chondrocytes prolifératifs et hypertrophiques (Akiyama 2004;
Mak 2006; Yang 2003). L’activation constitutive de B-caténine empéche les chondrocytes
immatures de devenir hypertrophiques mais permet la différenciation terminale des
chondrocytes matures (Tamamura 2005). La voie de signalisation Wnt médiée par la p-caténine
semble intervenir en aval de IHH dans les zones prolifératives précoces, mais indépendemment
de IHH dans les zones prolifératives tardives (Mak 2006). L’antogoniste de la voie Wnt
canonique Frzb-1 est exprimé par les chondrocytes préhypertrophiques et est susceptible
d’agir comme un modulateur endogene de Wnt dans la maturation des chondrocytes

(Enomoto-lwamoto 2002).

- Les “Fibroblast growth factor receptors” (FGFRs) représentent une famille de 4 récepteurs a
tyrosine kinase (FGFR1-4), présents a la membrane plasmique, et capables de médier les
signaux de plus de 22 FGFs (FGF1-22) (Chen 2005).

Le FGF3 (Fibroblast growth factor (FGF) est exprimé par les chondrocytes prolifératifs et
hypertrophiques permettant leur prolifération et leur différenciation (Minina 2002). Au cours du
développement normal, le récepteur du FGF3 (FGFR3) a un effet régulateur négatif sur la
croissance de I'os. Dans I'achondrodysplasie, la forme mutée du récepteur est constitutivement
active ce qui génére chez 'homme des os séverement raccourcis et une taille trés réduite
(Ornitz 2005). De facon générale, le systeme FGF/FGFR joue un réle majeur dans de nombreux
processus biologiques, y compris l'induction du mésoderme, la croissance et la migration

cellulaire, la formation et la croissance osseuse (Chen 2005, Ornitz 2002).

1.1.6. Processus de vascularisation

Le processus de vascularisation est une étape majeure de I'ossification endochondrale : les
intermédiaires de cartilage qui préfigurent les os longs sont intrinsequement non vascularisés, et
leur conversion en os est indistinctement couplée a l'invasion par des vaisseaux sanguins (Maes
2013).

Le VEGF est exprimé par les chondrocytes, les ostéoblastes et les ostéoclastes. Les récepteurs

VEGF sont exprimés par les cellules endothéliales et les cellules osseuses au cours de
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I'ossification endochondrale. Le VEGF contrble l'invasion des cellules endothéliales et des
chondroclastes et ostéoclastes.

Il régule la prolifération, la différenciation et/ou la survie des chondrocytes, des ostéoblastes et
ostéoclastes. Les isoformes de VEGF se liant a la matrice induisent I'angiogenese des
métaphyses (centre ossification primaire) et la morphogenése des plaques de croissance. Les
isoformes solubles de VEGF sont impliqués dans la vascularisation épiphysaire et les centres

d’ossification secondaire.

Dans les plaques de croissance, les chondrocytes hypertrophigues expriment la protéine
angiogénique, VEGF (vascular endothelial growth factor) (Gerber 1999). Des études montrent
que le VEGF est plus fortement exprimé dans les chondrocytes hypertrophiques terminaux que
dans les chondrocytes de la zone de réserve ou proliférative (Gerber 1999).

Le VEGF est essentiel a la résorption osseuse. Gerber et coll. montrent que le blocage de I'effet
de VEGF entraine une diminution de la croissance en longueur de I'os et I'expansion de la zone
hypertrophique (Gerber 1999).

HIF1 o induit I'expression de VEGF.

Figure 6 : Processus de vascularisation au cours de l'ossification endochondrale (d’aprés Maes
2013).
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1.1.7. Le périoste et le périchondre

Le périoste est une membrane qui engaine sur toute sa longueur la diaphyse et la métaphyse
des os longs. Elle s’interrompt au niveau du cartilage de conjugaison en se fixant au niveau de
la virole périchondrale.

Le périoste est une deuxieme structure de croissance des 0s. Sa face profonde possede des
propriétés ostéoformatrices et permet une croissance en épaisseur des o0s.

Chez l'enfant, le périoste est une membrane trés épaisse qui assure la croissance. Il a
également un réle lors des fractures en assurant I'apparition de cal osseux et dans le

remodelage osseux lors de la croissance (Jouve 2009).

Les éléments cartilagineux sont entourés par une couche de cellules de type « fibroblaste-like »,
le périchondre. Les cellules adjacentes a la zone hypertrophique du périchondre se différencient
en ostéoblastes formant ainsi le périoste (Wuelling 2010). Les vaisseaux sanguins du périoste
envahissent la matrice calcifiée par les chondrocytes hypertrophiques, fournissant les
ostéoclastes qui dégradent la matrice du cartilage minéralisée, et des ostéoblastes qui vont

former la matrice osseuse de I'os spongieux primaire (Wuelling 2010, Hall 2000, Hall 1995).

1.1.8. Processus de minéralisation

A la fin de la croissance, le cartilage de croissance s’atrophie et subit une désorganisation
cellulaire, les vaisseaux métaphysaires et épiphysaires s’anastomosent : c’est I'épiphysiodése
physiologique (Jouve 2009).

Des vésicules matricielles (VM) se forment a partir de membrane des cellules intervenant dans la
minéralisation, soit au niveau des chondrocytes hypertrophiques, des ostéoblastes et des
odontoblastes. Ces vésicules sont des éléments sphériques de petite taille (20-200nm) dont la
composition de membrane differe de celle dont elles sont issues. Elles sont enrichies en
phosphatase alcaline tissu-non spécifique, en annexines (principalement I, V et VI) et en
phosphatidylsérine (Golub 2009). Les VM sont riches en métalloprotéases matricielles (Dean
1992).

La formation des cristaux d’hydroxyapatite a lintérieur des VM se fait grace a des
phospholipides et des protéines liant le calcium telles que la phosphatidylsérine, la calbindine et
la bone sialo protéine. Associées aux annexines, une structure hexamériqgue va se former et

constituer un tunnel permettant la concentration du calcium dans les vésicules (Kirsh 1997).
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L’annexine V va également permettre aux VM de se lier aux collagenes de type Il et X (Kirsh
2000).

Le phosphate inorganique est véhiculé par transporteurs Na/Pi de type lll et par PHOSPHO1
qui hydrolyse la phosphocholine et la phosphoéthanolamine (Orimo 2010). Lorsque le taux
d’hydroxyapatite dépasse le seuil de solubilité, les membranes des vésicules de minéralisation
se rompent et les cristaux d’hydroxyapatite s’allongent. La phosphatase alcaline hydrolyse le
pyrophosphate inorganique et favorise la minéralisation par production de phosphate
inorganique. Le phosphate inorganique est formé a partir de nucléosides triphosphates
extracellulaires par NPP1 et il est exporté des cellules par ANK (Harmey 2004). Le degré de
minéralisation dépend du taux de phosphate inorganique et de calcium contenu dans le milieu
extracellulaire. Le dép6t d’hydroxyapatite se fait entre les fibres de collagéne servant de matrice
a la minéralisation.

A cbté du collagéne, la matrice pré-minéralisée contient des protéoglycanes et des protéines

non collagéniques qui modulent la minéralisation du collagene.

Le tissu osseux est constitué de lamelles osseuses empilées. Dans une lamelle, les fibres de
collagéne sont orientées dans la méme direction. Mais la direction des fibres varie de lamelle en
lamelle. Ce dispositif concerne I'os trabéculaire.

Le tissu osseux est traversé par les systemes de Havers :

- La matrice osseuse comprend une phase organique et une phrase minérale. La phase
organigue est constituée de 90% de collagéne de type |, et en faible proportion des collagénes
de type lll, V, XI, XllI'; des protéines glycosylées et de glycosaminoglycanes (GAG) telles que
ostéopontine, ostéonectine, matrix gla-protein, ostéocalcine, o2-HS-glycoprotein et des
facteurs de croissance (IGF-1, IGF-2, TGFB...).

- La phase minérale contient des cristaux d’hydroxyapatite Ca,, (PO.)s(OH), présents dans les
fibores de collagene et au sein de la substance fondamentale avec de faibles quantités de

sodium, de citrate, de magnésium, de carbonates et de différents oligoéléments.

Les cellules osseuses appartiennent a deux lignées différentes; une lignée d’origine
mésenchymateuse qui fabrique la matrice osseuse et en contrble la pérennité, et une lignée
issue de la moelle hématopoiétique, qui I'élimine.

A cb6té ces deux lignées cellulaires, d’autres types cellulaires participent a la synthese, a la
maintenance et a la dégradation du tissu osseux : les cellules endothéliales, nerveuses et

immunitaires.
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La lignée ostéoblastique appartient a une lignée de cellules mésenchymateuses indifférenciées
résidentes a potentialités multiples qui se différencient sous I'action de facteurs produits
localement, et qui les orientent vers le phénotype ostéoblastique.

L’ostéoblaste va sécréter les constituants de la matrice qu’il minéralise secondairement. Il recoit
des messagers permissifs ou inhibiteurs qui vont mettre en route ou stopper les différentes
étapes du processus afin que le programme soit accompli sans déficit ni excés (sources de

pathologies).

Au long de sa différenciation, les cellules ostéoprogénitrices expriment les marqueurs
caractérisant le phénotype. L’'analyse des genes impliqués dans la différenciation a mis en

évidence I'expression de 252 génes.

Les précurseurs hématopoiétiques quittent la moelle osseuse via la circulation et sont délivrés
dans le site a résorber ou ils vont acquérir le phénotype ostéoclastique.

Au contact de cellules ostéoblastiques, ils vont se différencier sous I'action de facteurs produits
localement et exprimer une série de marqueurs propres au phénotype ostéoclastique.

Les préostéoclastes vont fusionner et former un ostéoclaste multinucléé immature, qui va subir
une activation et devenir un ostéoclaste résorbant.

Les principaux facteurs de transcriptions contrélant la différenciation ostéoblastique sont Runx2

et osterix.

Runx2 appartient a la famille des facteurs de transcription RUNT, il est aussi connu sous le nom
Cbfal. Il est exprimé par les cellules souches mésenchymateuses lors des stades précoces de
la squelettogenése et par les ostéoblastes au cours de leur différenciation (Kern 2001). Runx2
peut étre phosphorylé et activé par les MAPKinases par la liaison entre le collagéne de type 1 et
des a2B1 intégrines a la surface des ostéoblastes (Ge 2007). Certains auteurs rapportent un
réle de Runx2 dans la prolifération cellulaire (Pratap 2003). Chae et coll. démontrent également
que Runx2 induit I'activation de smpd3 via BMP2 (Chae 2009).

Osterix est un facteur de transcription appartenant a la famille des protéines en doigts de zinc.
Osterix joue un rble dans la maturation des préostéoblastes en ostéoblastes immatures. En
effet, des souris déficientes en osterix présentent des anomalies osseuses avec un défaut
ostéoblastique (Nakashima 2002) L’expression de osterix est sous la dépendance de Runx2

(Celil 2005).
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1.2. DEVELOPPEMENT DENTAIRE

1.2.1. Généralités

Chez 'homme, il y a deux temps d’éruption dentaire en fonction de I'age. La premiere
dentition composée de 20 dents (4 incisives, 1 prémolaire et 2 molaires par arcade) apparait
pendant I'enfance et est appelée dentition temporaire ou déciduale. La seconde dentition
composée de 32 dents (4 incisives, 4 prémolaires et 6 molaires par arcade) apparait dés I’age
de 6 ans c’est ce qu’on appelle la dentition définitive.

Chez la souris, il y une seul type de dentition composée de 16 dents (2 incisives et 3 molaires

par arcade).

1.2.2. Embryologie

Le développement des dents ou odontogenese débute chez I'homme durant la période
embryonnaire au cours de la 7éme semaine (Thesleff 2006; Tucker 2004) et se poursuit apres la
naissance.

Chez la souris, I'odontogenese débute également pendant la période embryonnaire a la 11éme
semaine (E11) et continue jusqu’au 21éme jour post-natal (Goldberg 2013; Tucker 2004). La
formation des dents est un processus complexe qui est régulé par des interactions épithélium-
mésenchyme. Le mésenchyme dérive des crétes neurales alors que I'épithélium dérive de

I'ectoderme ou de I'endoderme (Fraser 2009, Soukup 2008).

1.2.3. Processus physiologique de I’'odontogenése

L'odontogenese est un processus complexe qui correspond au développement de
'organe dentaire. Elle comprend trois phases successives : initiation, morphogenése et
cytodifférenciation. Ces étapes résultent de I'activation de différents genes, facteurs de
transcription et de croissance.

Le développement d’'une dent débute par un épaississement de [I'épithélium odontogéne
formant la lame dentaire (Bei 2009). Dans cette épaisseur, les cellules proliferent et s’invaginent
pour former les placodes (Bei 2009). Ces placodes subissent des mouvements de convolution
formant ainsi des bourgeons dentaires, puis des cupules et cloches. Durant ces différents
stades d’évolution, l'interaction constante de signaux inductifs entre ['épithélium et

mésenchyme donne lieu a des parties distinctes anatomiques et fonctionnelles de la dent et
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sert de médiateur de la différenciation de I'épithélium en améloblastes d'émail sécrétant et celle

du mésenchyme en odontoblastes de dentine sécrétant.

Figure 7: Stades de développement de I’organe dentaire (d’aprés Tucker 2004).

La dent est un organe complexe dont le développement est finement régulé par de nombreux
facteurs ayant une séquence spatio-temporelle bien définie.

Dans la littérature, quatre voies principales de signalisation sont décrites comme impliquées
dans la formation des dents : les voies ligands-récepteurs de Bone Morphogenetic Protein
(BMP), Fibroblast Growth Factor (FGF), Sonic Hedgehog (SHH) and Wnt (Bei 2009).

Toutes ces voies interviennent lors du développement de I'organe dentaire et les interactions

épithélium-mésenchyme (Thesleff 2006).

De nombreuses études montrent que des perturbations au niveau de ces génes et par
conséquent de ces voies de signalisation entrainent de séveres anomalies au niveau de
'odontogenese comme l'agénésie complete ou l'arrét de développement a des stades
précoces induisant des anodonties (Bei 2009; Tummers 2009; Fleischmannova 2008).

Par exemple, une inactivation conditionnelle de FGF8 dans I'épithélium dentaire entraine un
arrét du développement dentaire au stade de lamina. La surexpression de BMPR1 chez des
souris transgéniques ou l'inactivation de FGFR2B ou SHH entraine un arrét du développement

dentaire au stade de bourgeon (Jernvall 2012; Fleischmannova 2008; Bei 2009).
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1.2.4. Les différents tissus constitutifs de I’organe dentaire

Une dent est constituée de quatre types de tissus qui sont I'émail, la dentine, le cément et la

pulpe dentaire (Fig 8).

Figure 8: Représentation schématique des différents tissus constitutifs de I’'organe dentaire.

La pulpe est I'organe central de I'organe dentaire. C’est un tissu vascularisé et innervé.
Plusieurs types cellulaires ont été identifiés dans le tissu pulpaire, les odontoblastes et les
fiboroblastes. Cependant, des études récentes montrent que la pulpe dentaire est riche en
cellules mésenchymateuses (MCs), ce sont les cellules souches de la pulpe dentaire (DPSCs).
Ces cellules sont pluripotentes et ont la capacité de se différencier en odontoblastes,

ostéoblastes, adipocytes et cellules neuronales (Kawashima 2012).

La dentine est un tissu localisé a I'interface pulpe dentaire-émail au niveau de la couronne et
cément-pulpe dentaire au niveau des racines. Elle est constituée par des canaux appelés
tubulis dentinaires, dans lesquels passent des fibres nerveuses appelées fibrilles de Tomes. Ces
fibrilles sont les prolongements des odontoblastes localisés dans la pulpe dentaire. Ce tissu
présente des similitudes avec le tissu osseux tant dans son processus de formation que dans
ses caractéristiques (Barlett 2013). La matrice organique de la dentine est constituée de
collagéne de type | (Goldberg 2011; Arana-Chavez 2004). La dentinogenese est assurée par les
odontoblastes qui proviennent des cellules mésenchymateuses présentes dans le
mésenchyme.

Histologiguement, on décrit quatre types de dentines : le manteau dentine, la dentine primaire,

la dentine secondaire et la dentine tertiaire.

L’émail recouvre la couronne dentaire qui surmonte la dentine. Cette structure est non

vascularisée et non innervée. L'amélogenése (ou formation de I'émail) est la synthése, la
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sécrétion, la minéralisation et la maturation de I’émail par les améloblastes. L’émail est une
structure minéralisée. Il est organisé en prisme et substance interprismatique composés de

cristaux d’hydroxyapatite polysubstitutuée.

Le cément est un tissu minéralisé qui recouvre les racines des dents. Il correspond a la zone
d’insertion des fibres de collagéne ou fibres de Sharpey du ligament périodontal. Le cément est
composé d’une partie minérale 61%, d’une matrice organique 27% et d’eau 12% qui forme une
matrice comparable a celle de l'os. Les cellules constitutives du cément sont les
cémentoblastes, cellules mésenchymateuses qui possedent la particularité de se différencier
des cellules folliculaires autour de la zone des racines. Le processus de minéralisation de la
matrice extracellulaire (MEC) du cément est comparable a de I'os, en effet, les cémentoblastes
expriment une séquence de génes également requit dans la minéralisation de la MEC par les

ostéoblastes (Bao 2013).

La cémentogenése (ou formation du cément) est un processus continu qui se déroule durant
toute la durée de vie d’une dent, il assure les réparations de résorption des racines, notamment

au cours des mouvements orthodontiques ou parodontopathies.

1.2.5. Mécanisme de la dentinogenése

La dentine est un tissu mésenchymateux qui va se minéraliser. Les odontoblastes se
différencient et sont localisés dans les tubules de dentine et communiquent de la fonction
amélodentinaire a la chambre pulpaire.

La formation de la dentine implique la sécrétion d’une matrice extracellulaire par les
odontoblastes différenciés, ou prédentine, qui va ensuite se minéraliser.

Cette matrice de prédentine est composée de collagene de type | a 90% et a 10% de protéines
non-collagénique et de lipides.

La DSPP (dentin sialophosphoprotein) est le composant majeur de la composante non
collagénique de la dentine. Il est considéré comme la protéine spécifigue de la dentine. Ce
peptide a un réle important dans I'évolution de la prédentine en dentine minéralisée. La DSPP
code pour un ARN messager clivé au niveau de sites spécifiques par des protéases de la famille
de asticine et des MMPs (Linde 1993, Yamakoshi 2006) pour donner trois protéines : DSP
(dentin sialoprotein), DGP (dentin glycoprotein) et DPP (dentin posphoprotein) (MacDougall
2006, Bulter 2002).
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Parmi les protéines non collagéniques on retrouve: protéines, phosphoprotéines,
protéoglycanes, facteurs de croissance, préotéines de I'’émail, phosphatase alcaline, des
protéases telles que les métallo-protéases et leurs inhibiteurs (MMPs, TIMPs) (Bulter 2002).
Cette composante non collagénique de par sa composition sert de support a I'initiation de la
minéralisation via des interactions moléculaires.

Certains auteurs rapportent chez la souris la présence de faible taux de DSPP au niveau du

ligament périodontal, des os et de I'oreille interne (Butler 2003, Qin 2003).

1.2.6. Dentinogenése imparfaite
- Chez ’'homme

La dentinogenése imparfaite (DI) est un défaut héréditaire de la dentine (Biria 2012). Sa
transmission se fait selon un mode autosomique dominant (Majorana 2010).

Selon les auteurs, la prévalence de DI chez les patients d’Ol est comprise entre 21% et 73%
(Majorana 2010). La DI est une manifestation clinique rencontrée de fagon variable chez les
patients atteints d’Ol. En effet, la DI peut se retrouver dans le tableau des manifestations
clinigues chez les patients atteints d’Ol mais elle peut aussi en étre totalement absente. Enfin il
existe des cas rapportés de DI chez des patients ne présentant pas d’atteinte osseuse
(Majorana 2010).

D’aprés Shields, on distingue trois types de DI, la DI de type |, Il et lll. La DI de type | est
associée a une mutation du géne du COLTA7T et/ou COLTA2 codant pour le collagéne de
typel, composant le plus abondant de la matrice organique de la dentine (86% a 90%). La Dl
de type | est frecquemment associée aux Ol de type |, lll et IV.

Les DI de type Il et Il sont associées a une mutation du gene DSPP (sialophosphoprotéine
dentinaire) codant pour la DSP (sialoprotéine dentinaire) pour la DI de type Il et pour la DPP
(phosphoprotéine dentinaire) pour la DI de type lll. Les DI de type Il et lll sont des formes
isolées.

Une autre pathologie dentaire est due a la mutation du géne DSPP, c’est la dysplasie dentinaire
de type Il qui touche uniquement la dentition temporaire (Rapjar 2002).

Cliniguement, la DI se caractérise par une modification de teinte de la couronne dentaire allant
du bleu-gris au jaune-brun associée a une opalescence et une translucidité anormales.
Radiologiguement les dents présentent des racines gréles et courtes, des couronnes bulbeuses

et une oblitération de la chambre pulpaire.
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- Chez la souris fro/fro

La souris fro/fro est un modele de dentinogenese imparfaite caractérisée par une
hypominéralisation dentaire (Opsahl 2005). Elle présente un retard de minéralisation du manteau
dentinaire et de I’émail.

Les incisives mandibulaires des souris fro/fro ont une taille réduite de moitié par rapport aux
souris sauvages avec une altération de la partie linguale corrélée a un défaut de prolifération
cellulaire chez la souris fro/fro. De plus, les incisives mandibulaires présentent une fissure qui
persiste dans le temps. Les molaires ont des couronnes réduites et la chambre pulpaire des
molaires de souris fro/fro est oblitérée. Les racines ont une longueur normale avec des
renflements bulbeux dus a une surproduction de cément.

Des études d’immunohistochimie montrent une absence de marquage d’amelogénine au
niveau des améloblastes sécréteurs des incisives des souris fro/fro. Cependant, au niveau des
molaires des souris fro/fro, I y a une augmentation d’expression d’amelogénine des
odontoblastes et des préostéoblastes. Aucune expression de DSP n’est observée chez la
souris fro/fro. L'expression de I'ostéonectine et de I'ostéopontine dans les tissus dentaires n’est
pas différente entre les souris fro/fro et sauvages.

A cb6té de cette hypominéralisation dentinaire, la souris fro/fro présente une hypominéralisation
de I'os alvéolaire caractérisée par une diminution du nombre et de I'épaisseur des trabécules
osseux (Khavandgar 2015).

Il N’y a pas de différence d’apoptose des ostéoblastes dans I'os alvéolaire et les odontoblastes

dans la dent (Goldberg 2012).

- Processus physipathologique de la dentinogenése imparfaite

Selon les auteurs, plusieurs hypothéses physiopathologiques pour la DI ont été émises (Hall
2002, Lindau 1999, Majorana 2010).

Au cours de la DI, les odontoblastes dysfonctionnels sécrétent une matrice procollagénique
anormale qui se minéralise. Cette minéralisation anormale piege alors les odontoblastes et leur
prolongement les empéchant de sécréter le collagene. Cette progression anormale de
minéralisation entraine un recourbement des prolongements ostéoblastiques caractéristiques
en S (visible en microscope électronique).

L’obstruction de la pulpe dentaire serait due au dépbt continu de matrice par des « pseudo-

odontoblastes » et sa minéralisation désordonnée.
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1.3. LES DYSPLASIES SQUELETTIQUES LES PLUS FREQUENTES

1.3.1. Définition

Les dysplasies squelettiques (DS) appelées aussi ostéochondrodysplasies sont définies
comme un groupe hétérogéne de pathologies caractérisées par une anomalie de
développement et de croissance osseuse et cartilagineuse (Panda 2014; Krakow 2010). Ces
désordres ont pour conséguences principalement des défauts de croissance staturale

caractérisée par un nanisme (Krakow 2010).

1.3.2. Données épidémiologiques

Les DS sont des pathologies rares, selon les auteurs, la prévalence des DS se situe
entre 2,3 et 7,6 pour 10 000 naissances (Barbosa-Buck 2012; Orioli 1986; Andersen 1989;

Rasmussen 1996; Stevenson 2012).

1.3.3. Etiopathogénie

Les DS sont un groupe de pathologies héréditaires caractérisées par des anomalies
cartilagineuses et osseuses. Méme si aujourd’hui certaines entités cliniques n'ont pas été
élucidées sur le plan étiologique, les progrés récents dans les technologies génétiques ont
permis d’identifier la base moléculaire dans plus de 350 de ces troubles (environ 240 genes),
nous offrant la possibilité de traduire les résultats de la recherche en services cliniques (Karkow
2015). Les DS résultent de mutations de génes codant pour les protéines de la MEC, des
facteurs de transcriptions, de suppresseurs de tumeur, de transducteur de signaux (ligands,
récepteurs, et protéines de canaux), d’enzymes, de transporteurs cellulaires, des chaperones,
des protéines de liaison intracellulaire, des ARN, des protéines ciliaires et cytoplasmiques et un

certain nombre de produits de genes de fonction actuellement inconnue (Karkow 2015).

1.3.4. Classification

Les DS, loin de représenter une entité unique, regroupent en réalité un ensemble

complexe et hétérogéne de pathologies se caractérisant par des malformations squelettiques et
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un nanisme. Le spectre clinique de ces pathologies est trés étendu, allant de formes
extrémement séveres avec mort néo-natale a des formes moins séveres non létales. A cette
grande hétérogénéité phénotypique s’ajoute une grande hétérogénéité génétique de par la
nature des génes mutés, la nature des mutations elle-méme et le mode de transmission des
pathologies.

Face a cette grande variabilité, plusieurs classifications se sont succédées pour prendre en
compte les connaissances étiologiques et cliniques. Cette démarche, réalisée dans un but de
simplification, ne permet cependant pas toujours de classer aisément toutes les situations
cliniques.

A I'heure actuelle, les DS regroupent plus de 450 entités définies sur des critéres cliniques,

radiologiques et moléculaires (Warman 2011; Panda 2014; Krakow 2010).

La classification la plus récente est la classification internationale de 2010 qui distingue parmi
les DS : 8 groupes classés en fonction de la base moléculaire (FGFR3, collagene de type 2, de
type 11 collagéne, les troubles de sulfatation, perlecan, aggrecan, filamine et TRPV4) et 32

autres groupes organisés en fonction de leur présentation clinique et radiographique.

On distingue :
Les différents groupes de DS en fonction des criteres moléculaires sont :
1. Groupe de FGFR3
2. Groupe de Collagene 2
3. Groupe de Collagéne 10
4. Groupe des désordres de sulfatation
5. Groupe de perlecan
6. Groupe d’aggrecan
7. Groupe de filamine

8. Groupe de TRPV4

Les différents groupes de DS en fonction du tableau clinique sont :

9. Dysplasies avec cbtes courtes (avec ou sans polydactylie)
10. Dysplasie épiphysaire multiples et pseudoachondrodysplasie

11. Dysplasie métaphysaire

40



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

Dysplasies spondylométaphysaires (SMD)

Dysplasies spondylo-épi-(meta)-physaire (SE(M)D)

Dysplasies spondylodysplasiques séveres

Dysplasies acroméliques

Dysplasies acromésoméliques

Dysplasies mésomeéliques et rhizo-mésoméliques

Dysplasies avec incurvations osseuses

Dysplasies avec 0os mince

Dysplasies avec de multiples luxations articulaires

Chondroysplasies punctuées (CDP)

Dysplasies néonatales ostéosclérotiques

Densité osseuse augmentée (avec ou sans modification de forme des 0s)
Densité osseuse augmentée avec implication métaphysaire et/ou diaphysaire
Osteogenesis imperfecta et densité osseuse diminuée

Minéralisation osseuse anormale

Surcharge lysosomale avec atteinte squelettique (dysostose multiplex)
Ostéolyse

Développement désordonné des composants squelettiques
Syndrome d’hypertrophie avec atteinte squelettique
Ostéoarthropathies génétique inflammatoire et rhumatologique
Dysplasie cleidocraniale et défaut d’ossification cranial isolée
Syndrome de carniosynostose

Dysostose avec atteinte craniofaciale prédominante

Dysostose avec atteinte vertébrale prédominante avec ou sans atteinte des cbtes

Dystoses patellaires

Brachydactylies (avec ou sans manifestations extrasquelettiques)
Hypoplasie des membres
Polydactylie-Syndactylie-Triphalangisme

Défaut de formation articulaire et synostoses
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Leur classement évolue en fonction de leurs bases moléculaires (Campeau 2013).

1.3.5. Manifestations cliniques

Cliniguement, les DS sont caractérisées par des anomalies de formation, de
développement, d’équilibre et de taille du squelette appendiculaire et axial qui entrainent
différents degrés de nanisme ou de petite stature avec une forte mortalité périnatale (Krakow
2010).

Ces pathologies peuvent étre associées a de nombreuses complications : orthopédique,
neurologique, cardiaque, pulmonaire, rénale, auditive, ophtalmologique et psychologique
(Krakow 2010).

Ici nous nous sommes particulierement intéressés aux dysplasies squelettiques associant une
incurvation au niveau des 0s longs qui correspond au groupe 9 de la classification

internationale.

Nous proposons un tableau de synthese des données générales des dysplasies squelettiques
avec incurvation des os longs dans le tableau 2 et un tableau de synthése des manifestations
cliniques dans le tableau 3 (Campeau 2013; Begam 2011; Cormier-Daire 1998; Foster 1994;
Nesbitt 1999; Whyte 1994; Offiah 2002; Toledo 1999).
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1.3.6. Diagnostic

A T'heure actuelle, la meilleure approche diagnostique des DS est la recherche
d’antécédents familiaux de DS, le génotype de certains genes impligués dans les DS et les
échographies par ultra-sons au premier, deuxieme et troisieme trimestre de grossesse (Krakow
2015).

1.3.7. Traitement

La prise en charge de ces diverses pathologies requiert la connaissance des
complications médicales er psychologiques.
Actuellement, I'approche thérapeutique est ciblée sur les complications de ces pathologies. La
prise en charge est multidisciplinaire incluant pédiatres, orthopédistes, rhumatologues,
otorhynolaryngologues, neurologues, ophtalmologistes et gynécologues-obstétriciens.

Le traitement de ces pathologies reste cependant particulierement difficile.
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1.4. LES SPHINGOLIPIDES

1.4.1. Généralités

Les sphingolipides appartiennent a une grande famille des lipides complexes. lls ont été
décrits pour la premiere fois par J.L. Thudichum en 1884 sous le nom de « sphingoid » qui
utilisé le préfixe sphingo- en référence aux énigmes que le sphinx posait aux voyageurs. Par la

suite, le terme de sphingolipides a été introduit par Carter et coll. en 1947 (Pruett 2008).

