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1. Introduction Générale

1.1. Les protéines Gla, une famille de protéines vitamine K
dépendantes

1.1.1. La vitamine K

En 1934, a I'Institut de Biochimie de I'Université de Copenhague, le biochimiste danois Carl
Peter Henrik Dam mene des expérimentations visant a prévenir I'apparition de syndromes
hémorragiques chez des poulets soumis a un régime appauvrit en stérol. || démontrera que
I’'administration de graine de chanvre ou de foie de porc permet de prévenir I'apparition de
ces hémorragies. Un an plus tard, en 1935, le Dr Dam extraira le principal facteur
antihémorragique et anticoagulant a partir de foie de porc. Il nommera alors ce facteur

vitamine K pour « Koagulation » (Dam et al. 1936).

En 1939, I'’équipe du Dr Edward Adelbert Doisy, chimiste américain de |’Université de St Louis
(Missouri, USA) seront les premiers a purifier la vitamine K sous ses formes K1 et K2 (Binkley

et al., McKee et al., 1939).

Ces travaux permettront a Henrik Dam et Edward Doisy d’obtenir le prix Nobel de Médecine

en 1943.

En réalité, le terme vitamine K ne désigne pas une seule molécule, mais une famille de
molécules lipophiles qui possedent une structure similaire. Ces molécules possedent toutes
une base commune, a savoir un noyau 1,4 naphtoquinone avec un groupement méthyl (-CH3)
en position 2. Elles se distinguent par la présence ou non de chaines carbonées de types et

longueurs variables attachées en position 3 sur le noyau quinone (Figure 1A).
Actuellement, 3 formes de vitamine K ont été identifiées et décrites dans la littérature.

Premierement, la forme phylloquinone (PK) ou « vitamine K1 » lorsque la chaine carbonée en
position 3 est de type phytane (C20H42) de la famille des terpénes, hydrocarbures d’origine
végétale (Figure 1B). La vitamine K1 est ainsi uniquement produite par les plantes vertes,

algues vertes et quelques cyanobactéries, ou elle joue un réle majeur dans la photosynthese
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en tant que transporteur d’électrons (Basset et al., 2016). Elle se retrouve ainsi naturellement
et abondamment dans I'alimentation d’origine végétale (Iégumes, huile...) (Grober et al.,

2014).

Ensuite, I'on retrouve les formes de vitamine K nommées ménaquinones (MK) ou « vitamine
K2 » ou la chaine carbonée en position 3 correspond a 4-13 répétitions de groupements
isoprénes (C5H8). Les différentes formes sont connues sous la dénomination MK-n, ou n
désigne le nombre de groupements isoprenes constituant la chaine latérale (Figure 1D). Les
formes de ménaquinones majoritaires sont les formes MK-4 et MK-7, qui possedent
respectivement 4 et 7 répétitions d’isoprenes. Les ménaquinones sont principalement
présentes dans |'alimentation d’origine animale (surtout le foie) ou issues de fermentation
bactérienne (yaourts, fromages...) (Grober et al., 2014). En plus de I'apport alimentaire, le

microbiote intestinal de 'THomme est également capable de produire certaines formes de MK.

Enfin, la derniere forme de vitamine K connue est la forme 2-méthyl-1,4 naphtoquinone, aussi
appelée ménadione (MD) ou « vitamine K3 ». Cette forme de la vitamine K est uniquement
d’origine synthétique et possede une structure chimique la plus simple car elle est
uniguement constituée du noyau naphtaquinone (Figure 1C). La vitamine K3 se distingue ainsi
par sa solubilité dans I'eau et par le fait qu’elle ne possede pas d’activité directe sur la
coagulation. En effet, la vitamine K3 doit d’abord étre convertie en vitamine K1 ou K2 avant
de pouvoir agir, elle est ainsi considérée comme une forme précurseur de la vitamine K ou
pro-vitamine K (Hirota et al.,2013). Du fait de sa capacité a produire des espéeces réactives et
de sa cytotoxicité au niveau hépatique et sanguin, elle n’est plus utilisée chez 'THomme depuis

la fin des années 1990 (H. Trad and Butterfield., 1994).

La vitamine K, au méme titre que les autres molécules lipophiles, sera clivée au niveau du
duodénum par l'action des enzymes pancréatiques et formera des micelles avant d’étre
absorbée au niveau de la bordure en brosse des entérocytes. Les différentes formes de
vitamine K seront ensuite transportées vers le foie par des lipoprotéines. Les vitamines K1 et
K3 seront alors métabolisées. Plus de la moitié sera excrétée par I'organisme, le reste sera
stocké au niveau du foie ou exporté vers d’autres tissus, notamment le cceur et le pancréas.
Au contraire, la vitamine K2 restera peu de temps au niveau hépatique et sera rapidement
redistribuée vers des tissus périphériques comme le cerveau, le pancréas ou les reins (Beulens

et al.,, 2016 ; lvanova et al., 2018).
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FIGURE 1: LES DIFFERENTES FORMES DE LA VITAMINE K

A. Noyau 1,4 naphtoquinone présent au niveau de toutes les formes de la vitamine K, un groupement méthyl est
lié au carbone en position 2. B. Forme dite « vitamine K1 » ou phylloquinone (PK) qui comporte un noyau
naphtoquinone associé a une chaine carbonée de type phytane (représenté en rouge). C. Forme dite « vitamine
K3 » aussi nommée ménadione (MD), au contraire des autres formes, elle est dépourvue de chaine carbonée en
position 3. D. Forme dite « vitamine K2 » dite ménaquinone (MK) qui comporte un noyau napthoquinone associé
a un nombre n de chaine isopréne en position 3 (représenté en rouge). A titre d’exemple, les formes MK-4 et 7,
formes les plus abondantes qui comportent respectivement 4 et 7 répétitions de groupements isoprénes sont

représentées sur ce schéma. Adapté de (Ren et al., 2020).

La principale fonction de la vitamine K est d’agir en tant que cofacteur de I’'enzyme nommée
- glutamyl carboxylase (GGCX). Cette enzyme est requise pour la mise en place de
modifications post-traductionnelles indispensables a I’activité de protéines dites « vitamine K

dépendantes ».
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1.1.2. Les protéines Gla

Les protéines vitamine K dépendantes (PVKDs) aussi nommeées protéines Gla, constituent une

famille de protéines dont 17 membres sont connus a ce jour. La plupart des membres des

PVKDs sont impliqués dans la coagulation, tel que les facteurs Il, VII, IX et X qui sont pro-

coagulation ou encore les protéines C, S ou Z qui sont des anticoagulants. Elles peuvent

également jouer un role anti-inflammatoire (Gas6, GRP, protéine S), dans la transduction de

signaux (PRRG2/TMG2, PRRG4/TMG4, Gas6) ou encore réguler le processus de minéralisation

(BGP, MGP, GRP) (Tableau I) (Simes et al., 2020).

Nom Réle Localisation

Prothrombine ou Facteur Il Procoagulant Hépatique

Proconvertine ou Facteur Hépatique
Procoagulant

Vil

Facteur anti-hémophilique Hépatique

PhTiIq Procoagulant SEUR

B ou Facteur IX

Facteur de Stuart-Prower Hépatique
Procoagulant

ou Facteur X

Protéine C Anti-coagulant Hépatique
Anti-coagulant, anti- Hépatique

Protéine S inflammatoire, remodelage de
I'os

Protéine Z Anti-coagulant Hépatique

Growth arrest specific 6
(Gas-6)

Matrix Gla Protein (MGP)

Ostéocalcine ou Bone Gla
Protein (BGP)

Gla Rich Protein (GRP)

Periostine (isoformes 1 a 4)

Transduction de signaux,
régulation de la prolifération
cellulaire, migration, adhésion,
apoptose, anti-inflammatoire,
hémostase

Inhibition de la calcification,
modulateur de I'angiogeneése et

de la tumorigeneése,
développement squelettique
post-natal

Formation des cristaux

d’hydroxyapatite Remodelage
des tissus osseux

Régulation du métabolisme
énergétique

Inhibition de la calcification
Anti-inflammatoire

Adhésion, proliferation,
migration et différenciation

Extra-hépatique

Extra-hépatique

Extra-hépatique

Extra-hépatique

Extra-hépatique
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cellulaire épithéliales,
ostéogenese, angiogenese

Proline rich and Gla domain Extra-hépatique

1/ Transmembrane Gla Inconnu

protein 1 (PRRG1/TMG1)

Proline rich and Gla domain . . Extra-hépatique
Transduction de signaux

2 Transmembrane Gla . . .

. (interaction avec la protéine
protein 2

(PRRG2/TMG2) YAP)

Proline rich and Gla domain Extra-hépatique

3/ Transmembrane Gla Inconnu

protein 3 (PRRG3/TMG3)

Proline rich and Gla domain . . Extra-hépatique
Transduction de signaux

4/ Transmembrane Gla (Modulation de ERK2)

protein 4 (PRRG4/TMGA4)

Gamma-glutamyl y-glutamyl carboxylation des Réticulum endoplasmique

carboxylase (GGCX) PVKDs

Tableau 1 : Les 17 membres connus de la famille des protéines vitamines K dépendantes

Ces protéines sont caractérisées par la présence de résidus y-carboxyglutamates (Gla), issus
de la modification post-traductionnelle de résidus glutamates (Glu). Cette réaction prend
place dans le réticulum endoplasmique, elle est catalysée par la y-glutamyl carboxylase
(GGCX) et nécessite comme cofacteur de la vitamine K sous forme réduite (hydroquinone), de
I'oxygene (02) et du dioxyde de carbone (CO2). La translocation des protéines vitamine K
dépendantes vers le réticulum endoplasmique est permise grace a la présence d’un peptide
signal en position N-terminal, qui sera clivé peu apres la translocation. En plus de ce peptide
signal, un propeptide long de 18 acides aminés est présent au niveau de I'extrémité N-
terminale des PKVDs (Pan et al., 1985 ; Stanley et al., 1999). Ce propeptide est indispensable
pour que la yp-glutamyl carboxylase reconnaisse et se fixe a sa cible, il sera clivé apres la
modification post-traductionnelle de la protéine, avec comme exception la MGP, qui le
conservera dans sa forme mature (Vermeer et al., 1990, Schrugers et al., 2008, Parker et al.,
2014). Ensuite, I’énergie nécessaire a la réaction de y-glutamyl carboxylation est obtenu grace
a 'oxydation de la vitamine K hydroquinone en vitamine K 2,3-epoxide. La forme époxyde de
la vitamine K sera ensuite recyclée en hydroquinone par deux étapes de réduction successives,
catalysées respectivement par la vitamine K époxyde réductase (VKOR) et par la vitamine K

qguinone réductase (Figure 2) (Schrurgers et al, 2008 ; Grober et al, 2014 ; Alonso et al., 2020).
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FIGURE 2 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DU CYCLE CANONIQUE DE LA VITAMINE

La vitamine K sous sa forme réduite dite « hydroquinone » est utilisée comme cofacteur de I’enzyme p-glutamyl!
carboxylase afin de mettre en place les modifications post-traductionnelles des protéines Gla. Durant cette
réaction, la vitamine K sera oxydée pour aboutir a la forme « époxyde » qui sera recyclée au travers de deux
étapes de réduction successives. La premiére étape de réduction est réalisée grdce a I’action de la Vitamin K
epoxide reductase, ce qui permettre d’obtenir la forme classique de la vitamine K. La seconde étape de
réduction est réalisée par la vitamine K reductase qui permettra d’obtenir de nouveau de la vitamine K sous

forme hydroquinone. Adapté de (Alonso et al., 2022).

De tres récentes études ont démontré |’existence d’un cycle non canonique de la vitamine K.
En effet, en plus de son réle dans la coagulation, la vitamine K présenterait également une
activité anti-ferroptose. Brievement, la ferroptose est une forme de mort cellulaire non
apoptotique et dépendante du fer, due a 'accumulation de radicaux lipidiques (Dixon et al.,
2012). Il a été démontré que la protéine suppresseur de ferroptose 1 (FSP1) était capable de
réduire la vitamine K de maniére analogue aux vitamines K réductases. La vitamine K
hydroquinone ainsi formée est capable de supprimer les radicaux lipidiques responsable de la

mort cellulaire par ferroptose (Mishima et al., 2022) (Figure 3).
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FIGURE 3: REPRESENTATION SCHEMATIQUE DU CYCLE NON-CANONIQUE DE LA VITAMINE K

A. Cycle canonique de la vitamine K (cf. Figure 2) qui va permettre la mise en place des modifications post-
traductionnelles et donc I'activité des protéines de la famille Gla, dont la plupart sont impliquées dans le
processus de coagulation du sang. B. L’enzyme FSP1 est capable de réduire la vitamine K sous sa forme
hydroquinone (VKH2) et donc de favoriser I'activité des protéines Gla et la coagulation du sang en dehors du
cycle canonique. C. La production de la VKH2 par I'enzyme FSP1 va également permettre I’élimination des
peroxydes lipidiques (LOO®) qui sont impliqués dans la mort des cellules par ferroptose. La VKH2 va permettre la
réduction des peroxydes pour donner des hydro-peroxydes lipidiques (LOOH) et sera recyclée sous sa forme de

vitamine K classique. Adapté de (Ward & DeNicol, 2022).

Le cycle de la vitamine K est un processus fondamental pour le maintien de ’homéostasie

cellulaire. Une dérégulation de ce processus peut ainsi avoir de graves conséquences.

La warfarine, de la famille des coumarines, est un inhibiteur compétitif des vitamine K
réductases qui est principalement utilisé en médecine dans les thérapies anticoagulantes
(Grober et al ; 2014). Cependant, des exces de prise de warfarine peuvent entrainer des
conséquences désastreuses chez I’'Homme : nausées, vomissements, de séveres hémorragies,
voir des nécroses de la peau (Patel et al., 2022). Les conséquences d’une prise excessive de
warfarine sont exacerbées chez le rongeur, ou la prise de warfarine peut entrainer la mort du
fait d’une dérégulation sévere du processus de coagulation sanguine. De plus, il a été montré
que la warfarine peut engendrer I'apparition de calcifications artérielles chez le rat (Price et

al., 1998). Ceci explique son utilisation passée comme rodenticide, mais le développement de
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résistances chez les rongeurs, notamment dues a des mutations des vitamine K réductases, a

rendu caduc son emploi (Pelz et al., 2005).

Le cycle de la vitamine K non canonique n’est pas affecté par la warfarine et est méme un
mécanisme indispensable pour contrebalancer ses effets indésirables. En effet, il a été observé
gue chez des souris empoisonnées a la warfarine, I'action de la protéine FSP1 était

indispensable pour empécher des hémorragies cérébrales |éthales (Mishima et al., 2022).

Le maintien des cycles canonique et non-canonique de la vitamine K est donc indispensable a
I'activité des protéines Gla. Au sein de cette famille, I'ostéocalcine (BGP), la protéine
matricielle Gla (MGP) et la protéine riche en résidus Gla (GRP) se distinguent par leur réle de

régulateur du processus de minéralisation.

1.2. Les protéines Gla impliquées dans la minéralisation

1.2.1. L’ostéocalcine (BGP)

L'ostéocalcine (OCN) ou Bone Gla Protein (BGP) est la premiére protéine vitamine K
dépendante impliquée dans la minéralisation a avoir été découverte et est sans aucun doute
la plus connue et la plus étudiée. Elle fut découverte en 1976 par I'équipe américaine du Dr
Paul Price, il s’agit de la protéine non collagénique la plus abondante dans I'os (Price et al.,
1976). L'ostéocalcine est une petite protéine constituée de 46 a 50 acides aminés selon
I'espece (Patti et al., 2013) qui posséde 3 résidus Gla et un pont disulfure formé par les résidus
cystéines 23 et 29. La séquence de I'ostéocalcine, tout particulierement au niveau de la région
centrale contenant les résidus Gla ainsi que les deux cystéines est bien conservée au sein du

phylum des Vertébrés (Down et al., 2003 ; Laizé et al., 2005 ; Patti et al., 2013).

Le géne humain codant I'ostéocalcine se nomme BGLAP. |l est localisé au niveau du locus
1925-q31 et est exprimé par les ostéoblastes, les chondrocytes hypertrophiques, les
odontoblastes (dentine) et par les cémentoblastes (cément dentaire) (Bronckers et al., 1998 ;
Zoch et al., 2016). L’expression du géne BGLAP aboutit a la synthése d’une forme précurseur
de I'ostéocalcine, la pré-ostéocalcine, composée de 98 acides aminés chez I’'Homme et qui

subira plusieurs modifications post-traductionnelles dans le réticulum endoplasmique.
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Comme expliqué dans la partie 1.1.2 de l'introduction, la translocation des PVKDs dans le
réticulum endoplasmique se fera a 'aide d’un peptide signal, qui sera rapidement clivé par
I’action d’une protéase, ce qui aboutira a la formation de la pro-ostéocalcine, composée de
75 acides aminés. Les résidus glutamates en position 17, 21 et 24 seront ensuite J-carboxylés
ou non par l'action de la GGCX aboutissant a une pro- ostéocalcine sous forme décarboxylée
ou carboxylée. Indépendamment de la p-glutamyl carboxylation, I'ostéocalcine sera de
nouveau clivée pour produire une ostéocalcine décarboxylée ou carboxylée mature, puis
finalement secrétée dans la matrice extracellulaire (Pan et al., 1985 ; Patti et al., 2003 ; Zoch

et al., 2016).