Figure 9 : Généralités sur les sphingolipides. (A) Photo de JL Thudichum. (B) Représentation de (Edipe et

I’énigme du sphinx.

A ce jour, plus de soixante sphingolipides ont été identifiés. Ces hétérolipides présentent dans
leur structure une base sphingoide commune, la sphingosine, dont I'acide gras est lié a une
base azotée a longue chaine (18-20 carbones) par une liaison amide. On obtient alors une
sphingosine N-acylée ou céramide. L’acide gras et la sphingosine constituent la queue apolaire
des sphingolipides. La téte polaire va définir en fonction de sa composition deux types de
sphingolipides : les glycosphingolipides si la téte est un glucide et les sphingolipides si un

groupement phosphate est lié¢ a I'alcool.

Figure 10: Structure commune des sphingolipides.
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1.4.2. Métabolisme des sphingolipides

Le métabolisme des sphingolipides est un processus complexe. Il fait intervenir des
enzymes dont l'activité dépend de leur localisation subcellulaire et de leur mécanisme
d’activation. Le métabolisme des sphingolipides présente de nombreuses interconnections qui
régulent le niveau des lipides bioactifs et des interconversions qui induisent des réponses

cellulaires variées (Hannun 2008).

La premiére étape de la biosynthése de novo des sphingolipides est représentée par la sérine
palmitoyl transferase (SPT) qui génere la 3-cétosphinganine a partir de la condensation d’une
palmitoyl-coenzyme A et d’un acide aminé alcool, la sérine. La 3-cétosphinganine est ensuite
réduite en sphinganine par la 3-cétosphinganine réductase, puis une chaine d’acide gras sous
forme de d’acyl-coenzyme A est ensuite liée par une liaison amide sur la fonction amine du G,
de la sphinganine pour former la dihydrocéramide (ou plus particulierement, les
dihydrocéramides, selon la longueur de chaine de I'acide gras). Ces dihydrocéramides sont
ensuite transformés en céramides par une dihydrocéramide réductase. Toutes ces étapes de
biosynthése, aboutissant a la formation du céramide, se déroulent a la face cytoplasmique du
réticulum endoplasmique ou se situent toutes ces enzymes (Spiegel 2003).

Le céramide joue un rble central dans le métabolisme des sphingolipides puisque c’est a partir

de lui que les différents sphingolipides vont étre synthétisés.

Figure 11: Métabolisme des sphingolipides (d’aprés Hannun et Obeid 2008).
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Pour les glycosphingolipides, le galactosyl céramide est synthétisé au niveau de la membrane
interne du réticulum endoplasmique (feuillet luminal) par une galactosyl synthase.

Les autres glycosphingolipides sont formés dans I'appareil de Golgi. En effet, le céramide
néosynthétisé au niveau du réticulum endoplasmique est transféré au niveau de la membrane
externe du Golgi ou il peut étre glycosylé par une glucosyl céramide synthase, par transport
vesiculaire.

Ainsi a partir du céramide, on distingue trois voies différentes avec d’une part la phosphorylation
du céramide par la céramide kinase pour induire la production de céramide-1-phosphate (Arana
2010), I'addition de phosphocholine par la sphingomyéline synthase produit la sphingomyéline
(Milhas 2010) et I'addition d’un sucre par la glucosyl- et la galactosyl-céramide synthase induit
du glucosyl céramide (Merrill 2011).

Le céramide peut étre hydrolysé par les céramidases au niveau de la chaine acyl et induire la
production de sphingosine (Mao 2008). La sphingosine peut étre reconvertie en céramide par la
céramide synthase ou étre phosphorylée par la sphingosine kinase et induire la production de
sphingosine 1 phosphate (Pitson 2011). La sphingosine 1 phosphate (S1P) peut étre
déphosphorylée et regénérer la sphingosine ou étre hydrolysée par la sphingosine lyase en

phosphate ethanolamine et hexadecanal (Serra 2010).

Figure 12: Compartimentation du métabolisme des sphingolipides (d’aprés Hannun 2008).
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1.4.3. Sphingolipides : structure et fonction

1.4.3.1. La sphingomyéline

La sphingomyéline ou céramide-phosphocholine est un terme générique qui inclut des

molécules pouvant varier dans la structure de la base sphingoide et de I'acide gras.

Figure 13: Structure chimique de la sphingomyéline.

C’est une molécule amphiphile et polaire, qui est ionisé a pH de I'organisme, ce qui limite son

flip-flop spontané d’un feuillet a I'autre de la bicouche phospholipidique.

La sphingomyéline (SM) est le sphingolipide le plus abondant des membranes cellulaires chez
les mammiferes (2 a 15% des phospholipides totaux) (Gault 2010). Elle est synthétisée dans le
feuillet interne de I'appareil de Golgi par une sphingomyéline synthase et amenée a la
membrane plasmique par transport vésiculaire.

La sphingomyéline se situe majoritairement au niveau du feuillet externe de la membrane
plasmique ou elle va étre dégradée en céramide par une sphingomyélinase acide (Calderon
1997). On la retrouve en plus petite quantité au niveau du feuillet interne ou elle peut étre
hydrolysée en céramide par une sphingomélinase neutre (Bartke 2009). La sphingomyéline est
un constituant important des rafts et des cavéoles qui sont des structures membranaires riches
en cholestérol et en sphingolipides, et représentent des plateformes majeures de signalisation
(Brown 2000; Milhas 2010).

La SM est retrouvée de maniere abondante au niveau des gaines de myéline, qui sont des
manchons cellulaires (300 couches) s’enroulant autour des axones des neurones du systéeme
nerveux périphériques. Elle peut subir une dégradation lysosomale par une sphingomyélinase

acide, aprés endocytose par voie endosomale.
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Le déficit en sphingomyélinase acide entraine une sphingolipidose appelée maladie de
Niemann-Pick (Kolter 2005).

1.4.3.2. Le céramide

Le céramide est généré par différentes sources cellulaires. En effet, il existe plusieurs types de
céramide selon les mécanismes de production et les compartiments cellulaires dans lesquels ils
sont synthétisés (Hannun 2008). La synthese de novo de dihydrocéramide est réalisée par les
céramide-synthases 6, qui ont des spécificités de substrat partiellement différentes (acides gras
de longueur différente). Les céramide-synthases 5 et 6 (CerS5 et CerS6) incorporent
préférentiellement des acides gras C1C16, la céramide-synthase 1 est spécifique de C18, la
céramide-synthase 4 est spécifigue de C18-C20, les céramide-synthases 2 et 3 sont

spécifiques de C22 a C25 (Levy 2010).

(o}

NN N NN

N

Ho\/\/WAAAN

OH

Figure 14: Structure chimique du céramide.

Le céramide est une molécule hautement hydrophobe qui contient une petite partie polaire non
ionisée au pH de l'organisme. Cette particularité implique qu’en I'absence de transporteur
protéique ou de transfert vésiculaire, le céramide tend a rester dans les membranes ou il a pris

naissance (Hanada 2010).

A cbté de sa synthese de novo dans le réticulum endoplasmique, le céramide peut étre généré
dans la membrane plasmique par une sphingomyélinase acide (feuillet externe) ou neutre
(feuillet interne), dans le lysosome sous l'effet d’'une sphingomyélinase acide ou d’une
glucosylcéramide-B-glucosidase et dans la membrane mitochondriale externe sous I'effet d'une
sphingomyélinase neutre (Gault 2010; Hannun 2011). Il existe également une voie de
sauvegarde des sphingolipides a partir du systéme endolysosomal ou le céramide est généré a

partir de I'hydrolyse d’une sphingomyéline puis transformé par une céramidase. La sphingosine
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libérée, relativement soluble dans le cytosol puisqu’elle ne contient plus gu’une seule chaine
lipidique, est recyclée en céramide au niveau du RE par une céramide synthase. Enfin, le taux
de céramide généré est contrebalancé par des enzymes qui le métabolisent pour générer des
sphingolipides complexes. Il est actuellement estimé que plus de 28 enzymes agissent sur le
céramide soit en tant que substrat, soit en tant que produit (Hannun 2011).

Le céramide et ses dérivés jouent un réle majeur en tant que second messagers, en particulier
dans l'arrét du cycle cellulaire et 'apoptose. Il a été démontré que le céramide interagit avec de
nombreuses protéines cellulaires, notamment des sérine-thréonine-phosphatases (PP1 et
PP2A) (Chalfant 1999) induisant entre autre la déphosphorylation d’Akt qui est anti-apoptotique
(Zhou 1998). L’activation de la sphingomyélinase acide lysosomale comme la cathepsine D est
couplée a la voie pro-apoptotique mitochondriale (Heinrich 2004). Le céramide peut lier et
activer directement des kinases de la famille de PKC, en particulier PKC{ impliquée dans la
régulation des potentiels de membrane, I'inhibition d’Akt et I'arrét du cycle cellulaire (Bourdon
2002; Wang 2005). Cependant, les réponses cellulaires induites par le céramide dépendent de
sa localisation subcellulaire. Les enzymes catalysant la dégradation du céramide, ou
ceramidases, se trouvent dans différents compartiments subcellulaires, en fonction de leur
activité a pH acide, neutre ou alcalin.Cette compartimentation joue un réle dans la biorégulation
des effets du céramide (Arana 2010). Le déficit en céramidase acide lysosomale est a I'origine

de la maladie de Farber (Fasano 2006).

1.4.3.3. La sphingosine

Du point de vue structural, la sphingosine est constituée d’une seule chaine lipidique. Elle est
issue de la dégradation du céramide par une céramidase, ou de la déphosphorylation de la
sphingosine-1-phosphate par une phosphatase.

Les enzymes responsables de son métabolisme ont une activité catalytique notamment a la
face cytosolique des membranes cellulaires suggérant que la sphingosine cytosolique est plus
souvent modifiée et que sa disponibilité va dépendre de la localisation des sphingosines kinases

(Siow and Wattenberg 2011; Siow and Anderson 2011).
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Figure 15: Structure chimique de la sphingosine.

Sa structure fait que cette molécule est particulierement soluble en milieu aqueux, ce qui lui
permet de passer d’un feuillet membranaire a I'autre par flip-flop et également de diffuser dans

le cytosol et de passer d’'un compartiment cellulaire a I'autre.

Du point de vue fonctionnel, la sphingosine module I'activité des protéines kinases et de
protéases, les caspases. Elle participe également a 'arrét du cycle cellulaire et a I'apoptose. La
sphingosine régule les processus d’endocytose et du cytosquelette d’actine. Elle régule

négativement les protéines de la famille PKC (Smith 2000).

1.4.3.4. La sphingosine-1-phosphate

La sphingosine-1-phosphate est générée par la phosphorylation de la sphingosine par

une sphingosine kinase 1 ou 2 selon le compartiment cellulaire.

Figure 16: Structure chimique de la sphingosine-1-phosphate.

La sphingosine-1-phosphate est une molécule amphiphile avec une seule chaine aliphatique,
elle présente une téte polaire zwitterionique dont le phosphate est chargé au pH physiologique.
Cette structure suppose que la S1P ne peut passer spontanément d’un feuillet membranaire a

I'autre par flip-flop.
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Elle est produite au niveau du feuillet interne de la membrane plasmique sous l'effet de la
sphingosine kinase 1 (SK1) (Chan 2013). Pour passer dans le compartiment extracellulaire (ou
se situe ses récepteurs), la S1P utilise un transporteur d’efflux, soit de la famille ABC (Mitra
2006), soit le transporteur Spns2 (S1P transporter spinster homolog 2) (Fukuhara 2012). Les
récepteurs de la S1P appartiennent a la famille des récepteurs a sept domaines
transmembranaires couplés aux protéines G. Il existe cing types de récepteurs (S1PR1, S1PR2,
S1PR3, S1PR4, S1PR5) répartis differemment en fonction des types cellulaires et couplés a
différentes protéines G. La S1P active différentes voies de signalisation et génére diverses
réponses cellulaires telles que la prolifération, la migration et la survie cellulaire ainsi que
I'angiogenese (Leclerg 2006).

La S1P peut aussi étre générée au niveau du feuillet externe de la membrane plasmique par la
sphingosine kinase 2 (SK2) (Chan 2013). Elle agit par l'intermédiaire de ses récepteurs
membranaires de maniere autocrine ou paracrine (Rosen 2005) ou bien elle peut entrer dans le
cytosol par un transporteur CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Regulator) et générer des
effets intracellulaires. Enfin, la S1P qui est relativement soluble peut se déplacer dans le cytosol
et agir a distance de son site de génération (Hannun 2008).

La S1P peut agir en intracellulaire, mais les mécanismes restent peu connus. A ce niveau, la
S1P pourrait activer les canaux calciques entrainant la mobilisation du calcium (Meyer zu
Heringdorf 2003). A l'inverse, elle pourrait inhiber NF-xB et activer Akt (Suomalainen 2005).

La S1P joue un réle dans le cycle cellulaire et dans la régulation des différentes réponses
physiologiques telles que I'angiogenése et la maturation vasculaire, le développement cardiaque

et 'immunité (Spiegel 2003).

1.4.3.5. Tableau de synthése des différents sphingolipides bioactifs

Ce tableau résume quelques unes des connaissances sur les différents sphingolipides décrits

dans la littérature.
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Nom Abbré Structure Localisation Fonction Références
Sphingomyéline | SM Golgi transduction cellulaire Cremesti 2002
MP (int) activité neuronale Clarke 2006
gaine myéline Brown 2000
cornée Milhas 2010
Céramide Cer W ° MP apoptose Hannun 2008
mm peau différenciation cellulaire Zhou 1998
o1 prolifération cellulaire
interactions cellulaires
Sphingosine Sp oH MP (int) apoptose Siow 2011
”“fANVWV\ arrét cycle cellulaire Smith 2000
endocytose
cytosquelette actine
Sphingosine-1- | S1P MP (int) survie cellulaire Chan 2013
phosphate angiogenese Leclerg 2006
immunité Spiegel 2003

Tableau 4 : Tableau de synthése des différents sphingolipides bioactifs. (Abbré : abbréviation, MP :
membrane plasmique, int : feuillet interne).

1.4.4. Le rhéostat sphingolipidique

Le céramide et la S1P ont des effets biologiques opposés puisque le céramide et la

sphingosine sont pro-apoptotiques et antiprolifératifs, alors que la S1P est impliquée dans la

survie, la prolifération et I'angiogenése, et inhiberait 'apoptose (Pavoine 2009). Tous ces

métabolites sont interconvertibles et plus que leur quantité, c’est le niveau relatif entre céramide

et la S1P qui déterminerait le devenir de la cellule (Siegel 2003).

Figure 17: Le rhéostat sphingolipidique. Le Cer et la Sph sont associés a l'arrét du cycle cellulaire et a
I'apoptose alors que la S1P est associée a la survie et a la prolifération cellulaire (d’apres Spiegel 2003).




L’augmentation du taux cellulaire de céramide puis de sphingosine secondairement a
I'activation de la sphingomyélinase qui hydrolyse la sphingomyéline en céramide, puis de
I'activation de céramidase (CDase) qui hydrolyse le céramide en sphingosine ont des effets pro-
apoptotiques entrainant l'arrét du cycle cellulaire (Olivera1999). Les quantités cellulaires de
céramide et de sphingosine sont plus importantes que celles de la sphingosine-1-phosphate.
Ainsi, la dégradation de faibles quantités de sphingomyéline par la SMase, produit de fortes
variations du pool de céramide. De la méme maniére, une faible diminution des quantités de
céramide sous l'effet de la CDase s’accompagne de fortes variations de sphingosine et de tres
fortes variations de sphingosine-1-phosphate (Hannun 2008). Une signalisation venant interférer
avec cette cascade réactionnelle peut faire pencher la balance de ce rhéostat vers I'apoptose.
En effet, la S1P peut sous 'effet d’une S1P phosphatase (SPP1 ou SPP2), étre convertie en

sphingosine puis en céramide, dans la voie de sauvegarde des sphingolipides (Le Stunff 2002).

Figure 18 : Proportions relatives des différents sphingolipides dans la cellule. Les quantités de S1P
dans la cellule sont tres faibles, de I'ordre de quelques nanomolaires, en contre partie I'affinité pour ses récepteurs
est trés élevée de facon a pouvoir induire une signalisation pour de faibles variations de concentration. Les lipides
retrouvés a des concentrations intermédiaires comme le céramide et le diacylglycérol (qui représentent environ 0,1 a
1% des lipides membranaires totaux) agissent sur leur cible avec une affinité moyenne. La sphingomyéline qui est
présente en quantité abondante dans la cellule ne semble pas avoir de cibles protéines spécifiques. Par contre des
variations abondantes des sphingomyéline peuvent induire des modifications des propriétés physiques et structurales
des membranes biologiques (d’aprés Hannun and Obeid 2008).

Ce rhéostat lipidique est finement régulé, par diverses signalisations qui régulent les enzymes

du métabolisme des sphingolipides.

1.4.5. Les enzymes de la voie des sphingolipides

1.4.5.1. Les sphingomyélinases

A ce jour trois catégories de sphingomyélinases ont été identifiées. Ces enzymes sont classées
selon leur pH optimal et leur localisation tissulaire et /ou subcellulaires. Les sphingomyélinases
(SMases) catalysent I’hydrolyse de la sphingomyéline en céramide et phosphocholine (Levade

1999).
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a. La sphingomyélinase acide

La sphingomyélinase acide (aSMase) est une enzyme ubiquitaire qui est localisée au niveau des
lysosomes et du feuillet externe des membranes plasmiques.

Du point de vue génique, le gene smpd1 (SphingoMyéline PhosphoDiestérase) code pour cette
enzyme.

Il existe deux formes de aSMases, une forme lysosomale (L-SMase) et une forme sécrétée (S-
SMAse). Ces deux formes dépendent de la localisation et de la maturation du précurseur
commun.

En effet, un pro-précurseur commun a la forme lysosomale et sécrétée est synthétisé puis clivé
dans le réticulum endoplasmique pour former un précurseur qui va ensuite subir un début de
maturation différentielle qui va se poursuivre au niveau de I'appareil de Golgi.

La forme lysosomale est N-glycosylée, ce qui la protege de la dégradation via le lysosome et lui
permet un adressage subcellulaire vers cette organelle grace a la présence d’'un mannose-6-
phosphate a I'extrémité du motif glycanique (Schissel 1998). Le précurseur est ensuite clivé
dans le compartiment lysosomal pour former la aSMase active et mature. Du point de vue
fonctionnel, cette enzyme va hydrolyser la sphingomyéline apportée par les vésicules
endosomales depuis la membrane plasmique. Son pH optimum se situe entre 4,5 et 5,5
(Marchesini 2004).

La forme sécrétée dans le milieu extracellulaire hydrolyse la sphingomyéline du feuillet externe
de la membrane plasmique mais aussi la sphingomyéline présente au niveau des lipoprotéines
circulantes, lorsqu‘elle est sécrétée dans le secteur vasculaire. Son activité enzymatique est
dépendante du zinc (Schissel 1996).

La translocation a la membrane de la aSMase génére du céramide au niveau des rafts lipidiques
et participe a la transmission d’'une signalisation en réponse a des modifications du milieu
extracellulaire. Elle est notamment activée sous I'effet du TNFa, des rayons ultraviolets (UV), et
des agents chimiothérapeutiques aboutissant a I'apoptose (Rotolo 2005). Un réle des espéeces
réactives a I'oxygene (ERO) est également décrit (Castillo 2007).

Une mutation du gene SMPD1 entraine un déficit en sphingomyélinase acide a I'origine de la
maladie de Niemann-Pick caractérisée par une surcharge lysosomale en sphingomyéline. On
distingue deux formes de maladie de Niemann-Pick en fonction des signes cliniques. La forme
A qui est une forme neurologique et viscérale a début précoce et la forme B qui est une forme

strictement viscérale pour laquelle I’age de début est variable (Sedel 2007; Vanier 2013).
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b. La sphingomyélinase alcaline

Une sphingomyélinase alcaline est exprimée au niveau des entérocytes et de la bile.
Cette enzyme hydrolyse la sphingomyéline d’origine alimentaire (Nyberg 1996) et serait
impliguée dans les cancers du colon, les pathologies inflammatoires et I'athérosclérose (Duan
2006).

c. Les sphingomyélinases neutres

Les sphingomyélinases neutres (nSMases) sont une famille d’enzymes qui hydrolysent la
sphingomyéline en céramide a pH 7,4. Les nSMases Mg2+ dépendante sont ubiquitaires chez
les mammiferes et sont liées a la membrane alors que les nSMases Mg2+ indépendantes sont
plutdt retrouvées au niveau de la gaine de myéline et dans le cytosol des leucocytes et des
cellules musculaires lisses (Levade 1999). Elles peuvent étre activées par différents signaux et

étre a I'origine de signalisation cellulaire variée.

Les nSMases sont activées par de nombreux agents de stress et elles jouent un réle en
physiopathologie. Les nSMases sont impliquées dans I'apoptose et I'arrét du cycle cellulaire
mais aussi dans la croissance et le développement (Fig21). Leur rble dans le cancer,

I'inflammation et les maladies neurodégénératives a été mis en évidence (Wu 2010).

Trois types de nSMases ont été identifiées :

La nSMase de type 1 est codée par le gene smpd2. Cette enzyme ne semble pas avoir
de réle majeur dans le métabolisme des sphingolipides puisque sa surexpression n’influe pas
sur le taux de sphingomyéline, ou de céramide, ni sur la signalisation pro-apoptotique (Tepper
2001).

Les souris smpd2-/- ne présentent pas de phénotype particulier, et pas d’accumulation ou

d’altération du métabolisme de la sphingomyéline ou des lipides (Zumbansen 2002).

La nSMase de type 2 est codée par le gene smpd3. Cette enzyme est ubiquitaire et

semble jouer un réle dans le métabolisme osseux et cartilagineux (Aubin 2005, Stéffel 2007).
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La nSMase de type 3 est codée par le gene smpd4 présentant une faible homologie
avec les génes smpd2 et smpd3. Cette enzyme est dépendante du magnésium et son activité
est optimale a pH 7, comme la nSMase1 et nSMase2. La nSMase3 appartient a la famille des
« C-tail-anchored integral membrane proteins » (Krut 2006). Localisée au niveau du RE, elle
serait impliquée dans la tumorogenese (Corcoran 2008). Activée par le TNFa, elle s’associe au
récepteur du TNF de type 1 (TNFR1) et a la protéine FAN (factor associated with nSMase

activation) en réponse au stress cellulaire (Krut 2006).

Sphingomyélinase neutre de type 2

= Structure

La sphingomyélinase neutre de type 2 a été identifiée en 2000 par homologie avec la nSMase2

bactérienne (Hofmann 2000).
Du point de vue structural, la nSMase2 est une protéine constituée de 655 acides aminés, de

71 KkD. Elle présente trois parties : une extrémité C-terminale avec un domaine catalytique, un

fragment en triple hélice et une extrémité N-terminale avec deux fragments hydrophobes.

Figure 19: Structure de la nSMase2 humaine (d’aprés Wu 2010).

Cette protéine présente des résidus cystéine qui sont palmitoylés via des liaisons thioesters
(Tani 2007). Cette palmitoylation contribue a la stabilité et la localisation de la nSMase2 au

niveau de la membrane.

60



= | ocalisation et mécanisme d’activation

La nSMase2 se retrouve au niveau de I'appareil de Golgi et plus particulierement au niveau du
feuillet cytosolique (Clarke 2008). Lors de sa stimulation, elle transloque au niveau du feuillet

interne de la membrane plasmique au niveau des zones de contact intercellulaire (Clarke 2006).

Figure 20: Schéma illustrant la topologie de la nSMase 2 (d’aprés Tani and Hannun 2007).

Elle hydrolyse préférentiellement des sphingomyélines a chaine longue a l'origine de la
génération de C24 ou C24 :1-céramide (Marchesini 2004).

La nSMase?2 peut étre activée de maniere indirecte par différents agents. La stimulation par le
TNFo ou par des agents de stress induit une translocation de nSMase2 da I'appareil de Golgi a
la membrane plasmique (Clarke 2007, Levy 2006). On sait également que la calcineurine régule
la phosphorylation de la nSMase?2 via p38MAPK/PKC qui présente alors une activité catalytique
importante (Filosto 2010). Des travaux réalisés par I'équipe ont permis de démontrer que la
nSMase2 peut étre activée par les métalloprotéases (MMPSs) (Augé 2004).

En fin d’activation, un élément important dans la phase de translocation et donc dans la
régulation de I'activité de la nSMase?2 est son recyclage par les endosomes et son retour dans

I'appareil de Golgi (Milhas 2010).
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Figure 21: Activateurs de I'activité nSMase et effets biologiques associés (d’aprés Wu 2010).

1.4.5.2. Les céramidases

Les céramidases entrainent la désacylation du céramide en sphingosine. Ces enzymes
présentent des spécificités en terme de localisation, expression et substrats. Il existe trois types
de céramidases en fonction de leur pH optimal d’activation : acide, neutre ou alcaline (Mao
2008).

a. La céramidase acide

La céramidase est codée par le géne ASAH1. Elle se localise dans les lysosomes. Cette
enzyme s’active par autoprotéolyse a pH 4,5.
Du point de vue métabolique, la céramidase acide désacyle les céramides issus de la
dégradation des sphingolipides d’origine membranaire, et plus particulierement les céramides a
chaines moyenne et longue (Gault 2010).
Plusieurs mutations sur le gene ASAHT sont a l'origine de la maladie de Farber ou
lipogranulomatose (Bashyam 2014) caractérisée par une accumulation de céramide au niveau

des lysosomes.
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b. La céramidase neutre

La céramidase (CM) est codée par le géne ASAH2. Cette enzyme ubiquitaire est
retrouvée le plus souvent au niveau de la face externe de la membrane plasmigue sous la forme
O-glycosyl protéine soluble. Son motif glycanique joue un rdle dans linteraction de la
céramidase neutre avec la membrane plasmique (Gault 2010) ou elle intervient dans la
régulation de la production de sphingosine et de sphingosine-1-phosphate (Kono 2006).

La CM dégrade préférentiellement des C16, des C18 ou des C18 :1-céramides (Mao 2008). La
céramidase neutre est fortement exprimée par les entérocytes de l'intestin gréle et sécrétée au
niveau de leur bordure en brosse, et participerait a la digestion des sphingolipides d’origine
alimentaires (Kono 2006).

Les souris ASAH2-/- semblent présenter un phénotype normal et I'absence d’anomalie ou
d’altération tissulaire en céramide, mais une absence de digestion du céramide dans I'intestin

(Kono 20086).

c. Les céramidases alcalines

Trois types de céramidases alcalines sont décrites : ACER1, ACRE2 et ACERS3. Ces
trois enzymes présentent de forte homologie de structure (Mao 2008). Comme leur nom
I'indique, ces enzymes ont un pH optimal alcalin et sont activées par le calcium (Gault 2010).

ACER1 est codée par le géne ASAHS3. Elle est exprimée au niveau de I’épiderme. Elle a
un pH optimum de 8,5. On la retrouve au niveau du réticulum ou elle hydrolyse
préférentiellement les céramides a trés longue chaine surtout insaturée, le C24 :1-céramide plus
que le C24-céramide. Cette enzyme n’a pas d’action sur les céramides dont le nombre de
carbone est inférieur a C18, ni sur le dihydrocéramide ou le phytocéramide qui une forme
particuliere de céramide que I'on retrouve préférentiellement au niveau de la peau (Mao 2008).
Cette enzyme joue un rble dans l'arrét du cycle cellulaire et la différenciation des kératinocytes
(Sun 2008).

ACER2 est codée par le gene ASAHSL. Elle est exprimée principalement au niveau du
placenta, mais on en retrouve également dans d’autres tissus. Elle est associée a I'appareil de
Golgi. Sur le plan métabolique, elle hydrolyse le C16, C18 ou C20-céramide ainsi que des
dihydrocéramides ou des phytocéramides a longue chaine saturée ou insaturée, et également
du C24 et du C24 :1-céramide (Gault 2010). ACER2 serait impliquée dans la prolifération et
I’'apoptose (Hu 2010).
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ACERS est codée par le gene PHCA. Comme ACER2, elle est surtout exprimée dans le
placenta. Elle est associée a I'appareil de Golgi et au réticulum endoplasmique. Cette enzyme a
une forte affinité pour le phytocéramide mais désacyle également le dihydrocéramide et les
céramides ayant des chaines plus courtes que C20 et insaturées. ACER3 aurait un role dans la

prolifération et 'apoptose (Hu 2010).

1.4.5.4. Les sphingosines kinases

Il existe deux types de sphingosines kinases. Elles appartiennent a la famille des
diacylglycérol kinases (Wattenberg 2006). Ces enzymes différent de part leur séquence, leur
activité catalytique, leur localisation et leur fonction. En effet, SK1 serait impliquée dans la
prolifération et la survie cellulaire alors que SK2 serait plutét impliguée dans I'apoptose
(Maceyka 2012, Sankala 2005). Ces enzymes sont cytosoliques associées aux membranes, et
leur localisation subcellulaire va moduler le métabolisme des sphingolipides (Wattenbergen

20086).

La sphingosine kinase 1 est une enzyme cytosolique de 48kD. Elle est exprimée
principalement au niveau des poumons et de la rate. Aprés stimulation, la SK1 migre du
cytoplasme vers la membrane plasmique ou elle va étre phosphorylée par la MAP kinase, ERK2
(Pitson 2003). L’activation de SK1 est générée par différents agonistes tels que hormones,
facteurs de croissance (EGF, PDGF, cytokines TNFa et IL-1) (Hannun 2008).

La SK1 est impliguée dans de nombreuses voies de signalisation impliquées dans la
prolifération cellulaire. La sphingosine-1-phosphate générée lors de la phosphorylation de la
sphingosine par SK1 a des propriétés anti-apoptotiques (Spiegel 2003).

Les souris Sphi1-/- n‘ont pas de phénotype particulier, elles présentent une diminution

importante du taux de S1P dans le sérum (Allende 2004).

La shingosine kinase 2 présente deux formes : la SK2-S et la SK2-L. Elle est exprimée
au niveau du coeur et du foie. Cette enzyme est localisée au niveau nucléaire et péri-nucléaire
des cellules (Gault 2010).

SK2 est impliquée dans l'arrét de la croissance cellulaire et I'apoptose (Strub 2010). Elle
participe également a la voie de sauvegarde des sphingolipides en augmentant le taux de

céramide (Maceyka 2005).
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Les souris Sph2-/- ont un phénotype viable mais n’ont pas ou peu de modifications de la
concentration sérique de S1P (Kharel 2005). Par contre, les souris doublement invalidées ont un
phénotype létal lié a des altérations des processus de neurogenese et d’angiogénese (Mizugishi
2005).

5.4. Tableau de synthese des différentes enzymes du métabolisme des sphingolipides

Noms pH Distr Géne Loc Glycosyl VS Activité Mutation Réf
tiss
SMase 5 ubiq smpd1 | lysosomes N- ER hydrolyse | Niemann Schissel 1998
Acide Zn2+ endosomes glycanes | Golgi SM en Pick (Aet | Sedel 2007
(aSMase) dpt MP (ext) Cer+PC | B) Vanier 2013
T indpt serum
3 sécrétée
% Neutres 7,4 ubig gaine Levade 1999
2 Mg2+ myéline Wu 2010
% dpt cytosol Krut 2006
£ | nSMase 1 smpd2 | leucocytes Corcoran 2008
S | nSMAse 2 smpd3 | cytosol fro/fro;CD
£ | nSMase3 smpd4 | CML K
()
Alcaline 8,5-9 IG entérocytes N-glycan | ER hydrolyse | K colon Nyberg 1996
indpt foie bile Golgi SM patho inflr Duan 2006
athérosclr
Acide 4,5 ASAH1 | lysosomes Farber Hu 2010
Neutre 7,5 ubig | ASAH2 | MP (ext) N-glycan | ER Gault 2010
indpt entérocytes O-glycan | Golgi Kono 2006
@ ACER1 8,5 ASAH3 | épiderme arrét cycle Mao 2008
8 RE cellulaire Sun 2008
% diff kcytes
® ACER2 9 ASAH3L | placenta prolif cell Gault 2010
O )
survie cell Hu 2010
ACER3 9,5 PHCA placenta proli cell Hu 2010
RE apoptose
Golgi
” Sphingosine | 6,6-7,5 | ubiq cytosolique non non prolif cell Hannun 2008
% kinase 1 Mg2+ intermbraire classi | survie cell Spiegel 2003
£ (SK1) dpt sécrétée q
8 | Sphingosine | 6,6-7,5 nucléaire apoptose Gault 2010
Q kinase 2 Mg2+ cytoplasmiq Strub 2010
2 (SK2) dpt périnuclaire
(%

Tableau 5 : Tableau récapitulatif des différentes enzymes du métabolisme des sphingolipides
(Abréviations : Cer : céramide, PC : phosphocholine, CML : cellules musculaires lisses, pH : pH optimum, Distr tiss :
distribution tissulaire, Loc : localisation, Glycosyl! : site de glycosylation, VS : voie de sécrétion, Réf : références, dpt :
dépendant, indpt : indépendant, ubiq : ubiquitaire, IG : intestin gréle, MP : membrane plasmique, est : feuillet externe,
RE : réticulum endoplasmique, cytoplasmiq : cytoplasmique, CD : chondrodrodysplasie, K : cancer, diff kcytes :
différenciation kératinocytes, prolif cell : prolfération cellulaire, cell : cellule, patho inflr : pathologie inflammatoire,
athéroscir : athérosclérose ).
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1.4.5. Les sphingolipides dans I’ostéochondrogenése

Le rble des sphingolipides dans I'ostéochondrogenése n’est pas totalement élucidé. Depuis
quelques années des travaux cherchent a étudier le réle des sphingolipides dans ce mécanisme
physiologique (Khavandgar 2015).

L’équipe d’Obeid a été la premiere a démontrer le réle des sphingolipides dans I’'apoptose par
I'utilisation de C2-céramide (Herr 2001). De nombreux travaux décrivent le réle pro-apoptique
du céramide dans différents types cellulaires. Récemment, il a été démontré que le céramide
avait un réle de précurseur pour I’hexadecanal qui est également impliqué dans I'apoptose
(Chipuk 2012). Ces molécules activent Bak and Bax, régulateurs de I'apoptose qui induisent la
libération du cytochrome C des mitochondries et les enzymes impliquées dans I'apoptose, les
caspases (Chipuk 2012).

L’équipe de Hill rapporte que le céramide a des effets antagonistes sur les ostéoblastes issus
de culture primaire de souris. Le traitement d’ostéoblastes de culture primaire issus de souris
par de fortes doses de C2-céramide (2 x 10 induit I'apoptose de ces ostéoblastes alors que
le traitement de faibles doses (107) augmente la survie cellulaire via I'activité de la protéine
kinase C (Hill 2010).

Des chondrocytes traités par des doses élevées de C2-céramide (3 x 10° a 10™%) meurent par
apoptose (chondrocytes d’explants de cartilage articulaire de lapin). Le traitement des cellules
préchondrocytaires ATDC5, par le C2-céramide induit 'apoptose de ces cellules mais ne
modifie pas I'expression de marqueurs tels que Sox9, Col2al et Col10al (MacRae 2006). Le
traitement par le C2-céramide augmente I'activité des métalloprotéases dans la matrice.

Un rble du céramide et ses dérivés a été décrit dans I'ostéoclastogenése (Ersek 2012).

S1P a une activité mitotique dans la formation des cellules osseuses, les ostéoblastes (Grey
2004). La sphingomyélinase, le céramide et la S1P sont des inhibiteurs de la résorption osseuse
(Takeda 1998).

’altération de la fonction de smpd3, et de la voie du céramide a des conséquences sur le
développement et le remodelage osseux, entrainant une résorption importante osseuse.

Wu observe une disparition ou une perte progressive de la sphingomyéline au cours de la
minéralisation induite par les vésicules de minéralisation de la matrice cartilagineuse est
probablement due a I'hydrolyse par les sphingomyélinases (Wu 2002).

La sphingomyéline contribuerait a initier le processus de minéralisation par la formation
d’espaces hydrophobes dans lesquels le calcium s’associerait au phosphate (Goldberg 1996).
La S1P est impliguée dans la fonction des ostéoblastes. La S1P induit la synthese de HSP27

(heat-shock protein 27); une chaperone impliquée dans la réponse au stress dans les

66



préostéoblastes MC3T3-E1. HSP27 régule négativement la synthése d’ostéocalcine, qui est un
marqueur des ostéoblastes fonctionnels (Kato 2011; Kozawa 1999). Des travaux montrent que
des cellules préostéoblastiques MC3T3-E1 traitées par de la S1P, la sphingosine ou la
sphingosylphosphorylcholine induisent la libération du calcium intracellulaire provoquant une
augmentation du taux de calcium cytosolique (Liu 1995; Lyons 2001).

La signalisation de S1P est impliquée dans la migration des ostéoblastes et agit comme
chimiorépulsant des préostéoblastes indifférenciés (Roelofsen 2008).

La S1P induit la prolifération des chondrocytes primaires chez le rat (Kim 2006). La stimulation
de chondrocytes par la S1P entraine I'activation de la phospholipase C responsable d’une
augmentation importante du calcium cytosolique. La S1P peut également induire I'activation de
deux types de kinases : ERK (extracellular signal-regulated kinase) et de p38 kinase dans les
chondrocytes.

Au niveau des chondrocytes articulaires, la S1P est impliquée dans la dégradation de la matrice
extracellulaire (downregule I'expression d’aggrecan) et la upregulation de VEGF responsable de
I'arthrite (Masuko 2012; Masuko 2007).

La S1P contrble le trafic des précurseurs ostéoclastiques de la circulation sanguine vers les
cavités de la moelle osseuse (Ishii 2013). Deux récepteurs de S1P jouent un réle important dans
ce processus, STPR1 et S1PR2. S1PR1 participe au chimiotactisme de S1P dans la moelle
0sseuse, ou la concentration de S1P est faible et S1PR2 participe au chimiotactisme négatif de
S1P vers la circulation sanguine, ou la concentration de S1P est élevée (Ishii 2013; Khavandgar
2015).

Lotinum et coll. montrent que S1P sécrétée induit la différenciation des précurseurs
ostéoblastiques en ostéoblastes fonctionnels et donc augmente la formation osseuse (Lotinum
2013). Quint et coll. montrent au cours du remodelage osseux que la S1P synthétisée par les
ostéclastes stimule la migration des ostéoblastes. Cette migration cellulaire se fait via S1PR1 et
S1PR2 qui activent les voies de signalisation JAK/STAT3 et FAK/PIBK/AKT (Quint 2013). Une
étude plus récente montre que la calcitonine participe a la résorption osseuse en régulant la
libération de la S1P par les ostéoclastes (Keller 2014).

Les effets majeurs du céramide et de la S1P sur les chondrocytes, les ostéoblastes et les

ostéoclastes sont résumés dans la figure 22 (Fig22) (Khavandgar 2015).
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Figure 22: Effets principaux du céramide (A) et la S1P (B) sur les chondrocytes, les ostéoblastes
et les ostéoclastes. Les fleches vers le haut indiquent une activation et les fleches vers le bas
indiquent une inhibition (d’aprés Khavandgar 2015).
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1.5. SPHINGOLIPIDES ET OS : Phénotype des souris fro/fro et smpd3 KO

1.5.1. Souris Fragilitas ossium (fro/fro)

1.5.1.1. Historique

La souris fro/fro a été produite il y a une trentaine d’année par I'équipe de Jean-Louis
Guénet a I'lInstitut Pasteur a Paris, sur des souris de souche génétique 126SV traitées par le
tri(1-aziridinyl  phosphine-sulfide), une molécule pharmacologique utilisée dans les
thérapeutiques anti cancéreuses sous le nom commercial Thiotepa®. La mutation fro/fro
correspond a une mutation autosomale récessive (Guénet 1981). Initialement, la mutation avait

été dénommée fld/fld pour fore-limb defect (Guénet 1975).

1.5.1.2. Mutation du géne smpd3

En 2005, le groupe de J.L Guénet a mis en évidence que le phénotype de la souris
fragilitas ossium était lié a la mutation du géne smpd3 (Aubin 2005). Cette mutation correspond
a une délétion de 1758 pb sur I'intron 8 et I'exon 9 qui a pour conséquence un remaniement de
la partie 3' du géne smpd3 codant pour la sphingomyélinase neutre de type 2. L’apparition du
codon stop induit la substitution des 33 derniers acides aminés incluant un résidu histidine
responsable de I'activité catalytique de I'enzyme. Ceci entraine la synthése de I'enzyme non

fonctionnelle (Aubin 2005).

Figure 23: Analyse de la structure, expression et fonction de smpd3. (a) RTqQPCR avec primers de la
séquence un dernier exon Smpd3 et ARNs isolés de souris wt (+/+) et fro/fro. (b) Un court messager est transcrit a
partir de l'alléle Smpd3 mutant. (c) Représentation schématique de smpd3 dans la délétion dans l'alléle fro. (d)
Activité de la sphingomyélinase. (e) La sphingomyeélinase neutre est activé par le TNFa dans les fibroblastes wt mais
les fro/fro (d'apres Aubin 2005).
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1.5.1.3. Phénotype de la souris fro/fro

La souris Fragilitas ossium ou fro/fro est caractérisée par une fragilité osseuse, un taux
de mortalité néonatale élevé (proche de 90%) et un nanisme. Cette souris présente des
déformations au niveau des os longs des quatre membres (Muriel 1991). Le tibia est I'0s le plus
déformé (Sillence 1993). La souris présente également des déformations au niveau des o0s du
bassin (os iliaques). Cependant aucune déformation n’est observée au niveau des os courts
(queue, cbtes, phalanges).

Sur un plan radiologique, les os longs sont courts, déformés et courbes. Les diaphyses sont
élargies et translucides par rapport aux souris wt, avec la présence de petites zones irrégulieres
de densité osseuse qui correspondent a des cals osseux. Les corticales sont amincies et
irrégulieres (Muriel 1991). Les diaphyses des tibias déformés présentent une angulation

caractéristique (Sillence 1993).

Histologiguement, les métaphyses des nouveaux-nés sont principalement constituées de
cartilage. D’aprés Muriel, cette particularité est probablement due au retard du développement
osseux (Muriel 1991).

La souris fro/fro présente au niveau du cartilage de croissance une zone de chondrocytes plus
importante que chez les souris sauvages. Chez des souriceaux agés de un jour, la zone
hypertrophique chez les souris wt comprend 12 a 17 chondrocytes d’'épaisseur contre 42 a 52

chondrocytes d’épaisseur chez la souris fro/fro (Sillence 1993).

Au niveau cranio-facial, la souris fro/fro présente également une « dentinogenesis imperfecta »
avec une malformation au niveau des os maxillaires (Opsahl 2005). Ce groupe a pu montrer
d’'une part une diminution de la prolifération cellulaire au niveau de la couche épithéliale de la
muqgueuse buccale, et d’autre part, une diminution de la croissance des incisives mandibulaires
associée a un défaut de minéralisation de sa partie linguale prés de I'apex. Chez des souriceaux
de un jour, la taille des incisives mandibulaires des fro/fro est deux fois moins grande que celles
des souris sauvages (Goldberg 2008). L’édification des apex de ces dents est diminuée voir
arrété. Les cuspides des molaires présentent un défaut de prolifération cellulaire et des racines
bulbeuses (due a une surproduction de cément) avec la présence d’oblitérations au niveau de la
chambre pulpaire (Opsahl 2005).

Des études immunohistochimiques mettent en évidence une diminution significative de
'expression de la dentine sialoprotéine au niveau des incisives et des molaires, et de

I'amélogénine au niveau des incisives des souris fro/fro par rapport aux souris sauvages.
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Cependant aucune différence n'est décrite dans I'expression d’ostéonectine et d'ostéopontine.
Les travaux du groupe de JL Guenet (Aubin 2005) montrent que la souris fro/fro présente une
hypominéralisation au niveau des dents et de I'os 'alvéolaire.

Les mandibules des souris fro/fro présentent une diminution du nombre et de I’'épaisseur des

trabécules par rapport aux souris +/fro (Goldberg 2008).

La souris fro/fro est un modéle de fragilité osseuse sans anomalies de collagene. En effet, la
souris fro/fro ne présente aucun défaut en collagene de type | et Il (Muriel 1991; Sillence 1993).

Quand un animal affecté survie, il demeure petit et déformé tout au long de sa vie (Muriel 1991).

1.5.1.4. Corrélation en physiopathologie humaine

La souris mutante fro/fro est décrite comme présentant un phénotype proche de
I'ostéogenése imparfaite humaine (Kamoun-Goldrat 2007). La souris fro/fro est le seul modéle
murin d’ostéogenése imparfaite non collagéne-dépendante. D’aprés Sillence, le phénotype de
la souris fro/fro est comparable a I’'ostéogenese imparfaite de type Il sous-groupe A humaine ou
de type lll (Sillence 1993).

L’équipe de Michel Goldberg décrit, chez les mutants, un phénotype de dentinogenese
imparfaite, manifestation cliniue que I’'on retrouve fréquemment mais de maniéere inconstante

chez les patients atteints d’ostéogenese imparfaite (Goldberg 2008; Aubin 2005).

1.5.2. Souris smpd3 knock-out

1.5.2.1. Historique

La souris knock-out pour smpd3 a été développée par le groupe de Stodffel a Cologne
(Stoffel 2005), qui avait également cloné smpd3 et caractérisé la nSMase2 au début des années
2000 (Hofmann 2000), ainsi que smpd7 qui code pour la sphingomyélinase acide (Newrzella

1992).

1.5.2.2. Mutation smpd3-/-

Ce modele a été généré par un knock-out dans des cellules embryonnaires murines

CJ7 obtenu par l'insertion via électroporation d’une cassette néo au niveau de I'exon 1 du géne
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smpd3. L’exon 1 code pour les domaines transmembranaires et une partie catalytique de la
nSMase2. Un croisement est ensuite réalisé entre des souris de souche génétique C57BL/6 et
des souris de souche génétique 1293V.

La souris smpd3 KO posséde une activité nSMase résiduelle liée a smpd2 mais il n’y a
pas d’accumulation de sphingomyéline ou de cholestérol contrairement a la souris smpd7-/-
(Otterbach 1995).

1.5.2.8. Phénotype de la souris smpd3 knock-out

Le phénotype de la souris smpd3-/- se caractérise par un retard de croissance qui
débute au 14éme jour du développement embryonnaire et persiste jusqu’a age de 2 ans. Les
0s longs présentent une hypominéralisation osseuse associée a des déformations et un
nanisme. L’ossification des corticales est retardée (Stoffel 2007).

Le retard de croissance affecte tous les organes a l'exception du cerveau et touche
particulierement I'axe hypotalamo-hypophysaire. Ce défaut de l'axe pituitaire entraine une
baisse de la sécrétion des facteurs hormonaux tels que l'insuline growth factor 1 (IGF-1) et
I’'hormone de croissance (GH). On observe également un déficit de la maturation des organes
sexuels et un nanisme (Stoffel 2005). La nSmase2 participerait au mécanisme de vésiculation
au niveau de I'appareil de Golgi et son absence bloquerait la voie de sécrétion des hormones
sexuelles au niveau neuronal.

L’'équipe de Stoffel a étudié la densité osseuse chez des souris agées de 2, 7 et 20 mois. lIs
rapportent que la densité osseuse est plus importante chez la souris smpd3-/-. La malformation
osseuse semble étre, dans ce phénotype, liée a un défaut au niveau du cartilage de croissance.
Les études histologiques montrent que les chondrocytes sont organisés en paquets irréguliers.
De plus le collagene et les trois protéines matricielles non collagéniques telles que COMp,
matrilline et I'osténectine sont disposées de maniere anarchique (Stoffel 2007).

Au niveau des os longs, la souris smpd3 KO présente un retard d’ossification de
croissance avec des déformations des articulations et des diaphyses. Aucune fracture osseuse
n‘est décrite. Ce defaut au niveau osseux serait di a un defaut de maturation des
chondrocytes. L’expression d’ADNc codant pour la nSMase2 dans le promoteur du
collagene2A1, spécifique des chondrocytes, permet de restaurer un phénotype normal.

Au niveau des cartilages de croissance, le groupe de Stoffel montre une désorganisation
cellulaire caractérisée par des chondrocytes de petite taille et des colonnes de chondrocytes
hypertrophiques réduites (Stoffel 2007).

Aucune différence des tissus périostal et endostal n’est décrit (Stéffel 2007).
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Au niveau cranio-facial, la souris smpd3-/- présente une téte large disproportionnée. Cependant
au niveau dentaire, contrairement a la souris fro/fro, la souris smpd3-/- ne présenterait pas de
dentinogenése imparfaite. Les incisives ne présentent pas d’anomalie de formation, aucune

fracture ou formation de cal n’est observé (Stoffel 2007).

1.5.2.4. Corrélation en physiopathologie humaine

D’aprés I'équipe de Stoffel, la souris KO pour smpd3 est a rapprocher des

chondrodysplasies associées a un nanisme et notamment des formes plus communes

d’achondrodysplasie humaine (Stéffel 2007).

1.5.3. Comparaison des mod¢&les murins fro/fro et smpd3-/-

Ces données résument les connaissances actuelles sur les phénotypes des souris fro/fro et

smpd3-/- (Tableau 6).
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Caractéristiques

fro/fro

(Aubin 2005, Muriel 1991, Guénet 1981,
Sillence 1993, Opsahl 2005)

smpd3-KO
(Stoffel 2005, Stoffel 2007)

Gene smpd3 smpd3
Protéine nSMase?2 nSMase?2
Souche Génétique 129/SV C57BL/6x129/3V

Mode de transmission

autosomale récessive

autosomale dominante

Taille nanisme nanisme
Os Longs courts courts et courbes
courbure tibia constant fragilité osseuse
fragilité osseuse
Os courts inchangés inchangés
Cartilage de croissance | élargissement de zone hypertrophique diminution de zone
hypertrophique
Ossification retardée retardée
Os Cortical amincie
irréguliere
Os Trabéculaire diminution nombre des trabécules épaissi
diminution de épaisseur des trabécules aspect irrégulier
peu calcifié
Epiphyse normale élargie
Diaphyse courte déformée
incurvation/angulation
plus large
translucide RX
présence de cal osseux
Métatarse inchangé inchangé
Phalange inchangée inchangée
Colonne vertébrale scoliose, cyphose cyphose

Cage thoracique

11 paires de cotes

tronc long et étroit

Cranio-facial dentinogenése imparfaite téte disproportionnée
malforation os maxillaires large

Pathologie Ol et DI chondrodysplasie

Démarche démarche dandinante NS

Viabilité périnatale faible (10%) NS

Durée de vie normale NS

Fertilité normale défaut de maturation sexuelle
ambiguité sexuelle

Comportement hyperactive NS

Tableau 6 : Tableau de comparaison des modeéles murins Fragilitas ossium (fro/fro) et smpd3-

knock-out (smpd3-/-). (NS : non signifié).

Ces observations montrent que les phénotypes de la souris fro/fro et smpd3-/- présentent des

similitudes dans leur phénotype. Ces souris présentent un nanisme avec une forte mortalité

périnatale, une fragilité osseuse et de multiples fractures. Ces deux modeles sont caractérisés

par des malformations au niveau des os longs (humérus, tibias notamment). Tous deux ont une
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incurvation caractéristique au niveau des tibias (Fig 25). Cette angulation pourrait étre la cause
de fractures multiples dues a la fragilité osseuse. Sur le plan histologique, il y a une discordance
sur la description de la plaque de croissance. En effet, Guénet décrit chez la souris fro/fro un
élargissement de la zone hypertrophique alors que Stoffel décrit une réduction de la zone
hypertropohique chez la souris smpd3-/-. En ce qui concerne la dentinogenése, nous ne
pouvons comparer I'aspect des dents chez les souris -/- en période néonatale.

Ces deux modeles présentent cependant des phénotypes trés proches caractérisés par
l'existence d’une chondrodysplasie, suggérant un rdle des sphingolipides dans

I'ostéochondrogenese.

Figure 24 : Données radiologiques des phénotypes fro/fro (A) et smpd3-/- (B). (A) Clichés
radiologiques de souris fro/fro 4gés de 15 jours (a gauche) et de 45 jours (a droite). (B) Comparaison
radiologiques de souris +/+ et -/- 4gées de 18 mois (Guénet 1981 ; Sillence 1993 ; Stdffel 2007).
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Figure 25: Focus sur la morphologie des tibias des souris fro/fro (A) et smpd3-/- (B).
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2. OBJECTIFS DE LA THESE
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Les sphingolipides sont des constituants majeurs des structures cellulaires, et ce sont
également des seconds messagers impliqués dans I'apoptose, la prolifération cellulaire et la
différenciation cellulaire en particulier au cours de I'embryogénése, et de I’homéostasie
tissulaire. La nSMase2 est une enzyme-clé du métabolisme des sphingolipides, car elle
représente la premiére étape de dégradation de la sphingomyéline, et la génération de
céramide. Cette enzyme présente au niveau du feuillet interne des membranes plasmiques et
de l'appareil de Golgi est impliquée dans différentes réponses cellulaires telles que
inflammation, la migration et la prolifération cellulaire, ainsi que I'apoptose bien que son rdle
dans ce domaine reste actuellement débattu.

Les SL sont impligués dans un certain nombre de pathologies comme les maladies
cardiovasculaires, le cancer, les maladies métaboliques et infectieuses. Leur implication dans le
métabolisme osseux est de description récente, et est basée sur le phénotype de souris soit
mutante pour smpd3 (souris fro/fro), soit sur le phénotype de la souris knock-out pour smpd3.
En effet, la mutation fro/fro (souris "fragilitas ossium") (Aubin 2005), ou le knock-out du géne
smpd3 qui code pour la nSMase-2 (Stoffel 2005), présentent un phénotype caractéristique avec
un sévere retard de croissance a la naissance et une ostéogenése anormale. Les souris fro/fro
sont naines et présentent une ostéochondrodystrophie et une hypominéralisation osseuse
associées a une mortalité néonatale élevée (Aubin 2005). Les souris smpd3-KO sont naines et
présenteraient une chondrodysplasie néonatale (Stéffel 2005). Ces modeéles animaux suggerent
un réle pour les sphingolipides dans le développement osseux pendant la période foetale et
néonatale. Les travaux actuels réalisés par le groupe de Murshed (Khavandgar 2011), montrent
que la mutation de nSMase?2 résulte en une diminution de la minéralisation des ostéoblastes qui
pourrait étre (en partie) a I'origine de la pathologie osseuse de type "osteogenesis imperfecta”.
A cbté de ce défaut de minéralisation, ce groupe montre une accumulation de chondrocytes
hypertrophiques et un déficit d'apoptose (qui est le stade terminal de la différenciation des
chondrocytes hypertrophiques). Ce retard d’apoptose pourrait contribuer a la malformation de
la plague de croissance et a la chondrodysplasie observée chez ces souris, car I'apoptose des
chondrocytes hypertrophiques, est nécessaire a I'invasion des ostéoblastes, et a la formation
de I'os endochondral.

Le groupe de Murshed montre par ailleurs que la correction de la mutation chez la souris fro/fro
par introduction d’un plasmide codant pour SMase?2 restaure en grande partie le défaut d’Ol.
Ces corrections appuient le réle de nSMase dans I'ostéochondrogenese mais le mécanisme

fonctionnel et spatio-temporel n’est pas connu.
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L'objectif général de ce travail de thése a été d'étudier I'implication de la nSMase?2 et la voie des

SL dans I'ostéochondrogenése.

Nos travaux sont subdivisés en trois parties :

1. Etude de limplication de la nSMase2 dans I'apoptose induite par la privation en
nutriments dans les fibroblastes et les chondrocytes en culture

2. Etude du rdle de la sphingomyélinase neutre de type 2 dans la différenciation et la
maturation des chondrocytes chez la souris fro/fro

3. La mutation smpd3 s’accompagne d’un phénotype campomélique chez la souris fro/fro
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3. MATERIELS et METHODES
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3.1. PRODUITS ET REACTIFS

Le DMEM 1X contenant le GlutaMAX™-1, 4,5 g/I D-glucose, sans pyruvate (61965-026), le
DMEM 1X (+) L-Glutamine, (-) D-glucose, (-) Sodium Pyruvate (11966-025), et le Mix-F-12
GlutaMAX-1 proviennent de Gibco Life Technology. Le DMEM High glucose 4,5 g/l avec
sodium pyruvate et glutamine (E15-892), le F-12 Nut Mix (1X) + GlutaMAX™-1 (31765-027), le
RPMI 1640 avec glutamine (E15-885) viennent de GE Healthcare. Le Phosphate Buffered Saline
(PBS) et I'albumine bovine (A4503) sont fournis par Euromedex. Enfin la Trypsine EDTA 1X
(L11-004) vient de chez PAA et la collagénase D (1108886601) est de chez Roche.

La perphenazine, le FTY720, 'acide okadaique (04511), la rapamycine (37094), le GW4869
(D1692) et la solution d’'H202 (216763) proviennent de Sigma Alrich. Le BMP2 (recombinant
human bone morphogenetic protein 2) vient de Gibco by Life technologies. Le C2 Ceramide est
de chez Biomol. Le Dimethyl sulfoxide (DMSQO) (34943) est de Riedel-deHaén. Le Hyaluronan
High Molecular Weight provient de chez R&D Systems.

Les anticorps primaires tels que anti-ATF6 rabbit (ab37149), anti-col2al rabbit (ab21291), anti-
col X rabbit (ab58632), anti-CD31 rabbit (ab28364), anti-HIF1a rabbit (ab51608), anti-LC3 rabbit
(abB3817), anti-runx2 mouse (ab76956), anti-sox9 rabbit (ab71763), anti-VEGF rabbit
(ab46154) proviennent de chez ABCAM. Les anticorps anti-pAkt mouse (Ser473) (#4051), anti-
PP2A B subunit rabbit (#4953) et anti-ULK1 phospho (Ser757) rabbit (#6888) sont fournis par
Cell Signalling. Les anticorps anti-CHOP mouse (#2895), anti-Grp78 rabbit (sc-13968), anti-
GADD rabbit (sc-575), anti-HAS2 mouse (sc-365263), anti-N-SMase2 mouse (sc-166637), anti-
phospho-PP2A (Tyr 307) goat (sc-12615), et anti-ULK1 rabbit (sc33182) sont de Santa Cruz
Biotechnology. Les anticorps anti-active caspase3 rabbit (559565) et anti-CD31 mouse
(653370) sont de BD Pharmingen. L’anti-sox9 rabbit (#AB5535) est de Millipore. Les anti-
Hsp72/73 mouse mAb (Ab-1) et Hyaluronan Binding Protein (HABP) sont de Calbiochem.
L’anticorps anti-MMP13 rabbit (NBP 1-45723) vient de Novus Biologicals). Les anticorps
secondaires utilisés sont le goat anti-mouse IgG (ref 003-F2633NH) (Diagomics), goat anti-
rabbit G HRP (sc-2030), goat anti-mouse IgG (sc-2031) (Santa Cruz) et la Streptavidin, Alexa
Fluor 488 conjugate (Molecular Probes).

Le paraformaldhéhyde 32% (15714) est fournis par Euromedex et le Triton® X-100 (T8787) par
Sigma Aldrich. L’'Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit (A11008), Alexa Fluor® 546 goat anti-mouse
(A11003), Alexa Fluor® 488 goat anti-rabbit (A11008) (Life Technologie), Alexa Fluor® 488 goat
anti-mouse (A11001), Alexa Fluor® 546 goat anti-rabbit (A11010) sont fournis par Life
Technologie. L’Alexa Fluor® 488 rabbit anti-goat (A11078) vient de chez Molecular Probes et
I’Alexa Fluor® 546 rabbit anti-mouse (A11060) de chez Invitrogen.
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L’Orange G Certistain® (C.l. 16230) vient de chez Merck. L'Eosine G 1% (C0363), le Nuclear
Fast Red selon Ganther o Kernechtrot (C0481) et le Papanicolaou Harris Hematoxyline (nuclear
stain) (C0572), le carbonate de lithium (M00187) proviennent de chez DiaPath. Hematoxyline de
Le Mayer Dako (Lillie’s modification) (53309), le milieu de montage fluorescent Dako (S3023) et
le milieu de montage glycergel Dako (C0563) sont de chez Dako. Le rouge Alizine (A5533) vient
de Sigma Alrich. Enfin le milieu de montage Eukitt® provient de O. Kindler GmbH.