La présence des résidus Gla chargés négativement, permettent I'interaction avec les ions Ca®*
qui sont présents en abondance dans la matrice osseuse. (Price et al., 1976, Otawara et al.,
1986). Des analyses structurales par résonance magnétique nucléaire ont démontré que
I’ostéocalcine est capable de changer de conformation de sorte a favoriser I'interaction entre
ses résidus Gla et le calcium. En absence de calcium, la structure de I'apo-ostéocalcine est

complétement désorganisée (Down et al., 2003).

Par sa capacité a capter le calcium, il a rapidement été proposé que I'ostéocalcine serait
capable de réguler la minéralisation osseuse. Afin de mieux comprendre son réle dans le
processus de minéralisation, un modéle de souris BGP knockout a été généré. Les souris BGP
KO naissent sans développer d’anomalies squelettiques. Cependant, une augmentation
anormale de la densité osseuse a été observée au cours du vieillissement. Cette augmentation
de la densité osseuse s’explique par une augmentation de la formation de I'os sans altération
du processus de résorption (Ducy et al., 1996). Cette étude a permis de mettre en évidence le

réle de I'ostéocalcine en tant qu’inhibiteur de la formation osseuse.

De plus, des études complémentaires sur les souris BGP KO ont également démontré, pour la
premiere fois, que les tissus squelettiques pouvaient réguler le métabolisme énergétique par
voie endocrine. En effet, il a été observé que les souris BGP KO présentaient une
hyperglycémie, une hypo-insulinémie, une insulino-résistance et de I'obésité (Lee et al., 2007).
Le mécanisme d’action proposé est que la résorption de I'os par les ostéoclastes entraine la
production massive d’ostéocalcine décarboxylée et son relargage dans la circulation sanguine.
L'ostéocalcine décarboxylée jouera un role d’hormone et ira stimuler la production d’insuline

par les cellules B des ilots de Langerhans pancréatiques et la production d’adiponectine par
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les adipocytes. L'adiponectine stimulera également la production d’insuline, qui se fixera sur
les récepteurs a insuline des ostéoblastes (IR), ce qui va inhiber le géne codant pour
I'ostéoprotégérine (OPG), une protéine inhibitrice de I'activité des ostéoclastes. Ceci va
favoriser I'acidification de la matrice osseuse et finalement, le relargage d’encore plus
d’ostéocalcine décarboxylée, formant ainsi une boucle de rétrocontrole positif (Figure 4)

(Ferron et al., 2010 : Ferron et al., 2012 ; Wei et Karsenty., 2015).
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FIGURE 4 : MECANISME D’ACTION ENDOCRINE DE L’OSTEOCALCINE

Les ostéoblastes sont capables de produire I'ostéocalcine sous sa forme active (Gla-OCN). L’activité de résorption
du tissu osseux des ostéoclastes induit une acidification du milieu qui va entrainer une décarboxylation de
l'ostéocalcine (Glu-OCN). La forme décarboxylée de I'ostéocalcine est capable de passer dans la circulation
sanguine et d’aller stimuler la sécrétion d’insuline par les cellules 8 des ilots de Langerhans pancréatiques.
L’insuline va ensuite aller se fixer aux niveaux de récepteurs présents a la surface des ostéoblastes. La fixation de
l'insuline a son récepteur va entrainer I'inhibition du géne Opg, protéine inhibitrice de I'activité des ostéoclastes,
notamment au travers de I'inhibition du géne Tcirgl (T Cell Inmune Regulator 1, ATPase H+ Transporting VO
Subunit A3) qui entraine I'acidification du milieu extracellulaire. Ceci va alors favoriser la décarboxylation

d’encore plus d’ostéocalcine créant ainsi une boucle de rétrocontréle positif. Adapté de (Ferron et al., 2010).

Le role endocrine de I'ostéocalcine ne semble pas uniquement affecter le métabolisme du
glucose. D’autres études indiquent que I'ostéocalcine jouerait par exemple un réle dans la
fertilité masculine. La forme décarboxylée de I'ostéocalcine est en effet capable de stimuler

les cellules de Leydig pour qu’elles produisent plus de testostérone (Kanazawa et al., 2012)
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De plus, l'ostéocalcine semble également jouer un réle dans le maintien de la masse

musculaire lors du vieillissement (Mera et al., 2016).

Plus récemment, il a été démontré que 'ostéocalcine est requise pour le développement
cérébral de I'embryon. L'ostéocalcine d’origine maternelle, du fait de sa petite taille, est
capable de passer au travers de la membrane placentaire et de la membrane hémato-
encéphalique pour s’accumuler dans le thalamus, I’hypothalamus et le tronc cérébral, afin de
réguler la synthese et la signalisation de différents neurotransmetteurs (Oury et al., 2013 ;

Shang et al., 2019).

Finalement, I'ostéocalcine semble jouer un réle protecteur contre le développement de la
maladie de Parkinson et est donc une molécule thérapeutique potentielle contre les maladies

neuro-dégénératives (Guo et al., 2018).

1.2.2. La Gla Rich protein (GRP)

En 2008, I’équipe du Dr Surmann-Schmitt identifie une nouvelle protéine exprimée dans le
cartilage et qui semble étre impliquée dans le développement squelettique. Cette protéine
sera alors nommée UCMA pour Unique Cartilage Matrix-Associated Protein. De maniere
concomitante, I'équipe de chercheurs portugais du Dr Carla Viegas identifient la méme
protéine et caractérisent en plus la présence de nombreux résidus Gla en son sein. Ainsi, la
protéine sera renommeée Gla Rich Protein (GRP) (Surmann-Schmitt et al., 2008 ; Viegas et al.,

2008).

La GRP est principalement exprimé au niveau du cartilage, de I'os, de la peau et dans la paroi
des vaisseaux sanguins (Surmann-Schmitt et al., 2008, Viegas et al., 2008 ; Viegas et al., 2009).
La GRP est une petite protéine constituée de 74 acides aminés dont 15 sont des résidus Gla.
Ainsi GRP est la protéine connue qui possede le plus de J-glutamyl carboxylations. Comme les
autres PVKDs (cf. partie 1.1.2 de l'introduction), la GRP est synthétisée sous forme de
précurseur de 135 acides aminés de long, qui présente un peptide signal et un propetide au
niveau de son extrémité N-terminale. La GRP est caractérisée par la présence d’un site de

clivage protéolytique de séquence AXXF au sein du propeptide, d’'un domaine
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d’oligomérisation coil-coiled et a I'instar de la BGP, un pont disulfure intramoléculaire formé

par deux cystéines (Surmann-Schmitt et al., 2008 ; Viegas et al., 2008).

Bien que le(s) role(s) de la GRP reste encore a déterminer, de nombreuses hypotheéses ont été
formulées vis-a-vis de son lien avec la minéralisation. Ces hypothéeses se basent sur sa
proximité structurale avec |'ostéocalcine et sa richesse en résidus Gla, qui lui permettent
d’interagir avec les ions calciques. Premieérement, il a été observé que la GRP s’accumulait
dans les sites de calcifications pathologiques présent chez les patients présentant une
calcification de la peau (Pseudoxanthoma elasticum, PXE), dermatomyosite associée a des
calcinoses) ou de leurs vaisseaux sanguins (maladies rénales chroniques, CKD). (Viegas et al.,
2009). De faibles niveau de GRP circulante ont également été associés a I'apparition de
calcifications artérielles chez les patients atteints de CKD (Silva et al., 2020). La GRP jouerait
donc le réle d’inhibiteur de la calcification vasculaires, en liant les ions Ca?* et les cristaux
calciques grace a ces résidus Gla. La forme décarboxylée de la GRP (dcGRP) n’est en effet pas
capable de prévenir I'apparition de calcifications pathologiques. La GRP fait également partie
d’un complexe inhibiteur de la calcification, dans lequel se retrouve la fetuine A et une autre
PVKD : MGP (Viegas et al., 2015). Il a également été montré que GRP est capable d’inhiber la
voie de signalisation BMP2-SMAD 1/5/8, qui est impliquée dans la calcification des cellulaires

musculaires lisses de la paroi artérielle (Wilems et al., 2017).

La GRP semble également posséder des propriétés anti-inflammatoires qui ne sont pas
directement dépendantes de ces résidus Gla. En effet, les formes carboxylée et décarboxylée
de la GRP sont toutes deux capables de diminuer la synthése de cytokines pro-inflammatoires,

telles que le TNFa ou I'lIL-1PB, dans les cellules du systéme immunitaire (Viegas et al., 2017).

La GRP a aussi été associée au développement du squelette. Cette protéine serait impliquée
dans I'organisation et le maintien de la matrice cartilagineuse du fait de sa grande affinité pour
les collagenes de type Il, IX et XI et de sa capacité a inhiber les aggrécanases ADAMTS 4 et 5
(Surmann et al.,, 2008 ; Eitzinger et al., 2012). Des expériences sur des lignée de pré-
ostéoblastes et sur des cultures primaires de chondrocytes murins indiquent que la GRP serait
capable de réguler la balance chondrogenése/ostéogenése en inhibant la différentiation
ostéogénique de cellules précurseurs présentes a linterface os/cartilage chez le fecetus
(Surmann-Schmitt et A I., 2008). De plus, GRP est une cible des facteurs de transcription Runx2

et Sp7 (Ostérix) et semble stimuler la différentiation des ostéoblastes. (Lee et al., 2015). Enfin,
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I'inhibition du géne grp1 chez le poisson zébre conduit a un retard de croissance et a de graves

malformations squelettiques, surtout au niveau cranio-facial (Neascu et al., 2011).

Finalement, des études ont également montré un lien entre GRP et I'arthrose. Tout d’abord,
une étude transcriptomique, menée sur des souris ayant développé une arthrose post-
traumatique a la suite d’une déstabilisation du ménisque médian (DMM) a montré une
augmentation de I’expression du gene codant pour la GRP avec le temps (Loeser et al., 2013).
Des études cliniques ont démontré une accumulation de la forme décarboxylée de GRP dans
les sites de calcifications pathologiques présents au niveau du cartilage et de la membrane
synoviale des patients atteints d’arthrose (Rafael et al., 2014). Par I'utilisation d’'un modéle
cellulaire de I'arthrose, il a été démontré que la forme carboxylée de la GRP est capable
d’inhiber la mise en place de calcifications pathologiques et que les deux formes diminuent
I'expression de plusieurs cytokines pro-inflammatoires (Cavaco et al., 2016 ; Okuyan et al.,

2020).

Le role de la GRP lors du développement d’arthrose n’est pas cantonné uniquement au
cartilage. En effet, il a également été démontré que des modeles d’arthrose liée au
vieillissement développés chez des souris déficientes en GRP présentaient une formation

d’ostéophytes plus faible ainsi qu’un os sous-chondral moins épais (Eitzinger et al., 2012).

L’augmentation de I'expression de la GRP observée lors de la mise en place de I'arthrose
semble ainsi étre un mécanisme de protection contre la calcification et I'inflammation des
articulations. Ceci fait de la GRP une nouvelle cible moléculaire prometteuse dans le

développement de traitement contre I'arthrose.

En conclusion, I'ostéocalcine est un membre de la famille des protéines Gla qui est connu
depuis plusieurs années pour son réle majeur dans le remodelage du tissu osseux. A l'inverse,
la GRP est un membre des PVKDs qui a été identifié plus récemment et dont le réle dans le

développement squelettique reste mal caractérisé.

De maniere similaire, MGP est un membre de la famille des protéines Gla qui, par I'utilisation
de modeles animaux, a été montré comme impliquée dans le processus de minéralisation au
niveau vasculaire et cartilagineux (Luo et al.,, 1997). Cependant, a I'heure actuelle, ses

mécanismes d’action demeurent mal compris.
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2. La protéine matricielle Gla (MGP)

2.1. Découverte et caractéristiques de MGP

En 1983, Paul Price et son équipe identifient une nouvelle petite protéine comportant
plusieurs résidus Gla dans de la matrice osseuse d’origine bovine. Elle sera alors nommée
protéine matricielle Gla ou Matrix Gla Protein (MGP) (Price et al., 1983). D’autres équipes
démontreront que la MGP est également exprimé au niveau du cartilage chez plusieurs
especes (Hale et al., 1988 ; Price et al., 1994 ; Cancela et al., 2001). MGP est également
exprimée au niveau du systeme respiratoire (poumons et trachée), du systeme
cardiovasculaire (cceur, paroi artérielle), des reins, de la rate, de I'utérus, du cément dentaire
et des yeux (Frazer & Price 1988 ; Luo et al., 1995 ; Wallin et al 1999 ; Cario-Toumaniantz et al
2007 ; Hashimoto et al., 2001 ; Tomarev et al., 2003). La structure primaire de la protéine sera
déterminée en 1985, par la méme équipe a |'origine de sa découverte. (Price and Williamson.,
1985). |l s’agit d’'une petite protéine composée de 84 acides aminés chez 'Homme. Elle
comporte 5 résidus Gla (4 chez la souris) en position 2, 37, 41, 48 et 52 et 3 résidus sérine
phosphorylés en position 3, 6 et 9. Comme chez la BGP et la GRP, un pont disulfure
intramoléculaire est présent et est formé par l'interaction entre les résidus cystéines en

position 54 et 60 (Figure 5) (Price et al., 1985 ; Hale et al., 1988 ; Price et al., 1994).
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FIGURE 5 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA PROTEINE MATRICIELLE GLA HUMAINE

Sur ce schéma, les 5 résidus p-carboxyglutamates (Gla) en position 2,37, 41, 48 et 52 sont représentés en bleu,
les résidus sérine phosphorylés en position 3,6 et 9 sont représentés en vert et les deux cystéines en position 54
et 60, qui forment un pont disulfure intramoléculaire sont représentées en violet. Adapté de (Schurgers et al.,

2008).
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De méme que les autres PVKDs, elle est synthétisée sous forme de précurseur qui comporte
un peptide signal nécessaire a sa translocation dans le réticulum endoplasmique (cf. partie
1.1.2 de l'introduction). Mais a l'inverse des autres PVKDs, elle ne posséde pas le propeptide
de 18 acides aminés au niveau de son extrémité N-terminale. Cependant, une séquence
homologue est présente dans la forme mature de MGP et est localisée entre les résidus 15 et
30. De méme, MGP se distingue des autres PVKDs, par la présence du site de reconnaissance
par la y-carboxylase au niveau de sa moitié N-terminale. De plus, au niveau de cette partie N-
terminale, la forme mature de MGP comporte un domaine de phosphorylation (SxxSxxS) et un
site de clivage ANXF qui se retrouve chez toutes les especes étudiées. Enfin, un autre site de
clivage contenant deux résidus arginine (RR) ou un résidu arginine et une glycine (RG) sont
localisés au niveau de son extrémité C-terminale. Des études suggerent que ce site de clivage
est requis pour permettre a MGP d’assurer sa fonction (Price et al., 1987 ; Laizé et al., 2005 ;

Cancela et al., 2014).

La présence de ces modifications post-traductionnelles dote la protéine matricielle Gla de

caractéristiques particulieres.

Al'instar de BGP et GRP, les résidus Gla permettent a MGP d’interagir avec les ions calciques.
MGP est également capable de lier les cristaux d’hydroxyapatite afin de réguler le processus
de minéralisation de la matrice extracellulaire (Price et Faus., 1998 ; Hackeng et al., 2001 ;
O’Young et al., 2011). Ainsi, il a été observé que la forme décarboxylée de MGP (dcMGP,
GIuMGP) s’accumule au niveau des sites de calcifications pathologiques (Schurgers et al.,
2007). Grace a ces résidus Gla, MGP est également capable d’interagir et d’inhiber I'action de
la Bone Morphogenic Protein (BMP2), une protéine impliquée dans la calcification artérielle
et dans le développement squelettique (Bostrom et al., 2001 ; Zebboudj et al., 2001). La
présence d’une proline en position 64 permet également a MGP d’interagir avec BMP4, une
autre protéine impliquée dans la calcification artérielle. L'interaction avec BMP4 ne nécessite
qgue la présence d’un résidu Gla de part et d’autre de la proline, soit seulement deux des 5
résidus. L'interaction entre les BMP et le calcium ne s’excluent donc pas I'un de I'autre. (Yao
et al., 2006). Ces propriétés font de MGP un inhibiteur majeur de la calcification dans de

nombreux tissus (cf. partie 2.4 de I'introduction).

Les sérines phosphorylées sont également indispensables a la fonction de MGP. Les trois

sérines sont contenues dans le motif SxxSxxS et seront phosphorylées par I'action d’une
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caséine kinase présente dans l'appareil de Golgi. Il est fortement suggéré que ces
phosphorylations régulent la sécrétion de MGP. En effet, il a été démontré que dans les
cellules musculaires lisses vasculaires (VSMCs), la forme non phosphorylée de MGP n’est que
partiellement sécrété et s’accumule dans le cytosol, l1a ou la forme phosphorylée est
correctement sécrétée dans la matrice (Price et al., 1994 ; Wajih et al., 2004). D’autres études
indiquent que les phosphorylations seraient requises pour que MGP puisse inhiber le
processus de minéralisation bien que leur role exact ne soit pas encore connu (Schurgers et
al., 2007). Les résidus sérines seraient également requis pour permettre I'interaction avec
I'élastine et prévenir la calcification de la lamina élastique artérielle (Parashar et al., 2021). De
tres récentes études menées sur des modeles murins exprimant des formes mutées de MGP
ont montré que ces résidus sérines sont indispensable a I'action anti-minéralisante de MGP
au niveau vasculaire lorsque les souris sont soumises a un régime standard. A 'inverse, les
résidus Gla sont impliqués dans la fonction de MGP au niveau vasculaire uniquement lorsque
les animaux sont soumis a un régime riche en phosphate induisant I'apparition de calcification
vasculaire. Des résultats préliminaires obtenus par spectrométrie de masse suggerent méme
gue les résidus sérines seraient requis pour la mise en place des résidus Gla par I'action de la
GGCX (Parashar et al., 2022). Ces résultats récents apportent de nouvelles questions quant
aux roles respectifs et la relation qui existent entre les modifications post-traductionnelles de

MGP.

En 1990, le géne codant pour MGP sera identifié chez ’'THomme au niveau du chromosome
12p12.3-13.1 (Cancela et al., 1990). Le géne Mgp comporte 3,9 kb et comporte 4 exons
séparés par trois longs introns, qui représentent plus de 80% de la séquence. Des études plus
récentes ont démontré I'existence d’un cinquiéme exon, situé entre les exons 1 et 2, il n’a

pour l'instant été retrouvé que dans certains tissus de primates (Cancela et al., 2014).

L'expression du gene codant la MGP est modulée par différents mécanismes moléculaires. La

voie de signalisation aux Fibroblasts Growth Factors (FGFs) régule I'expression de MGP.

En effet, il été démontré que FGF2 stimule I'expression de MGP dans les chondrocytes
prolifératifs (Stheneur et al., 2003). L’acide rétinoique a été montré comme capable d’induire
I’expression de MGP au niveau d’ostéoblastes, de fibroblastes et de chondrocytes articulaires
d’origine humaine (Cancela et al., 1992). A l'inverse, I'acide rétinoique diminue I’expression

de MGP au niveau des VSMCs chez le rat (Farzaneh-Far et al., 2001). L’hormone de croissance
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(Growth Hormone, GH) régule négativement I'expression de MGP dans les chondrocytes
prolifératifs, par I'intermédiaire de I'Insulin like Growth Factor 1 (IGF1) (Stheneur et al., 2003).
C'est également le cas de I'Epidermal Growth factor (EGF) qui diminue significativement
I’expression de MGP dans la lignée cellulaire NRK (Normal Rat Kidney Epithelials cells) (Cancela
et al., 1997). L’hormone parathyroide (PTH) régule aussi I’expression de MGP via les facteurs
de transcription RUNX2, SP1 et SP3 (Suttamanatwong et al., 2009). Des études récentes
suggerent également une régulation de I'expression de MGP via des mécanismes
épigénétiques (Tiago et al., 2016 ; Tuo and Ye, 2017). Enfin, il a également été montré dans la
lignée cellulaire ostéoblastiques MC3T3-E1l, que le phosphate inorganique stimule
I’expression de MGP par la voie ERK1/2-Fral et que la présence de calcium est requise pour

induire cette stimulation (Julien et al., 2007, 2009 ; Koshniat et al., 2011).

En conclusion, MGP est une protéine de petite taille dont I'expression est finement régulée et
qui présente des modifications post-traductionnelles (résidus Gla et sérine phosphorylés) qui
lui permettent d’inhiber le développement de calcifications anormales. Ce role majeur que
joue MGP dans la minéralisation a été confirmé chez 'Homme, ou des mutations perte-de-
fonction du gene codant pour MGP conduisent a l'apparition d’une maladie génétique
caractérisée par des calcifications anormales de nombreux tissus, qui se nomme Syndrome de

Keutel (Munroe et al., 1999).

2.2. Le syndrome de Keutel

Le syndrome de Keutel est une maladie génétique autosomale récessive découverte en 1971
par Jurgen Keutel (Keutel et al., 1971). Il s’agit d’une maladie extrémement rare, en effet,
seuls 43 cas cliniques ont été identifiés a ce jour, la majorité d’entre eux sont originaires de

pays du Moyen et Proche-Orient (Cancela et al., 2021 ; Shabanian et al., 2022).

Le syndrome de Keutel est une maladie due a des mutations perte-de-fonction au niveau du
géne codant pour MGP. A ce jour 8 mutations différentes du gene MGP ont été identifiées

chez les patients Keutel (Figure 6).
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De plus, le syndrome de Keutel est une maladie a pénétrance variable et a variabilité
phénotypique intra-familiale. Ainsi les signes cliniques présentés par les patients Keutel, tout

comme leur sévérité et leur occurrence, sont extrémement variables.

Les patients Keutel présentent ainsi une grande diversité de signes cliniques, dont certains
sont communs avec d’autres pathologies, telle que la Chondrodysplasie ponctuée dominante
lige a I’X (aussi appelée Syndrome de Conradi-Hiinermann-Happle), le syndrome oto-palato-
digital ou le syndrome de Zellweger, ce qui a potentiellement conduit a de nombreux
diagnostics erronés. Ceci pourrait expliquer, au moins partiellement, le faible nombre de

patients identifiés.

Les signes cliniques retrouvés dans la grande majorité des patients Keutel sont les
dysmorphies faciales (hypoplasie médio-faciale, inclinaison de la partie antérieure du front,
aréte nasale élargie, réduction des ailes nasales), des calcifications anormales de certains
cartilages (cartilages nasaux, auriculaires, costaux et des voies respiratoires) et le
brachytéléphalangisme (réduction et élargissement des phalanges terminales des doigts et

des orteils) (Figure 7).

Les patients Keutel peuvent également présenter une perte d’audition uni- ou bilatérale
(modérée a sévere), des sténoses pulmonaires périphériques (rétrécissement de la valve
pulmonaire située au niveau du ventricule droit), un retard de croissance, une déficience
mentale ou encore des problémes respiratoires (infections respiratoires fréquentes,
dyspnées, toux). Dans des cas isolés, il a été observé que les patients Keutel pouvaient
présenter des otites/sinusites, des malocclusions dentaires, des problémes cardio-
vasculaires, voir méme des crises d’épilepsie ou des convulsions. (Teebi et al., 1998 ; Munroe
etal., 1999 ; Hur et al., 2005 ; Khosroshahi et al., 2014 ; Perrone et al., 2018 ; Cancela et al.,

2021).
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c.43delG* (Murvoe et &, 1999)
) Frameshift and premature STOP codon
£ No MGP (or peptide without SP/P domains)

. IVS1-2A>G"" (Murvoe et &, 1999; Tiysiz et 81, 2015)
(2) Mutated splice acceptor site and intron 1 retention
B No MGP (or peptide without SP/P domains)

= C.B7T>A"" (Murroe et o, 1999)
(3) Premature STOP codon
£ No MGP (or peptide without SP/P domains)

__ IVS2+1G>A (tar et al., 2005; Bosemani et al., 2014)
(4) Mutated splice donor site and intron 2 retention
£ No MGP (or peptide without SP/P domains)

. C.79C>T (Acar ot al, 2010, Wearver ot al., 2014))
(5 ) Premature STOP codon
~ B No MGP (or peptide without SP/P domains)

P delE4™""" (Weaver et 8l 2014)
6_; Deletion of the sequence coding for residues 57-103
" & No MGP (or peptide without the Gla domain)

IVS1+1G>A""""" (Cranenburg et al., 2011; Bayramogiu & Sarftemur, 2016)
) Mutated splice donor site and premature STOP codon
£ No MGP (or peptide without SP/P domains)

C.2T>C (Parrone ot al . 2018)
"\8/Z Mutated ATG and loss of the INITIATION codon
£ No MGP (or peptide without SP/P domains)

* ©693eIG In Munrce ot al. {1999) and ¢.48030iG In Cranenturg ot al. (2011)

** cB2-2A>G in TUysiz et al. (2015)

S 1IAT>A In Munros ot sl (1969)

**** Nature and extent of this deletion has not boen divuigated by Weaver et af. (2014)
""" €.61+1G>A In Cranenburg ot al (2011)

FIGURE 6 : LES 8 MUTATIONS DU GENE IMGP PRESENTENT CHEZ LES PATIENTS KEUTEL

A ce jour 8 mutations différentes ont été identifiées chez les patients atteints du syndrome de Keutel. 7 de ces

mutations sont localisées dans les deux premiers exons du géne Mgp, 1 seule est située au niveau de I'exon 4. La

plupart de ces mutations induisent des formes tronquées de la protéine qui ne possedent pas le peptide signal

(SP) et le domaine phosphorylé (P) par la mise en place d’un codon stop prématuré et/ou d’altération des sites

d’épissages. La mutation 6 induit une forme tronquée de la protéine, qui ne posséde pas le domaine Gla du fait

de la délétion d’une partie de la séquence codant du géne Mgp. La derniére mutation identifiée, quant a elle,

impacte le codon d’initiation et conduit également a une forme de la protéine ne possédant pas les domaines SP

et P. Adapté de (Cancela et al., 2021).
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FIGURE 7 : LES PRINCIPAUX SIGNES CLINIQUES DU SYNDROME DE KEUTEL

A. Dysmorphisme crénio-facial (i.e. hypoplasie médio-faciale) caractéristique du syndrome de Keutel observé
chez une patiente brésilienne dgée de 13 ans. B. Imagerie CT cranial d’un patient Keutel indiquant une
calcification anormale des cartilages auriculaires (fléches jaunes). C. Radiographie antéropostérieure de la main
gauche d’un patient Keutel indiquant un raccourcissement et un épaississement (i.e. brachytéléphalangisme)
des phalanges terminales (fleche jaune). D. Radiographie latérale et reconstruction 3D a partir d’image de uCT
de la trachée de patients Keutel indiquant des calcifications pathologiques des anneaux cartilagineux (fleches

jaunes). Adapté de (Cranenburg et al., 2011 ; Khosroshahi et al., 2014 ; Perrone et al., 2018 ; Girit et al., 2019).

Dans de tres rares cas, des calcifications artérielles ont pu étre observées au niveau rénal,
hépatiques, cranial/cérébral, dans les artéres coronaires et dans I'aorte. (Teebi et al., 1998 ;

Cranenburg et al.,, 2011 ; Ayyildiz et al., 2012 ; Bosemani et al., 2014 ; Weaver et al., 2014).

Enfin, aprés I'age de 30 ans, les patients Keutel peuvent développer des lésions au niveau de
la peau et de I'alopécie. (Devriendt et al., 1999 ; Meier et al., 2001 ; Hur et al., 2005 ; Nanda
et al., 2006 ; Acar et al., 2010)

L'espérance de vie des patients Keutel dépend essentiellement de la sévérité des symptoémes

respiratoires. Elle est considérée comme non atteinte dans la majorité des cas.
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Actuellement, il n’existe aucun traitement dédié au syndrome de Keutel. En effet, les seuls
traitements disponibles sont symptomatiques, comme ['utilisation d’antibiotiques et de
bronchodilatateurs pour traiter les symptomes respiratoires ou encore la prescription d’anti-
hypertenseurs (Devriendt et al., 1999 ; Meier et al., 2001 ; Ozdemir et al., 2006 ; Girit and
Senol, 2019).

Un modele animal expérimental a été développé afin de mieux comprendre les mécanismes
d’action de la protéine matricielle Gla et in fine développer des traitements contre le

syndrome de Keutel.

2.3. Modéle expérimental animal : les souris Mgp 7

Le modéle de souris déficientes en MGP, les souris Mgp 7~ (ou MGP KO) ont été générées a la

fin des années 90 par I'équipe du Dr Gérard Karsenty.

Afin de générer ce modele, I’équipe du Dr Karsenty a réalisé un criblage génétique dans des
cellules souches embryonnaires murine. Dans ces cellules, une cassette néomycine PGK Neo
a été insérée pour remplacer une portion de 3,4 kb du géene codant la MGP qui contient la
région du promoteur, les exons 1, 2, 3 et une partie de I'exon 4 sur I'un des alléles (Figure 8)

(Luo et al., 1997).

H E E N HE
Wild-type _| ] | I L1 [
allele \ v T 1 7
\ \ p: ,’
\
\ 1B H/ 7 I kb
Targeti / —
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Mutant II{ ET H E
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5' probe 3 probe

FIGURE 8 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA STRATEGIE D’INACTIVATION DU GENE MGP CHEZ LA SOURIS
Délétion de 3,4 Kb de la séquence codante du géne Mgp par insertion d’une cassette néomycine PGK-Neo
(marqueur de sélection positif) au niveau du géne Mgp dans des cellules souches embryonnaires murines. La

cassette d’expression de thymidine kinase MC1-TK a été utilisée comme marqueur de sélection négatif. Adapté

de (Luo et al., 1997).
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Du fait de la |étalité précoce des souris Mgp 7~ entre 2 et 8 semaines de vie, c’est-a-dire peu
de temps avant d’atteindre maturité sexuelle, celles-ci ne peuvent étre obtenues que par la
reproduction de souris hétérozygotes (Mgp */~), en accord avec la distribution mendélienne

classique des alleles.

Ces souris déficientes en MGP reproduisent, de maniere exacerbée, les phénotypes

squelettique, respiratoire et vasculaire observés chez les patients Keutel.

Premiérement, des études ont montré que ces souris Mgp 7~ développaient des calcifications
aortiques spontanées et extensives. Ces calcifications aortiques se mettent en place a partir
de 4 jours de vie post-natale (P4) au niveau de I'arc aortique, puis progressent de maniere
rostro-caudale jusqu’a aboutir a une calcification massive de I’ensemble du tronc aortique et
de ses ramifications. Ce sont ces calcifications artérielles massives qui sont responsables de la
mort prématurée des souris entre 2 et 8 semaines de vie du fait d’'une rupture de I'aorte et

une hémorragie interne (Figure 9A) (Luo et al., 1997 ; Leroux-Berger et al., 2011).

Deuxiemement, il a été observé que ces souris présentaient une calcification des anneaux
cartilagineux trachéo-bronchiques. (Luo et al.,, 1997). Des études menées par I'équipe du
laboratoire d’accueil et non publiées ont montré que les anneaux trachéaux des souris Mgp -

/- minéralisaient précocement par rapport aux souris contréles (Figure 9B).

Ensuite, les souris déficientes en MGP développent un nanisme modéré apres 3 semaines de
vie post-natale (Figure 9C) (Luo et al., 1997 ; Laurent et al., 2022). De maniére concomitante,
ces souris développent également une ostéopénie, c’est-a-dire une réduction modérée de
leur densité minérale osseuse (Luo et al., 1997 ; Laurent et al., 2022). Il s’agit la d’'un
véritable paradoxe compte tenu des propriétés de MGP (cf. partie 2.1 de I'introduction)
comme inhibiteur de minéralisation. Enfin, les souris déficientes en MGP présentent des
dysmorphies cranio-faciales. En effet, il a été observé que les souris déficientes en MGP
présentaient une hypoplasie médio-faciale associée a une sévere malocclusion dentaire, du
fait d’'une réduction significative de la taille des maxillaires, du palais et d’une diminution
modérée de la taille des mandibules, sans altérations des autres éléments du crane (Figure

9C) (Marulanda et al., 2017).
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FIGURE 9 : PHENOTYPES VASCULAIRE, TRACHEO-BRONCHIQUE ET SQUELETTIQUES DES SOURIS MGP KO

A. Colorations au Rouge Alizarine du tronc aortique (cceur inclus) des souris WT et MGP KO au stade P21. B.
Coloration au Bleu Alcian et au Rouge Alizarine du tissu trachéal de souris WT et MGP KO a P21. C. Comparaison
de la longueur corporelle totale des souris WT et MGP KO au stade P28 et étude du dysmorphisme cranio facial

par imagerie CT au stade P35. Adapté de (Luo et al.,1997 ; Marulanda et al., 2017).

En conclusion, a I'instar des patients Keutel, les souris déficientes en MGP se caractérisent
par I'apparition de calcifications anormales qui conduisent soit directement soit

indirectement a I'apparition de phénotypes vasculaires, respiratoires et squelettiques.

De plus, ce modele murin a permis de mettre en évidence le fait que la régulation de Ia
minéralisation par MGP differe selon les tissus qui I’expriment. En effet, il apparait que MGP

joue un réle prépondérant dans l'inhibition des calcifications artérielles, de par le phénotype
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vasculaire |étale présenté par les souris MGP KO. Son réle au niveau du squelette apparait

comme moins clairement défini et semble différer entre le tissu cartilagineux et I'os.

Ainsi des études plus approfondies ont été menées afin de mieux caractériser le réle tissu-

dépendant que joue MGP dans la régulation de la minéralisation.