3.2. ANIMAUX

Les souris fro/fro et les souris sauvages sont issues d’une souche commune de souris 129/SV.
Les souris fro/fro présentant une délétion du gene smpd3 sont génotypées par PCR en utilisant
les primers suivants : d 5’-GCCCGCAGCCATGTATAGTA-3’, 5’-CTCAATGGAGGGCACACAG-
3’ et 5’-CAGGTTTAGGGACCCTGACG-3'. Les souris sont livrées et hébergées a I’'animalerie
UMS USQ006/INSERM (site Sanofi) thermo régulée a 22+2°C, dans des conditions stériles en
portoirs ventilés, et sont soumis a un cycle jour/nuit de 12h/12h. Toute la procédure
expérimentale a été approuvée par le comité de santé et des soins des animaux de I'INSERM et
par le ministére francais de I'agriculture et de la forét (autorisation expérimentation animale
N°3309004). Le protocole expérimental «Rble de la sphingomyélinase neutre dans
I'ostéochondrogenése » est le suivant : 12/1048/10/14 avec une demande d’autorisation de

projet n°® DAP 2014 72.

3.3. PRELEVEMENT d’EMBRYONS

Les souris gestantes a différents stades de développement embryonnaire (E12 a E17) sont
anesthésiées avec un mélange kétamine/xylazine (4/1) et sacrifiées par élongation cervicale.
Aprés désinfection du bas ventre avec de I'alcool a 70%, une laparotomie médiane permet de
mettre en évidence et extraire les cornes utérines contenant le « chapelet » de foetus. Une
section au niveau des trompes utérines (chaque extrémité du « chapelet ») pour mettre les
cornes utérines dans une boite de Pétri contenant du PBS 1X. Chaque foetus est séparé des
autres en sectionnant entre chaque sac la membrane. Apres I'extraction du feetus, le cordon

ombilical est sectionné et rincé au PBS 1X.
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3.4. CULTURES CELLULAIRES

3.4.1. Fibroblastes murins

Les cultures primaires de fibroblastes sont obtenues a partir de biopsies cutanées de
nouveaux-nés sauvages et fro/fro. Les échantillons cutanés sont désépaissis et placés face
dermique vers le bas dans des boites de Pétri. Aprés 15 minutes de contact avec les boites, du
milieu DMEM (Gibco) contenant 20% de sérum de veau foetal (SVF), pénicilline, streptomycine
et amphotéricine B est ajouté. Aprés 1 a 3 semaines de culture a 37°C a 5% CO2, les cellules
sont spontanément immortalisées. L’activité nSMase2 basale reste stable dans les fibroblastes
immortalisés issus de souris sauvages et fro/fro. Les cellules sont cultivées en routine dans du

milieu DMEM supplémenté a 10% de sérum de veau foetal (SVF).

3.4.2. Cellules souches mésenchymateuses murines

Les cellules souches mésenchymateuses sont issues de la moelle osseuse extraite a partir des
os longs (fémur, tibia), de souris sauvages et fro/fro, dans les conditions décrites par Van
Vlasselaer et coll. (1994). Les cellules sont cultivées a 37°C dans un milieu a-MEM supplémenté
avec 10 % de serum de veau foetal et 100 U/ml pénicilline, 100 pg/ml de streptomycine, 0,3
ug/ml d’amphotericine B, 5 ng/ml de gentamycine et 2 mM de L-glutamine.

La différenciation chondrocytaire est induite par un milieu de différenciation chondrogenique
(mesenchymal stem cells medium kit, ref GUXMX-03041-194) (Clinisciences), ITS (insulin
transferine selenium), acide ascorbique, dexaméthasone, sodium pyruvate, proline (Cyagen

Oricell™).

3.4.3. Cellules chondrocytaires costales

Aprés sacrifice des animaux et dissection, la cage thoracique est placée dans un tube
contenant du PBS stérile puis lavée 3 fois avec du PBS. Les cages thoraciques sont digérées
dans une solution contenant 20mL de collagénase D a 3mg/mL pendant 1h30 a 37°C. Apres
agitation avec une pipette de 25mL, les explants sont passés dans une nouvelle boite puis
incubés dans une solution contenant 20mL de collagénase D a 5mg/mL et DMEM pénicilline-
streptomycine et glutamine sans sérum de veau foetal toute une nuit a 37°C. La suspension est
transvasée dans un tube de 50 mL et complétée par du milieu complet. Les cellules osseuses

sont séparées et dissociées par passage successif avec une pipette de 25, 10, 5 et 2 mL puis

83



avec une pipette Pasteur. Les cellules sont ensuite suspendues dans 10 mL de DMEM
contenant sérum de veau feetal et filtrées dans un tamis de 70um. Les cellules sont comptées
puis ensemencées dans des boites de Pétri de 100 mm a une concentration de 1 million de
cellules par boite contenant 10 mL de DMEM contenant pénicilline-streptomycine, glutamine et
10% de sérum de veau foetal puis placées dans une étuve a 37°C. Aprés 24h, les cellules ont

adhéré et le milieu est changé tous les 2 jours jusqu’a confluence.

3.4.4. Cellules chondrocytaires de tétes fémorales

Aprés sacrifice des animaux et dissection des pattes arrieres, les tétes fémorales sont prélevées
et placées dans un tube contenant du PBS 1X stérile, lavées 3 fois. Les prélevements sont
placés dans une boite de Pétri de 35mm et digérés dans 7 mL de collagénase D a 3mg/mL
pendant 1h30 a 37°C.

La suspension est transvasée dans un tube de 50 mL contenant du milieu DMEM avec 10% de
sérum de veau foetal. Les cellules sont séparées par passage successif dans des pipettes de
25, 10, 5 et 2 mL et une pipette Pasteur et sont mises en suspension dans 10 mL de milieu. La
solution est ensuite filtrée avec un tamis de 70um. Les cellules récupérées sont comptées puis
ensemenceées dans des boites de Pétri de 100mm a une concentration de 1 million de cellules
par boite dans 10 mL de DMEM et laissées 24h dans I'incubateur. Le milieu est ensuite changé

tous les 2 jours jusgu’a confluence.

3.4.5. Cellules souches mésenchymateuses de lignée : C3H/10T1/2

Les cellules souches mésenchymateuses murines C3H/10T1/2 clone 8 ou CCL-226 (nom
commercial) ont été obtenues de American Type Culture Collection ATCC (Manassas, USA)
(LGC Standard). Les cellules sont cultivées dans un milieu DMEM supplémenté avec 10% de
sérum de veau feetal, 100U/ml péniciline et 100ug/ml de streptomycine.

Les cellules sont cultivées en 2D ou en 3D (pellets).

- Pour les cultures en monolayer, les cellules sont ensemencées dans des boites de Pétri de
100mm.

- Les cellules sont cultivées sous forme de pellets. Apres avoir scrappé les cellules dans leur
milieu de culture, les cellules sont centrifugées a 1000tr/min pendant 10 minutes. Le surnageant
enlevé, les cellules sont mises en solution dans le milieu de différenciation chondrogénique puis

reparties dans des tubes de 15ml et centrifugé 5min a 900tr/min.
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3.4.6. Cellules pré chondrocytaires de la lignée : ATDC5

Les cellules pré-chondrocytaires ATDC5 (données par le Dr J Guicheux, INSERM, Nantes), sont
cultivées dans un milieu contenant 50% DMEM avec pyruvate / 50% F-12 avec GlutaMAX1, 5%
sérum de veau foetal, 100U/ml pénicilline et 100pug/ml de streptomycine. La différenciation est
faite dans un milieu 50% DMEM avec pyruvate / 50% F-12 avec GlutaMAX1 contenant 5%

sérum de veau feetal, (insuline transferrine selenium) (ITS), dexamethasone et acide ascorbique.

3.4.7. Cellules pré ostéoblastes de lignée : MC3T3-EH1

Les cellules pré-ostéoblastiqgues MC3T3-E1 (mouse calvaria derived cell line) ont été obtenues
du CDC (Atlanta). Les cellules MC3T3-E1 sont cultivées a 37°C en milieu a-MEM supplémenté

avec 10% de sérum de veau foetal et 100U/ml pénicilline et 100ug/ml de streptomycine.

3.5. COLORATIONS HISTOLOGIQUES

3.5.1. Coloration Hématoxyline Eosine

Les échantillons sont déparaffinés par passage dans trois bains successifs de xyléene, puis
réhydratés dans 3 bains d’éthanol a 60%, 80% et 100%. Les échantillons sont mis en contact
pendant 5 minutes avec I'hématoxyline de Mayer, rincés puis plongés dans une solution de
carbonate de lithium pendant 15 secondes. Les échantillons sont ensuite mis en contact avec
une solution éosine-orangeG pendant 2 minutes. Enfin les échantillons sont déshydratés par
trois bains successifs d’éthanol a 60%, 80% et 100% 5 minutes chacun puis dans trois bains

successifs de xylene de 5 minutes.

3.5.2. Coloration Bleu Alcyan
Les échantillons déparaffinés et réhydratés sont incubés dans une solution de Bleu Alcyan
Tetrakis a 0,1% dans une solution 0,1M d’HCI a pH 1 pendant 20 minutes a température

ambiante. Les échantillons sont ensuite mis en contact avec une solution rouge nucléaire (red

fast nuclear) pendant 5minutes puis rincés et déshydratés avant de mettre une lamelle.
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3.5.3. Coloration de Von Kossa

Les échantillons sont déparaffinés, réhydratés, rincés a I'eau courante, puis incubés dans une
solution de nitrate d’argent a 1% et placés sous UV A, pendant 20 minutes. Aprés rincage a
'eau distillée, les échantillons sont incubés dans une solution de thiosulfate de sodium a 5%
pendant 5 minutes. Une contre-coloration avec du rouge nucléaire (nuclear fast red) pendant 5
minutes puis un ringage a I'eau distillée est réalisé. Enfin les échantillons sont déshydratés dans

des bains d’éthanol puis de xyléne.

3.5.4. Coloration au Rouge Alizarine

Les cellules apres différenciation sont fixées dans de I'éthanol froid a 70% pendant 1h. Apres
ringage avec de I'eau distilliée, les cellules sont incubées dans une solution de rouge d’alizarine
(40mM, pH 4,2) pendant 10 minutes a température ambiante, mettant en évidence les dépbts
de calcium. Les cellules sont lavées dans de I'eau distillée pendant 15 minutes pour retirer

I'excés de marquage.

3.5.5. Coloration des squelettes bleu Alcyan/rouge d’Alizarine

Apres dissection et fixation dans de I’éthanol a 95°, les squelettes sont colorés au bleu Alcyan
dans un milieu contenant 80% d’alcool a 95° et 20% d’acide acétique glacial pendant une
journée a température ambiante. Apres vérification de la coloration, les squelettes sont mis dans
des bains successifs d’alcool 95° renouvelé tous les jours pendant 6 jours puis dans une
solution de KOH 2% pendant 24 h. Les squelettes sont ensuite placés dans une solution de
rouge Alizarine (50mg/I Alizarine dans KOH a 2%) pendant 24 h. Enfin les squelettes colorés
sont nettoyés dans plusieurs bains de 1% KOH /20% glycérol, et sont stockés dans une

solution contenant 50% éthanol/50% glycérol.

3.6. IMMUNQOHISTOCHIMIE

Les échantillons (tibias) de souris sont inclus en paraffine et des coupes de 5um d’épaisseur
sont réalisées. Les lames sont déparaffinées dans trois bains successifs de xylene de 5 minutes
chacun, puis déshydratées dans trois bains successifs d’éthanol de 70%, 80% et 100% 5

minutes chacun. Ensuite un démasquage des sites antigéniques est réalisé dans un tampon
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préparé extemporanément avec des solutions d’acide citrique (21g/L, pH 6) et de citrate de
sodium (29,49/L, pH 6), porté a ébullition pendant 3 minutes, puis chauffé pendant 20 minutes.
Les sites sont saturés dans du lait écrémé a 5% dans du PBS 1X. Les lames sont ensuite
lavées dans du PBS 1X. Aprés avoir cerclé les échantillons avec le Dako Pen® (Dako),
'anticorps primaire est déposé toute la nuit a 4°C. 3 lavages de 15 minutes sont ensuite
réalisés. L’anticorps secondaire est déposé sur I'échantillon au 1/500 pour les Alexa fluo® 488
et au 1/1000 pour les Alexa fluo® 546 pendant 1h a température ambiante a I'abri de la
lumiere. Trois lavages successifs de 15 minutes dans du PBS sont réalisés puis une coloration
au 4'.6'-diamidino-2-phénylindole ou Dapi a 1ug/ml pendant 5 minutes, et un lavage de 5
minutes dans du PBS. Enfin le montage est réalisé avec un liquide type milieu de montage
fluorescent Dako (S3023) (Dako).

3.7. IMMUNOCYTOCHIMIE

Les cellules sont ensemencées dans des plagues 6 puits (Falcon®) dans lesquelles des
lamelles ont été placées apres stérilisation. Apres avoir réalisé les divers traitements, les puits
sont rincés 2 fois dans du PBS 1X. Les cellules sont ensuite fixées dans du paraformaldhéhyde
a 4% (Euromedex) pendant 20 minutes sur la glace puis rincées trois fois 5 minutes au PBS 1X
froid. Les cellules sont perméabilisées avec du Triton 0,1% pendant 10 minutes a température
ambiante, puis rincées 3 fois 5 minutes avec du PBS 1X. Les sites antigéniques sont saturés
avec un bain de lait écrémé a 5% pendant 1 heure. Les lames sont incubées avec 'anticorps
au 1/50 dans du PBS 1X contenant 3% de BSA, pendant 1h30 a température ambiante. Apres
3 lavages de 5 minutes au PBS, I'anticorps secondaire fluorescent approprié est ajouté dans du
PBS 1X contenant 3% de BSA au 1/500 pour le fluorochrome vert a 488nm et au 1/1000 pour
le fluorochrome rouge a 546 nm. L’incubation est faite a I'abri de la lumiére a température
ambiante. Les lames sont lavées avec trois lavages successifs de 5 minutes en PBS puis
colorées au 4',6'-diamidino-2-phénylindole ou Dapi a 1ug/ml pendant 5 minutes. Aprés un 5
minutes de lavage dans du PBS, le montage des lamelles est réalisé avec un liquide type milieu

de montage fluorescent Dako (S3023) (Dako).

87



3.8. DETECTION DE L’APOPTOSE PAR TECHNIQUE TUNEL

Le TUNEL est une méthode utilisée pour détecter les fragmentations d’ADN retrouvées dans les
cellules en apoptose. Cette analyse est réalisée avec le kit ApopTag® Peroxidase In situ
Apoptosis Detection Kit, de Chemicon/Millipore France. Les cassures dans I’ADN des cellules
apoptotiques sont mises en évidence par une désoxynucléotidyl transférase terminale, ou TdT,
qui ajoute du dUTP couplé avec de la digoxigénine, a I'extrémité des fragments d’ADN. Un
anticorps anti-digoxigénine couplé a une peroxydase génére un marquage localisé au niveau du

noyau des cellules apoptotiques.

3.9. RT-PCR QUANTITATIVE

Aprés avoir enlevé le milieu de culture cellulaire, les cellules sont mises en contact avec 1 ml de
réactif TRI Reagent® RT (MRC, Molecular Research Center, Inc, Cincinnati, USA) pour extraire
les ARN. Deux microgrammes d’ARN sont utilisés pour réaliser une reverse transcription avec
laide du kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems/ Life
Technologies). Le Fast SYBR green master mix et le systeme ABI StepOne + (Applied
biosystems/Life  Technologies) sont utilisés pour quantifier les ARNmM selon les
recommandations du fabricant. Les primers utilisés sont les suivants : pour sox9 : sens 5’-
ACGGAACAGACTCACATCTC-3’, et anti sens 5-GCTTCAGATCAACTTTGCCA-3’; pour
acan : sens 5'- CTATTTCCACACGCTACACCC-3’ et anti sens 5'-
AAAGACCTCACCCTCCATCTC-3’ ; pour MMP13 : sens 5’-CTCCTGATATGTCCCATTCT-3’ et
anti sens 5'-ACCATGTTCTTTAGTCCCAA-3’ ; pour VEGF : sens 5-
GAATGCAGACCAAAGAAAGACAG-3' et anti sens 5-GTTCGTTTAACTCAAGCTGCCT-3’;
pour colzal : sens 5’-CCAGAACATCACCTACCACT-3’ et anti sens 5’-
GTCCACACCAAATTCCTGTT-3" ; pour col10al : sens 5-CTGCTAATGTTCTTGACCCT-3’ et
anti sens 5-ATCCCTTTACTCTTTATGGCGT-3’ ; pour coltal : sens 5’-
CTGGAAGAGCGGAGAGTAC-3’ et anti sens 5'-GGGTTCGGGCTGATGT-3';; pour runx2 :
sens 5'-TCTGGCGTTTAAATGGTTAATCTC-3’ et anti sens 5’-CCCTCTGTTGTAAATACTGCT-
3; pour smpd3; sens 5-AAATCTACCTCCTCGACCAG-3° et anti sens 5'-
CTGCTCCAGTTTGTCATCAG-3’ ; pour osteopontine ; sens 5’-GCAAGAAACTCTTCCAAGCA-
3 et anti sens 5-AGATTCATCCGAGTCCACAG-3’'; pour Ihh: sens 5'-
ATATCACCACCTCAGACCGT-3’ et anti sens 5-GCCGAATGCTCAGACTTGAC-3’; pour
PTHrp : sens 5’-AAAGAACAGCCACTCAAGACAC-3 et anti sens 5'-
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ATTTCAATGCGTCCTTAAGCTG-3’ ; pour shh: sens 5-ACGGCCATCATTCAGAGGA-3’ et
anti sens 5-CACGGAGTTCTCTGCTTTCAC-3’ ; pour HAS2 : sens 5-
GAAACTTCCTTCCACGACCC-3’ et anti sens 5-GCACCGTACAGTCCAAATGAG-3'; pour
Chop : sens 5’-AAGCCTGGTATGAGGATCTG-3’ et anti sens 5’-TTCCGTTTCCTAGTTCTTCC-
3; pour Bip: sens 5-CATCAATGAGCCTACAGCAG-3° et anti sens 5'-
CCACCACTTCAAAGACACCA-3’ ; pour Beclinel : sens 5’-AATCTAAGGAGTTGCCGTTATAC-
3 et anti sens 5- CCAGTGTCTTCAATCTTGCC-3; pour LC3: sens 5'-
ATTGCTGTCCCGAATGTCTC-3’ et anti sens 5- CGTCCTGGACAAGACCAAGT-3'; pour
GAPDH : sens 5-GTATGTCGTGGAGTCTACTG-3’ et anti sens 5'-
TGCTGACAATCTTGAGTGAG-3’ ; pour HPRT : sens 5’-TTGCTCGAGATGTGATGAAGGA-3’ et
anti sens 5’- CCAGCAGGTCAGCAAAGAATT-3".

Les conditions d’incubation utilisées sont 95°C pendant 20 secondes, suivi de 40 cycles de 3
secondes a 95°C, annealing/extension pendant 30 secondes a 60°C. Chaque échantillon est
fait en double et les données sont analysées a I'aide du logiciel StepOne +software v2.3.
L’expression des ARNm d’intérét est normalisée par rapport a celle de '’ARNm du géne de

référence (GAPDH, HPRT) avec la méthode 2ACT.

3.10. PREPARATION ET OXIDATION DES LDL

Les LDL humaines (d 1.019-1.063) sont isolées par ultracentrifugation d’un pool de sérum
humain frais. Aprées dialyse et filtration, elles sont diluées a 2g/l puis oxydées par exposition aux

UV-C (2h, 254 nm, 0.5mW/cm?) en présence de 5uM de CuSO4 (Negre-Salvayre 1990).

3.11. EVALUATION DE LA TOXICITE

3.11.1. MTT

Le MTT (bromure de 3-[4, 5- diméthylthiazol-2-yl]-2,5-diphényltétrazolium) (Sigma) est un sel de
tétrazolium (jaune et soluble) qui se transforme en formazan (bleu et insoluble) aprés réduction
par les enzymes de la chaine respiratoire mitochondriale. Le MTT est ajouté dans le milieu RPMI
(sans SVF) a une concentration finale de 0,5 mg/mL. Aprés 30 min. d’incubation a 37°C, le
milieu est éliminé et les cristaux de formazan sont dissous dans 1 mL de DMSO. La lecture se

fait par spectrométrie a 580nm (Denisot and Lang, 1986).
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3.11.2. Syto13/IP

Le test de Syto13/IP est basé sur la différence de perméabilité des membranes cellulaires a
deux sondes fluorescentes s’intercalant dans '’ADN. Le Syto13, une sonde de couleur verte
perméante et l'iodure de propidium, de couleur rouge et non perméant. La morphologie
nucléaire (noyaux fluorescents) permet de discriminer les cellules vivantes (vertes) les cellules en
apoptose primaire, sans modification de perméabilité membranaire, les cellules en nécrose
post-apoptotique, cellules en nécrose primaire (Sanson 2008).

Les cellules sont incubées avec les sondes intercalantes pendant 30 minutes (Syto13, 1uM,
iodure de propidium, 2uM) et sont observées en microscopie a fluorescence (microscope
fluorescent inversé Fluovert FU, Leitz). Les cellules vivantes, apoptotiques et nécrotiques sont
caractérisées par leur morphologie nucléaire. Les cellules vivantes intactes ont un noyau vert
fluorescent et non condensé. Les cellules apoptotiques présentent un noyau vert/jaune
pycnotique ou fragmenté, témoignant de la condensation apoptotique de la chromatine. Les
cellules en nécrose post-apoptotique présentent les mémes caractéristiques nucléaires (noyau
condensé et fragmenté) mais sont rouges de par la perméabilisation des membranes qui
permet la pénétration de 'iodure de propidium dans le noyau. Les cellules en nécrose primaire

présentent des noyaux rouges avec une chromatine lache.

3.12. DOSAGE des PROTEINES

Le dosage des protéines est réalisé a I'aide du réactif de Bradford (Bio-Rad Laboratories
GmbH, Marnes-la-Coquette, France). La concentration protéique des échantillons est
déterminée a partir d’'une gamme de serum albumine bovine (BSA). La quantification se fait par

spectrométrie a 595nm.

3.13. WESTERN BLOT

Apres stimulation, les cellules sont lavées dans du PBS a 4°C et sont remises en suspension
dans un tampon contenant des antiprotéases et antiphosphatases (1 mM de NavO4, 2 ug/ml
de leupeptine, 1 mM de PMSF, 10 ug/ml d’Aprotinine dilués dans du PBS). Apres
centrifugation, le culot cellulaire est lysé dans un tampon d’extraction pH 7,4, contenant 50mM

HEPES, 150mM NaCl, 10% glycérol, 0,5% de DOC, 1% Triton X-100, 1 mM de NaVvVO4, 10mM

90



de pB-gycéphosphate, 5mM de NaF, 2 ug/ml de pepstatine, TmM de PMSF et 10 ug/ml
d’aprotinine durant 30 minutes a 4°C.

Aprés centrifugation (12500 tr/min pendant 10 minutes), le dosage des protéines est réalisé et
30 a 50 ug de protéines de chaque échantillon sont repris dans un tampon de dénaturation
contenant 62,5 mM de Tris-HCI pH 6.8, 2% de SDS, 10% de glycérol, 0,04% de bleu de
bromophénol et 4% de B-mercaptoéthanol. Le mélange est chauffé 5 minutes a 95°C. Les
échantillons sont déposés sur un gel a 10% ou 7% de polyacrylamide. Aprés migration entre 15
et 30 mA par gel pendant 90 minutes, les protéines sont transférées sur une membrane de
nitrocellulose pendant 2h a 220 mA. La membrane est saturée pendant 2 h avec une solution
de PBS contenant 5% de BSA ou de lait écrémé. L’anticorps primaire, dilué généralement au
1/1000 est incubé toute la nuit a 4°C avec la membrane. Aprés trois lavages de 10 minutes,
I'anticorps secondaire couplé a HRP est dilué au 1/5000, et incubé avec la membrane pendant
1 h a température ambiante. Aprés trois lavages de 10 minutes, la révélation s’effectue par
chimioluminescence avec de 'ECL® (Amersham, GE Healthcare, Velizy-Villacoublay, France).
Les anticorps secondaires utilisés dépendent des anticorps primaires, et sont dirigés contre des
lg de souris, de lapin ou de chévre couplés a la peroxydase (HRP, Santa Cruz Biotechnology,

Heidelberg, Allemagne).

3.14. TRANSFECTION

Les cellules (fibroblastes, chondrocytes, cellules souches mésenchymateuses) ont été
transfectées avec des esiRNA dirigés contre HAS2 (EMUO0401111) provenant de chez Sigma-
Aldrich (Saint-Quentin Fallavier France (100nM final). Aprés 6h, on rajoute du milieu
supplémenté avec 10% SVF et les siRNA sont incubés pendant 24h. L’efficacité est testée par

RT-PCR quantitative.

3.15. STATISTIQUES

Les résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM. L’estimation de la significativité statistique
est réalisée avec le test de Student (pour la comparaison de deux groupes) ou avec le test
ANOVA one-way (étude de l'effet d’'un facteur sur plusieurs groupes), a l'aide du logiciel
SigmaStat 3.5, et du logiciel Systat. Les résultats pour lesquels p< 0,05, sont considérés

comme statistiquement significatifs.
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4. TRAVAUX EXPERIMENTAUX
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La mutation récessive “fragilitas ossium” (fro) découverte a I'lnstitut Pasteur par le
groupe du Dr. Jean-Louis Guénet, est considérée comme un modele d’Ol (Guénet 1981; Aubin
2005a). Le phénotype des souriceaux fro/fro nouveaux-nés, est caractérisé par une fragilité
0sseuse, une absence de minéralisation des 0s longs, associée a un retard de croissance, des
déformations osseuses en particulier au niveau des pattes postérieures, et une forte mortalité
néo- et périnatale, sans mutation du collagene de type | (Muriel 1991). Cette Ol s’accompagne
d’'une dentinogenése imparfaite, mise en évidence par les travaux du Pr. Michel Goldberg
(Faculté de chirurgie dentaire de Montrouge) (Goldberg 1996).

Les travaux de I’équipe de Jean-Louis Guénet montrent que le phénotype de la souris fro/fro
est associé a une mutation du géne smpd3 codant pour la sphingomyélinase neutre de type 2
(nSMase?2) (Aubin 2005b), dont I'activité enzymatique est inexistante dans les tissus des souris
fro/fro. Le phénotype de cette souris est proche de celui des souris knock-out pour smpd3
(Stoffel 2005). Cependant Stoffel ne signale pas d’Ol chez les souris smpd3-/-, mais décrit des
signes de chondrodysplasie chez les animaux mutants (Stéffel 2007). Ces diiférentes études

indiguent une implication de la voie des shingolipides dans le développement osseux.

Des travaux réalisés au cours de mon Master 2 de Recherche sur des précurseurs
d’ostéoblastes MC3T3-E1 ne montraient pas ou peu de différence de minéralisation (évaluée
avec le rouge d’alizarine), entre les contrbles et les cellules traitées par un inhibiteur
pharmacologique de nSMase2, le GW4869. De méme, des cellules souches obtenues a partir
de moelle osseuse de souris fro/fro et différenciées en ostéoblastes, montrent une diminution
partielle de la minéralisation, par comparaison avec des cellules souches d’animaux “sauvages”
(Fig 26A). Cependant on ne retrouve pas de diminution d’expression ni de I'activité de la
phosphatase alcaline (PAL) caractéristique de la différenciation des ostéoblastes entre les souris
fro/fro et les souris contrdles (Fig 26B), indiquant donc que le défaut de minéralisation osseuse
chez les souris fro/fro, est complexe et pourrait affecter non seulement la différenciation des

ostéoblastes, mais aussi d’autres voies du développement osseux.
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Figure 26 : Implication de la nSMase2 dans la minéralisation. (A) Comparaison de la coloration au rouge
d’alizarine du calcium dans les progéniteurs ostéoblastiques issus de la moelle osseuse de souris sauvages et fro/fro
différenciés dans un milieu ostéogénique en ostéoblastes. (B) Mesure de I'activité phosphatase alcaline (PAL) dans
les progéniteurs ostéoblastiques issus de la moelle osseuse de souris sauvages et fro/fro différenciés dans un milieu
ostéogenique en ostéoblastes en présence ou non de GW4869 (5uM).

Le groupe de Murshed (Khavandgar 2011) a développé une souris corrigée sur la nSMase2,
exprimant smpd3 sur un promoteur de Col1A1 spécifique des ostéoblastes et des
odontoblastes (souris fro/fro; Colla1-Smpd3). Cette souris montre une restauration partielle du
phénotype osseux de la souris fro/fro, et du défaut de minéralisation, confirmant le rble de la
nSMase2 dans le développement de I'os.

A cbOté du défaut de minéralisation, caractéristigue du phénotype Ol de la souris fro/fro, les
travaux de Khavandgar (Khavandgar 2011) montrent également une accumulation de
chondrocytes hypertrophiques avec un déficit d’apoptose dans la plaque de croissance des 0s
longs chez les souriceaux fro/fro nouveau-nés, suggérant une anomalie de développement de
I’'os endochondral chez ces souris.

Ce déficit d’apoptose pourrait étre la conséquence directe de la mutation de nSMase?2 dont le

rble pro-apoptotique est largement rapporté dans la littérature (Castillo 2007; Golkorn 1998).
Les objectifs de ce travail de these ont été orientés vers I'étude du réle de la nSMase2 dans la

différenciation, la maturation et I'apoptose des chondrocytes au cours du développement de la

plague de croissance chez la souris fro/fro comparée a la souris sauvage.
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Ce travail expérimental est subdivisé en trois parties:

- Dans la premiere partie, nous étudions l'implication de la nSMase2 dans 'apoptose des
fioroblastes et des cellules différenciées en chondrocytes hypertrophiques soit soumis a des
agents de stress, soit placés dans des conditions de privation en nutriments (qui mime les

conditions de maturation des chondrocytes hypertrophiques).

- Dans la deuxieme partie, nous rapportons les caractéristiques des chondrocytes
hypertrophiques qui s’accumulent dans la plague de croissance des os longs chez la souris
fro/fro. Nous mettons en évidence le déficit de maturation de ces cellules, caractérisé entre
autres par une absence d’expression du VEGF et de la métalloprotéase MMP13, ainsi que par

un défaut d’apoptose et d’autophagie.