2.4. MGP : Un inhibiteur de la calcification

2.4.1. MGP et le tissu cardio-vasculaire

Les calcifications vasculaires correspondent a la déposition de minéraux, sous forme de
complexes phosphocalciques, dans la paroi artérielle. Ce processus prend place au cours du
vieillissement normal mais peut se retrouver accéléré et exacerbé par certaines pathologies
telles que les maladies rénales chroniques, le diabete, I'athérosclérose, I’hypertension ou

encore certaines maladies génétiques comme le syndrome de Keutel (Wu et al., 2013).

Les calcifications vasculaires peuvent se distinguer en deux catégories selon la couche de la

paroi vasculaire qui est impactée.

Premierement, il existe des calcifications de I'intima, zone de la paroi des vaisseaux sanguins
principalement composée de cellules endothéliales. Les plaques d’athérosclérose, principales
causes de calcifications intimales, se développent a la suite d’une inflammation chronique de
I'intima ce qui conduira a I'accumulation de dép6ts lipidiques et de cellules immunitaires, puis

enfin a I'apparition de calcifications.

Deuxiémement, il existe des calcifications de la média, zone de la paroi des vaisseaux sanguins
principalement composée de fibres élastiques et de cellules musculaires lisses (CMLVs). Il

s’agit du type de calcifications retrouvées chez les souris déficientes en MGP (Luo et al., 1997).
Les calcifications vasculaires peuvent étre initié par différents mécanismes (Figure 10).

Premiérement, chez des especes telles que 'Homme ou la souris, il a été observé que des
inhibiteurs de la formation de cristaux d’hydroxyapatite, tels que le pyrophosphate, le

complexe fetuin/a2-HS-glycoprotein ou I'ostéopontine (OPN) sont exprimé au niveau
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vasculaire. Ainsi la perte de fonction de I'un ou plusieurs de ces inhibiteurs favorise la mise en

place de calcifications artérielles.

Deuxiemement, il a été montré que les cellules musculaires lisses vasculaires sont capables de
se trans-différencier en cellules de type chondro/ostéogéniques sous l'influence de différents
facteurs génétiques ou environnementaux. Parmi ces facteurs génétiques, on retrouve
RUNX2, qui est capable d’induire I'expression d’autres genes ostéogéniques tels que
I’ostéopontine (OP, SPP1), Ostérix, la bone sialo protein (IBSP1), le collagéne de type | ou
I’alkaline phosphatase (ALP). De méme, SOX9, un facteur de transcription chondrogénique est
également impliqué dans la modification du phénotype des cellules musculaires lisses (Shioi
et al., 2002 ; Moe et al., 2002 ; Moe et al., 2003 ; Lin et al., 2015 ; Augstein et al., 2018).
D’autres études ont également montré une expression des genes de la famille des Bone
Morphogenetic Protein (BMPs) qui appartiennent a la superfamille des Transforming Growth
factor (TGF-B) au sein d’arteres calcifiées. (Bostrom et al., 1993). Ainsi BMP2 et BMP4
sembleraient promouvoir la transdifférenciation des VSMCs, et a 'opposé BMP7 inhiberait

cette différentiation (Yao et al., 2010).

Troisiemement, il est proposé que I'axe os-vasculaire est impliqué dans le développement de

ces calcifications par le relargage de complexes protéiques circulants (Price et al., 2001, 2002).

Enfin, il a été montré que la mort des cellules entraine I'apparition de débris membranaires
riches en phospholipides et de corps apoptotiques qui favorisent la mise en place de cristaux
d’hydroxyapatite. Ceci est notamment vrai lorsque les cellules meurent par nécrose ou
apoptose lors du développement de plaques d’athéroscléroses. De plus, il a été observé que
les souris ApoE 7, souris qui développent spontanément des plaques d’athérosclérose,
présentent une surexpression de Sox9 qui semblent favoriser la mort cellulaire lors de la

progression de la pathologie (Proudfoot et al., 2000 ; Augstein et al., 2018).

La calcification artérielle est donc un processus complexe, régulé par de nombreux

mécanismes moléculaires parmi lesquels MGP semble avoir une place importante.

Ainsi, plusieurs études ont été menées et continuent d’étre menées afin de comprendre le

réle de MGP au sein de ce processus complexe.
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FIGURE 10 : MECANISMES DE LA CALCIFICATION VASCULAIRE

1. « Perte de I'inhibition » causée par la déficience d’un ou plusieurs inhibiteurs constitutivement actifs, résultant
en la minéralisation de la matrice extracellulaire vasculaire. 2. Induction de la formation de tissue-
ostéocartilagineux au niveau vasculaire par le changement de phénotype des cellules musculaires lisses. 3.
Relargage de complexes de nucléation circulant du fait du remodelage du tissu osseux. 4. Mise en place de débris
cellulaires a la suite de la mort des cellules de la paroi des vaisseaux sanguins par apoptose ou nécrose ce qui va

favoriser le développement de corps apoptotiques. Adapté de (Giachelli et al., 2004).

Tout d’abord, une étude combinant approche expérimentale et simulation informatique
suggere que MGP pourrait inhiber la mise en place des calcifications vasculaires par une

interaction directe avec les cristaux d’hydroxyapatite (O’Young et al., 2022).

D’autres études indiquent que la protéine matricielle Gla serait également en mesure

d’inhiber la transition osteo/chondrogenique des CMLVs.

Il a ainsi été démontré que les souris déficientes en MGP présentent de nombreuses cellules
chondrocytes-like au niveau de leur aorte (EI-Maadawy et al., 2003). Une autre équipe a
également montré que ces cellules proviennent de CMLVs et qu’elles surexpriment le facteur

de transcription RUNX2 (Speer et al., 2009).

De plus, comme indiqué dans la partie 2.1, MGP est capable de lier et d’antagoniser I'action
pro-calcifiante de BMP2, il a ainsi été suggéré que I'effet inhibiteur de MGP pourrait passer
par la régulation de la voie des BMPs. Cette hypothése est confortée par les travaux de

I’équipe du Dr Bostrom qui ont démontré, chez des souris Mgp 7~; ApoE 7, une diminution
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des niveaux de p-SMAD 1/5/8 au niveau des lésions athérosclérotiques. Inversement, la
surexpression de MGP au niveau vasculaire conduit a une diminution de I’expression de BMP2,
de I'expression des genes VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) et ALK1 (Activin Like
Kinase receptor 1) qui favorise la néo angiogenése et in fine la formation de lésions
athérosclérotiques. Ensuite, I'utilisation de I'inhibiteur de BMP2, nommé LDN- 193189, chez
les souris Mgp”- aboutit & une réduction des calcifications médiales aortiques. Cependant,
chez les souris Mgp 7, aucune augmentation du niveau d’expression de BMP2 n’a pu étre
observé au niveau de l'aorte (Yao et al., 2010 ; Malhotra et al., 2015). Il a également été
montré qu’au niveau des cellules endothéliales, la protéine matricielle Gla est capable de
réguler I'activité de BMP4 via une boucle de rétrocontréle négatif impliquant ALK1 (Yao et al.,

2006).

La protéine matricielle Gla est également capable d’interagir avec des composants de la
matrice extracellulaire, ce qui pourrait étre un autre moyen de réguler le processus de
calcification. En effet, la protéine matricielle Gla peut fixer la vitronectine et la fibronectine
via son extrémité C-terminale, molécule capable d’initier des calcifications vasculaires par
I'induction de I'expression de genes chondro/ostéogéniques au niveau des CMLVs (Nishimoto

et al., 2005 ; Nishimoto et al., 2014 ; Ding et al., 2006).

MGP est également capable de se lier avec un autre composant extracellulaire, I’élastine, un
substrat pour la formation de cristaux calciques. En effet, il a été montré que la lamelle
élastique d’aorte dévitalisée provenant de rat est capable de calcifier dans des conditions
spécifiques de culture (Price et al., 2006). Ensuite, il a été observé que les souris déficientes
en MGP et haplo-insuffisantes en élastine, les souris Mgp”~ ; EIn*/ présentent une réduction
des calcifications au niveau artériels comparées aux souris Mgp”~ (Khavandgar et al., 2014).
Plus récemment, il a été montré qu’un peptide N-terminal généré a partir de la partie N-
terminale de MGP et contenant les 3 sérines phosphorylées, est capable d’inhiber la

minéralisation des fibres élastiques dans un modeéle in vitro (Parashar et al., 2021).

La réexpression de MGP au niveau vasculaire chez des souris Mgp” ; SM22-Mgp permet
d’inhiber la minéralisation anormale de la lamina élastique mais n’est cependant pas
suffisante pour prévenir celle des éléments cartilagineux. De méme la restauration de
I’expression de MGP au niveau hépatique chez des souris Mgp”~ ; ApoE-Mgp ne permet pas

d’empécher le développement de calcification vasculaire. Ces résultats démontrent ainsi que
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MGP est uniquement capable de réguler la minéralisation vasculaire de maniere locale

(Murshed et al., 2004).

De plus, il estimportant de noter que seule la forme active, c’est-a-dire la forme phosphorylée
et carboxylée de la protéine (p-cMGP) est capable d’inhiber les calcifications artérielles
pathologiques. En conditions stressantes ou lors de déficience en vitamine K, la forme
décarboxylée va s’accumuler (p-ucMGP et dp-ucMGP) (Schrugers et al., 2007). La forme
phosphorylée et décarboxylée (p-ucMGP) s’accumule au niveau des sites de calcifications
vasculaires. La forme sans aucune modification post-traductionnelle (dp-ucMGP) présente
peu ou pas d’affinité avec le calcium et sera donc plus présente dans la circulation sanguine.
Des niveaux sanguins élevés de la forme dp-ucMGP sont associés a une déficience en vitamine
K et a des maladies impliquant des calcifications artérielles. Cette forme pourrait donc étre un
biomarqueur pour détecter des calcifications vasculaires et plus généralement de risques
cardio-vasculaires chez les patients (Schurgers et al., 2007 ; Delanaye et al., 2014 ; Wei et 2018

; Griffin et al., 2019).

Comme indiqué précédemment, de trés récentes études sur des modeles murins présentant
des mutations spécifiques des résidus d’acides aminés de MGP modifiés post-
traductionnellement ont permis d’apporter des précisions quant a leurs fonctions respectives.
Ainsi, en conditions normales, seuls les résidus sérine phosphorylés sont requis pour
I'inhibition des calcifications artérielles. Cependant en conditions pathologiques, les résidus
Gla et les résidus sérine phosphorylés sont tous deux nécessaires pour l'inhibition des

calcifications vasculaires (Parashar et al., 2022).

Ceci pourrait alors expliquer les observations antérieures quant a I'association des formes de
MGP sans modifications post-traductionnelles et le développement de calcifications

artérielles.

En plus de son role dans la régulation de la calcification artérielle, plusieurs études ont montré
qgue MGP est également capable de réguler I'apparition de calcifications au niveau de la valve
aortique humaine. Il est proposé que MGP inhibe I’activité pro-calcifiante médiée par le TNFa
et BMP2 au niveau des cellules interstitielles humaine de la valve aortique (Venardos et al.,

2015 ; Chiyoya et al., 2018).
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De méme, il est intéressant de noter qu’au-dela de la mise en place de calcification vasculaires
et valvulaires, la déficience en MGP conduit également a I'apparition de malformations
artérioveineuses chez la souris. Il est proposé que ces malformations seraient dues, au moins
en partie au réle de MGP dans la régulation de la balance entre activité des BMPs et de la voie
Notch (Yao et al., 2011, 2013). De plus, une étude récente a montré une accumulation des
formes non phosphorylées et non carboxylées de MGP au niveau des veines de patients

atteints de varices (Gheorghe et al., 2021).

En conclusion, au sein de cette régulation complexe, la protéine matricielle Gla apparait
comme un facteur clé qui est impliqué dans plusieurs mécanismes connus pour induire des
calcifications artérielles. Cette implication de MGP a différents niveaux pourrait étre une des
explications quant a la gravité du phénotype vasculaire observé chez les souris MGP KO. A
I'inverse, les mutations du gene MGP que I'on retrouve chez I’'Homme conduisent a une forme
tronquée de la protéine qui est suspectée d’avoir une activité résiduelle. Ceci pourrait alors

expliquer la disparité entre les phénotypes vasculaires humains et murins.

Cependant, le tissu cardio-vasculaire n’est pas le seul type dans lequel MGP régule les

calcifications.

2.4.2. MGP et le tissu ostéo-cartilagineux

A. LE CARTILAGE TRACHEO-BRONCHIQUE

Comme indiqué auparavant, les souris MGP KO et les patients atteints du syndrome de Keutel
présentent des calcifications anormales au niveau des cartilages trachéo-bronchiques qui sont

associés a des problemes respiratoires.

La premiere description de la minéralisation du cartilage trachéal a été réalisée chez le rat en
1974 (Bonucci et al., 1974). Par la suite, des observations similaires ont été réalisées par

I’équipe d’accueil chez des souris de fond génétique C57BL/6).

Tout comme les calcifications artérielles, la minéralisation de I'arbre trachéo-bronchique est
un processus qui prend place au cours du vieillissement. Ces calcifications s’observent chez

les patients agés de plus de 40 ans et sont asymptomatiques dans la grande majorité des cas,
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bien que certains patients présentent des atteintes respiratoires (dyspnée, sifflements
respiratoires, stridor) (Moncada et al., 1992). La minéralisation des anneaux cartilagineux

débute au niveau médio-ventrale et suit ensuite I'axe céphalo-caudal (Tohno et al., 1999).

La trachéopathie chondro-ostéoplastique (Tracheobronchopathia Osteochondroplastica) est
une pathologie, autre que le syndrome de Keutel, qui implique la mise en place de
calcifications au niveau du cartilage trachéo-bronchique. Dans le cas de cette pathologie, il
s’agit de la mise en place de nodules sous-muqueux de type osseux ou cartilagineux au niveau
de la partie antérolatérale de la trachée (Silveira et al., 2016). Il est intéressant de noter que
BMP2 semble jouer un role clé dans la formation de ces nodules, puisqu’il est fortement

exprimé au niveau des cellules mésenchymateuses avoisinant les nodules (Tajima et al., 1997).

Des traitements a la warfarine sont également capables d’induire une minéralisation de la
trachée (Moncada et al., 1992). C’est le cas lors des embryopathies dues a la warfarine (Abbott
etal., 1977). Il existe ainsi un lien entre le cycle de la vitamine K et I'apparition de calcifications
trachéo-bronchiques. Actuellement, la cause de ces calcifications demeure inconnue, la
plupart des hypotheses proposent un réle régulateur par les protéines Gla et donc que le

traitement a la warfarine inhiberait leur activité (Joshi et al., 2000).

Ainsi, les souris WT développeront également des calcifications trachéo-bronchiques mais a
des stades du développement post-natal plus avancés, contrairement aux autres phénotypes
(vasculaires et squelettiques) qui ne se développent pas chez eux. Comme indiqué dans la
partie 2.3, des études menées par I'équipe d’accueil ont démontré que les souris Mgp 7
présentent une minéralisation accélérée de leur anneaux cartilagineux trachéo-bronchiques

par rapport aux souris WT.

A I'heure actuelle, le réle exact de MGP dans le processus de calcifications trachéo-
bronchique reste encore mal caractérisé. Il est cependant envisageable, notamment vis-a-vis
des observations faites sur d’autres pathologies proches, que le réle de MGP dans la régulation

de BMP2 puisse expliquer le phénotype trachéal observé chez les souris MGP KO.

Des études dans le cadre d’'un projet européen sont actuellement menées au sein du
laboratoire d’accueil afin de mieux caractériser le réle de MGP au sein du tissu trachéo-

bronchique.
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Comme discuté auparavant, les anneaux cartilagineux de I'arbre trachéo-bronchique ne sont

pas les seuls éléments cartilagineux impactés en cas de déficience en MGP.

B. LE CARTILAGE NASAL

'y a quelques années, une étude s’est proposée d’étudier le role de MGP dans le
développement cranio-facial afin de mettre en évidence les mécanismes derriere le

développement d’hypoplasies médio-faciales chez les patients Keutel et les souris MGP KO.

Cette étude a montré que les souris Mgp”- présentaient une minéralisation précoce
(détectable dés la fin de la premiére semaine de vie post-natale) du septum nasal. Il a été
observé que cette minéralisation précoce était due a une augmentation de I'apoptose chez
les chondrocytes en absence de MGP mais que I’hypertrophie des chondrocytes n’était pas

impactée.

La restauration de I'expression de MGP au niveau des chondrocytes murins corrige la
minéralisation pathologique du septum nasal. Ceci démontre encore une fois que la MGP

présente une action locale.

Les cristaux calcium-phosphate amorphes sont la principale espéce de minéral retrouvée au
niveau du septum nasal. Ainsi, des croisements entre les souris Mgp~~ et des souris présentant
une hypophosphatémie (les souris Hyp) ont été réalisé, chez ces souris, il a été observé une
correction du phénotype. Cette minéralisation anormale du septum nasal est aujourd’hui
considérée comme la principale cause de I’hypoplasie médio-faciale observée chez les souris

déficientes en MGP.