- La troisieme partie de ce travail montre que la chondrodysplasie observée chez la souris
fro/fro, est de type “campomélique”, avec un défaut d’expression de Col2A1 et d’Acan ainsi
que de Sox9, qui est retrouvé sur des modeles de chondrocytes en culture (ATDC5,

C3H10T1/2), différenciés en présence de I'inhibiteur de nSMase2, le GW4869.
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4.1. Implication de la nSMase2 dans |'apoptose induite par la privation en

nutriments

4.1.1. Sphingomyélinase et apoptose

Les sphingomyélinases sont impliqguées dans le catabolisme de la sphingomyéline, un
sphingolipide constituant majeur des membranes plasmiques, des rafts et des cavéoles
(Cremesti 2002; Clarke 2006). La dégradation de la sphingomyéline génere du céramide, un
médiateur sphingolipidique impliqué dans la différenciation cellulaire, I’'autophagie et I'apoptose
(Jarvis 1996; Hetz 2002; Hannun 2008). L’activation de la nSMase2 et la génération de
céramide sont activées par de nombreux facteurs de stress, en particulier le stress oxydant
(Cing-Frais 2013), les LDL oxydées (Devillard 2010), le TNFa (Tellier 2007), ou la privation en
nutriments. Le catabolisme du céramide conditionne la réponse cellulaire vers la prolifération ou
I'apoptose, du fait de la conversion en sphingosine par les céramidases puis en sphingosine 1-
phosphate (S1P), aprés phosphorylation de la sphingosine par les SK1 et SK2 (Maceyka 2012).
La S1P est impliguée dans la prolifération et la survie cellulaire, et la balance S1P/céramide
pourrait orienter le devenir cellulaire vers la survie ou I'apoptose, en fonction de la nature du
stress, de sa durée et de son intensité.

Les résultats précédents rapportés par I'équipe ont montré que la nSMase2 n’est pas impliquée
dans 'apoptose induite par les agents de stress (stress oxydant, LDL oxydées, cytokines), et la
mutation de la nSMase2 ne protége pas les cellules mutantes de la mort cellulaire induite par
ces agents. De méme, I’'hépatotoxicité induite par l'injection de TNFa est comparable dans les
souris sauvages et les souris fro/fro, et la mutation de la nSMase2 ne leur conféere pas de
résistance (Devillard 2010). D’autres études cependant montrent un effet protecteur de la
mutation en nSMase2 contre I'apoptose induite par divers agents (Filosto 2011, Meyers-
Needham 2012). De plus, les travaux de Kavandhgar et coll. (Kavandhgar 2011) montrent que
les chondrocytes hypertrophiques résistent a I'apoptose dans la plague de croissance des 0s
longs chez les souris fro/fro. L’apoptose des chondrocytes hypertrophiques constitue une
étape essentielle dans la maturation de ces cellules, et se produit dans un environnement
pauvre en nutriments (Shapiro 2005), qui permet I'activation de la nSMase?2 et la génération de
céramide (Bedia 2011).

Une hypothése serait donc que la mutation en nSMase2 pourrait protéger les chondrocytes

hypertrophiques de I'apoptose induite par la privation en nutriments chez la souris fro/fro.
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Nous avons étudié l'effet des agents de stress et de la privation en nutriments sur des
fiboroblastes et dans un second temps sur des chondrocytes isolés a partir de tétes fémorales
de souris sauvages et fro/fro. Nos travaux présentés dans la publication jointe, montrent que la
mutation de nSMase?2 ne protege pas les cellules mutantes de I'apoptose induite par les agents
de stress, comme déja rapporté (Devillard 2010), mais protégerait les fibroblastes et les
chondrocytes de I'apoptose induite par la privation en nutriments. Cet effet protecteur fait
intervenir une surexpression de la hyaluronan synthase 2 (HAS2) et I'acide hyaluronique (HA),

dont I'expression et la sécrétion sont trés augmentées chez les souris fro/fro mutantes.
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ABSTRACT

The neutral type 2 sphingomyelinase (nSMase2) hydrolyzes sphingomyelin and generates ceramide, a
major bioactive sphingolipid mediator, involved in growth arrest and apoptosis. The role of nSMase2 in
apoptosis is debated, and apparently contradictory results have been observed on fibroblasts isolated
from nSMase2-deficient fragilitas ossium (homozygous fro/fro) mice. These mice exhibit a severe neo-
natal dysplasia, a lack of long bone mineralization and delayed apoptosis patterns of hypertrophic
chondrocytes in the growth plate. We hypothesized that apoptosis induced by nutrient deprivation,
which mimics the environmental modifications of the growth plate, requires nSMase2 activation. In this
study, we have compared the resistance of fro/fro fibroblasts to different death inducers (oxidized LDL,
hydrogen peroxide and nutrient starvation). The data show that nSMase2-deficient fro/fro cells resist to
apoptosis evoked by nutrient starvation (fetal calf serum/glucose/pyruvate-free DMEM), whereas wt
fibroblasts die after 48 h incubation in this medium. In contrast, oxidized LDL and hydrogen peroxide are
similarly toxic to fro/fro and wt fibroblasts, indicating that nSMase2 is not involved in the mechanism of
toxicity evoked by these agents. Interestingly, wt fibroblasts treated with the SMase inhibitor GW4869
were more resistant to starvation-induced apoptosis.

The resistance of fro/fro cells to starvation-induced apoptosis is associated with an increased ex-
pression of hyaluronan synthase 2 (HAS2) mRNAs and protein, which is inhibited by ceramide. In wt
fibroblasts, this HAS2 rise and its protective effect did not occur, but exogenously added HA exhibited a
protective effect against starvation-induced apoptosis.

The protective mechanism of HAS2 involves an increased expression of the heat-shock protein Hsp72,
a chaperone with antiapoptotic activity. Taken together, these results highlight the role of nSMase2 in
apoptosis evoked by nutrient starvation that could contribute to the delayed apoptosis of hypertrophic
chondrocytes in the growth plate, and emphasize the antiapoptotic properties of HAS2.

© 2014 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND
license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

Introduction

mediator involved in cell growth arrest, apoptosis, autophagy and
cell differentiation [3-6]. A variety of factors, such as nature of the

Sphingomyelinases are a family of enzymes implicated in the
catabolism of sphingomyelin, a major sphingolipid present in
cellular membranes, rafts and caveolae [1,2]. Several sphingo-
myelinases have been cloned and characterized, and are known to
play a major role in cell biology, via the degradation of sphingo-
myelin, which generates ceramide, a bioactive sphingolipid

Abbreviations: nSMase2, neutral sphingomyelinase type 2; HAS2, hyaluronan
synthase 2; HA, hyaluronan; LDL, low density lipoprotein
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stressors, stress duration, cell and tissue specificity, subcellular
localization and metabolism of ceramide can influence its biolo-
gical effects [6,7]. Ceramide can be catabolized by ceramidases into
sphingosine, which can be converted by sphingosine kinases into
sphingosine 1-phosphate (S1P), another sphingolipid mediator
exhibiting survival and mitogenic properties [6,8].

Several evidences indicate that the balance ceramide/S1P
(ceramide/S1P rheostat) is an important determinant of cell fate
towards survival or apoptosis depending on the ability of cells to
generate S1P from ceramide [9]. The neutral sphingomyelinase 2
(nSMase2), encoded by the smpd3 gene, is a redox-sensitive [6]
enzyme that plays a key role in ceramide generation upon

2213-2317/© 2014 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).
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stimulation by stress-inducing agents, including hydrogen per-
oxide (H,0,) and oxidized LDL [10-13]. We have recently reported
that nSMase2 activation by low H,0, concentrations mediates the
proliferation and migration of smooth muscle cells (SMC) and fi-
broblasts, via a ceramide-dependent sequential signaling cascade
implicating the activation of src, and the subsequent phosphor-
ylation and activation of the PDGF receptor, that is implicated in
the activation of sphingosine kinase and the generation of S1P
[12]. In contrast, high oxidative stress inhibits sphingosine kinase
and triggers apoptotic cell death [14].

The expression of nSMase2 is high in the brain and bones
[15,16]. Mice knockout for nSMase2 and nSMase2-deficient fro/fro
mice (homozygous smpd3™/smpd3™ with fragilitas ossium phe-
notype) exhibit bone deformations and neonatal growth retarda-
tion [16-18]. A number of studies have been carried out on cells
and tissues isolated from these mice, to decipher the physiological
role of nSMase2 and its implication in apoptosis evoked by cell
death inducers. We recently reported that mutant fibroblasts iso-
lated from fro/fro mouse undergo apoptosis similarly to wt fibro-
blasts, when exposed to stress-inducing agents such as cytokines
(TNF-at), Ho0, or oxidized LDL [11]. Likewise, the hepatotoxicity
resulting from TNF-a injection to mice, is similar in fro/fro and
wild type mice, indicating that the nSMase2 mutation does not
confer any resistance to these acute stress-inducing agents [11].
However, other studies, including experiments done on fro/fro
cells, indicate an apoptotic role for nSMase2 [19,20]. Recently
Kavandhgar et al. [21] reported that the defect in bone miner-
alization in fro/fro mouse is associated with an accumulation of
hypertrophic chondrocytes in the growth plate and a reduced
number of TUNEL positive cells, indicating a defective apoptosis,
which is necessary for bone mineralization [22]. These reports
point out the complicated role of nSMase2 in apoptosis, which
may differ as function of the state of development, the tissue
specificity and the nature of the stress inducer.

The terminal apoptotic differentiation of hypertrophic chon-
drocytes, is necessary for bone mineralization and involves en-
vironmental modifications, including nutrient deprivation [23],
which is a known sphingolipid pathway trigger [24]. The present
study was carried out to decipher whether nSMase?2 is involved in
cell death induced by nutrient starvation and to characterize the
mechanisms of resistance evoked by nSMase2 mutation in fro/fro
cells.

Materials and methods
Chemicals and reagents

Anti-HAS2 mouse monoclonal antibody (sc-365263) was from
Santa Cruz Biotechnology (Texas, USA); anti-hsp72/73 mouse an-
tibody was from Calbiochem (Merck Millipore, United Kingdom).
Anti Akt-phospho (Ser473) rabbit was from Cell Signalling. Sec-
ondary antibodies anti-mouse and anti-rabbit were from Cell
Signalling Technology (Denver, USA). SYTO-13, propidium iodide,
alexa-Fluor 488 (green)- and Alexa-Fluor 546 (red)-conjugated
secondary antibody were from Molecular Probes (Invitrogen,
Cergy-Pontoise, France). 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphe-
nyl tetrazolium bromide (MTT), GW4869, KNK437 were from
Sigma-Aldrich. RPMI 1640, DMEM, fetal calf serum (FCS) were
from Invitrogen (France). Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM) without p-glucose and Sodium pyruvate was from Gibco/
Life Technology (Paisley, United Kingdom). Hyaluronan (High
Molecular Weight > 950 kDa) was from RD System (Minneapolis,
USA). C2-ceramide was from Biomol, Laboratory Research. Acry-
lamide-4 x /bisacrylamide-2 x solution was from Euromedex
(Souffelweyersheim, FR). The ECL chemoluminescence kit was
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from Amersham Pharmacia (Velizy-Villacoublay, France).
Cell culture

Primary cultures of fibroblasts were obtained by skin biopsies
from newborn control and fro/fro mice. Briefly, skin samples were
minced and put in Petri dishes, dermis facing down. After 15 min
of dry contact with the dishes, DMEM culture medium containing
10% FCS penicillin, streptomycin, amphotericin A was added, and
the skin preparation was cultured at 37 °C, 5% CO,. After 1-
3 weeks, cells growing around the tissue pieces were expanded.

Control (wt) or fro/fro fibroblasts were grown in DMEM Glutamax
culture medium supplemented with 10% fetal calf serum and anti-
biotics (100 U/ml penicillin, 100 mg/ml streptomycin) in a 5% CO,
humidified incubator, at 37 °C. At sub-confluency, this medium was
removed and replaced by serum/glucose/pyruvate-free DMEM (nu-
trient-starvation conditions), or by serum-free RPMI-1640 containing
oxidized LDL (200 pg/ml), or H,0, (100 uM), for 48 h.

Animals

The genetic background of fro/fro and wt mice was 129/SV.
Homozygous mice, harboring a truncating mutation in nSMase2
and fragilitas ossium (fro) phenotype were genotyped by PCR, as
previously described [17], using the following primers: 5'-
GCCCGCAGCCATGTATAGTA-3’, 5'-CTCAATGGAGGGCACACAG-3’
and 5'-CAGGTTTAGGGACCCTGACG-3'.

TUNEL assay

For detecting apoptosis in cells and tissues, we used the
ApopTag® In Situ Apoptosis Detection Kit (Millipore). Apoptotic
cells were detected by labeling and by modifying DNA fragments
utilizing terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT). Total and
apoptotic cells were counted after immunoperoxidase and DAPI
staining.

Real time quantitative PCR assay

TRI Reagent RT (Molecular Research Center) was added to cell
pellets for RNA extraction according to the manufacturer's in-
structions. RNA was quantified with Xpose (Trinean). One micro-
gram of RNA was used for reverse transcription with a high-ca-
pacity cDNA reverse transcription kit (Applied Biosystems/Life
Technologies). Fast SYBR green master mix (Applied Biosystems/
Life Technologies) and the ABI StepOne+ real-time PCR system
(Applied Biosystems) were used to evaluate mRNA levels accord-
ing to the manufacturer's recommendations. The following pri-
mers were used: For HAS2, forward, 5’-GAAACTTCCTTCCAC-
GACCC-3’, and reverse 5'-GCACCGTACAGTCCAAATGAG-3'. For Be-
clin 1, forward 5’-AATCTAAGGAGTTGCCGTTATAC-3’ and reverse 5'-
CCAGTGTCTTCAATCTTGCC-3"; for LC3b, forward, 5'-ATTGC-
TGTCCCGAATGTCTC-3’ and reverse 5’-CGTCCTGGACAAGACCAAGT-
3"; for HPRT, forward 5’- TTGCTCGAGATGTGATGAAGGA-3’ and re-
verse 5'- CCAGCAGGTCAGCAAAGAATT-3'". Incubation were 95 °C
for 20 s, followed by 40 cycles of 3 s at 95 °C and annealing/ex-
tension for 30 s at 60 °C. Each sample was done in duplicate and
data were analyzed using StepOne-+ software version 2.3. Ex-
pression was normalized to HPRT.

LDL preparation and oxidation

Human LDL were isolated from pooled fresh sera by sequential
ultracentrifugation, dialyzed, sterilized by filtration, and oxidized
by UV-C irradiation. Mildly oxidized LDL were obtained by UV
oxidation as previously described [11].
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Cell viability and apoptosis incubated with permeant DNA intercalating green fluore-

scent probe SYTO-13 (0.6 uM) and the non-permeant DNA inter-

The cell viability was evaluated by the MTT assay [11]. Apop- calating red fluorescent probe PI (15pM), using an inverted

totic/necrotic cells were counted by fluorescence microscopy after  fluorescence microscope (Fluovert FU, Leitz). Intact, apoptotic and

staining by fluorescent DNA intercaling agents SYTO-13 and pro-  pecrotic cells were characterized on the basis of their morpholo-
pidium iodide (PI). Cells grown in 6-multiwell plates were gical features.
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Fig. 1. Resistance of fro/fro fibroblasts to apoptosis induced by serum starvation, but not to oxidized LDL and H,0,. Sub-confluent fibroblasts from fro/fro (fro) or wt mice (wt)
were incubated for 48 h in standard medium DMEM containing 10% FCS, 4.5 g/l glucose, pyruvate and GlutaMAX (ref. 61965-026, Life Technologies) (compl) or in serum/
glucose/pyruvate-free DMEM culture medium containing L-glutamine (ref. 11966-025, Life Technologies) (nutrient deprivation condition) (starv, stripped bars), or in serum
free RPMI, supplemented with oxidized LDL (200 pg apoB/ml) (oxLDL) or H,0, (100 uM). At the end of 48 h incubation, cell viability was evaluated by the MTT assay (A).
(B) Counting of apoptotic vs living cells after staining with Syto13/PI fluorescent probes which allow to distinguish between living cells (green bars), and apoptotic cells
(primary apoptosis and post-apoptotic necrosis) (orange bars for wt, red bars for fro/fro fibroblasts). Apoptotic cells were counted, and are expressed as percent of the
unstimulated control. C, Representative pictures of syto13/Pl-stained wt and fro/fro fibroblasts. (D) TUNEL positive wt and fro/fro fibroblasts. Cells were incubated for 48 h in
serum-free medium, and stained with the ApopTag® In Situ Apoptosis Detection Kit (Millipore), and counterstained with DAPI. The number of TUNEL positive cells is
expressed as percent of the total cell number counted as DAPI stained fibroblasts. (E) Western-blot showing the degradation of procaspase-3, indicative of its activation.
These data are a mean + SEM of 5 separate experiments, *p < 0.05.
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Western blot analysis

Cultured cells were washed and scrapped in PBS, then dis-
rupted at 4 °C in the extraction buffer (20 mM HEPES, 1 mM EDTA,
1 mM Na3VO04, 250 mM sucrose, 5 uM digitonin, 1 mM DTT, and
1 mM PMSF) for 15-30 min on ice. Cell extracts were centrifuged
at 12,000g for 15 min (Beckman Optima) and the supernatant was
used for Western-blot experiments. Protein concentration was
determined using the Bradford reagent (Biorad). 50 pg of protein
cell extracts were resolved by SDS-polyacrylamide gel electro-
phoresis, transferred onto PVDF membranes (Millipore). Then
membranes were probed with the primary antibodies and re-
vealed with secondary antibodies coupled to horseradish perox-
idase using the ECL chemoluminescence kit (Amersham). f-actin
was used to control equal loading of proteins.

SiRNA transfection

Murine fibroblasts were transfected with murine HAS2 or
control siRNA using OptiMEM (Invitrogen) and HiPerFect reagent
according to the manufacturer’s recommendations.

Statistical analysis

Data are given as mean + SEM. Estimates of statistical sig-
nificance were performed by One Way Anova followed by multiple
comparison analysis by Holm-Sidak method (SigmaStat software).
Values of p < 0.05 were considered significant.

Results

nSMase2 and Cer are involved in the apoptotic process triggered by
nutrient starvation, but not by hydrogen peroxide or oxidized LDL:
fro/fro fibroblasts resist to cell death induced by nutrient deprivation

Wt and fro/fro fibroblasts were exposed to toxic concentrations
of oxidized LDL (200 ug apoB/ml), hydrogen peroxide (H,0,,
100 uM) in serum-free RPMI (5 g/l glucose) or to nutrient depri-
vation in (glucose/pyruvate/serum)-free DMEM culture medium,
for 48 h. As shown in Fig. 1A, cytotoxicity experiments, using the
MTT assay, indicate that the cytotoxic effect of oxidized LDL or
H,0, is comparable in fro/fro and wt fibroblasts. In contrast, fro/fro
fibroblasts strongly resisted to cell death evoked by nutrient
starvation, showing more than 90% viability vs less than 30% for
wt, after 48 h of contact with nutrient-free medium (Fig. 1A). Live-
dead experiments using sytol13/PI staining confirmed the re-
sistance of fro/fro cells to apoptosis evoked by nutrient deprivation,
in contrast to oxidized LDL that induced similar apoptosis in wt
and in fro/fro cells (Fig. 1B and C). TUNEL staining (Fig. 1D) and
procaspase 3 cleavage (Fig. 1E), confirmed that nSMase2-deficient
fro/fro fibroblasts are more resistant to nutrient starvation in-
duced-apoptosis than wt fibroblasts. It is to note that i/ the serum-
free RPMI medium, in which oxidized LDL and H,0, were added,
was not toxic to wt fibroblasts for the period of the experiment,
indicating that glucose and pyruvate starvation is the main trigger
of cell death in wt fibroblasts, and ii/ oxidized LDL were toxic for
fro/fro fibroblasts in the nutrient-free culture medium (data not
shown).

The role of nSMase2 in cell death induced by nutrient starva-
tion was confirmed by the effect of the sphingomyelinase inhibitor
GWA4869, which prevented (or delayed) the apoptotic effect of
nutrient deprivation of wt fibroblasts (Fig. 2A). In contrast,
GW4869 had no effect on cell death evoked by oxidized LDL in
agreement with previously reported data [11]. In the same way,
the resistance of fro/fro fibroblasts was reversed by the addition of
the permeant C2-ceramide (5 pM) to the nutrient-starved medium
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Fig. 2. Modulation of nSMase2 activity by the GW4869 inhibitor and ceramide
level by C2Cer alters the cell viability under nutrient depletion conditions. Sub-
confluent fibroblasts from wt (A) or fro/fro (B) mice were incubated in standard
medium containing 10% FCS (compl) or in nutrient deprivation serum/glucose/
pyruvate-free DMEM culture medium (depriv), or in serum free RPMI, supple-
mented with oxidized LDL (oxL, 200 ug apoB/ml). In A, protective effect of the
nSMase inhibitor GW4869 (GW, 10 uM) on cell death evoked by starvation (depriv)
or oxidized LDL (oxLDL). In (B) effect of C2 ceramide (C2Cer, 5 uM). After 48 h, the
toxicity was evaluated by the MTT test. The results are mean+ SEM of
6 experiments. *p < 0.05.

(less than 25% cell viability) (Fig. 2B). No toxicity of C2-ceramide
was observed in complete culture medium (Fig. 2B).

Altogether, these data indicate that i/ nSMase2 and ceramide
are involved in cell death of wt fibroblasts evoked by nutrient
starvation, but not by oxidized LDL, ii/ nSMase2-deficient fro/fro
fibroblasts resist to nutrient-starvation induced cell death, but not
to oxidized LDL.

Autophagy is not involved in the resistance to apoptosis induced by
nutrient starvation in fro/fro fibroblasts

Autophagy and apoptosis processes are often associated, either
through a cross inhibitory signaling, or sometimes through inter-
connected pathways [25,26]. Generally, autophagy is a survival
system that blocks the induction of apoptosis, whereas activated
caspases inhibit the autophagic process [26]. Moreover, ceramide
is a potent autophagy inducer [27], via a downregulation of nu-
trient transporters [28]. This led us to investigate whether Cer
generated by nSMase2 plays a role in autophagy induced by nu-
trient deprivation and in the mechanism of resistance of fro/fro
fibroblasts.

As reported in Fig. 3, in fro/fro and wt cells, nutrient starvation
elicited a strong conversion of LC3-I into LC3-II and an increase of
Beclin-1 expression, both parameters being characteristic markers
of autophagy activation. In contrast, the autophagic machinery
was not activated by oxidized LDL, in fro/fro and wt cells (Fig. 3A
and B). No difference was observed between fro/fro and wt fibro-
blasts, in the induction of autophagy parameters by nutrient
starvation, this indicating that autophagy evoked by nutrient
starvation does not require the nSMase2 activity.

Finally, autophagy markers are similarly induced by nutrient
deprivation in wt and fro/fro cells, while these cells exhibit a great
difference in their resistance to apoptosis induced by starvation.
Thus, it may be concluded that, in this model, i/ ceramide is not
required for autophagy marker induction by nutrient deprivation,
ii/ autophagy alone plays no major role in the resistance of fro/fro
cells to nutrient deprivation.
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Fig. 3. Autophagy markers are similarly up-regulated in fro/fro and wt fibroblasts
by nutrient deprivation. Fibroblasts were incubated for 48 h under nutrient star-
vation condition, or with oxidized LDL, as reported in the legend to Fig. 1.
(A) Western-blot experiments showing the expression of Beclin-1 and the con-
version of LC3-I to LC3-II, in complete medium (C), nutrient deprivation (Dp) and
oxidized LDL (oxL) conditions. B. qPCR experiments showing the expression of LC3b
and beclin-1, normalized to HPRT. The results are mean + SEM of 3 separate
experiments. *p < 0.05.

Hyaluronan synthase 2 (HAS2) and hyaluronan mediate the re-
sistance to apoptosis induced by nutrient deprivation in fro/fro
fibroblasts

Fibroblasts from fro/fro mouse secrete high amounts of hya-
luronan (HA), due to an increased expression and activity of the
hyaluronan synthase 2 (HAS2), resulting from PP2A inhibition and
Akt phosphorylation [29]. As HA and HAS2 protect fibroblasts
against environmental stress-induced apoptosis [30], we checked
whether HA, HAS2 and Akt are involved in the resistance of fro/fro
cells to apoptosis induced by nutrient starvation.

As expected, HAS2 expression was much higher in fro/fro fi-
broblasts than in wt fibroblasts (Fig. 4A and B), in agreement with
Qin et al. [29], but HAS2 expression was not (or only slightly)
dependent on culture conditions, since HAS2 was high in fro/fro
cells grown in complete medium and in nutrient starvation con-
ditions, while HAS2 of wt fibroblasts was low in both culture
media (Fig. 4A and B). HAS2 expression was dependent on Cer
generated by nSMase2, as shown by treatment with C2-ceramide
(5uM) that decreased HAS2 expression in fro/fro fibroblasts
(Fig. 4B).

We then checked whether HAS2 plays a role in the mechanism
of fro/fro fibroblast resistance to nutrient deprivation. HAS2-spe-
cific siRNA transfected in fro/fro fibroblasts reduced the expression
of HAS2 and decreased the resistance of fro/fro cells to apoptosis
evoked by starvation (Fig. 4C and D). Likewise, methylumbellifer-
one (MU), a classical HAS2 inhibitor (1 mM), reversed the

resistance of fro/fro fibroblasts to apoptosis induced by nutrient
starvation (Fig. 4D). Conversely, the addition of HA to wt fibro-
blasts significantly improved their resistance to apoptosis induced
by nutrient starvation (Fig. 5A-C). However, HA did not protect wt
fibroblasts against cell death evoked by oxidized LDL, in ac-
cordance to the lack or resistance of fro/fro fibroblasts to oxidized
LDL toxicity.

Finally, these data suggest that the increased resistance of fro/
fro cells to nutrient starvation results from the rise of HAS2 ex-
pression and subsequent increased synthesis of HA induced by the
deficiency of Cer generated by nSMase2 (deficient in fro/fro cells).

Hsp72 is involved in the protective effect of HAS2 in fro/fro fibroblasts

Previous report from Xu et al. [31] had shown that synovial cell
death evoked by stress conditions (including serum starvation) in
an arthritis model, is suppressed by hyaluronan via upregulation of
stress-inducible heat-shock proteins of the HSP70 family. In
agreement with this report, we found that Hsp72 expression is
increased in fro/fro fibroblasts both in standard and nutrient-
starved conditions (Fig. 6A). In contrast, Hsp72 expression was
strongly decreased in cells transfected with the HAS2-specific
siRNA, thus confirming that Hsp72 expression in fro/fro fibroblasts
depends on HA and HAS2 (Fig. 6B). The protective role of Hsp72
was supported by the effect of the pharmacological Hsp70 in-
hibitor KNK437, which reversed the resistance of fro/fro fibroblasts
to apoptosis evoked by serum starvation. No increased expression
of Hsp72 was observed in wt fibroblasts and in fro/fro fibroblasts
incubated with oxidized LDL (data not shown).

Taken together, these data indicate that HAS2 expression and
HA secretion in fro/fro fibroblasts, resulting from Akt activation, are
protective against cell death evoked by nutrient starvation.

Discussion

In this article, and as summarized in the graphical abstract, we
show that nSMase2 is involved in apoptosis evoked by nutrient
starvation, and this is protected in fro/fro fibroblasts mutant for
nSMase2, via an increased expression of HAS2 and of Hsp72.

Role of nSMase2 in apoptosis induced by nutrient starvation

A first important point is that nSMase2 is involved in apoptosis
induced by nutrient starvation, but not by oxidized LDL or H,0,. A
number of studies have been focused on the apoptotic signaling of
nSMase2, with controversial responses depending on the cell type,
or the nature of the stressors [6]. We recently reported that
nSMase2-deficient fro/fro mice, characterized by a strong neonatal
growth retardation [17], do not resist to TNFa-induced hepato-
toxicity, and fibroblasts isolated from these mice, do not resist to
apoptosis evoked by oxidized LDL or TNFa ([11] and present ar-
ticle), suggesting that nSMase2 is not involved in acute stress-in-
duced cell death. Here we show that fro/fro fibroblasts resist to cell
death evoked by nutrient starvation in contrast to wt fibroblasts.
Apoptotic cell death of wt cells is evidenced by the increased
number of TUNEL positive cells, and by the morphological features
of apoptosis observed using Syto13/PI staining, all these para-
meters being reduced in fro/fro fibroblasts. These data point out
the different mechanisms of apoptosis evoked by nutrient star-
vation (protected in fro/fro fibroblasts) or by oxidized LDL (not
protected in these cells). We previously reported that ceramide is
not involved in apoptosis induced by oxidized LDL in endothelial
cells, SMC and fibroblasts [32,33], which mainly depends on the
deregulation of cytosolic calcium and the subsequent activation of
the intrinsic mitochondrial apoptotic pathway [34,35]. In contrast,
nSMase2 activation by oxidized LDL, and subsequent ceramide
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Fig. 4. HAS2 expression is dependent on nSMase2/Cer and is involved in the resistance of fro/fro to nutrient deprivation-induced apoptosis. (A) Western blot of HAS2 in wt
and fro/fro fibroblasts grown in complete medium (compl) and nutrient deprivation conditions (depriv). (B) HAS2 mRNA expression evaluated by q-PCR experiments, and
normalized to HPRT, in fro/fro and wt fibroblasts grown in complete medium (compl), nutrient derivation conditions (depriv). The effect of C2-ceramide (C2Cer, 5 uM), was
tested in fro/fro fibroblasts, as indicated. (C) Western blot of HAS2 in fro/fro fibroblasts grown in complete medium and treated with scrambled siRNA or with specific HAS2
siRNA (upper panel) or in complete (compl) or nutrient deprivation (depriv) medium with or without methylumbelliferone (MU, 1 mM) (lower panel). (D) After 48 h
incubation, the cytotoxicity was evaluated by the MTT test. Data are mean + SEM of 5 separate experiments, *p < 0.05.

generation, are involved in SMC proliferation, via the activation of
a signaling cascade leading to the activation of sphingosine kinase-
1 and the generation of the survival and mitogenic sphingolipid
mediator, S1P [12]. Indeed, fro/fro fibroblasts and nSMase2-si-
lenced SMC do not proliferate in the presence of oxidized LDL [11].

In contrast, our data show that in our model, the mechanism of
apoptosis evoked by nutrient starvation involves nSMase2 since i/
fro/fro fibroblasts mutant for this nSMase2, resist to apoptosis, ii/
the addition of GW4869, an inhibitor of neutral SMases, protects
wt fibroblasts against cell death induced by nutrient privation, but
not that induced by oxidized LDL, iii/ the addition of C2-ceramide
to fro/fro fibroblasts, reverses their resistance to cell death. Thus it
can be hypothesized that ceramide released via the degradation of
sphingomyelin by nSMase2, elicits apoptosis in nutrient-starved
conditions.

Our data show that autophagy activation is not deficient in fro/
fro fibroblasts, thus is probably not involved in the mechanism of
cell death mediated by nSMase2. Apoptosis induced by serum or
nutrient starvation, is often associated to autophagy, which is a
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survival mechanism, able to mediate a non-apoptotic cell death,
when apoptotic pathways are blocked [36]. Ceramide is a potent
autophagic cell death inducer, via a downregulation of nutrient
transporters [28], thus it was hypothesized that autophagy could
be defective in fro/fro fibroblasts, in which the ceramide genera-
tion is reduced. However, our data do not show any defect in the
activation of autophagy markers such as the conversion LC3-I to
LC3-II, or beclin-1 mRNA and protein expression, which suggests
that ceramide is either not involved in the autophagic process
evoked by nutrient starvation in these fibroblasts, or is generated
by another SMase, such as the acidic SMase which modulates
autophagy in several pathophysiological models for Alzheimer's
disease, steatosis or atherosclerosis [37-39].

The resistance of fro/fro fibroblasts to nutrient starvation involves
HAS2 increased expression

HAS2 is highly expressed in fro/fro fibroblasts, leading to an
increased secretion of HA in the extracellular medium [29]. HAS2
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Fig. 5. Protective effect of exogenous hyaluronic acid in wt fibroblast grown under nutrient deprivation conditions. Cell viability of wt type fibroblasts grown for 48 h in
complete medium (C), in nutrient deprivation medium (Dp) with or without exogenous high molecular mass hyaluronic acid (HA), or with oxidized LDL with and without
HA, in serum free RPMI medium (Sfr). The cytotoxicity was evaluated by the MTT assay (A) or by the live/dead Syto13/PI assay (B), as explained in the Fig. 1. (C) representative
pictures of syto13/PI stained cells. Data are expressed as mean + SEM of 5 separate experiments, *p < 0.05.

protects against apoptosis evoked by environmental stress, such as
serum starvation [30]. High molecular weight HA are antiapoptotic
and protective in various pathophysiological conditions, such as
human corneal epithelial cells [40], cornea protection and oxida-
tive stress [41], trophoblasts [42], chondrocytes and synovial le-
sions [43,44]. We hypothesized that HAS2 contributes to the re-
sistance of fro/fro fibroblasts in nutrient deprivation conditions.

In fro/fro cells, the high HAS2 expression depends on Akt acti-
vation, itself resulting from the decreased activity of PP2A, due to a
reduced ceramide content [29]. Indeed, ceramide is a potent ac-
tivator of PP2Ac/ceramide-activated protein phosphatases [45,46],
which in turn inhibits Akt [47]. In fro/fro fibroblasts, the nSMase2/
Cer deficiency in fro/fro cells prevents PP2A activation, thereby
impeding Akt inactivation. Thus, Akt activation persists and sup-
ports the expression of HAS2 [29]. Under nutrient deprivation
conditions, we found that HAS2 expression remains high in fro/fro
fibroblasts. This high HAS2 expression is required for survival of
fro/fro fibroblasts under deprivation conditions, as shown by the
reversion of this resistance to deprivation by silencing of HAS2 by
specific siRNAs and by inhibiting HAS2 with MU, in agreement
with Wang et al. [30]. In the same way, the addition of HA protects
in part wt fibroblasts against apoptosis induced by nutrient star-
vation. However this protective effect was not effective against the
toxicity of oxidized LDL, which inhibited HAS2 expression in fro/fro
fibroblasts.

Hsp72 expression is involved in HAS2-induced resistance of fro/fro
fibroblasts to nutrient starvation

Heat-shock proteins (Hsps) are induced in response to various
stressors including heat stress, toxic chemicals or modifications of
cell environment, to suppress apoptosis [48]. HA are known to up-

regulate the expression of heat-shock proteins from the Hsp70
family, particularly Hsp72, which may suppress cell degeneration
and apoptosis in various models, such as canine arthritis [49],
K562 cells exposed to hyperthermia and PC12 cells in serum de-
privation conditions serum deprivation [31]. Our results show that
Hsp72 expression is increased in fro/fro fibroblasts, and its in-
hibition, either by the specific pharmacological inhibitor KNK437,
or by siRNA directed against HAS2, reversed the resistance of fro/
fro cells, indicating that Hsp72 expression depends on HAS2 and is
anti-apoptotic in nutrient-starved conditions, as reported [31].

In conclusion, the reported data show that nSMase?2 is involved
in cell death induced by nutrient deprivation, through a ceramide-
dependent activation of PP2A that negatively regulates Akt activ-
ity, thereby reducing HAS2 and Hsp72 expression. In contrast, the
data on fro/fro cells confirm that oxidized LDL-induced apoptosis
occurs through ceramide-independent mechanisms, as previously
reported [35,50-52]. Moreover, nutrient starvation triggers a ro-
bust increase of autophagy markers, which is independent of
nSMase2/Cer and plays no major role in cell death induced by
nutrient deprivation.

Finally, the functional link between nSMase2/Cer, Akt and HAS2
suggests that this pathway is involved in the protection against cell
death induced by nutrient deprivation, by regulating not only the
classical anti-apoptotic mechanisms mediated by Akt, but also the
additional protective pathway mediated by HAS2, which is appar-
ently required to prevent the apoptotic effect of nutrient deprivation.
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4.1.3. Discussion

Les résultats présentés dans cet article montrent que la mutation de la nSMase2 ne
protege pas les fibroblastes fro/fro de I'apoptose induite par les agents de stress comme déja
rapporté par Devillard et coll. (Devillard 2010). A I'inverse, les fibroblastes de souris sauvages,
cultivés dans un milieu pauvre en nutriments (sans SVF ni glucose), meurent par apoptose, alors
que les fibroblastes de souris fro/fro semblent résister a la mort cellulaire dans ces conditions.
Le mécanisme de protection impliquerait une surexpression de HAS2, qui synthétise I'acide
hyaluronique, et serait consécutive a l'activation continue d’Akt de par linhibition de la
phosphatase PP2A, dont 'activation implique le céramide (Dobrowsky 1993). Ces résultats sont

résumés dans le schéma ci-dessous (Fig 27).

Figure 27 : Schéma résumant la sensibilité a I'apoptose des fibroblastes issus de souris wt ou
fro/fro, en fonction des agents utilisés: LDL oxydées (oxLDL, 200 uyg/ml); H202 (100 uM); privation
en nutriments (milieu sans glucose, sans SVF).

Des résultats comparables sont retrouvés sur les cellules souches issues de moelle osseuse de

souris sauvages ou fro/fro, différenciées en| chondrocytes hypertrophiques et incubées dans un

milieu pauvre en nutriments (Fig 28).
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Figure 28: Les chondrocytes résistent a I'apoptose induite par la starvation en nutriments, mais
pas a celle induite par les LDL oxydés. Les chondrocytes différenciés sub confluents issus de souris wt (wt) et
fro/fro (fro) sont incubés pendant 48h dans un milieu de différenciation chondrogénique de DMEM/F12 contenant 5%
SVF, ITS (compl) ou dans un milieu de culture DMEM sans SVF/glucose/pyruvate (condition de déprivation en
nutriments) (starv, colonnes striées), ou en milieu RPMI sans SVF supplémenté en LDL oxydés (200mg apoB/mi).
Apres 48h d’incubation, la viabilité cellulaire est évaluée par MTT (A). (B) Comptage des cellules apoptotiques et
vivantes aprés coloration au Syto13/IP qui permet de distinguer les cellules vivantes (colonnes vertes) et les cellules
apoptotiques (apoptose primaire et nécrose post apoptotique) (colonnes orange pour les chondrocytes wt, colonnes
rouges pour les chondrocytes de fro). Les cellules apoptotiques ont été comptées et exprimées en pourcentage par
rapport au contrdle non stimulés. (C) Images représentant le marquage Syto13/IP dans les chondrocytes différenciés
issus de souris wt et fro/fro.

Plusieurs études montrent que le céramide est impliqué dans I'autophagie, qui est une voie de
survie permettant aux cellules de survivre sur leurs propres réserves lors de la privation en
nutriments. Lorsque la situation se prolonge, I'autophagie induit la mort cellulaire (Bursch 2008).
Le céramide est un puissant inducteur de mort par autophagie, car il diminue I’expression des

transporteurs de nutriments (Guenther 2008). Une hypothése est que 'autophagie pourrait étre
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déficiente dans les fibroblastes de souris fro/fro, du fait de I'absence de céramide. Cependant
nos résultats montrent que les voies d’autophagie classiques, représentées par I'activation de la
Becline-1 ou la conversion de LC3-I en LC3-Il, ne sont pas affectées dans les fibroblastes de
souris fro/fro, ce qui suggére que l'autophagie dans ces cellules n’implique pas le céramide
généré par la nSMase2. Une autre source de céramide pourrait &tre impliquée dans cette voie,
telle que la sphingomyélinase acide qui module l'autophagie dans plusieurs modeles
physiopathologiques concernant la maladie d’Alzheimer, la stéatose hépatique ou
I'athérosclérose (Lee 2014; Fucho 2014; Luft 2014).

La résistance des fibroblastes fro/fro a la privation de nutriments, implique la surexpression de
HAS2 qui se traduit par la présence de grandes quantités d’acide hyaluronique (HA) dans le
milieu extracellulaire (Qin 2012). HAS2 et HA ont des effets protecteurs connus contre
I'apoptose générée par les stress environnementaux, tels que la privation en nutriments (Wang
2014). L’acide hyaluronique de haut poids moléculaire protége contre le stress oxydant et
I'apoptose dans plusieurs types cellulaires, et pourrait donc protéger les cellules fro/fro (Pauloin
2008). L’inhibition de HAS2 par un inhibiteur pharmacologique, la méthylumbelliferone (MU), ou
par |'utilisation de siRNA permet de réverser la résistance des fibroblastes fro/fro a 'apoptose. A
'inverse I'addition d’HA a des fibroblastes contrbles protege de I'apoptose induite par la
privation en nutriments.
Ces résultats suggerent que I'activation de HAS2 et la synthése de HA ont un effet protecteur
treés puissant contre I'apoptose. La surexpression d’HAS2 serait due a I'activation soutenue
d’Akt dans les cellules fro/fro, résultant de I'absence d’activation de la phosphatase PP2A, qui
est normalement activée par le céramide (Qin 2012; Dobrowski 1993; Zolnierowicz 2000).
Il est a noter que la réversion de la résistance a I'apoptose des fibroblastes fro/fro via I'inhibition
de HAS2 (avec la MU ou les siBNAs) montre que la nSMase2 n’est pas directement
responsable de I'apoptose dans ces conditions (les cellules fro/fro meurent parce que HAS2 est
inhibée alors que I'activation de la nSMase2 reste dysfonctionnelle dans ces cellules). Ces
résultats confirment donc que la nSMase?2 n’est sans doute pas impliquée dans I'apoptose,
mais son inhibition génere une résistance a la privation en nutriments, via I'expression de HAS2
et la sécrétion d’HA. Les résultats que nous présentons, montrent que cette résistance
s’accompagne d’une surexpression de la heat-shock protein antiapoptotique Hsp72, dont
I'expression est régulée par HAS2 (Beere 2000).

En conclusion, les résultats de cette premiére partie montrent que linhibition de
nSMase?2 et de la génération de céramide, dle a I'activation d’Akt et la « non-activation » de

PP2A, génere une résistance des fibroblastes et des cellules souche fro/fro différenciées en
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chondrocytes, a I'apoptose induite par la privation en nutriments. Cette résistance pourrait étre
un des mécanismes par lesquels les chondrocytes hypertrophiques chez la souris fro/fro,
résistent a I'apoptose et présentent un retard de maturation dans la plaque de croissance des
os longs. Dans la deuxieme partie, nous avons étudié le mécanisme de maturation des
chondrocytes chez la souris fro/fro et la place de la nSMase2 dans les dysfonctions de

maturation observées.
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4.2. Sphingomyélinase neutre et formation de I’os endochondral: Retard
de différenciation et de maturation des chondrocytes chez la souris

fro/fro

La différenciation terminale des chondrocytes hypertrophiques implique des évenements
apoptotiques essentiels a l'invasion des microvaisseaux et la vascularisation de l'os, la
minéralisation et le remplacement des cartilages par les ostéoblastes et les ostéoclastes et le
remodelage de I'os (Shapiro 2014). Récemment le groupe de Khavandgar et coll. (Khavandgar
2011), a rapporté que la minéralisation anormale observée chez les souriceaux fro/fro
nouveaux-nés pourrait en partie résulter d'un défaut d’apoptose des chondrocytes
hypertrophiques, qui est le stade terminal de leur maturation et différenciation. Nous avons
étudié différents aspects de la maturation des chondrocytes chez la souris fro/fro et sur les
cellules chondrocytaires en culture, et nous montrons plusieurs anomalies dans ce processus,

ainsi que l'implication de la nSMase2 dans le défaut de maturation.

4.2.1. Accumulation de chondrocytes hypertrophiques et
dysfonctionnement de I'apoptose dans les os longs des souris fro/fro nouveaux-

nés

L’analyse du squelette des souriceaux fro/fro nouveaux-nés apres coloration au bleu Alcyan (qui
colore les cartilages) et au rouge d’Alizarine (qui met en évidence la minéralisation) montre les
caractéristiques de la souris fro/fro, avec un nanisme, des membres courts et déformés et une

minéralisation trés réduite par comparaison avec les souris sauvages (Fig 29).
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Figure 29: Phénotype des squelettes de souris wt (wt) et fro/fro nouveaux-nés 4gés de 12h. (A)
Coloration bleu alcyan (met en évidence le tissu cartilagineux)-rouge alizarine (met en évidence le tissu osseux) de
squelettes de nouveau-nés wt et fro montrant que la souris fro/fro présente un nanisme, des membres courts et une
minéralisation réduite par rapport a la souris wt. (B) Vue agrandie de la calvaria, des membres supérieurs et inférieurs
des squelettes wt et fro/fro.
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Figure 30: Etude histologique de tibias de souriceaux nouveaux-nés wt et fro/fro par coloration
Hématoxyline/éosine. (A) Images NanoZoomer Hamamatsu 2.0 RS x 1,25 montrent une angulation au niveau du
tibia des souris fro/fro en comparaison a celui des souris wt. (B) Images NanoZoomer Hamamatsu 2.0 RS x5
montrent une accumulation des chondrocytes hypertrophiques dans les plaques de croissance des souris fro/fro par
rapport aux wt.

La coloration a I'éosine/hématoxyline révele une plaque de croissance élargie, avec une
accumulation de chondrocytes hypertrophiques et des zones de chondrocytes en prolifération
ou de réserve désorganisées (Fig 30).

Les colorations au bleu Alcyan et au Von-Kossa montre une absence de minéralisation de la

plague de croissance et I'accumulation de cartilage (Figs 31 et 32).
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Figure 31: Coloration au bleu Alcyan des tibias de souriceaux nouveaux-nés wt et fro/fro.
(A) Images NanoZoomer Hamamatsu 2.0 RS x 1,25 montrant un défaut de chondrogenése dans les pattes de souris
fro/fro en comparaison aux souris wt. (B) Images NanoZoomer Hamamatsu 2.0 RS x5.
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Figure 32: Etude de la minéralisation dans les tibias de souriceaux nouveaux-nés wt et fro/fro par
coloration Von Kossa. (A) Images NanoZoomer Hamamatsu 2.0 RS x1,25. (B) Images NanoZoomer Hamamatsu
2.0 RS x5 montrent un défaut de minéralisation osseuse dans les pattes de souris fro/fro par rapport aux souris wt.

Nous avons ensuite étudié le déficit d’apoptose chez les souris fro/fro utilisées dans
I'équipe et qui présentent le fond génétique 129/SJ original décrit par le groupe de Jean-Louis
Guénet (Alebrahim 2014). En effet, le groupe de Murshed qui rapporte le déficit d’apoptose des
chondrocytes hypertrophiques dans la plaque de croissance, a développé une souche de
souris fro/fro présentant un fond génétique mixte C57/BI6/129/SJ (Alebrahim 2014).

La détection des cellules apoptotiques par marquage TUNEL (Fig 33) révele un déficit

d’apoptose des chondrocytes hypertrophiques comparable a celui décrit par Khavandgar

115



(Khavandgar 2011), confirmant que la différenciation terminale des chondrocytes

hypertrophiques ne se fait pas correctement chez la souris fro/fro.

TUNEL-WT TUNEL-fro/fro 1

Figure 33: Etude de Il'apoptose dans les tibias de souriceaux nouveaux-nés wt et fro/fro par
marquage TUNEL. Les images NanoZoomer Hamamatsu 2.0 RS x1,25 montrent une accumulation des
chondrocytes hypertrophiques et un défaut d’apoptose au niveau de la plaque de croissance des souris fro/fro. (1)
Vue agrandie (x5) de la zone des chondrocytes hypertrophiques chez la souris wt montrant les chondrocytes TUNEL
positifs en apoptose. (2) Vue agrandie (x5) de la zone des chondrocytes hypertrophiques chez la souris fro/fro
montrant le déficit d’apoptose des chondrocytes hypertrophiques.

L’'expression de la nSMase2 est retrouvée en immunofluorescence dans la zone des
chondrocytes préhypertrophiques et hypertrophiques des souris wt (Fig 34). L'expression est
plus faible et la localisation est différente dans la plague de croissance des souris fro/fro (Fig
34).
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Figure 34: Expression de nSMase2 dans la plaque de croissance des tibias de souriceaux
nouveaux-nés wt et fro/fro. Images NanoZoomer Hamamatsu 2.0 RS x5.

Nous avons étudié le mécanisme par lequel la mutation de la nSMase2 génere le déficit
d’apoptose, et son rble dans la différenciation et la maturation des chondrocytes

hypertrophiques.
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4.2.2. Le retard de maturation des chondrocytes hypertrophiques est associé a

un défaut d'expression du facteur de différenciation Runx2 et de MMP13

Le stade de différenciation terminale des chondrocytes hypertrophiques fait intervenir
plusieurs effecteurs parmi lesquels Runx2, qui est un facteur précoce de la différenciation des
ostéoblastes, mais joue également un rdle majeur dans la maturation des chondrocytes
hypertrophiques, dans lesquels il est exprimé de fagon transitoire (Saito 2010). Runx2 régule
I'expression de plusieurs marqueurs de différenciation terminale, en particulier MMP13 qui est
une métalloprotéase spécifiguement impliquée dans la dégradation de la matrice extracellulaire
des chondrocytes hypertrophiques et dans la minéralisation de I'os (Studer 2012). Runx2
pourrait également réguler l'expression du collagéne X, spécifique des chondrocytes
hypertrophiques (Zheng 2003) ainsi que de Indian Hedgehog Homolog (Ihh) qui joue un rdle
majeur dans la prolifération et la maturation des chondrocytes, via un rétrocontrble positif sur
PTHrP (parathyroid hormone-related peptide) (Vortkamp 1996).

Nous avons étudié I'expression de ces différents facteurs de maturation dans la plague de
croissance des souris sauvages et fro/fro. Runx2 et le collagéne X sont présents dans les zones
correspondant aux chondrocytes préhypertrophiques et hypertrophiques des souriceaux
nouveaux-nés de phénotype sauvage (Figs 35 et 36). Runx2 est trés faiblement exprimé chez la
souris fro/fro (Fig 35), alors que le collagene X est exprimé de facon normale a légerement
augmentée (Fig 36).

Nous avons étudié I'expression du collagéne |l, qui est spécifiqgue de I'os endochondral et du
cartilage, et est dégradé par MMP13 dans la zone des chondrocytes hypertrophiques. Les
résultats sont présentés dans la partie 4.3. de ce mémoire et montrent une réduction nette de
I'expression du collagéne Il, en particulier dans la zone des chondrocytes de réserve (Fig 53
cf.Chap.4.3).
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Figure 35 : Expression de Runx2 dans les plaques de croissances de tibias de souriceaux
nouveaux-nés wt et fro/fro. Images NanoZoomer Hamamatsu 2.0 RS x5 et x10.
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Figure 36: Expression du collagéne X dans les plaques de croissances de tibias de souriceaux
nouveaux-nés wt et fro/fro. Images NanoZoomer Hamamatsu 2.0 RS x5 et x10.

Figure 37 : Expression de MMP13 dans les chondrocytes hypertrophiques de tibias de souriceaux
nouveaux-nés wt et fro/fro. Images NanoZoomer Hamamatsu 2.0 RS x20.
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MMP13 est exprimée dans la zone péricellulaire des chondrocytes hypertrophiques des souris
sauvages, alors que son expression chez les fro/fro est plus faible et semble intracellulaire (Fig
37).

Ces résultats suggerent que les chondrocytes sont bloqués au stade préhypertrophique
dans la plaque de croissance des souris fro/fro, et que I'absence de minéralisation est associée
a un défaut d'expression de Runx2 et MMP13. L’expression du collagene X normale a

augmentée chez la souris fro/fro, serait indépendante de Runx2.

4.2.3. Défaut d'expression du VEGF et absence de vascularisation de I'os

endochondral chez le nouveau-né fro/fro

L'environnement hypoxique de la plague de croissance non vascularisée est favorable a
I'expression du facteur de transcription Hiflta qui régule l'expression du VEGF et la

vascularisation de I'os (Shipani 2005).

Figure 38 : Expression de Hifla dans les chondrocytes hypertrophiques de tibias de souriceaux
nouveaux-nés wt et fro/fro. Images NanoZoomer Hamamatsu 2.0 RS x10.

L'expression du facteur Hifta est observée dans la zone des chondrocytes pré-
hypertrophiques chez la souris sauvage, et dans toute la plaque de croissance chez la souris
fro/fro (Fig 38).
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Figure 39: Expression du VEGF dans les tibias de souriceaux nouveaux-nés wt et fro/fro. Images
NanoZoomer Hamamatsu 2.0 RS x5 et x10.

Figure 40: Expression du CD31 dans les tibias de souriceaux nouveaux-nés wt et fro/fro. Images
NanoZoomer Hamamatsu 2.0 RS x10.

L'expression du VEGF qui contrble linvasion vasculaire dans la formation du centre
d’ossification primaire et le remodelage de la plague de croissance (Gerber 1999), est trés faible

chez la souris fro/fro (Fig 39). Il semble que cette diminution soit associée a une absence de
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vascularisation mise en évidence par le marquage du CD31, spécifique des cellules
endothéliales, et non retrouvée chez la souris fro/fro, contrairement aux souris sauvages (Fig
40).

4.2.4. L’inhibition de la nSMase?2 altére in vitro la différenciation et la maturation

des cellules souches mésenchymateuses en chondrocytes

Les résultats obtenus en immunofluorescence sur les pattes des souris fro/fro
nouveaux-nés, montrent que le déficit d’activité de nSMase2 s’accompagne d’un retard sévere
de maturation des chondrocytes hypertrophiques, et donc une absence de vascularisation et
de minéralisation du centre d’ossification primaire.

Nous avons étudié ces évenements in vitro sur cellules souches mésenchymateuses
(MSC) issues de moelle osseuse de souris fro/fro et sauvage, ou sur la lignée de MSC
préchondrocytaire C3H10T1/2.

Les C3H10T1/2 ou les MSC de moelle osseuse sont cultivées pendant deux semaines dans un
milieu DMEM de différenciation contenant du TGFB3, ITS et la dexamethasone, en présence
d’un inhibiteur de nSMase2, le GW4869. La différenciation des chondrocytes est suivie par la

mesure des ARN messagers de MMP13 et Col10A1 en gRT-PCR.
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Figure 41: Expression des ARN messagers de MMP13, Runx2, VEGF et Col10A1 évalués par qRT-
PCR et normalisés a HPRT. (A) MSC issues de souris wt (MSC+/+) et fro/fro (MSC fro/fro). (B) Lignée
C3H10T1/2 contréle (MSCL) ou traitées par le GW4869, inhibiteur de nSMase (5 uM) (MSCL +GW). Les cellules sont
cultivées deux semaines en milieu de différenciation chondrocytaire (stimulation TGF33).

Comme observé dans la figure 41, I'expression des ARN messagers de Col10A1 est
comparable entre les MSC de souris contrbles et les souris fro/fro, ou dans la lignée
C3H10T1/2 différenciée en chondrocytes hypertrophiques en présence de GW4869 (Fig41). A
I'inverse on note une diminution de I'expression de Runx2 et MMP13 mRNAs dans les cellules
issues de souris fro/fro et dans les C3H10T1/2 différenciées avec GW4869, en corrélation avec
la faible expression de ces facteurs dans I'os endochondral. L'expression des ARNm du VEGF
n'est pas diminuée dans les C3H10T1/2 en présence de GW4869. Des résultats comparables
sont observés en western-blot (Fig 41), qui montre que le GW4869 seul aurait peu d’effet sur
'expression protéique du VEGF, suggérant I'implication d’autres voies dans [linhibition
d’expression du VEGF.

Ces résultats confirment que la mutation de nSMase2 a des conséquences majeures sur d’une
part I'expression du VEGF et la vascularisation, et d’autre part sur I'expression de Runx2,

MMP13 et la minéralisation de I'os dans la plaque de croissance, tous ces parameétres
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dysfonctionnels s’accompagnant in vivo d’une absence d’apoptose et donc de maturation

terminale des chondrocytes hypertrophigues.

Le mécanisme conduisant a I'apoptose des chondrocytes ou 'chondroptose’ caractéristique de
la mort programmée des chondrocytes dans la plague de croissance, implique plusieurs voies
de signalisation dont I'autophagie et le stress du réticulum endoplasmique (Roach 2004). Nous

avons étudié I'expression de ces voies dans I’'os endochondral de la souris fro/fro.

4.2.5. Le dysfonctionnement de [|'apoptose des chondrocytes pré-
hypertrophiques est associé a une diminution des marqueurs d'autophagie et

une induction du stress du réticulum endoplasmique

- Autophagie

En accord avec les travaux du groupe de Shapiro (Pucci 2007; Shapiro 2014), nous retrouvons
une expression marquée des marqueurs d'autophagie LC3l/Il et Becline-1 dans les zones pré-
hypertrophiques et hypertrophiques chez la souris sauvage (Fig 42). L'expression de LC3l/Il ne
montre pas de différence majeure entre les souris sauvages et fro/fro. A l'inverse, |'expression
de Becline-1, qui est induite au cours du processus de |'autophagie, est diminuée chez la souris

fro/fro.
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Figure 42: Expression des marqueurs d’autophagie Becline-1 (A) et LC3b (B) dans les tibias de
souriceaux nouveaux-nés wt et fro/fro. Images NanoZoomer Hamamatsu 2.0 RS x5 et x20.

Nous avons étudié le mécanisme impliqué dans le déficit d'autophagie de I'os
endochondral chez la souris fro/fro. Une premiere hypothése est que cette expression réduite
pourrait résulter de I'absence de céramide généré dans la zone des chondrocytes
hypertrophiques, du fait de la mutation de nSMase2. En effet le céramide est un inducteur
d’autophagie de par son effet inhibiteur sur les transporteurs en nutriments (Guenther 2008).
Lors de nos travaux précédents (Garoby-Salom 2015), nous avons montré que la mutation de

la nSMase2 s’accompagne d’une activation soutenue d'Akt dans les fibroblastes et les
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chondrocytes issus de ces souris. Or la voie PI3K/Akt active mTOR qui est un inhibiteur de
'autophagie, via la phosphorylation de ULK1 sur sérine-757, ce qui inhibe la formation de
I'autophagosome en particulier dans les conditions de privation en nutriments (Egan 2011; Mao
2011).

Figure 43: Expression de phospho Akt et de ULK1 phosphorylé sur sérine-757 dans des
homogénats de tibias prélevés sur embryons wt et fro/fro au stade 18 (E18), et expression de
Becline-1 sur chondrocytes différenciés en culture, provenant de souris sauvage (+/+) et fro/fro.

Nous avons étudié la phosphorylation de ULK1 par western-blot, sur les homogénats d'os de
souriceaux fro/fro nouveaux-nés. Nos résultats montrent que Akt est activé et ULK1 est
phosphorylé sur sérine-757 (Fig 43). De méme I'étude de I'expression de Becline-1 dans des
chondrocytes en culture issus de souris wt et fro/fro, montrent une diminution de I'expression
de Becline-1 en accord avec les résultats treés faibles observés en immunofluorescence et avec

I'absence d'induction de I'autophagie dans la plaque de croissance des souris fro/fro.

Le complexe ATG1/ULK1 joue un rble essentiel dans I'autophagie induite par la privation en
nutriments, et est régulé par phosphorylation qui soit inhibe la formation du complexe (sérine
757 phosphorylée par mTOR), ou l'active via plusieurs sites phosphorylés par AMPK dont
sérine 555 (Egan 2011). La phosphorylation de ULK1 sur sérine 757 dans I'os endochondral de
la souris fro/fro dépend de mTOR qui est probablement constitutivement activé dans les
chondrocytes fro/fro. ULK1 ne peut pas former de complexes d'autophagosome, car son
activité kinase est inhibée et donc il ne peut pas induire ni phosphoryler Becline-1 et activer la

voie de l'autophagie. L’activation de mTOR dans les cellules et tissus de souris fro/fro serait due
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a l'activation soutenue d’Akt résultant de linhibition de la phosphatase PP2A qui est
normalement activée par le céramide, et qui déphosphoryle (donc inhibe) Akt (Qin 2012;
Garoby-Salom 2015). Par ailleurs, Akt est un inhibiteur d'autophagie, qui inhibe Becline-1 par
phosphorylation (Wang 2012).

Le déficit d’autophagie observé chez la souris fro/fro pourrait contribuer a I'inhibition de
’apoptose des chondrocytes hypertrophiques, puisque l'autophagie permet la survie des
chondrocytes en cours de maturation terminale, tout en les fragilisant et en les préparant a
I'apoptose (Shapiro 2014). Ce déficit n’est cependant pas en cause dans l'absence de
minéralisation observée dans les os des souris. En effet I’'addition de Bafilomycine, un margqueur
de fusion entre 'autophagosome et les lysosomes, n'a pas d’effet majeur sur I'expression du
VEGF (ARN messagers et protéine) (résultats non montrés), et de plus, augmente trés fortement
I'expression des ARN messagers de MMP13 (Fig 44) a I'inverse de ce qui est observé dans les
cellules et la plaque de croissance de souris fro/fro. Lutilisation d’un autre inhibiteur, la 3-
methyladenine, stimule également fortement I'expression de MMP13, ce qui suggéere que
I'inhibition de I'autophagie accélére la maturation et la minéralisation de I’'os endochondral,
(comme décrit lors de linhibition de Hifla (Shapiro 2014) alors que chez la souris fro/fro,
'expression de MMP13 (ARNm et immunofluorescence), est trés faible, et 'os n’est pas

minéralisé.