Une minéralisation modérée de la synchondrose sphéno-occipitale (SOS) est également
observable chez les souris Mgp”" mais ne semble pas impliquée dans I'apparition du
phénotype cranio-facial du fait de I'absence d’altération de la longueur de la base du crane

(Marulanda et al., 2017).
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C. LETISSU DENTAIRE

Le dysmorphisme cranio-facial observé chez I’'Homme et le rongeur en cas de déficience en

MGP s’accompagne également d’une altération du développement de la dentition.

Une étude s’est proposée d’étudier le role de MGP dans la minéralisation du tissu dentaire

qui prend place au cours du développement.

Pour ce faire, un modeéle de surexpression de MGP au niveau des odontoblastes, les souris

Collal-Mgp, a été mis en place par I'’équipe du Dr Murshed (Kaipatur et al., 2008).

Il a été montré que ces souris Collal-Mgp présentent une sévere hypo-minéralisation au
niveau du tissu dentaire. En effet, chez ces souris, il a été observé une absence presque totale
de minéralisation au niveau de la dentine et du cément cellulaire présent au niveau de la
racine dentaire. De plus, la dentine de la couronne dentaire présente des pertes de
minéralisation au niveau de certaines zones et le cément dentaire acellulaire est totalement

absent en cas de surexpression de MGP (Kaipatur et al., 2008).

Ainsi MGP semble jouer un role majeur dans la régulation de la minéralisation du tissu

dentaire.

D. LE CARTILAGE DE CROISSANCE

Finalement, cette protéine est impliquée dans l'inhibition d’un dernier tissu ostéo-

cartilagineux : le cartilage de la plaque de croissance.

Le cartilage de croissance, comme son nom l'indique, est indispensable a la croissance des os
longs, il est situé au niveau de I'épiphyse (i.e extrémités) de ce type d’os (cf. partie 3.1.3 de
I'introduction). 1l a été montré que chez les souris Mgp”, le cartilage de la plaque de
croissance va anormalement minéraliser a partir du second mois de vie (Figure 11) (Luo et al.,
1997 ; Marulanda et al., 2013). Il est alors possible de penser que cette calcification anormale
du cartilage de croissance est responsable du retard de croissance observé chez certains

patients Keutel et chez toutes les souris MGP KO.
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FIGURE 11 : MINERALISATION DE LA PLAQUE DE CROISSANCE EN CAS DE DEFICIENCE EN MGP

Coloration Von Kossa (mise en évidence des sites de minéralisation a I'aide de sels d’argent) de la plaque de
croissance des souris WT (a) et MGP KO (b) dgées de 8 semaines de vie post-natale. A ce stade, les souris MGP
KO développent des calcifications pathologiques au niveau du cartilage de croissance, ce qui n’est pas le cas des

souris contréles. Adapté de (Luo et al., 1997).

Or, il a été observé que les souris déficientes en MGP développaient un retard de croissance
et une ostéopénie entre deux et trois semaines de vie, soit bien avant que ne débute la

calcification anormale de la plaque de croissance (Luo et al., 1997 ; Laurent et al., 2022).

De plus, le fait que les souris MGP KO présentent une réduction de leur densité minérale
osseuse est un véritable paradoxe compte tenu du rble que tient cette protéine dans
I'inhibition de la minéralisation. De récentes études suggerent un réle plus complexe de MGP
au niveau du tissu osseux notamment dans la régulation de I'activité des ostéoblastes et

ostéoclastes (cf. partie 3.6 de I'introduction).

Ces résultats impliquent donc que la protéine matricielle Gla jouerait un réle dans le
développement squelettique post-natal indépendamment de son réle d’inhibiteur de la

calcification des tissus cartilagineux.
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3. Role de MGP dans le développement
squelettique

Chez 'Homme, le systeme squelettique est constitué de 206 os et de trois types de cartilages
(cartilage hyalin, fibrocartilage et cartilage élastique). Il s’agit de tissus dynamiques qui
subiront de nombreuses modifications lors du développement et en réponse aux différentes
contraintes biomécaniques. Le squelette présente trois rbéles majeurs au niveau de
I'organisme. Premierement, les os, a la fois légers et résistants aux forces mécaniques,
constituent un support pour les muscles et permettent d’assurer le mouvement/la locomotion
a I'aide des articulations. Deuxiemement, le squelette est impliqué dans la protection des
organes internes tels que le cceur, les poumons (cage thoracique), le cerveau (crane) ou la
moelle osseuse. Enfin, le squelette joue un réle dans le métabolisme, du fait de la réserve

importante en ions calcium et phosphate qu’il constitue (Hadjidakis et al., 2006).

Le développement des éléments squelettiques est un processus complexe et multiphasique

qui débute des les premieres étapes du développement embryonnaire.

3.1. Le développement squelettique

3.1.1. Origine embryonnaire des éléments squelettiques

La premiere étape du développement squelettique consiste en la formation de cellules
mésenchymateuses progénitrices ostéochondrales/squelettiques. Ces cellules
mésenchymateuses sont formées lors des stades précoces du développement embryonnaire,
a partir des feuillets embryonnaires ectodermique ou mésodermique selon les éléments
squelettiques concernés (Figure 12). Les crétes neurales issues de I’ectoderme sont a I’origine
de plusieurs éléments squelettiques cranio-faciaux et du larynx (os hyoide et thyroide). Le
mésoderme splanchnique et de la plaque latérale est a l'origine des éléments squelettiques

cranio-faciaux, du cricoide, des anneaux trachéaux, du squelette appendiculaire et du
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sternum. Ensuite, les somites qui dérivent du mésoderme paraxial aboutiront au
développement de sclérotomes, qui sont a I'origine des vertébres et des cotes (Figure 12). Les
vertéebres se développent autour de la notochorde, elles entraineront le changement de
phénotype des cellules de la notochorde, leur migration au niveau des espaces
intervertébraux pour aboutir a la formation des noyaux pulpeux (nuclei pulposi) situés au

centre des disques intervertébraux (Lefebvre et Bhattaram., 2010 ; Galea et al., 2020).
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FIGURE 12 : ORIGINE EMBRYONNAIRE DES ELEMENTS SQUELETTIQUES

Représentation schématique des éléments squelettiques dérivant du mésoderme paraxial (représentés en bleu),
du mésoderme de la plaque latérale (représentés en rouge) et des cellules de la créte neurale (représentés en
jaune) chez ’Homme. A. Vue frontale de I'ensemble du squelette. B. Vue latérale du crdne. C. Vue latérale de la
scapula et de la clavicule. D. Vue frontale des cartilages laryngés et des anneaux trachéaux. Adapté de (Galea et

al., 2020).

Deux types d’ossifications différentes existent selon le type d’os concerné. Ainsi, la partie
latérale de la clavicule, la partie rostrale du neurocrane (i.e. la boite cranienne) et le
splanchnocrane (crane facial) seront formés a la suite d'une ossification de type
intramembranaire. Tandis que les éléments du squelette axial (e.g la colonne vertébrale et la

cage thoracique), du squelette appendiculaire (fémur, tibia, humérus, radius-ulna), ainsi que
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la base du crane et la partie caudale du neurocrane seront formés a la suite d’une ossification

de type endochondrale (Berendsen et Olsen., 2015).

3.1.2. Ossification intramembranaire

Le processus d’ossification intramembranaire se caractérise par une différenciation directe

des cellules mésenchymateuses en cellules de la lignée ostéoblastique.

Ce processus débute par la condensation des cellules mésenchymateuses. La plupart des
cellules mésenchymateuses se différencieront progressivement en cellules osseuses
immatures (pré-ostéoblastes) qui seront d’abord localisées dans une zone restreinte nommée
centre d’ossification. Les ostéoblastes vont ensuite proliférer et produire une matrice pré-
osseuse (ostéiode) contenant des fibres de collagéne de type | et des protéoglycanes. A la
suite de dépots de calcium et de phosphate au sein de la matrice ostéoide, cette derniere va
minéraliser. Les ostéoblastes ne sont généralement pas présents dans la région de la matrice
ostéiode qui va calcifier. Il est cependant possible que des ostéoblastes se retrouvent piégés
dans la matrice calcifiée, ils deviendront alors des cellules osseuses matures (ostéocytes). A
mesure de la sécrétion et de la minéralisation de la matrice ostéoide, les centres
d’ossifications vont fusionner et finiront par encercler les vaisseaux sanguins a proximité, ceci
aboutira a la formation de I'os trabéculaire. Les centres d’ossifications ne fusionnent pas au
niveau des jonctions (i.e sutures craniennes) entre les différents os qui composent le crane.
Ceci permet I'augmentation du volume cranien lors du développement (Opperman et al.,
2000). En paralléle, les cellules mésenchymateuses situées en périphérie formeront une
membrane appelée périoste. Les cellules mésenchymateuses du périoste se différencieront
également en ostéoblastes, produiront une matrice ostéoide, ce qui permettra la formation
de plusieurs couches de tissu osseux que I'on nomme os cortical. L’'os cortical ainsi formé va
induire la condensation du tissu osseux et des vaisseaux sanguins, ce qui aboutira a Ila
formation du tissu hématopoiétique (Figure 13) (Gilbert et al., 2000 ; Percieval et Richtsmeier.,

2013 ; Beredsen et Olsen., 2014 ; Ornitz et Marie., 2015).
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FIGURE 13 : LES ETAPES DE L’OSSIFICATION ENDOCHONDRALE

L’ossification intramembranaire peut étre divisée en 4 grandes étapes. (a) Condensation des cellules
mésenchymateuses qui vont se différencier en cellules de la lignée ostéoblastique, formant ainsi des centres
d’ossifications. (b). Sécrétion de la matrice minéralisante ostéoide par les ostéoblastes, certaines de ces cellules
se retrouveront piégées a l'intérieur et deviendront des ostéocytes. (c). Formation de I'os trabéculaire, du
periosteum et invasion vasculaire du tissu osseux. (d). Formation de I’os cortical en superficie de I’os trabéculaire
qui induira une condensation des vaisseaux sanguins et la mise en place du tissu hématopoiétique. Adapté de

I’Oregon State University.

La différenciation des cellules mésenchymateuses en ostéoblastes est essentiellement
contrélée par le facteur de transcription RUNX2/CBFAL. En effet, il a été montré que les souris
déficientes en RUNX2 présentaient une absence quasi-totale d’ostéoblastes et ostéoclastes et
donc d’ossification. Cette absence d’ossification induit I'apparition de malformations
squelettiques séveres (nanisme, raccourcissement des membres, dysmorphisme cranio-facial)
ainsi qu’une létalité périnatale précoce des souris RUNX2 KO (Ducy et al., 1997, 1999 ; Komori

et al.,, 1997).

L'expression de RUNX2 activera de maniére séquentielle I'expression de plusieurs génes clés
de la différenciation ostéoblastique avec d’abord OSTERIX/Sp7 un autre facteur de
transcription, puis le collagene de type |, 'ostéocalcine et enfin I'ostéopontine. Au niveau

cranien, les facteurs de transcription MSX2 et DLX5 sont également impliqués dans la
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différenciation ostéoblastique en interagissant avec RUNX2 (Dailey et al., 2005 ; Rice et al.,
2008). Plus tard, lorsque les ostéoblastes commenceront a étre entourés par I'ostéoide, et a
se différencier en ostéocytes, ils exprimeront DMP1 (Dentin Matrix Protein 1). Puis une fois
devenus des ostéocytes matures, ces cellules exprimeront la sclérotine. De nombreux facteurs
de croissance comme les FGFs, les TGFfs, les BMPs ou les Wnts sont également impliqués

dans la différentiation des ostéoblastes (Figure 14).
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FIGURE 14 : ACTEURS MOLECULAIRES DE LA REGULATION DE LA DIFFERENCIATION OSTEOBLASTIQUE.

La différenciation des cellules souches mésenchymateuses est conditionnée par des facteurs de régulation clé
comme SOX9 (différenciation en chondrocytes), MyoD (différenciation en myoblastes) ou PPARYy (différenciation
en adipocytes). La différenciation des cellules mésenchymateuses en ostéoblastes implique différentes étapes

toutes régulées par le facteur de transcription clé nommé RUNX2. Adapté de (Arboleya et al., 2013).

Ainsi, le processus d’ossification intramembranaire se caractérise par une différenciation
directe des cellules mésenchymateuses en cellules osseuses ce qui permettra la mise en place

rapide d’une matrice minéralisé et résistante.

3.1.3. Ossification endochondrale

L’ossification de type endochondrale se caractérise par la différenciation des cellules
mésenchymateuses en cellules de la lignée chondrogénique, qui s’organiseront en structures

cartilagineuses qui serviront de support pour la mise en place du tissu osseux.
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Le cartilage hyalin est le type de tissu cartilagineux majoritaire chez ’'Homme. Il présente de
nombreuses fibres de collagene, notamment du collagene de type Il au sein de sa matrice
extracellulaire. Chez I'adulte, le cartilage hyalin est présent a la surface des articulations et
sert de support pour le larynx, la trachée, le conduit auditif externe, la cloison nasale et le
cartilage intercostal. Chez I'embryon, il constitue la majorité du squelette avant d’étre

remplacé par du tissu osseux lors du processus d’ossification endochondrale.

A. DESCRIPTION DU PROCESSUS D’OSSIFICATION ENDOCHONDRALE

L'ossification endochondrale, tout comme I'ossification endochondrale, débute par une
condensation des cellules mésenchymateuses dérivées des crétes neurales (cartilages
costaux, hyoidien et thyroidien) ou du mésoderme (squelette appendiculaire, colonne

vertébrale, anneaux trachéo-bronchiques, os craniens) (Figure 15 A).
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FIGURE 15 : LES ETAPES DE L’OSSIFICATION ENDOCHONDRALE LORS DU DEVELOPPEMENT EMBRYONNAIRE
MURIN

A. Condensation des cellules mésenchymateuses (représentées en bleu) au niveau des bourgeons des membres
postérieurs, au stade E11.5 du développement embryonnaire. B. Différenciation des cellules mésenchymateuses
en chondrocytes (représentés en rouge) et initiation du processus de maturation, au stade E13.5. C. Formation et
invasion vasculaire des centres d’ossifications primaires (cercles non colorés) a partir du stade E15.5. D. Formation
des centres d’ossifications secondaires aux alentours de 7 jours de vie post-natale. Adapté de (Kozhemyakina et

al,, 2015).
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Pendant I'étape de condensation mésenchymateuse, les cellules expriment des molécules
connues pour jouer un role dans I'adhésion cellulaire telles que N-CAM, la N-cadhérine, la
ténascine-C ainsi que des composants de la matrice extra-cellulaire comme le collagene de

type | (Hall et Miyake., 2000).

Ensuite, les cellules mésenchymateuses situées au coeur de ces condensations commencent a
se différencier en chondrocytes. Il s’agit d’une étape cruciale, qui aboutit a la mise en place
de chondrocytes de forme arrondie qui commenceront a produire des composants de la
matrice extracellulaire tels que les collagénes de type I, IX et XI, des protéoglycanes (dont
I'agrécane). A l'inverse, I'expression du collagéne de type | est inhibée dans les cellules au
centre de ces condensations. Les cellules de la périphérie continueront d’exprimer le
collagene de type | et formeront par la suite le périchondre, tissu conjonctif vascularisé et

innervé assurant la nutrition et la démarcation du cartilage vis-a-vis du tissu mésenchymateux.

Les chondrocytes vont ensuite proliférer et s’organiser en colonnes, ce qui définira I'axe
longitudinal de la future plaque de croissance. Les chondrocytes pres du centre des futurs os
(diaphyse) vont alors arréter de proliférer et initier le processus d’hypertrophie. Les
chondrocytes deviendront alors des chondrocytes pré-hypertrophiques caractérisés par
I’expression de RUNX2, d’OSX/SP7 et IHH (Indian Hedgehog) qui permettent la différenciation
terminale des chondrocytes et la minéralisation de la matrice. Ces chondrocytes vont
s’hypertrophier (augmentation du volume de 10-15 fois) du fait d’une absorption massive
d’eau (Figure 15B). Les chondrocytes hypertrophiques se caractérisent notamment par
I’expression de collagéne de type X et la phosphatase alcaline (ALP), dans leur phase terminale
ils expriment aussi MMP13 (Matrix Metallopeptidase 13), VEGF-A (Vascular Endothélial
Growth Factor alpha), des agrécanases (ADAMTS) et |'ostéopontine. Les chondrocytes
hypertrophiques entrent ensuite en apoptose ou se trans différencient en ostéoblastes (Zuscik

et al., 2008 ; Zhou et al., 2014 ; Hata et al., 2017 ; Aghajanian et al., 2018).

MMP13 et les agrécanases sont capables de dégrader la matrice extracellulaire, ce qui formera
des cavités, I'effet angiogénique de VEGF-A favorisant alors leur invasion par des vaisseaux
sanguins. Cette invasion vasculaire permet |’arrivée de cellules endothéliales, de cellules de la
moelle osseuse et d’ostéoclastes au niveau du cartilage. Les cellules de la moelle osseuse se
différencient en ostéoblastes et produisent du collagéne de type | et des protéines telles que

I’ostéocalcine ou I'ostéopontine.
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La matrice cartilagineuse résiduelle sert alors de charpente pour le dép6t de minéraux, la
formation de tissu osseux et son remodelage par les ostéoblastes et ostéoclastes (Mackie et

al., 2007 ; Sivaraj et al., 2016).