Figure 44: Expression des ARNm de MMP13 dans les cellules souches mésenchymateuses
C8H10T1/2. Les cellules sont différenciées pendant 2 semaines en présence d’inhibiteurs de I'autophagie la 3-
meéthyl-adénine (BMA, 2 uM) et la bafilomycine (Baf, 100 nM).
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Ces résultats indiguent que 'autophagie, bien que déficiente chez la souris fro/fro, n’est sans
doute pas responsable de la dysfonction observée dans la maturation des chondrocytes
hypertrophiques, car le mécanisme de minéralisation de I'os est déficient a la différence de ce
qui est observé avec les inhibiteurs d’autophagie. Nous avons étudié également I'induction de
'ER stress qui accompagne I'autophagie et prépare les chondrocytes a I'apoptose (Roach
2004 ; Shapiro 2014).

- ER stress
L’expression des marqueurs de stress du réticulum endoplasmique (ER stress), dans la
plague de croissance, est différente entre les souris wt et fro/fro. Chez la souris wt, on observe

une expression élevée de la protéine chaperonne antiapoptotique Bip (GRP78), qui maintient la

stabilité des sensors de I'ER stress a I'état basal (Tu 2004; Marciniak 2006) (Fig 45).

Figure 45 : Etude de I'ER stress dans les tibias de souricaux nouveaux-nés wt et fro/fro. Marquage
par immunofluorescence de Bip et ATF6. Images NanoZoomer Hamamatsu 2.0 RS x5.
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Chez la souris fro/fro, I'expression de Bip est tres faible alors que le facteur ATF6, (un
des ‘sensors’ de [I'ER stress, Sano 2013), est trés fortement exprimé (Fig 45). On observe
également une expression élevée du facteur proapoptotique CHOP (résultat non montré). |i
semble donc que le stress du RE soit plus actif chez la souris fro/fro, que chez la souris wt. Or
le rble du stress du RE dans I'apoptose des chondrocytes hypertrophiques est peu connu.
Roach décrit 'induction de I'ER stress comme complémentaire de I'autophagie lors de la
‘chondroptose’, les deux voies étant considérées comme inductrices de l'apoptose des
chondrocytes hypertrophiques (Roach 2004). Dans la chondrodysplasie de Schmid,
caractérisée par une mutation de Col710A7, avec un nanisme, des membres courts et déformés
et une accumulation de chondrocytes hypertrophiques (Schmid 1949; Savariarayan 2003), on
observe une activation importante du stress du RE et de 'UPR, qui pourrait résulter de
'accumulation intracellulaire du collagene X muté. La différenciation des chondrocytes
hypertrophiques est diminuée, de méme que le recrutement des ostéoclastes, du fait du taux
tres réduit de I'expression du VEGF et de l'absence de vascularisation de la plague de
croissance (Savariarayan 2003). Le développement d’une souris transgénique avec un systéeme
utilisant le promoteur de Col70A1, et codant pour la thyroglobuling, une protéine précurseur des
hormones thyroidiennes, inductrice de I'ER stress, reproduit un phénotype proche de celui de la
chondrodysplasie de Schmid, avec une plaque de croissance élargie, une accumulation de
chondrocytes hypertrophiques et un défaut de vascularisation (Rajpar 2009). Les auteurs
proposent que l'induction du stress du RE serait a I'origine de I'accumulation de chondrocytes
hypertrophiques dans la plaque de croissance et de ses conséquences dans les pathologies
associées a I'expression de protéines mutantes de la matrice extracellulaire de I'os
endochondral (Rajpar 2009).

Une hypothése comparable pourrait étre envisagée chez la souris fro/fro qui semble
présenter un stress du RE chronique résultant peut-étre de I'accumulation de nSMase2
mutante. Cependant le phénotype des souris mutantes pour le collagéne X (qui reproduit les
caractéristiques de la chondrodysplasie de Schmid), n’est pas le méme que celui de la souris
fro/fro (nanisme moins marqué, défaut de minéralisation différent, pas de courbure des os longs
chez les animaux nouveaux-nés) (Kwan 1997; Rajpar 2009). De plus I'induction du stress du RE
semble différente, puisque dans le cas du collagéne X, on observe une surexpression de Bip,
qui est downrégulée chez la souris fro/fro.

Une autre possibilité est que le stress du RE chez la souris fro/fro pourrait étre
réactionnel au défaut d’apoptose, comme suggéré par les travaux de Han (Han 2013), qui
montrent que la surexpression d’ATF6 inhibe la prolifération des chondrocytes et active leur

apoptose en up-régulant CHOP et caspase 3, ce qui suggere un rble proapoptotique d’ATFE
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dans 'os endochondral. Les résultats sont inversés lorsque ATF6 est downrégulé. Le rble de
cette voie semble cependant complexe, car I'induction d’ATF6 et de CHOP est observée aussi
chez les souris sauvages, bien que moins intense et Ilimitée aux chondrocytes
préhypertrophiques. Par ailleurs I'expression de Bip (antiapoptotique) est réduite chez la souris
fro/fro, alors qu’elle est up-régulée dans la zone pré-hypertrophique de la souris sauvage. Des
études complémentaires seront nécessaires pour élucider le rble du stress du RE dans
'apoptose des chondrocytes chez les souris fro/fro, cependant son implication semble plus
réactionnelle (accumulation de nSMase2 mutée, dysfonction de maturation et d’apoptose des
chondrocytes hypertrophiques...), que causale, puisqu’il est également présent chez la souris
wt.

L’ensemble de ces résultats montre que les chondrocytes hypertrophiques dans la plague de
croissance des souris fro/fro, ont un phénotype immature, avec un déficit d’expression des
marqueurs-clés des étapes de maturation terminale, en particulier Runx2 et MMP13 (absence
de minéralisation) et VEGF (pas de vascularisation). Ces résultats sont reproduits in vitro dans
les MSC de souris fro/fro, ou de souris sauvages en présence de GW48609.

Nous avons étudié I'hypothése du réle de HAS2 dans la différenciation des chondrocytes chez

la souris fro/fro.

4.2.6. Rb6le de HAS2 et de I'acide hyaluronique dans le défaut de

différenciation des chondrocytes

Dans la premiéere partie de ce mémoire, nous avons montré que la viabilité des fibroblastes
fro/fro est plus élevée que celle des cellules sauvages dans des conditions de privation en
nutriments (Garoby-Salom 2015). Cette résistance accrue est liée a la surexpression de la
Hyaluronan Synthase 2 (HAS2) et la sécrétion d’acide hyaluronique (HA) (Qin 2011), qui les
protegerait de I'apoptose (Garoby-Salom 2015). Notre hypothese est que la sécrétion
abondante de HA empéche précocément la maturation et la différenciation des chondrocytes
chez la souris fro/fro.

HAS2 et HA jouent en effet un rble majeur dans la condensation des cellules
mésenchymateuses qui sont les structures les plus précoces de la formation des cartilages et
de I'os endochondral chez les vertébrés (Michigami 2013). L’association d’HA a la surface
cellulaire est dans un premier temps nécessaire pour permettre I'adhésion cellule-cellule et les
interactions entre cellules et matrice extracellulaire durant la condensation mésenchymateuse

(Melaski 1996). Cette étape est suivie d’'une diminution de I'expression d’HAS2 et de la
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production d’HA dans le centre d’ossification primaire du futur membre, nécessaire pour la
différenciation en chondrocyte (Li 2007).

La surexpression de HAS2 dans le mésoderme des bourgeons de membres de poulet entraine
un nanisme, ainsi que des malformations majeures des membres. La production soutenue d’HA
dans les MSC inhibe la condensation en pré-cartilage et la chondrogenése (Li 2007). Le knock-
out de HAS2 dans les membres, se caractérise par des os trés courts, des défauts
d’organisation des doigts et des phalanges, une plaque de croissance désorganisée avec une
zone hypertrophique trés réduite, suggérant un réle de HA dans I'organisation et la maturation
des chondrocytes hypertrophiques (Matsumoto 2009).

Nous avons étudié I'expression de HAS2 et HA dans les pattes de souriceau fro/fro
nouveau-né. Comme observé dans la figure 46, HAS2 est fortement exprimée dans toute la
plague de croissance de la souris fro/fro, alors qu’elle est trés peu présente chez la souris
sauvage et uniquement dans la zone pré-hypertrophique, en accord avec son rble dans la
maturation de ces cellules (Matsumoto 2009). HA est trés peu exprimé chez la souris sauvage
et a I'inverse son expression est augmentée chez la souris fro/fro, en particulier dans la zone
diaphysaire ou on note une accumulation trés caractéristique, comparable a celle observée lors

de la condensation des cellules mésenchymateuses au stade embryonnaire (E12, E14).
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Figure 46 : Expression de HAS2 et HA dans les tibias de souriceaux nouveaux-nés wt et fro/fro.
Marquage de HAS2 et HA en immunofiuorescence. Images NanoZoomer Hamamatsu 2.0 RS x10.

La surexpression de HAS2 dans la plague de croissance et I'accumulation de HA dans la zone
diaphysaire indiquent que cette voie est anormalement active chez la souris fro/fro, et pourrait
contribuer a la dysfonction dans la différenciation et la maturation des chondrocytes
hypertrophiques, et au dela, dans la chondrogenése.

Nous avons recherché in vitro si la présence d'HA a des conséquences sur la différenciation
chondrocytaire. Les cellules préchondrocytaires C3H10T1/2 ont été différenciées par le TGFR3
en présence de 0.4% HA, de poids moléculaire élevé (comme décrit dans la partie 4.1.), soit
seul soit en association avec I'acide okadaique (1nM) (inhibiteur spécifique de PP2A), puisque la
surexpression d’HAS2 est une conséquence de l'inhibition de PP2A (Qin 2012).

Les résultats présentés dans la figure 47, montrent que I’addition d’HA lors de la différenciation
par TGFB3, inhibe I'expression de Runx2 (ARNmM et protéines) mais n'a pas d’effet sur
'expression du VEGF. L’acide okadaique seul n’a pas d’effet sur I'expression génique de
Runx2 (ARNm et protéines) mais inhibe partiellement I'expression protéique du VEGF.
L’association des deux agents (acide okadaique et HA), inhibe fortement VEGF et Runx2

(ARNm et protéines). Dans les chondrocytes de souris fro/fro, I’'expression des ARN messagers
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de Runx2 est peu modifiée, alors que celle du VEGF est diminuée, environ de 50% par rapport
a la souris wt (Fig 47). De méme I'effet du GW4869 sur la différenciation des C3H10T1/2 inhibe
peu I'expression de Runx2 et du VEGF, alors que I'association GW/HA inhibe complétement

I'expression du VEGF et bloque a 50% I'expression de Runx2 (Fig 48).

Figure 47: L’association acide okadaique (OA) et acide hayluronique (HA) altére I'expression de
Runx2 et du VEGF. Les cellules C3H10T1/2 sont différenciées en chondrocytes par TGFB3 (10 jours), soit seul,
soit en présence d’OA (1nM), soit HA (0.4%), soit les deux (OA+HA). A et B, étude des ARN messagers du VEGF et
de Runx2 en Q-PCR. Les résultats sont exprimés en ratio du TGFB3 seul (fixé arbitrairement a 1). C Western-blots
montrant I'expression du VEGF et de Runx2 dans les C3H10T1/2 différenciées par TGFS3, seul ou en présence des
deux agents OA et HA) seuls ou associés (C) ou en présence de GW4869 (4 uM) seul ou associé avec HA (D). Les
résultats sont exprimés par rapport a la B-actine. Moyenne de 3 expériences séparées.

Runx2 D -56kD

VEGF -43kD

B actine -40kD
c GW  GW+HA

Figure 48 : Expression de Runx2, VEGF et p-actine dans les C3H10T1/2 différenciés en milieu
chondrogénique (C), traités par le GW4869 (GW) seul ou en présence d’acide hyaluronique
(GW+HA).
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Ces résultats montrent que I'expression de Runx2 et du VEGF est affectée par I'association HA
et OA, ou HA et GW4869, les résultats mimant ce qui est observé dans la plague de croissance
de la souris fro/fro.

Il est a noter que 'acide okadaique dans les conditions ou nous I'utilisons (1nM) n’a pas d’effet
toxique sur les C3H10T1/2, et stimulerait leur prolifération, en accord avec les résultats
rapportés par Zakany et coll. (Zakany 2014).

Les données de la littérature indiquent que I'HA et I'acide okadaique ont des propriétés plutot
proangiogéniques et stimulent I'expression du VEGF, en contradiction avec les résultats que
nous observons. Cependant I'HA serait angiogénique surtout par sa dégradation en fragments
de petit poids moléculaire par la hyaluronidase (Hyal-1), d’ou son implication majeure dans
certains cancers (Tan 2011). Or dans notre étude, nous utilisons un acide hyaluronique de
poids moléculaire élevé, dont les propriétés angiogéniques sont moins connues. De plus, I'HA
utilisé seul n’a pas d’effet inhibiteur sur I'expression génique du VEGF (Fig 47).

’acide okadaique induirait I'expression du VEGF (Wakiya 1999), en particulier parce qgu’il
stimule la phosphorylation d’Akt (du fait de I'inhibition de PP2A), et il induit également une
surexpression de Hif1a (Kim 2009). L’acide okadaique n’a pas d’effet connu sur I’'expression de
Runx2, contrairement a I’'HA qui inhibe 'expression de ce facteur (ARNm et protéines), comme
rapporté par le groupe de Tanne et coll. (Tanne 2008) qui montre un effet inhibiteur de I'HA (et
surtout des oligoHA) sur I'expression de Runx2 dans la différenciation chondrocytaire. Plusieurs
études montrent que Runx2 interagit avec Hifla dans le noyau des chondrocytes
hypertrophiques sur le domaine RUNT, et cette interaction serait nécessaire pour I'expression
du VEGF (Kwon 2011; Lee 2012). Or ni Runx2, ni le VEGF ne sont exprimés dans la plague de
croissance de la souris fro/fro, qui par ailleurs présente une accumulation d’HA dans la zone
diaphysaire et une inactivation de PP2A (mimée in vitro par I'acide okadaique). On peut faire
I'hypothese que I'accumulation d’HA empéche I'expression de Runx2 chez la souris fro/fro,
comme mimé in vitro dans les C3H10T1/2, et donc que Hifla n’est soit pas stabilisé, soit n’est
pas localisé dans le noyau, soit ne peut pas induire le VEGF du fait de I'absence de Runx2 dans
les chondrocytes hypertrophiques. Les images en immunofluorescence montrent que
I'expression de Hiflta est normale a augmentée dans cette zone chez la souris fro/fro). Des
travaux complémentaires seront nécessaires pour Vvérifier la présence de Hifla dans le noyau
en présence d’HA seul ou avec I'acide okadaique, ainsi que I'expression du VEGF dans des
cellules « silencées » pour Runx2 et/ou PP2A par des siRNAs. Par ailleurs, des études sont
actuellement en cours dans des MSC de souris fro/fro, pour vérifier si les inhibiteurs de HAS2
(méthylumbelliferone) ou de HA (anticorps anti CD44, hyaluronidase-1), réversent I'inhibition

d'expression du VEGF et de Runx2, de méme que I'expression de MMP13 dans ces cellules.
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4.2.7. Conclusion et perspectives

En conclusion de cette partie, il semble que le retard de maturation et d’apoptose des
chondrocytes hypertrophiques, pourrait résulter de I'accumulation d’HA dans la zone
diaphysaire, d’ou un défaut d’expression de Runx2 et du VEGF, amenant un retard de
vascularisation et de minéralisation. Ces résultats devront étre validés par des approches plus
moléculaires (siRNAs dirigés contre PP2A, Runx2 et HAS2), afin de valider ces observations.
Des traitements chez la souris fro/fro sont également prévus, en particulier I'injection de
methylumbelliférone (inhibiteur de HAS2), ou d’anticorps anti CD44 qui est le récepteur de HA.
Ces agents pourront éventuellement étre associés entre eux, ou avec des agents stimulant

I'activité de PP2A.
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4.3. La mutation de la nSMase2 induit un phénotype campomeélique chez la

souris fro/fro

La souris fro/fro présente un phénotype caractéristique, avec un nanisme et une déformation
des membres. L’examen attentif de la déformation des tibias montre une angulation trés nette
chez le souriceau nouveau-né (Figs 49 et 50), comparable a celle observée dans la dysplasie
campomélique. Cette maladie trés rare, est due a la mutation du géne codant pour le facteur de
transcription Sox9 de la famille SRY (Sex-determining Region Y), qui joue un réle majeur dans la
différenciation des chondrocytes et la détermination des caractéres sexuels méles et la

différenciation des chondrocytes.

HE BA VK

Figure 49: Courbure du tibia chez la souris fro/fro mutante pour la nSMaseZ2. Etude histologique de la
courbure au niveau du tibia, observée chez la souris fro/fro (nouveaux-nés) apres coloration hématoxyline/éosine
(HE), les cartilages au bleu alcyan (BA) et Von Kossa (VK) montrant la tres faible minéralisation. Les fleches indiquent
la courbure du tibia, qui est une caractéristique de la chondrodysplasie campomélique.
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Figure 50: Image en radiologie des tibias de souriceaux wt (+/+) et fro/fro 4gés de 3 semaines. On
note la persistance de la courbure au niveau des tibias des souris fro/fro par rapport aux contréles.

4.3.1. Dysplasie Campomélique et mutation du géne SOX9

La dysplasie campomélique est décrite pour la premiére fois en 1971 par Maroteaux et coll.
(Maroteaux 1971). C’est une pathologie génétique rare, fréquemment létale dans la période
néonatale et périnatale du fait d’insuffisances respiratoires résultant d’'une ostéomalacie
(décalcification) de la trachée. Quelques individus survivent a cette période et présentent des
complications importantes telles que scoliose, troubles respiratoires, compressions médullaires,
troubles de 'audition (Mansour 1995) (Fig 51).

La dysplasie campomélique est caractérisée par une courbure caractéristique des os longs,
d'ou son nom dérivant du grec ancien "kampé" qui signifie courbure, et « melos », membre.
Cette courbure affecte principalement les tibias, mais n’affecte pas le fémur ni les membres
antérieurs. Par alilleurs, il n’y aurait pas de défaut de minéralisation chez les patients atteints
(Mansour 1995). Une autre caractéristique de cette maladie est que les individus au caryotype
XY présentent fréguemment une ambiguité des organes sexuels externes, avec parfois des

organes sexuels féminins (Wagner 1994).
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Figure 51: Images radiologiques d’'un enfant atteint de dysplasie campomélique (d’apres Pazzaglia et
al 1987). (1) Radiographie de la cage thoracique. (2) Radiographie des membres inférieurs mettant en évidence une
angulation au niveau des fémurs et des tibias. (3) Radiographie d’un tibia montrant cette incurvation au niveau de la
metaphyse. Les fleches indiquent la courbure du tibia.

Sur un plan génétique, la dysplasie campomélique est dle a la mutation du gene SOX9 situé en
position 17924 sur le chromosome 17 (Wagner 1994). Le gene SOX9 code pour le facteur de
transcription Sox9 impliqué trés précocément dans la différenciation des chondrocytes et la
détermination du sexe porté par le chromosome Y. Plusieurs types de mutations peuvent
affecter SOX9, chaque mutation dans la région codante causant une dysplasie campomélique
et 75 % une réversion de sexe (Wagner 1994).

Au cours de la chondrogenese, Sox9 est un facteur de transcription essentiel pour la
condensation des chondrocytes qui précede leur différenciation, et il favorise leur progression
jusqu'au stade hypertrophique. A ce stade, l'expression de Sox9 diminue pour permettre
I'invasion vasculaire et la formation de l'os endochondral (Hattori 2010). Sox9 régule
I'expression de nombreux génes impliqués dans la prolifération des chondrocytes, en particulier
les génes de la matrice extracellulaire tels que COL2A7T et ACAN (aggrecan) (Bell 1997). De plus
Sox9 transactive directement COL2A7, le géne codant pour le collagéne I, exprimé tres
fortement dans les chondrocytes en prolifération (Lefebvre 1997).

Les souris KO pour Sox9 ne sont pas viables, et meurent au stade embryonnaire, autour de
E18 (Akiyama 2002). Ces souris ont un phénotype caractéristique avec des os longs raccourcis
et courbes, comparables aux anomalies observées chez les sujets atteints de dysplasie
campomélique, ainsi qu’un défaut d'expression de Col2A1 et Acan, que l'on retrouve

également au niveau des cellules mésenchymateuses en cours de condensation (Bi 1999).
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L’inactivation de Sox9 chez la souris knock-out entraine une absence compléte de la formation
des condensations mésenchymateuses et du cartilage (Akiyama 2002). Sox9 régule également
I'expression de Sox5 et Sox6 d’ou une réduction du nombre de chondrocytes en prolifération
chez les souris mutantes, qui dépendent de ces deux facteurs (Smits 2001; Akiyama 2002).
Sox9 réprimerait la transition de chondrocytes en prolifération vers le stade hypertrophique, et
I'expression de Col10A1 (Leung 2011; Akiyama 2002). Les mutants hétérozygotes de Sox9

présentent une zone hypertrophique élargie et minéralisée prématurément (Bi 2001).

4.3.2. Expression de Sox9 dans les os longs des souris fro/fro

Les travaux du groupe de JL Guénet ne font pas état d'anomalies au niveau du gene de Sox9
chez la souris fro/fro (Aubin 2005), donc la courbure de type campomeélique au niveau des tibias
n'impliqgue pas de mutation de ce gene. De plus, I'analyse radiographique des souris smpd3
knock-out (Stoffel 2005) montre une courbure au niveau du tibia chez ces animaux, ce qui
confirme l'implication de la mutation et/ou de I’'absence d’activité de la nSMase2 dans I'aspect
« campomélique » des tibias. A l'inverse des souris knock-out pour Sox9, on note parfois une
torsion des fémurs chez la souris fro/fro, ce qui pourrait aussi rapprocher le phénotype de cette
souris de la chondrodysplasie kyphomélique dont I'origine génétique n’est pas identifiée
(Cormier-Daire 2004). Cependant la courbure des tibias caractéristique de la campomélie est
constante chez la souris fro/fro.

Nous avons étudié I'expression de Sox9 en immunofluorescence chez les souriceaux
nouveaux-nés fro/fro et sauvages. Les images présentées dans la figure 52, montrent une
expression trés faible de Sox9 dans la plague de croissance des souris fro/fro a l'inverse de la
souris sauvage ou I'expression de Sox9 est élevée dans les chondrocytes préhypertrophiques
et hypertrophiques (Fig 52). Ces résultats sont corrélés avec I'expression du collagene Il, qui est

diminuée dans la zone de réserve et de prolifération des chondrocytes (Fig 53).
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Figure 52 : Expression de Sox9 dans les tibias de souriceaux nouveaux-nés wt et fro/fro. Images
NanoZoomer Hamamatsu 2.0 RS x5.

Figure 53: Expression du collagéne Il dans les tibias de souriceaux nouveaux-nés wt et fro/fro.
Images NanoZoomer Hamamatsu 2.0 RS x5.
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Les travaux du groupe de B. de Crombrugghe (Akiyama 2002) indiquent que Sox9 intervient
trés t6t dans la chondrogenese puisqu’elle est activée des I'étape de condensation des cellules
mésenchymateuses. Nous avons étudié I'expression de Sox9 dans des embryons agés de 14
et 16 jours. L’expression est tres faible chez les souris fro/fro dans les deux stades

embryonnaires étudiés (Fig 54).

Figure 54: Expression de Sox9 dans les embryons E14 (+/+ et fro/fro) et E16 (+/+ et fro/fro).
L’expression de Sox9 dans les embryons est trés faible chez les souris fro/fro, dans les deux stades embryonnaires
étudiés comme chez les souriceaux nouveaux-nes (Fig 52).

En parallele, les colorations a I'hématoxyline/éosine et au bleu alcyan, montrent une

accumulation de précartilage et une I'angulation visible chez I'embryon de 17 jours (Fig 55).
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Figure 55: Histologie des tibias provenant d'embryons de souris sauvages (+/+) et fro/fro (E14,
E15, E16, E17 et nouveaux-nés de 12h (NN)). (A) Coloration a I'hématoxyline/éosine. (B) Coloration au Bleu
Alcyan. L’angulation est visible dés E16, avec un retard de maturation du centre d’ossification primaire (persistance
du cartilage, pas de vascularisation, pas de zone trabéculaire). La coloration bleu alcyan est plus marquée chez la
souris fro/fro dés le stade E15.
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La coloration au Von Kossa est faible dans les embryons (Fig 56), indiquant une absence de
minéralisation, comme décrit dans la partie 4.2. Ceci ne correspond pas au phénotype
« campomélique » li¢ au déficit (partiel) de Sox9, puisqu’il N’y a pas de défaut de minéralisation
chez les patients atteints de cette pathologie (Mansour 1995).

Ceci nous a conduit a étudier I'expression de Sox9 en fonction de I'activité nSMase2.

E17 bb12h

fro/fro

Figure 56 : Coloration Von Kossa des tibias de souris contrbles et fro/fro au cours du
développement (E17 et nouveaux-nés de 12h). On note un défaut de minéralisation dans les souris fro/fro
par rapport aux contréles.

4.3.3. Inhibition de la nSMase2 et expression de Sox9 dans la différenciation

des chondrocytes

Nous avons étudié 'implication de la nSMase2 dans I'expression de Sox9 et des génes régulés

par cette protéine (Col2al, Acan), sur des cellules différenciées a partir de MSC provenant de
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souris sauvages ou fro/fro, et sur la lignée mésenchymateuse C3H10T1/2 ou sur des cellules
pré-chondrocytaires ATDC5, différenciées en présence de GW4869.

L’analyse des ARN messagers de Sox9, Col2al et Acan est réalisée en RT-gPCR aprés 5 jours
de culture en milieu de différenciation chondrocytaire en présence de TGFB3.

Les résultats obtenus montrent que I'expression de Col2a1 et Acan est fortement diminuée (25-
30% d’expression résiduelle) dans les cellules issues de souris fro/fro, ainsi que I'expression de
Sox9 (Fig 57B). De méme, la présence de GW4869, inhibiteur de la nSMase, inhibe fortement
'expression de Col2al et Acan dans les ATDC5. L’expression des ARNm de Sox9 est peu
affectée par le GW4869 dans les ATDC5 (alors qu’elle est abaissée dans les cellules fro/fro) (Fig
57A).
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Figure 57 : RTqQPCR. Etude de I'expression des ARN messagers Col2a1, Sox9 et Acan dans les
cellules préchondrocytaires ATDC5 (A) et les C3H10T1/2 (B) différenciés en milieu chondrogénique
et traités ou non par le GW4869.
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L'expression protéique de Sox9 est fortement diminuée dans les chondrocytes isolés a partir

des tétes fémorales de souris fro/fro (Fig 58).

sox9 65kD

B-actine 40kD

wt fro

Figure 58: Expression de Sox9 dans les chondrocytes wt et fro/fro. L’expression de Sox9 est étudiee
par western Blot dans les chondrocytes issus de souris wt et fro nouveaux-nés de 3 jours, et exprimée par
comparaison avec la f3-actine comme contrdle interne.

L’ensemble de ces résultats confirme que la mutation (souris fro/fro) ou I'inhibition de la
nSMase2 par le GW4869, généere un dysfonctionnement de Sox9 qui se traduit par une forte
diminution de I'expression de Col2A1 et Acan, comparable aux évenements observés au cours
de la chondrodysplasie campomélique. De plus I'expression protéique de Sox9 est nettement

diminuée chez la souris fro/fro (immunofluorescence, ARNm et protéine).

4.3.4. Réversion partielle de la dysfonction de Sox9 par le C2-céramide

perméant

Afin de valider I'implication de la nSMase2 dans I'expression et I'activation de Sox9, nous avons
étudié I'effet du C2-céramide sur I'expression de Sox9, Col2A1 et Acan dans des chondrocytes
en culture issus de souris fro/fro, ou des MSC différenciées en chondrocytes.

L’addition de C2-céramide (5uM) permet de restaurer significativement I'expression des ARN
messagers de Col2A1 dans les MSC issues de souris fro/fro en cours de différenciation par le
TGFp3, ce qui confirme I'implication de la nSMase ou du céramide dans la régulation de Sox9

(Fig 59).
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Figure 59 : Effet du C2-céramide sur I'expression de Col2A1 lors de la différenciation
chondrocytaire des MSC de souris fro/fro ou wt. Les ARNm de Col2A1 sont analysés en RT-QPCR aprés 5
jours de culture en présence de C2-céramide (C2Cer, 5uM).

Nous avons également étudié I'effet du C2-céramide sur des organocultures de pattes de
souris fro/fro et sauvages, prélevées au stade embryonnaire a 15 jours et cultivées jusqu’a 21
jours en milieu de différenciation chondrocytaire. Les résultats présentés dans la figure 60,
indiquent que le C2-céramide restaure I'expression des ARN messagers de Col2A1 et Acan

ainsi que I'expression de Sox9 (Fig 60).
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Figure 60: Le C2-céramide restaure l'expression de Col2A1 et Acan dans les organocultures de
pattes de souris fro/fro. Les pattes d’embryons sont récupérées a E15 et sont incubées dans du milieu de
différenciation chondrocytaire et du TGFf3 (conditions controle, A), et supplémenté en C2-ceramide (C2Cer, 5 uM).
Aprés 6 jours de culture (E21), I'expression de Sox9, Acan et Col2A1 est recherchée par RTqQPCR. On note une
augmentation de I'expression d’Acan, Col2A1 et Sox9 dans les pattes de souris traités par le C2-céramide. Les
souris sont génotypées afin de déterminer leur caractéristique (fro/fro ou contrdle). La ligne en pointillé détermine la
moyenne d’expression du contrble wt arbitrairement fixé a 1.
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Ces résultats confirment I'implication précoce de la nSMase2 dans la régulation de Sox9. Les
études préliminaires ne montrent cependant pas de correction de I'angulation dans les pattes
traitées en organoculture (résultats non montrés). Cette absence de correction n’est pas
surprenante car I'implication de la nSMase?2 intervient sans doute beaucoup plus tét dans la
régulation de Sox9, puisque I'étude sur les embryons de souris montre une expression tres

faible de la protéine dés 12 jours sur les bourgeons des membres en cours de condensation.

Nous avons précédemment montré que le défaut de maturation des chondrocytes
hypertrophiques chez la souris fro/fro, pourrait résulter de la surexpression de HAS2 et la
sécrétion d’HA qui interviennent trés tot dans la condensation des cellules mésenchymateuses
(Kosher 2009). Nous avons montré que I'expression d’HAS2 est uprégulée dans les tissus de
souris fro/fro, de par I'activation chronique d’Akt et 'inactivation de la phosphatase PP2A, cible
du céramide (Dobrowski 1993). Sox9 jouant un rble trés précoce dans la condensation, notre
hypothése est que le systeme PP2A/Akt pourrait étre responsable de la dysfonction de Sox9

chez la souris fro/fro.

4.3.5. Hypothése mécanistique: L’inhibition de PP2A induit une dysfonction de

la chondrogenése

4.3.5.1. PP2A et chondrogenése

La protéine phosphatase 2A (PP2A) est une sérine/thréonine phosphatase qui existe sous deux
formes, un core-enzyme hétérodimérique, et un holoenzyme hétérotrimérique. Le core-enzyme
est composé d'une sous-unité catalytigue C de 36 kDa complexée avec une sous-unité
structurale A de 65kDa. L'association du core-enzyme avec des sous-unités régulatrices de
taille variable forme des hétérotriméres qui présentent des propriétés différentes en fonction des

holoenzymes produits (Gotz 1999; Xu 2006).

L'expression de PP2A peut représenter jusqu'a 0.1% des protéines totales dans certains types
cellulaires (Matta 2014). PP2A est tres largement impliquée dans la régulation du
développement, de la prolifération, de la mort et du cycle cellulaire de méme que dans
I'organisation du cytosquelette (Matta 2014). Sa dérégulation a des conséquences importantes

dans les domaines du cancer et de la maladie d’Alzheimer (Tian 2002, Janssens 2005).
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- PP2A, embryogenese, voie Wnt et Akt

Les souris knock-out pour la sous-unité catalytique C meurent au stade embryonnaire (13.5
jours environ) (Gotz 1998). Les embryons se développent normalement jusqu’a I'age de 5 a 6
jours, cependant la formation du mésoderme et la  transition  cellules
épithéliales/mésenchymateuses ne se fait pas correctement chez ces souris. Les travaux du
groupe de Goétz et coll. (1998) montrent que la sous-unité Co serait nécessaire pour la
stabilisation des complexes E-cadherine/B-caténine a la membrane plasmique, d'ou une
redistribution de ces complexes dans le cytosol chez les embryons PP2A-Co. ™.

PP2A est un régulateur négatif de la voie Wnt/B-caténine: en I'absence de stimulus Wnt, la B-
caténine est dégradée dans un complexe multi-protéique qui inclue les supresseurs de tumeurs
Axine et APC (adenomatous polyposis coli), les Ser/Thr kinases GSK-3p et CK1, PP2A et la E3-
ubiquitin ligase B-TrCP. La signalisation Wnt stimule la phosphorylation et I'activation d'Akt qui
inactive GSK-3B par phosphorylation (Stamos 2013). PP2A déphosphoryle Akt et régule

négativement son activité (Seshacharyulu 2013).

- PP2A et céramide

Les travaux du groupe de Y. Hannun montrent que les céramides courts (C2 a C6-céramide) et
plus longs, activent directement PP2A (autre nom, CAPP pour ceramide-activated protein
phosphatase) (Dobrowsky 1993). Le mécanisme d'activation est encore mal élucidé mais il
semble que des sites de fixation pour le céramide soient présents sur la sous-unité catalytique
C de PP2A (Law 1995). PP2A est considérée comme un suppresseur de tumeur, et son activité
est inhibée dans de nombreux types de cancers en particulier le cancer du poumon, la
leucémie myéloide chronique et la leucémie myéloide aiglie (Oaks 2015). Sa réactivation par
des approches @génétiques ou pharmacologiques (FTY720, céramides perméants,
perphénazine) induit la mort des cellules tumorales aussi bien en culture que dans les modeles

animaux (Oaks 2015).

- PP2A et chondrogenése

Les travaux du groupe de Zakany (2002) montrent que PP2A régulerait négativement la
chondrogenese. En effet I'inhibition de PP2A par I'acide okadaique stimule la prolifération des
cellules progénitrices issues de l'embryon de poulet en cours de différenciation
chondrogénique, et la formation de la matrice du cartilage, via |'activation de la PKA qui induit
une phosphorylation et une translocation nucléaire de Sox9 (Zakany 2002). Plus récemment, ce
groupe a montré que la stimulation mécanique de ces cellules active une voie chondrogénique

PKA/CREB/Sox9, qui serait régulée négativement par PP2A (Juhasz 2014). Les auteurs notent
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cependant, que l'application d'acide okadaique (20 nM dans ces études), interfere avec le
cytosquelette d'actine et que les cellules traitées ont un aspect arrondi proche des
chondroblastes (Matta 2014).

L'acide okadaique est un inhibiteur puissant et spécifigue de PP2A. C'est une phycotoxine
sécrétée par des dinoflagellés de genre Dinophysis et Prorocentrum, présents dans certains
coquillages marins responsables d'intoxications alimentaires graves (Dawson 1999). Certaines
études de tératogenése ont été réalisées avec cet agent, mais tres peu chez les mammiféeres du
fait de sa tres forte toxicité. Les travaux de Casarini (2007), montrent que |'administration
d'acide okadaique a des jeunes larves de Xenopus Laevis, résulte en une forte mortalité des
embryons et de nombreuses malformations chez les survivants, en particulier au niveau de la

taille plus petite et de la queue déformée (Fig 61) (Casarini 2007).

Figure 61 : Images représentant des larves de X. Laevis contrble (A) ou traitée par 1 nM OA
pendant 5 jours (B). On note la taille plus petite et la courbure de la queue chez la larve traitée par OA (d'aprés
Casarini 2007, Franchini 2010).

Les travaux précédents réalisés chez la souris fro/fro montrent que PP2A est phosphorylée sur
la tyrosine 307, et donc est inactive, en grande partie du fait de la mutation de la nSMase2.

Cette inactivation se traduit par I'activation chronique d’Akt (Fig 62).
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Figure 62: Phosphorylation de PP2A sur tyrosine 307 et activation d’Akt dans les chondrocytes de
souris fro/fro et comparaison avec les chondrocytes de souris wt. L’équilibre des protéines est vérifié
avec l'expression de la f-actine.

L’activation constante d’Akt a des conséquences négatives sur certaines réponses impliquées
dans la chondrogenese, telles que l'autophagie qui n'est pas activée dans la zone
hypertrophique (cf.§4.2), ou la surexpression de HAS2 et la sécrétion d’'HA (cf. 4.1 et 4.2, et Qin
2012; Garoby-Salom 2015). Nous avons étudié I'implication de PP2A sur la dysfonction de

Sox9 associée au phénotype de la souris fro/fro.

4.3.5.2. Etude de [I'inhibition de PP2A sur la différenciation des
chondrocytes

Afin de voir s'il existe un lien entre l'inhibition de PP2A et la dysfonction de Sox9, nous avons
étudié la différenciation des cellules mésenchymateuses C3H10T1/2 et des cellules

préchondrocytaires ATDC5 en présence d’acide okadaique (1nM).
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Figure 63: Expression de Col2A1 et Sox9 dans des pellets formés a partir de cellules C3H10T1/2,
et dans les cellules pré-chondrocytaires ATDCS, cultivées dans un milieu chondrogénique (barres
pleines) et en présence d’acide okadaique (1nM) (barres striées).

Les résultats présentés dans la figure 63 montrent que I'acide okadaique diminue trés fortement
'expression des ARN messagers de Col2A1 dans les deux types cellulaires, aprés 5 jours de
différenciation stimulée par TGFB3. L’expression des ARN messagers de Sox9 est diminuée par
le traitement avec l'acide okadaique dans les pellets, moins dans les ATDC5, alors que
'expression de Col10A1 est augmentée de facon comparable entre les cellules traitées et les
contrbles (résultats non montrés), comme rapporté par Zakany et coll. (2002). Ces résultats
indiquent que I'inhibition de PP2A génére une dysfonction de Sox9 avec un défaut d’expression
de Col2A1, ce qui suggeére un rble pour PP2A dans la différenciation précoce des chondrocytes
et I'activité de Sox9.

Il est a noter que l'acide hyaluronique (HA) dont nous avons montré I'effet inhibiteur sur
I'expression de Runx2 et du VEGF, n'a pas d'effet notable sur I'expression de Col2A1 et de
Sox9 dans les modeles chondrogéniques utilisés.

En résumé, nos résultats indiquent que l'inhibition de PP2A par I'acide okadaique génére une
dysfonction (et un défaut d’expression) de Sox9 qui se traduit par un défaut d'expression des
génes de la matrice extracellulaire Col2A1 et Acan, comparable a ce qui est décrit au cours de
la dysplasie campomeélique, et proche de ce que nous observons chez la souris fro/fro. Ces
observations suggerent que le phénotype "campomélique" de cette souris pourrait résulter
(entre autre) de I'inhibition (ou de la non-activation) de PP2A, induite par la mutation de la

nSMase?2 et I'absence de génération de céramide. Les travaux de C. Clarke dans le groupe de
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Y. Hannun (Stony Brook, NY, USA) montrent que le taux de céramide dans les pattes de souris
fro/fro est 50% plus bas que celui des souris wt (Fig 64), ce qui confirme le déficit en céramide
chez cette souris, et la non-disponibilité du céramide résiduel pour I'activation des voies de
signalisation céramide-dépendantes, telles que PP2A. Nous avions montré dans les fibroblastes
que l'addition de C2-ceramide induit une déphosphorylation de PP2A sur tyrosine 307, et
diminue I'activation d’Akt (Garoby-Salom 2015), et par ailleurs C2Cer restaure I’'expression de
Col2A1 dans les chondrocytes et les organocultures (Figs 59 et 60), ce qui confirme le rble de la

nSMase?2 et du céramide dans la régulation de PP2A.

Figure 64: Dosage du céramide dans les homogénats de tibias de souris wt et fro/fro (Résultats
Chris Clarke, Stony Brook, NY, 2013).

Notre hypothése est que PP2A pourrait réguler trés précocément et positivement I'expression
de Sox9, peut-étre en régulant négativement la voie Wnt, qui s’active trés précocément dans la
chondrogenése et inhibe I'activité de Sox9 (Akiyama 2004). La nSMase2 pourrait stimuler
lactivité de PP2A qui permet la stabilisation des complexes E-cadherine/B-caténine a la
membrane plasmique, et donc inhibe I'activation de la B-caténine (Gotz 1998). Nos résultats
préliminaires montrent que la p-caténine est activée dans les bourgeons de membres des
embryons de souris fro/fro agés de 12 a 14 jours dans lesquels Sox9 n’est pas exprimée
(contrairement aux souris sauvages) (Fig 65). Cette observation suggére que la p-caténine n’est
pas régulée correctement a ce stade embryonnaire, (peut-étre du fait de I'inactivité de PP2A),
d’ou une dysfonction de Sox9, comme rapporté par le groupe de B. de Crombrugghe (Akiyama
2003). Il semble par ailleurs, que cette activation de la B-caténine soit transitoire car on
n’'observe pas d’expression de la f-caténine active dans la plague de croissance du souriceau
nouveau-né, en accord avec l'absence d’expression de Runx2 et de minéralisation,

contrairement a ce qui est observé chez la souris sauvage. A noter cependant que I'expression
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de B-caténine dans les jonctions ne semble pas anormale chez la souris fro/fro (résultats non
montreés).

Ces résultats devront étre validés par des approches moléculaires (siRNAs dirigés contre PP2A,
smpd3), afin de démontrer la régulation de PP2A par la nSMase2 et le céramide, et les
conséquences sur 'activité de Sox9 et la B-caténine. Par ailleurs, le réle de I'induction de HAS2
et de la sécrétion de HA et leur place dans ces voies de régulation dans le contexte de

l'inhibition de PP2A, pourra également étre étudié.

Figure 65: Expression de p-caténine dans les embryons E14 (+/+ et fro/fro). L’expression de p-
caténine dans les embryons est plus importante chez les souris fro/fro a ce stade embryonnaire.
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5. DISCUSSION GENERALE et PERSPECTIVES
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Les résultats obtenus au cours de ce travail de thése ont permis de caractériser
plusieurs aspects impliqués dans le phénotype des souris fro/fro, et de clarifier certaines

propriétés de la nSMase2 au cours de 'apoptose et de la chondrogenése.

- Dans la premiére partie de nos résultats expérimentaux, nous avons pu montrer que la
nSMase2 n’a pas d’implication dans I'apoptose induite par des agents de stress dans les
fibroblastes issus de souris fro/fro, comme cela avait déja été rapporté dans I'équipe (Devillard
2010), dans ces cellules et dans les souris elles-mémes, qui ne survivaient pas plus longtemps
que les contrbles aprés injection de TNFa. Cependant la mutation de la nSMase2 induit une
protection des fibroblastes fro/fro contre I'apoptose générée par la privation en nutriments.
Cette résistance a I'apoptose dépend de la surexpression de HAS2 et la sécrétion d'HA anti-
apoptotique. L'effet protecteur antiapoptotique de HA s'exerce uniguement dans les conditions
de privation, via l'expression de HSP-72, mais des effets antiapoptotiques directs de HA
pourraient également étre impliqués. A l'inverse, HA ne protége pas du tout contre 'apoptose
induite par les agents de stress. Ces résultats montrent que I'implication de la nSMase2 dans
I'apoptose est indirecte car le "silencing" de HAS2 dans les cellules fro/fro restaure |'apoptose

dans ces conditions, bien que la nSMase2 ne soit pas active dans ces cellules.

Des résultats comparables sont observés dans les chondrocytes de souris fro/fro en culture, et
confirment par ailleurs |'effet anti apoptotique de HA, déja rapporté dans les chondrocytes et le
liquide synovial et dans le traitement de pathologies ostéoarthritiques (Campo 2010;Temiz
2010; Waller 2012; Mongkhon 2014). Ces résultats indiquent que la surexpression de HAS2 et
la sécrétion d'HA consécutives a la mutation de nSMase2 sont retrouvées dans les différents

tissus et types cellulaires de cette souris, ou il pourrait avoir localement un effet antiapoptotique.

- La deuxieme partie de nos travaux expérimentaux montre que la sécrétion de HA pourrait
intervenir dans le retard d'apoptose des chondrocytes hypertrophiques dans la plaque de
croissance de la souris fro/fro.

En effet, les images en immunofluorescence montrent une expression trés élevée de HAS2 et
de HA dans la zone métaphysaire de la plague de croissance chez la souris fro/fro, qui pourrait
interférer avec la différenciation terminale des chondrocytes hypertrophiques. HA pourrait
également inhiber I'apoptose, la vascularisation et la minéralisation de I'os. Cette hypothése est
étayée par les résultats observés in vitro au cours de la différenciation des cellules C3H10T1/2.
En effet, en présence d’HA seul, on observe une diminution de [I'expression des ARN

messagers et protéines VEGF et Runx2, suggérant un effet inhibiteur de HA sur la
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différenciation des chondrocytes hypertrophiques dans la plaque de croissance, comme
observé dans les cellules provenant de souris mutantes surexprimant HAS2 (Matsumoto 2009).
Cet effet inhibiteur de HA sur I'expression de VEGF et Runx2, est potentialisé par I'addition
d'acide okadaique, inhibiteur de PP2A. Or la mutation de smpd3 et donc de la nSMase?2 se
traduit par une inactivation constitutive de PP2A dans certains tissus, dont les chondrocytes et
les fibroblastes, a I'origine de I'activation d'Akt et de la surexpression d'HAS2 (Qin 2012). Le fait
que linhibiteur de nSMase GW4869 reproduise des réponses similaires sur le VEGF et Runx2,
et que le C2-céramide restaure partiellement les parameétres de différenciation, montre que la
mutation de nSMase?2 est a I'origine des dysfonctions observées (Qin 2012).

L'acide hyaluronique (HA) est un composant majeur des cartilages qu'il protege et favorise leur
résistance a la compression. C'est un lubrifiant, présent dans le liquide synovial. Il favorise
I'adhésion et la prolifération cellulaire médiée par son interaction avec son récepteur CD44. HA
est impliqué dans l'invasion tumorale, car il favorise la formation de métastases et les fragments
d'HA seraient angiogéniques, ce qui est en contradiction avec les résultats que nous observons
sur I'expression du VEGF. Une hypothése est que la surexpression d’HAS2 et la sécrétion d’HA
a un stade précoce de la chondrogenése, pourrait jouer un rble protecteur contre les effets
délétéres résultant de I'inactivation de PP2A.

Il est a noter que I'accumulation des chondrocytes hypertrophiques associée a un défaut de
différenciation, de vascularisation et d’apoptose, se retrouve dans d’autres chondrodysplasies
telles que la chondrodysplasie de Schmid, dle a la mutation de COL70A7, ou I'anadysplasie
métaphysaire dle a des mutations des MMP9 et MMP13 (Lausch 2009). Les souris mutantes
pour ces génes présentent un nanisme et des déformations osseuses, cependant leur
phénotype est différent en particulier en ce qui concerne la minéralisation de I'os endochondral
qui n’est pas déficiente, a I'inverse de la souris fro/fro. On n'observe pas d'accumulation d'HA

dans ces chondrodysplasies.

- Un point important du phénotype de la souris fro/fro (nanisme, mortalité néo- et périnatale,
déformation osseuse), est I'angulation caractéristique observée au niveau du tibia, comparable
a celle observée dans la dysplasie campomélique qui dépend de la mutation de SOX9. Les
résultats en immunofluorescence montrent une expression tres faible de Sox9 dans la plaque
de croissance, quel que soit le stade embryonnaire ou néonatal, avec en conséquence une
diminution d'expression de Col2A1 et de formation de la matrice, qui sont une des
caractéristiques de la dysplasie campomélique. Nous n'avons pas étudié le fait que Sox9

puisse étre muté chez la souris fro/fro, mais I'angulation se retrouve également chez la souris
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smpd3 KO, ce qui suggere fortement une implication de la mutation (ou de I'absence) de
nSMase2 dans le développement de I'angulation.

L'hypothése que nous avons développée est que cette angulation pourrait résulter d'un défaut
de condensation des cellules mésenchymateuses, dont Sox9 est un élément essentiel. Or ce
mécanisme fait également intervenir I'expression de HAS2 et HA, déja impliqués dans le délai
de maturation des chondrocytes hypertrophiques (Li 2007 et cf. §4.2.). Cependant |'addition de
HA sur les MSC en cours de différenciation, n'a pas d'effet sur I'expression des ARN
messagers de Col2A1 ni sur I'expression de Sox9. Une hypothése est que l'inhibition de PP2A
pourrait étre a I'origine de la dysfonction de Sox9. Or le réle de PP2A dans la chondrogenése
est peu connu, a part les travaux du groupe de Zakany (Zakany 2002; Juhasz 2014) qui
rapporte une activation de la différenciation chondrocytaire par I'acide okadaique sur les cellules
mésenchymateuses d'embryons de poulet, via |'activation de la PKA, et suggére une régulation
négative de la chondrogenese par PP2A (Zakany 2002; Matta 2014). Les souris KO pour PP2A
meurent trés tot des le 10éme jour de vie embryonnaire, et montrent une absence de formation
du mésoderme (Gotz 1999). Le KO conditionnel de PP2A pour le squelette n'a pas été généré,
cependant les études de tératogenese faites chez les larves de Xenopus Laevis, avec |'acide
okadaique, montrent une réduction de taille et des malformations au niveau de la queue avec
une courbure du cartilage. Cependant aucune étude en immunofluorescence ni en
transcriptomique n'a été réalisée sur l'effet de l'acide okadaique chez ces animaux, et la
malformation caudale reste pour I'instant non expliquée.

Nos résultats montrent que I'acide okadaique blogue fortement I'expression de Col2A1 et Acan
dans les cellules mésenchymateuses et dans les ATDC5, et inhibe partiellement I'expression de
Sox9, ce qui suggere une implication de PP2A dans I'activation précoce de Sox9, qui devra
étre vérifiée par une approche d'inhibition plus moléculaire ("silencing" de PP2A par siRNA et
expression de Sox9).

Par ailleurs I'acide okadaique seul n'inhibe pas I'expression des ARN messagers de VEGF et de
Runx2, contrairement a HA, cependant la co-incubation des C3H10T1/2 avec les deux agents,
HA et acide okadaique, inhibe totalement I'expression du VEGF et tres fortement Runx2,
MMP13, Col2A1 et Acan, ce qui mime in vitro le phénotype de la souris fro/fro. De méme, le
GW4869 qui inhibe la nSMase?2 et inactive PP2A, a les mémes effets que 'acide okadaique sur

I'expression du VEGF et Runx2, lorsqu’il est associé a HA.

L'ensemble de ces résultats montre que PP2A pourrait réguler I'expression et I'activité de Sox9
via la nSMase2 dans les cellules mésenchymateuses en cours de différenciation. Son

inactivation dle a I'absence de céramide (PP2A n'est pas mutée et peut étre réactivée dans les
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cellules et souris fro/fro), pourrait avoir au moins deux conséquences sur le développement des
os longs, d'une part la dysfonction et expression de Sox9 d'ou une faible expression de
Col2A1, Acan et de la formation de matrice cartilagineuse, et d'autre part la surexpression de
HAS2 et la sécrétion d'HA dans la plaque de croissance, qui empécherait la maturation normale
des chondrocytes hypertrophiques, leur vascularisation et leur minéralisation, et bloquerait
'apoptose. Cette hypothése placerait PP2A trés en amont dans le processus de la
chondrogenese avec une implication dans I’expression et la fonction de Sox9 qui n'a pas été
rapportée jusqu’a présent. La nSMase2 pourrait intervenir comme un régulateur positif précoce
de l'activité de cette phosphatase, et donc de l'activité de Sox9 au cours du développement
osseux. Cette régulation ne semble pas étre généralisée puisque la souris fro/fro n’a
apparemment pas d’anomalies phénotypiques autres que le développement endochondral et la
dentinogenése anormale. On peut noter cependant que I'inversion de sexe, décrite dans la
dysplasie campomélique, est trés rare chez la souris fro/fro, mais pas absente. On ne note pas
d’anomalie majeure du comportement, ce qui suggere une activité normale de PP2A lors de la
neurulation dans laquelle la phosphatase jouerait un réle trés important (le cerveau est
également le tissu dans lequel I'expression de la nSMase2 est la plus élevée) (Rao 1976). Des
expériences complémentaires (co-immunoprécipitation) pourront étre faites afin de démontrer
s’il existe éventuellement des liens entre la nSMase2 et PP2A dans les tissus d’intérét chez la

souris fro/fro (cartilage, 0s, cerveau), au stade néonatal ou embryonnaire.

Par ailleurs, des études complémentaires seront nécessaires pour valider ces hypotheses, en
particulier 1'étude de I'expression de la B-caténine au cours du développement des
chondrocytes, qui est également régulée négativement par PP2A (Stamos 2013). Les résultats
préliminaires obtenus en immunofluorescence montrent en effet que la pB-caténine active (non
phosphorylée) est tres faiblement exprimée chez le souriceau fro/fro nouveau-né, en accord
avec la faible expression de Runx2 et |'absence de minéralisation des tibias (Fig 66). Or
I'inactivation de PP2A devrait générer une activation constitutive de la p-caténine chez la souris
fro/fro. Les résultats observés dans les fibroblastes montrent effectivement une activation de la
B-caténine dans ces cellules. On retrouve également une expression de B-caténine active chez
I'embryon de 12 a 14 jours, mais I'expression diminue dans les stades plus avancés, jusqu'a
étre presque absente chez le souriceau nouveau-né, ce qui suggere une régulation négative de
la B-caténine dans la plaque de croissance, peut-étre dle a I'accumulation d'HA et la faible

expression de Runx2.
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Figure 66 : Expression de p-caténine dans les plaques de croissance de souriceaux nouveaux-nés
(wt et fro/fro). L’expression de p-caténine dans les embryons est plus importante chez les souris wt.

Les perspectives de ce travail sont trés larges, en partie du fait des hypothéses proposées, non
étayées par des approches sur animal permettant de reproduire le phénotype de souris fro/fro
(par exemple en injectant I'acide okadaique a des souris sauvages), ou au contraire des
traitements pharmacologiques permettant de restaurer un phénotype normal chez la souris

fro/fro.

- Un premier objectif sera de valider I'hypothése impliquant PP2A dans le mécanisme
physiopathologique de la souris fro/fro. Les résultats in vitro sont probant avec l|'acide
okadaique et HA, mais des approches de biologie moléculaire seront nécessaires pour
confirmer le rle de PP2A et HAS2 (ainsi qu'Akt).

Ces études pourront étre complétées par le ciblage in vivo de ces voies. Les approches
pharmacologiques chez I'animal sont restées sans résultat jusqu'a présent. L'acide okadaique
est toxique pour les souris gestantes, a des doses ne permettant pas d'observer des effets
tératogénes chez la souris (mMéme si cet agent passe la barriere placentaire, Matias 1996).
L'injection en intra-péritonéal (IP) de GW4869 a des souris sauvages, ne génére aucune
malformation ou nanisme chez les souriceaux, mais ce composé ne passe peut-étre pas la
barriere placentaire. Chez la souris fro/fro, I'injection de C2-céramide dans diverses formulations
n'a pas permis de réverser le phénotype de la souris, probablement parce que le céramide tres
hydrophobe, n'atteint pas sa cible et se répartit dans I'environnement immédiat de I'injection.
Les essais actuels se concentrent sur la réactivation de PP2A par des agents tels que la
perphénazine, un antipsychotique connu pour activer PP2A dans les cellules cancéreuses
(Guttierez 2014), ou le FTY720 qui est un immunomodulateur analogue structural de la S1P, et
activateur de PP2A (Oaks 2015). Par ailleurs, nous projetons d'étudier I'effet d'inhibiteurs de
HAS2 (methylumbelliférone), ou de HA (anticorps dirigés contre CD44), qui seront utilisés soit

seuls, soit en association avec les agents ciblant PP2A.
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- Un autre objectif est d'étudier le mécanisme de compensation qui permet la minéralisation et
la vascularisation de l'os chez la souris fro/fro dans les jours suivant la naissance. En effet
I'étude de la minéralisation osseuse chez ces animaux, montre que celle-ci est trés retardée au
cours de la vie embryonnaire et néonatale, mais se développe rapidement dans les semaines
suivant la naissance, et les souris fro/fro adultes, bien que présentant des membres difformes,
n'ont pas de probléeme de minéralisation. Il semble que la souris fro/fro présente a la fois un
probléme de chondrogenése et d’ostéogenese endochondrale, compensée apres la naissance
par une invasion d'ostéoblastes a partir du périoste et la constitution rapide d'un os

normalement minéralisé et vascularisé.

- Un objectif important est d'étudier la mise en place des bourgeons dentaires chez les

embryons de souris fro/fro, en particulier les différentes voies impliquées dans la dentinogenése.
Enfin en conclusion, un objectif majeur sera d'étudier la mutation de smpd3 dans certaines

chondrodysplasies "orphelines”, en particulier les dysplasies campoméliques sans mutation de

COL1AT, ou les kyphomélies dont I'origine génétique n'est pas connue.
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RESUME

Le phénotype Fragilitas ossium ("fro") chez la souris est caractérisé par un nanisme, une mortalité
néonatale élevée, une malformation néonatale des os longs, et une hypominéralisation de type
Osteogenesis Imperfecta. Ce phénotype est associé a une mutation du gene smpd3 qui code pour la
sphingomyélinase neutre de type 2 (nNSMase2) qui dégrade la sphingomyéline et génére du céramide
impliqué dans I'apoptose, la différenciation cellulaire, I'infammation et l'autophagie. Le rble des
sphingolipides dans le développement osseux est peu connu. Le phénotype de la souris fro/fro suggére
un réle pour les sphingolipides dans le développement osseux dans la période foetale et néonatale.

L'objectif de cette thése a été d’étudier les mécanismes par lesquels la voie des sphingolipides
(nNSMase?2 et céramide) intervient dans I'ostéochondrogenése. Dans un premier temps, nous avons
étudié les mécanismes impliqués dans I'apoptose des chondrocytes hypertrophiques (CH) nécessaire a
la maturation de I'os endochondral et déficiente chez la souris fro/fro. Dans un second temps, nous
avons caractérisé le fait que la mutation de la nSMase2 induit une chondrodysplasie de type
campomeélique chez les souris fro/fro.

Dans la premiere partie de ce travail, nous montrons que la mutation de la nSMase2 ne protege
pas les fibroblastes contre I'apoptose induite par les agents de stress, mais les protege de I'apoptose
induite par la privation en nutriments. Cette résistance fait intervenir une surexpression de la hyaluronan
synthase 2 (HAS2) et I'acide hyaluronique qui a un effet antiapoptotique. L'absence d'activation de la
phosphatase PP2A (qui est activée par le céramide) et I'activation consécutive d'Akt seraient impliquées
dans la surexpression de HAS2 et la résistance a I'apoptose dans un milieu pauvre en nutriments.

Dans la deuxieme partie, nous avons étudié le réle de la nSMase?2 dans la maturation des CH au cours
de l'ossification endochondrale, qui est retardée chez la souris fro/fro. Nos résultats montrent que le
déficit de maturation des CH s'accompagne d'un déficit d'expression du VEGF et de MMP13, de méme
qu'un défaut d'apoptose, de vascularisation et de minéralisation. De plus, on note un déficit d'autophagie
qui permet aux CH d'atteindre normalement leur stade de différenciation terminale. L'addition de C2-
céramide a des cellules souches issues de souris fro/fro restaure partiellement I'expression du VEGF et
des marqueurs d'autophagie, alors que I'utilisation d'un inhibiteur de sphingomyélinase neutre, le
GW4869, induit une diminution d'expression du VEGF et de MMP13. Le mécanisme impliquerait
I'activation d'Akt et la surexpression d'HAS2.

Dans la troisieme partie de ce travail, nous montrons que le déficit en induit une déformation de
type campomélique dans les tibias des souris fro/fro, avec une diminution de I'expression de Col2A1 et
d'Acan ainsi qu'un défaut d'expression de la protéine sox9 dans les pattes des souris fro/fro nouveaux-
nés, chez I'embryon &gé de 12 a 17 jours, et dans les chondrocytes en culture issus de souris fro/fro.
L'addition de GW4869 a des cellules souches normales ou a des préchondrocytes de la lignée ATDCS5,
reproduit le déficit en Col2A1 et Acan lors de leur différenciation. L'ensemble de ces résultats confirme
que la mutation de la nSMase2 génere une chondrodystrophie de type campomélique chez la souris
fro/fro.

Ces résultats mettent I'accent sur le rdle essentiel des sphingolipides dans le développement de
I'os enchondral. Sur un plan médical, ce travail a permis de caractériser une nouvelle forme de
chondrodysplasie par mutation de nSMase2, qui pourra étre recherchée dans une perspective de
diagnostic chez I'humain avec a moyen terme, le développement de nouveaux axes thérapeutique pour
le traitement de pathologies osseuses néonatales.
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