La formation du tissu osseux prend place au centre des os (diaphyse) au niveau de centres
d’ossifications primaires qui progresseront vers les extrémités distales et proximales
(épiphyses) des os. La portion restante de cartilage, située au niveau des deux extrémités est

appelée cartilage ou plaque de croissance (Figure 15C).

B. FACTEURS DE TRANSCRIPTION MAJEURS DE L'OSSIFICATION ENDOCHONDRALE

» SOX9

Le facteur de transcription SOX9 est un régulateur clé de l'initiation de la chondrogenese, il
est déja exprimé par les cellules mésenchymateuses avant leur condensation. Des études
menées sur des modeles de souris déficientes en SOX9 ont montrées que I'absence de SOX9
au niveau des cellules de la créte neurale conduit a un développement cranio-facial aberrent.
A linverse, la surexpression de Sox9 lors de la condensation des cellules mésenchymateuses

murine conduit a des chondrogenéses ectopiques (Hata et al., 2017).

En agissant de concert avec les facteurs SOX5 et 6, SOX9 est responsable de I'expression des
composants de la matrice extracellulaire du cartilage tels que le collagene de type Il et
I’agrécane au niveau des cellules mésenchymateuses chondroprogénitrices (Lefebvre et al.

1998 ; Lefebvre et Smits., 2005 ; Han et Lefebvre 2008).

Au niveau du sclérotome, la molécule Sonic Hedgehog (SHH) produite par la notochorde est
responsable de I'induction de I'expression des facteurs de transcription SOX9 et NKX3.2, lui-
méme impliqué dans le maintien de I'expression de Sox9 (Zeng et al., 2002). La famille des
TGFp est également impliquée dans le maintien de I'expression de Sox9. En effet la stimulation
de Smad3 et p300 par la voie de signalisation au TGF favorise la transcription de genes de la
chondrogenéese médiée par Sox9 (Guasto et al., 2009). La sous-famille des BMPs est également
impliquée dans le maintien de I'expression de Sox9 et Nkx3.2 mais seulement si I'induction

par SHH a déja eu lieu (Murtaugh et al., 2001 ; Zeng et al., 2002). En présence de BMP, Sox9
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est capable de réguler sa propre expression et d’augmenter I'expression de Nkx3.2, qui est
capable de réprimer I'expression d’inhibiteurs de Sox9 (Zeng et al., 2002 ; Kim and Lassar,

2003; Kumar and Lassar, 2009; Mead et al., 2013).

SOX9 est aussi impliqué dans la survie des chondrocytes via la voie PI3K/AKT et inhibe
I"hypertrophie des chondrocytes au cours de leur maturation (Bi et al., 2001 ; Akiyama et al.,
2002 ; likegami et al., 2011 ; Dy et al., 2012). SOX9 peut directement réprimer I'expression de
génes des chondrocytes hypertrophiques tels que Col10al ou Vegfa (Hattori et al., 2010 ;
Leung et al.,, 2011). Sox9 est également capable d’interagir directement avec Runx2 et

d’antagoniser son activité transcriptionnelle pro-hypertrophique (Zhou et al., 2006).

Enfin, SOX9 est capable de réguler négativement I'activité transcriptionnelle de RUNX2 en
favorisant I'expression de Nkx3.2 (Yamashita et al., 2009). De méme, SOX9 est capable de
réguler négativement I'expression de la voie des Wnt, notamment en induisant la dégradation
de la B-caténine (Akiyama et al., 2004 ; Topol et al., 2009). La voie des Wnts étant capable de
favoriser I'hypertrophie des chondrocytes, notamment par I'action de Wnt5a. Il est possible
que la régulation de cette voie par SOX9 soit en partie responsable de son effet inhibiteur vis-
a-vis de la maturation des chondrocytes (Hartmann and Tabin, 2000 ; Enomoto-lwamoto et

al., 2002; Yang et al., 2002 ; Tamamura et al., 2005; Spéter et al., 2006).

» RUNX2 ET RUNX3

Les facteurs de transcription RUNX2/CBFA1 et RUNX3/CBFA3 sont des régulateurs clés de
I’hypertrophie des chondrocytes. En effet, des modeles de souris déficientes en RUNX2, les
souris Runx2”-, ou des souris surexprimant une forme mutée de RUNX2 (RUNX2 dominant
négatif, DN-Runx2), il a été observé un retard et une diminution significative de I'hypertrophie
des chondrocytes. A l'inverse, la surexpression de Runx2 chez des modeéles de souris
transgéniques induit une accélération de I’hypertrophie des chondrocytes et une ossification
précoce de plusieurs éléments cartilagineux tel le septum nasal, les vertébres, le larynx ou les

anneaux trachéaux (Inada et al., 1999 ; Kim et al., 1999 ; Ueta et al., 2001).

La génération du modéle de souris Runx3 7, indique un réle redondant de RUNX3 dans la

régulation de la maturation des chondrocytes. En effet, les souris Runx3 7~ présentent un
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retard modéré de la maturation des chondrocytes et de I'invasion vasculaire du cartilage au

stade embryonnaire mais ne développent pas d’anomalie lors du développement post-natal.

Cependant, les souris déficientes a la fois en RUNX2 et RUNX3, les souris Runx2”-; Runx3”
présentent un phénotype aggravé par rapport aux souris Runx2”’- avec une absence totale de

maturation des chondrocytes (Yoshida et al., 2004).

Plusieurs études ont montré que RUNX2 est capable de réguler directement I'expression de
genes exprimés par les chondrocytes pré-hypertrophiques et hypertrophiques tels que /hh,
Col10a1, Mmp13 ou Vegfa (Selvamurugan et al., 2000 ; Zelzer et al., 2001 ; Drissi et al., 2003
; Zheng et al., 2003). RUNX2 est également capable de réguler I'expression d’autres génes tels
que Runx3, ST2 (Suppression of Tumorigenicity 2), Smorc1 et Smorc2 qui sont des régulateurs

de la maturation des chondrocytes (Rad et al., 2017 ; Takahata., 2021).

RUNX2 est également connu pour réguler le facteur de transcription clé nommé OSTERIX

(OSX/SP7).

» OSTERIX

Le facteur de transcription OSX est impliqué dans les derniéres étapes de l'ossification
endochondrale. En effet, chez des souris déficientes en OSX, 'ossification endochondrale est
stoppée au stade hypertrophique et il n’y a pas de minéralisation de la matrice cartilagineuse
(Nakashima et al., 2002). Chez ces souris, il a également été observé une diminution de
I’expression de VEGF. Des expériences in vitro ont montré que OSX est capable de se fixer au
promoteur de Vegfa, confirmant qu’il est capable de réguler son expression (Tang et al., 2012).
Des études complémentaires sur des souris déficientes ont mis en évidence le role d’OSX dans
I'induction de I’expression de Mmp13 médiée par RUNX2. La seule expression de RUNX2 n’est
en effet pas suffisante pour induire I'expression de Mmp13. De plus, il a été observé que la
restauration de I'expression de MMP13 dans des cultures de chondrocytes déficients en OSX

permettait la minéralisation de la matrice (Nishimura et al., 2012).

60



» AUTRES FACTEURS DE TRANSCRIPTION

De récentes études indiquent que le facteur de transcription Zfhx4 (zinc finger homeobox 4)
semble impliqué dans la régulation de I'expression de MMP13 médiée par Osterix (Nakamura

et al., 2021).

De nombreux autres facteurs de transcription tels que MEF2C, FOX2A/3A, FOXC1/C2, HOXA13
ou HOXD13 sont également impliqués dans la régulation du processus d’ossification
endochondrale (Fromental-Ramain et al., 1996 ; Kaestner et al., 1998 ; Stadler et al., 2001 ;

Viega et al.,, 2004 ; Arnold et al., 2007 ; lonescu et al., 2012 ; Almubarak et al., 2021).

En plus de ces facteurs de transcription, un grand nombre de voies de signalisation est

impliqué dans le contréle de I'ossification endochondrale.

C. LESVOIES DE SIGNALISATION MAJEURES DE L'OSSIFICATION ENDOCHONDRALE

» LES WNTS

La voie des Wnts via l'intermédiaire de la B-caténine est capable de réguler I'expression de
Sox9. En effet, la perte d’expression de la B-caténine induit une augmentation de I'expression
de Sox9 au niveau des cellules mésenchymateuses et favorise la formation de cartilage (Day
et al., 2005 ; Hill et al., 2005). La voie Wnt semble également capable de réprimer I’expression
de Sox9 par des mécanismes épigénétiques. Il a ainsi par exemple pu étre observé que la
signalisation aux Wnts induisait la mise en place de méthylation de ’ADN et de marques
répressives de la chromatine au niveau du promoteur du gene codant SOX9, bloquant son

expression de maniére irréversible (Kumar et Lassar., 2014).

» LES FGFS

Les Fibroblasts growth factors (FGFs) sont des facteurs de croissance capables de réguler
I’expression de Sox9. Il a été observé que dans des chondrocytes primaires, les FGFs sont

capables d’augmenter I'expression de Sox9 (Murakami et al., 2000). Les FGFs peuvent
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contrecarrer les mécanismes épigénétiques médiés par la voie Wnt en bloquant le
recrutement de I’ADN méthylase DNMT3A via les kinases ERK1 et 2 (Kumar et Lassar., 2014).
Les FGFs sont également impliqués dans la condensation des cellules mésenchymateuses au
niveau des bourgeons des membres indépendamment de I'action de SOX9. En effet, il a été
observé que des souris n’exprimant pas les récepteurs FGFR1 et FGFR2, les souris Fgfr1/2Prx1-
Cre, présentaient une réduction des éléments du squelette appendiculaire. Cette méme étude
a également mis en évidence le r6le de la signalisation aux FGFs dans la survie et la

prolifération des cellules mésenchymateuses (Yu et Ornitz., 2008).

Le role de la signalisation par FGFR3 dans le développement squelettique est développé dans

la partie 3.3 de ce manuscrit.

» LES BMPS

Les BMPs (Bone morphogenetic proteins) sont des membres de la superfamille des TGFB. La
voie des BMPs, plus particulierement BMP2, a été démontrée comme capable d’induire
I’expression de Runx2. Chez des souris déficientes en BMP2, il a pu étre observé de séveres
malformations de I'ensemble des éléments squelettiques associées a une diminution
significative de I'expression des génes Col2al, Col10al, Mmp13, Runx2 et Osx. A l'inverse, un
autre membre de la famille des BMPs, BMP7, est un inhibiteur de la maturation des
chondrocytes. Cette inhibition semble étre due en partie a une induction de I'expression de

Nkx 3.2 répresseur de Runx2 (Caron et al., 2013).

> LA BOUCLE IHH/PTHRP

IHH (Indian Hedgehog) et PTHrP (Parathyroid related peptide) sont également des régulateurs

majeurs de la différentiation des chondrocytes.

PTHrP (Parathyroid hormone-related peptide) est fortement exprimée au niveau des cellules
quiescentes périarticulaires mais aussi, plus faiblement, par les chondrocytes prolifératifs
précoces (Lee et al., 1996 ; St-Jacques et al., 1999). Le récepteur de PTHrP, nommé PTH1R est

un récepteur couplé aux protéines G principalement exprimé au niveau des chondrocytes pré-
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hypertrophiques, mais est aussi faiblement exprimé par les chondrocytes prolifératifs.
(Vortkamp et al., 1996 ; St-Jacques et al., 1999). La délétion de Pthrp ou du gene codant son
récepteur dans des modeles murins induit une diminution de la prolifération des chondrocytes
ainsi qu’une maturation des chondrocytes et une ossification précoce (Karaplis et al., 1994 ;
Lanske et al., 1996 ; Lee et al., 1996). Il a été montré que la liaison de PTHrP a son récepteur
va induire I'activation de la protéine Kinase A (PKA) ce qui va favoriser I'expression de Sox9
mais aussi induire la translocation de HDAC4 (Histone deacetylase 4) vers le noyau et ainsi
inhiber le facteur de transcription pro-hypertrophique MEF2 (Huang et al. 2001 ; Guo et al.
2002 ; Kozhemyakina et al., 2009). D’autre études ont montré que PTHrP est capable d’inhiber
I"hypertrophie des chondrocytes par le biais de NKX3.2, répresseur de Runx2 (Provot et al.,

2006).

IHH est une protéine de la famille Hedgehog qui controle la synthése de PTHrP et est exprimée
au niveau des chondrocytes pré-hypertrophiques et hypertrophiques précoces (Vortkamp et
al., 1996). En effet, les modéles murins déficients en IHH n’expriment pas PTHrP et présentent
un phénotype similaire aux souris déficientes en PTHrP, a savoir une diminution de la
prolifération des chondrocytes et une hypertrophie précoce des chondrocytes (St-Jacques et
al., 1999). De plus, il a été observé chez des souris Ihh 7~ que I'expression constitutivement
active de Pth1r corrige I’hypertrophie anormalement précoce des chondrocytes, mais pas la
réduction de la prolifération. Ceci suggere que IHH régulerait la prolifération des chondrocytes
indépendamment de son réle d’inhibiteur de I’hypertrophie médiée par PTHrP (Karp et al.,
2000). En effet, d’autres études ont montré qu’IHH induit la prolifération des chondrocytes
par la stimulation de I'expression de la cycline D1, protéine impliquée dans la régulation du
cycle cellulaire (Long et al., 2001). De plus, IHH est capable d’inhiber I'activité de la forme
répressive de GLI3 ce qui va favoriser la transition des chondrocytes arrondis quiescents vers
la prolifération (Kobayashi et al., 2005 ; Koziel et al., 2005) L’inhibition de GLI3 est également
le mécanisme par lequel IHH régule I'expression de PTHrP (Hilton et al., 2005 ; Koziel et al.,
2005). A l'inverse, PTHrP va diminuer I'expression de /hh en inhibant la maturation des
chondrocytes médiée par RUNX2 (lwamoto et al., 2003). Ceci crée alors une boucle de
rétrocontréle qui permet d’éviter que tous les chondrocytes immatures initient le processus
d’hypertrophie en méme temps, ce qui entrainerait la perte totale de ce pool de cellules

chondroprogénitrices (Figure 16).
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FIGURE 16 : BOUCLE DE RETRO-CONTROLE IHH-PTHRP

Au niveau des chondorcytes pré-hypertrophiques, le facteur de transcription RUNX2 induit I'expression du géne
codant IHH (Indian Hedgehog). IHH induit la prolifération des chondrocytes et I'expression de PthrP (Parathyroid
hormone related peptide, aussi appelée parathyroid hormone like hormone (Pthlh)). PTHrP est capable d’inhiber
I'expression de Runx2 et donc d’lhh, ainsi que la maturation des chondrocytes, par I'intermediare de son récepteur
nommé PTHI1R (Parathyroid hormone 1 receptor). Cet enchainement d’événements moléculaires crée alors une

boucle de rétro-contréle négatif.

En conclusion, la différenciation des chondrocytes lors de I'ossification endochondrale
implique de nombreux acteurs moléculaires qui sont finement régulés de maniére spatio-

temporelle (Figure 17).

La croissance des os longs se poursuit aux extrémités épiphysaires lors du développement
post-natal. Cette croissance est marquée par la mise en place de centres d’ossifications

secondaires au niveau de la zone contenant les chondrocytes arrondies quiescents.
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FIGURE 17 : SCHEMA RECAPITULATIF DES GENES IMPLIQUES DANS L’ OSSIFICATION ENDOCHONDRALE

Représentation schématique de la zone d’expression des principaux acteurs moléculaires de ['ossification
endochondrale au niveau plaque de croissance des os longs murins, au stade E15.5 du développement

embryonnaire. Adapté de (Kozhemyakina et al., 2015).

D. LA FORMATION DES CENTRES D’OSSIFICATION SECONDAIRES

Les centres d’ossification secondaires (SOC) sont des structures qui ont été développées par
les amniotes afin de répondre aux contraintes de la vie terrestre. Il est proposé que les SOCs
jouent un role dans la protection des chondrocytes hypertrophiques de la plagque de

croissance face aux forces mécaniques auxquelles ces cellules sont soumises (Xie et al., 2020).

Ces centres d’ossifications secondaires se développent rapidement apres la naissance chez
I'Homme et chez les rongeurs au niveau des épiphyses et permettent de séparer le cartilage
de croissance et le cartilage articulaire (Hall., 2015). La délimitation spatiale des cartilages de
croissance et articulaires ne semble pas indispensable a la croissance des os et la fonction
articulaire. En effet, cette délimitation est absente chez plusieurs especes telles que les
Urodeles, les Crocodiliens, les Chéloniens et les Proto-tétrapodes (Frobisch et Shubin., 2011;

Sanchez et al., 2014; Sanchez et al., 2016).

Plusieurs études proposent que les centres d’ossifications secondaires se mettent en place en

réponse aux contraintes mécaniques. |l a ainsi été observé que I'application de contraintes
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mécaniques au niveau d’explants de cartilage issus de condyles fémoraux de jeunes lapins
accélérait la formation du SOC et augmentait I'expression de Coll10al et de Runx2
(Sundaramurthy et al., 2006). A I'inverse, des explants issus de métatarses de rats agés de 8
jours ne développent pas de SOC en absence d’application de forces mécaniques méme apres

plus de deux mois de culture (Chagin et al., 2010).

Cependant cette hypothése est contredite par le fait que plusieurs espéces, telles les
Chiropteres ou les Marsupiaux, développent des centres d’ossifications secondaires avant
d’étre soumis a des contraintes mécaniques. |l semblerait alors que la mise en place de ces
structures osseuses soient soit également sous controle de facteurs génétiques (Xie et al.,

2020).

Durant le développement embryonnaire et les premiers jours du développement post-natal,
les chondrocytes épiphysaires expriment fortement SHH, qui par l'intermédiaire de GLI1, va
favoriser I'expression de Sox9/Sox5/Sox6 et permettra donc de maintenir les chondrocytes en
prolifération en inhibant leur transition vers I’hypertrophie (Tavella et al., 2004 ; Aghajanian

etal., 2017).

La mise en place des centres d’ossification secondaires semble étre dépendante de ’lhormone
thyroidienne T3 (Triiodothyronine). En effet, il a été observé que la mise en place du SOC est
concomitante de I'élévation des taux sanguins chez de nombreuses espeéces, dont I'Homme.
De méme, les souris ayant une hypothyroidie présentent un sévere retard dans le
développement du SOC et de la plague de croissance. L’hormone thyroidienne est capable
d’induire I'expression d’lhh par I'intermédiaire de son récepteur nommé THRB1 (Thyroid
Hormone Receptor B1) (Basset et al., 2008 ; Xing et al., 2012 ; Xing et al., 2014 ; Xing et al.,
2016).

La forte augmentation de I'expression d’IHH va contrebalancer I'effet inhibiteur de SHH et
favoriser la maturation des chondrocytes épiphysaires. En effet, par I'intermédiaire de GLI2,
IHH va diminuer I'expression de Sox9 et de Col2al et favoriser I'expression de géne de
I"hypertrophie tels que Col10a1, Osx et Mmp13 (Xi et al., 2012 ; Xi et al., 2013 : Aghajanian et
al., 2017).
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L’hormone thyroidienne favorise également [’expression de genes impliqués dans
I’hypertrophie des chondrocytes tels que Runx2, IGF-1, la B-caténine et les agrécanases

ADAMTS indépendamment de la voie IHH (Xing et al., 2012 ; Wang et al., 2010).

Il est proposé que le début du processus d’ossification passerait par deux mécanismes qui se
dérouleraient simultanément au sein de I’épiphyse. Premieérement, de maniere similaire a la
mise en place des centres d’ossification primaires, il y a une dégradation de la matrice
cartilagineuse riche en collagene de type |l par MMP13, les agrécanes qui sont remplacées par
du collagene de type X sécrété par les chondrocytes hypertrophiques. La minéralisation de la
matrice riche en collagene X sera inhibée grace a I'activation d’inhibiteurs de la minéralisation
tels que DMP1, ce quifavorisera sa dégradation par MMP9 (Gomez et al., 2022). Chez la souris,
la dégradation de la matrice extracellulaire aboutit a la formation de canaux cartilagineux, qui
permettront I'invasion de I'épiphyse par des vaisseaux sanguins et le début du processus
d’ossification secondaire. Il a été montré que l'invasion vasculaire débute dés le premier jour
de vie postnatale avec l'accumulation de vaisseaux sanguins immunopositifs pour
I’endomucine au niveau périarticulaire. Au stade P1, des cellules ostéoblastiques (TLAP
positives) et des ostéoclastes (TRAP positives) sont colocalisés avec les vaisseaux sanguins au
niveau de la région périarticulaire. Il a été montré que les vaisseaux sanguins et les
ostéoclastes sont également capables de participer a la dégradation du cartilage en exprimant
MMP9 (Hashimoto et al., 2019). Lors de I'invasion de I'épiphyse, ces vaisseaux se structurent
de sorte a former un glomérule. D’autres études indiquent que des cellules
mésenchymateuses périarticulaires sont impliquées dans la vasculogenése et I'angiogenése.
En effet, il a été observé que ces cellules périarticulaires sont capables de migrer vers le centre
de I"épiphyse lors de la formation des canaux cartilagineux et qu’elles expriment VEGF de
maniere concomitante, ce qui n’est pas le cas des autres chondrocytes avoisinants (Tong et

al., 2019).

En parallele de la dégradation de la matrice et de I'invasion vasculaire, I'expression d’OSX au
niveau des chondrocytes hypertrophiques favorise I'expression de genes ostéoblastiques. Il
est ainsi proposé qu’au moins une partie du processus d’ossification est médiée par la
transdifférenciation des chondrocytes hypertrophiques en ostéoblastes (Figure 18)

(Aghajanian et al., 2017).
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FIGURE 18 : FORMATION DES CENTRES D’ OSSIFICATION SECONDAIRES LORS DU DEVELOPPEMENT POSTNATAL
MURIN

La formation des centres d’ossifications secondaires (SOC) débute entre 6 et 7 jours de vie post-natale chez la
souris. A ce stade, les niveaux d’hormone thyroidienne augmentent fortement ce qui va stimuler I'expression de
Ihh par l'intermédiaire du récepteur THRB1 (Thyroid Hormone Receptor 81). IHH va alors favoriser la maturation
des chondrocytes (CC) présents au niveau de la zone quiescente de la plaque de croissance en diminuant les
niveaux d’expression des génes codant pour le collagéne de type Il et le facteur de transcription SOX9 tout en
augmentant I'expression des génes codant pour MMP13 et ADAMTS5. Ces enzymes permettront alors la
dégradation de la matrice extracellulaire cartilagineuse riche en collagene de type Il. Au stade P8/P9, les
chondrocytes commenceront a exprimer le collagéne de type X et le facteur de transcription OSX, ce qui entrainera
I'expression de DMP1 (Dentin matrix protein 1) et ALP (Alkaline phosphatase) et la minéralisation de la matrice
cartilagieuse. En paralléle, I'invasion vasculaire du SOC commencera au niveau des chondrocytes articulaires
périphériques. Entre les stades P10 et P14, I'invasion vasculaire, la minéralisation de la matrice et I'apoptose des
chondrocytes permettront le remplacement progressif du cartilage de croissance par du tissu osseux. Adapté de

(Aghajanian et al., 2017).

A la suite de la mise en place du SOC, la croissance des os longs au niveau de la plaque de

croissance sera maintenue.

Des études récentes ont montré qu’a la suite de la mise en place du SOC, une niche de cellules

souche située a sa bordure était présente et permettait de renouveler le pool de

68



chondroprogéniteurs. Il a été observé que MTORC1 (Mamalian target of rapamycin complex
1) est impliqué dans la régulation de la balance division symétrique/asymétrique de ces

cellules souches (Newton et al., 2019).

Chez certaines especes, le POC et le SOC finiront par fusionner entrainant alors la disparition
du cartilage de la plaque de croissance, c’est notamment le cas chez ’'Homme. A l'inverse,
chez d’autres especes comme chez le rat ou la souris, il n’y aura pas de fusion des centres
d’ossifications et une fine couche de cartilage de croissance sera alors maintenue au niveau

de I'épiphyse.

En conclusion la régulation de [l'ossification endochondrale, que cela soit au niveau
embryonnaire ou post-natal, est un processus multiphasique et complexe. De nombreux
acteurs moléculaires sont impliqués dans le développement et le maintien de la plaque de
croissance. La moindre dérégulation aura de séveres conséquences sur le développement

squelettique, comme I'apparition de malformations ou de retard de croissance.

3.2. Dysplasies squelettiques

Le terme « dysplasies squelettiques » est utilisé pour décrire les pathologies osseuses et
cartilagineuses qui conduisent a I'apparition de malformations squelettiques, un exemple
retrouvé communément chez I’'Homme est le nanisme. Actuellement plus de 400 dysplasies
ont été décrites dans la littérature, elles peuvent aussi bien étre bénignes que létales. Leur
prévalence est estimée a 1/5000 naissances (Geister et Camper., 2005). Le syndrome de

Keutel décrit dans la partie 2.2 de ce manuscrit fait partie de ces 400 dysplasies squelettiques.

3.2.1. Exemples de dysplasies squelettiques associées au retard de croissance

A. U'ACHONDROPLASIE

L’achondroplasie (ACH, OMIM 100800) est la dysplasie squelettique non létale ainsi que la

forme de nanisme la plus commune chez 'Homme. Cette pathologie a été décrite pour la

69



premiere fois en 1878 par Jules Parrot. Il s’agit d’'une maladie autosomale dominante avec
100% de pénétrance. La prévalence de la pathologie est estimée entre 1/15 000 et 1/25 000
naissances. ACH se caractérise par un raccourcissement des os longs des membres de type
rhizomélique, c’est-a-dire un raccourcissement disproportionné des éléments squelettiques
proximaux (i.e humérus et fémur), une macrocéphalie, une hypoplasie médio-faciale, une
hyperlordose lombaire (courbure du dos exacerbée), des sténoses spinale ou foraminale, une
courbure du tibia, un front proéminent, des otites moyennes avec épanchement fréquentes
qui peuvent s"accompagner d’une perte d’audition (Figure 19) (Horton et al., 2007 ; Baujat et

al., 2008 ; Ornitz et Legeai-Mallet., 2017).

FIGURE 19 : SIGNES CLINIQUES DE L’ACHONDROPLASIE A DIFFERENTS AGES

A. Nouveau-né présentant une macrocéphalie, un front proéminent, une hypoplasie médio-faciale et un
raccourcissement des membres de type rhyzomélique. B. Image radiographique d’un enfant atteint
d’achondroplasie. C. Patient achondroplasique Ggé de trois ans présentant les mémes signes cliniques que ceux

décrits précédemment. Adapté de (Horton et al., 2007).

L'achondroplasie a été associée a des mutations hétérozygotes gain-de-fonction au niveau du
géne codant pour FGFR3. La mutation la plus récurrente (95% des cas cliniques) correspond a
la substitution d’une glycine par une arginine en position 380 (Gly380Arg) localisée au niveau

du domaine transmembranaire (TM) (Rousseau et al., 1994 ; Shiang et al., 1994).
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B. LA DYSPLASIE THANATOPHORE

La dysplasie thanatophore est une maladie autosomale dominante létale mais la plupart des
cas sont liés a I'apparition de mutations de novo (French et Savarirayan., 2020). La prévalence
de la maladie est estimée entre 1/20000 et 1/50000 naissances (Donnelly et al., 2010;

Barbosa-Buck et al., 2012 ; Sawai et al., 2019).

Il existe deux formes de dysplasie thanatophore, nommée TD de type | (OMIM 187600) et Il
(OMIM 187601). Les patients atteints de TD de type | présentent une micromélie (petitesse

anormale des membres), des courbures fémorales et plus rarement des craniosynostoses et

des pertes d’audition (Figure 20).

FIGURE 20 : SIGNES CLINIQUES DE LA TD DE TYPE |

A. Radiographie antéropostérieure d’un feetus atteint de TD de type I. L’individu présente une macrocéphalie, une
cage thoracique plus étroite ainsi qu’un raccourcissement prononcé des membres. B. Radiographie latérale
indiquant un désordre de la croissance des vertébres qui sont longues et plates (i.e platyspondylie) et un
raccourcissement des cétes. C. Vue des vertébres lombaires qui indique une augmentation de I'espace
intervertébral. D. Raccourcissement marqué des os iliaques et courbure des fémurs. Adapté de (Chavadi et al.,

2015).

Ces patients peuvent présenter plusieurs types de mutations gain-de-fonction au niveau du
géne codant FGFR3. Les deux mutations les plus communes chez les patients atteints de TD
de type | (90% des cas cliniques) sont les mutations Arg248Cys et Tyr373Cys (Xue et al., 2014).

Des mutations induisant I’élimination du codon stop telles que Ter807Arg, Ter807Ser ou
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Ter807Cys (10% des cas cliniques) conduisent a I'extension du domaine intracellulaire de
FGFR3. Enfin une mutation conduisant a I'insertion d’un codon, la mutation Arg248LeuCys a
été identifiée chez un unique patient (Lindy et al., 2016). Les patients atteints de TD de type Il
présentent également une micromélie mais leurs fémurs ne sont pas courbés. lls développent
également des craniosynostoses modérées a séveres associées a un syndrome de crane en
tréfle (French et Savarirayan., 2020). Ces patients présentent tous la méme mutation gain de

fonction au niveau du gene FGFR3, il s’agit de la mutation Lys650Glu (Bellus et al., 2000).

C. LE SYNDROME D’ACHONDROPLASIE SEVERE-RETARD DE DEVELOPPEMENT-
ACANTHOSIS NIGRICANS

Le syndrome d’achondroplasie sévere-retard de développement- Acanthosis nigricans
(SADDAN, OMIM 616482) est une autre maladie autosomale dominante induisant des
malformations squelettiques séveres. La prévalence estimée de la maladie est inférieure a une
naissance sur 1 000 000. Les principaux signes cliniques, comme son nom l'indique, sont la
mise en place d’un retard de croissance sévére, proche de celui observé chez les patients TD,
la mise en place d’acanthosis nigricans (épaississement et hyperpigmentation de la peau,
généralement au niveau de la nuque et des aisselles) et des troubles neurologiques. SADDAN
est causé par une mutation gain-de-fonction au niveau du gene codant FGFR3, la mutation
Lys650Met. (Tavormina et al., 1999 ; Bellus et al., 2000). Plus récemment il a été montré que
la présence de la mutation perte-de-fonction Thr651Pro en plus de Lys650Met permet de
réduire la sévérité des altérations squelettiques en diminuant I’activité de FGFR3 (Manickam

et al., 2013).

D. HYPOCHONDROPLASIE

L’hypochondroplasie (HCH, OMIM 146000) est une pathologie ayant une prévalence de 1/30
000 naissances et dont les patients présentent des atteintes squelettiques proches de celles
de I"'achondroplasie bien que plus modérées. Ainsi les patients atteints d’hypochondroplasie

présentent un retard de croissance modéré, des bras et des jambes disproportionnellement
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courts, des mains et des pieds larges et courts, une sténose spinale et une macrocéphalie

(Figure 21) (Bober et al., 1993).

FIGURE 21 : SIGNES CLINIQUES DE L’HYPOCHONDROPLASIE

A-C. Patients atteints d’hypochondroplasie présentant un raccourcissement des membres de type rhizomélique

dont la sévérité est modérée. Adapté de (Chen., 2012).

Des études ont montré qu’environ 75% des patients atteints d’hypochondroplasie présentent
une mutation hétérozygote gain-de-fonction au niveau du gene codant FGFR3. La plus
commune de ces mutations (60-65% des cas cliniques) est une mutation qui substitue
I’asparagine en position 540 par une lysine (Asn540Lys) au niveau du domaine tyrosine kinase
1 (TK1). Les autres patients HCH ne présentent pas de mutations de FGFR3, ce qui suggere que
des mutations au niveau d’autres genes pourraient étre responsables de I'apparition de cette

dysplasie squelettique (Prinos et al., 1995 ; Bonaventure et al., 1996 ; Heuertz et al., 2006).

E. PSEUDOACHONDROPLASIE

La pseudoachondroplasie (PSACH, OMIM 177170) est une maladie génétique autosomale
dominante dont la prévalence estimée est de I'ordre de 1/20 000 naissances (Tufan et al.,
2007 ; Briggs et Wright., 2018). Les patients atteints de PSACH ne présentent pas de
malformations squelettiques a la naissance, mais a partir de 2 ans, ils développeront une

forme modérée de retard de croissance, une déformation des membres inférieurs, une
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brachydactylie (raccourcissement/absence des phalanges, os métacarpiens ou os
métatarsiens), une atteinte articulaire et une laxité ligamentaire (Figure 22) (Briggs et

Chapman., 2002).

FIGURE 22 : SIGNES CLINIQUES DE LA PSEUDOACHONDROPLASIE

A. Patient atteint de pseudoachondroplasie et dgés de 4 ans présentant des déformations au niveau des hanches,
une hyperlordose lombaire (courbure prononcée des vertebres lombaires) et un raccourcissement des membres
de type rhizomélique. B. Le patient présente également un genu valgum (désaxation du genou qui entraine une
déviation de la jambe vers I'extérieur). C. Le patient est aussi atteint de brachydactylie (raccourcissement d’un ou

plusieurs doigts/orteils). Adapté de (Gamal et al., 2017).

La PSACH est due a des mutations hétérozygotes perte-de-fonction au niveau du géne codant
pour la protéine de la matrice oligomére du cartilage (COMP). Plus de 85% des mutations
prennent place au niveau de I'un des 8 domaines thrombospondine type 3-like (TSP3D T1 a

T8) de la protéine (Hecht et al., 1995 ; Ichihashi et al., 2018).

F. AUTRE DYSPLASIES SQUELETTIQUES ASSOCIEE AU RETARD DE CROISSANCE

De nombreuses dysplasies squelettiques sont associées a des mutations au niveau de genes

impliqués dans le processus d’ossification endochondrale.

Tout d’abord des mutations ont été associées aux facteurs de transcription majeurs de
I'ossification endochondrale.
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En effet, des duplications du gene RUNX2 qui induisent un gain de fonction sont associées a la
mise en place du syndrome de dysplasie métaphysaire-dysmorphie-brachydactylie (OMIM
156510). Comme son nom l'indique, cette pathologie autosomique dominante se caractérise
par la présence de dysplasie métaphysaire, un retard de croissance, une hypoplasie makxillaire

et une brachydactylie (Moffatt et al., 2013).

D’autres études ont associé des mutations hétérozygotes perte-de-fonction du géene codant
SOX9 a des dysplasies campoméliques (OMIM 114290). Il s’agit d’une maladie autosomale
dominante caractérisée par le raccourcissement et la courbure des membres inférieures, des
fossettes cutanées prétibiales, un rétrécissement des ailes iliaques, des pédicules thoraciques
non minéralisés et une insuffisance respiratoire provoquée par une hypoplasie

trachéobronchique (Matsushita et al., 2013).

Des dysplasies squelettiques sont également associées a des mutations au niveau de genes

impliquées dans les voies de signalisation qui régulent |'ossification endochondrale.

C’est notamment le cas des mutations gain-de-fonction au niveau du gene codant SMAD4, qui
est impliqué dans la signalisation aux TGFBs et aux BMPs, qui ont été associées a une maladie
autosomale dominante nommée syndrome de Myhre. Les patients atteints de ce syndrome
développent un retard de croissance, une hypoplasie médio-faciale, une perte d’audition et

un retard cognitif (Le Goff et al., 2011).

La voie de signalisation Hedgehog est également associée a des dysplasies squelettiques. Il a
en effet été montré que des mutations du géne codant IHH sont associées a la mise en place
de brachydactylie de type A1 (OMIM 112500). Cette pathologie autosomale dominante

provoque un raccourcissement des phalanges médianes (Kirkpatrick et al., 2003).

De plus, des mutations homozygotes pertes-de-fonction du géne codant pour le récepteur
PTHR1 ont été associées a deux pathologies, le syndrome d’Eiken (OMIM 600002) et de
Blomstrand (OMIM 215045). Le syndrome d’Eiken est une maladie autosomale récessive rare
caractérisée par des dysplasies épiphysaires, des retards d’ossification, un remodelage
anormal du tissu osseux et une brachydactylie de type Al (Jacob et al., 2019). Les patients
atteints du syndrome de Blomstrand, autre maladie autosomale récessive rare, présentent un

retard de croissance, un raccourcissement des membres, des anomalies du développement
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cranio-facial, une densité minérale osseuse augmentée et une ossification endochondrale

accélérée (Loshkaijan et al., 1997).

Des mutations au niveau de genes impliqués dans des processus cellulaires connus pour
réguler la plaque de croissance tels que le cil primaire ou I'autophagie sont également a

I'origine de dysplasies squelettiques.

En effet, le cil primaire, organelle de petite taille et située a la surface des cellules est impliqué
dans la transduction de signal de plusieurs voies de signalisation dont la voie Hedgehog au
niveau de la plaque de croissance (cf. partie 3.5 de I'introduction). Des mutations au niveau
des genes impliqués dans la formation et la régulation du cil primaire ont également été
associées a des dysplasies squelettiques. Le syndrome de Jeune, aussi appelé dysplasie
thoracique asphyxiante (JATD) (OMIM 208500, OMIM 611263, OMIM 613091, OMIM 613819,
OMIM 61437) est une maladie autosomique récessive qui est due a des mutations de plusieurs
genes du cil primaire tels que DYNCH2H1, IFT80, IFT139 ou IFT144. Les patients atteints de
JATD présentent un raccourcissement des membres de type rhizomélique, un
raccourcissement des cotes associé a un rétrécissement du thorax, de la brachydactylie, et de

la polydactylie (Schmidts et al., 2013).

Ensuite, des mutations du géne codant la B-glucuronidase (GUSP) induisent I'apparition d’une
maladie autosomale récessive rare, la mucopolysaccharidose de type VII (MPSVII, OMIM
253220) aussi appelée syndrome de Sly. La MPSVII fait partie de la famille des maladies de
surcharge lysosomale et se caractérise par des dysmorphies cranio-faciales, un retard de
croissance, hernie, retard de développement mental, une perte d’audition neurosensorielle
et des infections fréquentes des voies respiratoires supérieures (Montano et al., 2016).
L'atteinte squelettique serait due, au moins partiellement, a une suractivation de la voie mTOR

et l'inhibition du processus d’autophagie (Bartolomeo et al., 2017).

Enfin certaines dysplasies squelettiques associées a des génes connus pour réguler la plaque
de croissance induisent des signes cliniques proches de ceux du syndrome de Keutel.
C’est par exemple le cas du syndrome de dysplasie spondylométaépiphysaire (SMED SL-AC)
(OMIM 271665) qui est une maladie autosomale récessive due a des mutations du gene
codant DDR2 (discoidin domain receptor tyrosine kinase 2). DDR2 est une protéine capable de

fixer le collagene de type X non fibrillaire et est impliquée dans le processus d’ossification
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endochondrale (Leitinger et al., 2006 ; Mohamed et al., 2022). Les patients atteints de ce
syndrome développent un retard de croissance, un raccourcissement des membres, une
calcification anormale des cartilages (larynx, trachée et cotes) et un dysmorphisme facial

(Borochowitz et al., 1993 ; Langer et al., 1993 ; Al-Gazali et al., 1996).

Ainsi la sous-expression ou la surexpression de nombreux facteurs de transcription, voies de
signalisation ou processus cellulaires connus pour étre impliqués dans ['ossification

endochondrale peut engendrer des dysplasies squelettiques de gravités variables.

Les parties suivantes de ce manuscrit se proposent de décrire de maniere plus précise 3 de
ces acteurs majeurs : la signalisation aux FGFs et le cil primaire et I'autophagie, qui sont connus
pour étre impliqués dans la régulation du développement squelettique et dont les mutations

conduisent a I'apparition de retard de croissance.

3.3. ROle de la signalisation aux FGFs lors du développement
squelettique

3.3.1. La signalisation aux FGFs

Les Fibroblasts Growth Factors (FGFs) appartiennent a une famille de molécules a chaine
polypeptidique unique, qui compte 22 membres chez les Mammiferes et qui sont impliquées
dans de nombreux processus cellulaires aussi bien chez I'embryon que chez I'adulte. Ces 22
membres, nommés FGF1 a FGF23 (FGF15 et 19 étant des orthologues chez les Vertébrés), sont
répartis en 7 sous-familles selon leur homologie de séquence/structure. Selon un critére
fonctionnel, ces familles peuvent étre subdivisées en 5 sous-familles de FGFs paracrines, 1
sous-famille de FGFs endocrines et 1 sous- famille de FGFs intracellulaires (intracrines) (Figure

23) (Li et al., 2006 ; Ornitz et Itoh., 2015).

Les 4 FGFs intracellulaires sont capables d’interagir avec le domaine cytosolique C-terminal de
canaux sodiques voltage dépendants (Nav). Les 18 FGFs restants, quant a eux, sont capables
de se fixer a des récepteurs (FGFRs) a I'aide de co-facteurs a savoir I’'héparine/héparane sulfate
dans le cas des FGFs paracrines et a des membres de la famille Klotho pour les FGFs endocrines
(Ornitz et Itoh, 2015).
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Paracrine FGFs

FGF4/5/6 subfamily FGF3/7/10/22 subfamily
FGF5 FeFs FGE7
FGF6 FGF10

FGF4 FGF22

e FGF9/16/20 subfamily
FGF2 FGF9
FGF1 FGF16
FGF20
FGF11/12/13/14 subfamily
FGF8/17/18 subfamily
FGF13
FGF14 FGF8
FGF12 FGF17
FGF11
; FGF18
Intracrine FGFs

FGF23 FGF21 FGF15/19
FGF15/19/21/23 subfamily

Endocrine FGFs

FIGURE 23 : LES 7 SOUS-FAMILLES DE FGFs

Les 22 FGFs identifiés chez les Vertébrés sont répartis en 7 sous-familles en fonction de la distance évolutive qui
les séparent et 3 groupes selon leurs modalités d’action. Il existe ainsi 5 sous-familles de FGFs paracrines : FGF1/2,
FGF 4/5/6, FGF3/7/10/22, FGF 9/16/20, FGF 8/17/18. Il existe également une sous-famille de FGFs intracrine :
FGFs 11-14. Enfin, il existe une sous-famille de FGFs endocrines FGF 15/19/21/23. Adapté de (Itoh et al., 2016).

Les FGFRs sont des récepteurs de la famille des tyrosines kinases. Chez les Mammiféres, il
existe 4 FGFRs canoniques nommés FGFR1 a 4. Les FGFRs sont composés d’un unique domaine
transmembranaire, d’un domaine extracellulaire de fixation de ligand et d’un domaine
tyrosine kinase. Plus récemment, un récepteur FGFR1-like (FGFRL1 ou FGFR5) a été identifié,
il se distingue des FGFRs canoniques par I'absence de domaine tyrosine kinase intracellulaire

(Wiedemann et al., 2000 : Ornitz et Itoh, 2015).

La fixation d’un ligand FGF sur son récepteur va provoquer sa dimérisation et la
transphosphorylation des deux domaines kinases. Le récepteur ainsi activé va induire la
phosphorylation et I'activation de protéines adaptatrices pour la transduction du signal via les
voies RAS-MAPK, PI3K-AKT, PLCy et STAT. Ces voies de signalisation sont impliquées dans la
régulation de la prolifération, de la différentiation et de la survie cellulaire. L’activation des
voies RAS-MAPK et PI3K-AKT débute par la phosphorylation de la protéine adaptatrice FGFR

substrate 2a (FRS2a), présente au niveau de la région juxta-membranaire des FGFRs et ancrée
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a la membrane plasmique. La FRS2a phosphorylée se lie a une autre protéine adaptatrice
nommée Growth factor receptor-bound 2 (GRB2) et a la tyrosine phosphatase SHP2. GRB2
permet |'activation de la voie RAS-MAPK par le recrutement de la protéine SOS et la voie PI3K-
AKT par le recrutement de GAB1 (Kouhara et al., 1997 ; Hadari et al., 1998 ; Lamothe et al.,
2004). L’activation des FGFRs induit également la phosphorylation de PLCy, ce qui entraine
I’hydrolyse du phosphatidylinositol 4,5-biphosphate et la production d’inositol triphosphate
(IP3) et de diacylglycérol (DAG). La production d’IP3 augmente la concentration intracellulaire
d’ions calcium et le DAG va activer la protéinase Kinase C qui participe alors a 'activation de
la voie RAS-MAPK (Mohammadi et al., 1992 ; Peters et al., 1992). Enfin, la liaison des FGFs a
leurs récepteurs induit la phosphorylation et I'activation de la voie des STATs, notamment

STAT1, STAT3 et STATS5 (Figure 24) (Suu et al., 1996 ; Deo et al.,2002 ; Yang et al., 2009 ; Dudha

et al., 2010).
Ig-like |
FGFRs Ig-like 1l
Extracellular Ig-like 1ll b/c

©

=

Membrane o«
w
x

SEF |

Intracellular

D> @ @

J
b

mmmm Kinase domain FGFs HSPGs @ phosphorylation

FIGURE 24 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA SIGNALISATION AUX FGFs

La fixation d’un ligand FGF a son récepteur (FGFR) entraine un changement de conformation de ce dernier vers
sa forme activée. Sous cette forme, le FGFR va induire la phosphorylation de FRS2a (FGFR substrate 2a), qui ira
se lier a la protéine adaptatrice GRB2 (Growth factor receptor-bound 2). GRB2 va alors induire la voie
Ras/Raf/MAPKs (dont ERK, p38 et les INks font parties) en interagissant avec les protéines SOS (Son of sevenless)
et GAB1 (GRB2 associated binding protein 1). Les FGFRs sous leur forme activée sont également capables d’induire
I'activité de PIK3 (phosphatidylinositol (Pl)-3 kinase), des protéines STATs (Signal Transducers and Activators of
Transcription) et de PLCy. Les protéines transmembranaires SEF et XLRT3 sont capables d’interagir et de se lier
directement avec les FGFRs. XLRT3 forme un complexe avec les FGFRs ce qui stimulera la signalisation aux FGFs
alors que SEF est un inhibiteur de la voie MAPK ERK. D’autres protéines sont également impliquées dans la
régulation de la voie des FGFs. C’est notamment le cas de Spry qui est capable de diminuer la signalisation aux
FGFs en interagissant avec GRB2 ou Raf. De méme, la protéine MKP3 peut inhiber la MAPK ERK en la
déphosphorylant. Adapté de (Xie et al., 2020).
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Comme vu dans la partie 3.2.1, plusieurs dysplasies squelettiques sont liées a des
dérégulations de la signalisation aux FGFs, tout particulierement celle qui passe par FGFR3.
Ceci indique que les FGFs jouent un réle majeur dans le processus d’ossification

endochondrale.

3.3.2. Réle de la signalisation aux FGFs dans le développement squelettique

Lors des stades de développement embryonnaire et postnatal de I'ossification endochondrale,
FGFR3 est exprimé au niveau des chondrocytes prolifératifs et pré-hypertrophiques (Iwata et

al., 2000).

Durant le développement embryonnaire, la signalisation par FGFR3 est impliquée dans la
condensation et la différenciation des cellules mésenchymateuses en favorisant I’expression
de Sox9. De maniere réciproque, SOX9 est capable de stimuler I'expression de Fgfr3 au sein
des chondrocytes immatures, ce qui va favoriser leur prolifération. Il a en effet été montré,
par le biais d’expériences de RNAseq sur des chondrocytes costaux murins, que le promoteur
du gene codant FGFR3 contient des éléments de fixation SOX9 spécifiques dans sa région
promotrice. Il existe ainsi une boucle de rétrocontréle positif entre FGFR3 et SOX9 dans les
chondrocytes immatures (Shung et al., 2012 ; Oh et al., 2014). Au niveau de ces chondrocytes,
la signalisation par FGFR3 est activée grace aux FGF9 et FGF18 exprimé au niveau du tissu
mésenchymateux avoisinant (Iwata et al., 2000 ; Liu et al., 2002 ; Ohbayashi et al., 2002 ; Hung
et al., 2007 ; Havens et al., 2008).

A linverse, pendant le développement squelettique post-natal FGFR3 va inhiber la
prolifération et la maturation des chondrocytes (lwata et al., 2000). Cette inversion dans le
réle de la signalisation par FGFR3 permettrait d’expliquer le phénotype chondrocytaire
observé lors du développement osseux pré-pubertaire observé chez les patients présentant
des mutations gain-de-fonction au niveau du gene codant FGFR3 (Chen et al., 1999 ; Colvin et

al., 1996 ; Deng et al., 1996 ; Li et al., 1999 ; Naski et al., 1999 ; Pannier et al., 2010).

Dans les chondrocytes de la plaque de croissance, la signalisation par FGFR3 va activer
plusieurs voies de signalisation dont STAT1, ERK1/2 (acteurs de la voie RAS-MAPK) et p38;

stimuler I'expression de Snail 1 (activateur de STAT1 et de la voie RAS-MAPK), de la Protein
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phosphatase 2 (PP2a) et diminuer I'activité d’AKT (Figure 25) (Su et al. 1997 ; Laplantine et al.
2002 ; Raucci et al. 2004 ; Priore et al. 2006 ; de Frutos et al. 2007 ; Kolupaeva et al. 2008 ;
Kurimchak et al. 2013).
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FIGURE 25 : IMPACT DE LA SIGNALISATION PAR FGFR3 SUR LES CHONDROCYTES LORS DU DEVELOPPEMENT
POST-NATAL

La liaison de FGF18, provenant du périchondre, au niveau du récepteur FGFR3 va activer les voies de signalisation
MAPK et STAT1. Ces voies de signalisation vont induire I'activité des protéines p107 et p21 WA qujvont inhiber
la prolifération des chondrocytes et du facteur de transcription SOX9 qui va inhiber I’hypertrophie des

chondrocytes. Adapté de (Ornitz et Marie., 2015).

Plusieurs études semblent indiquer que I'inhibition de la prolifération et de la maturation des

chondrocytes impliquerait des mécanismes indépendants I'un de I'autre.

L'inhibition de la prolifération des chondrocytes médiée par FGFR3 serait due a
I’augmentation de I'expression de p21Waf1/Cipl (inhibiteur de la progression du cycle
cellulaire) par STAT1 et I'activation de p107/P130 grace a leur déphosphorylation par PP2a
(Cobrinik et al. 1996 ; Su et al. 1997 ; Aikawa et al. 2001 ; Laplantine et al. 2002 ; Dailey et al.
2003 ; Legeai-Mallet et al. 2004 ; Kolupaeva et al. 2008, 2013). De plus, il été montré, dans des

modeles de souris présentant des mutations gain-de-fonction au niveau du gene Fgfr3, que la
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délétion de STAT1 permettait de corriger la prolifération des chondrocytes mais pas
I’hypertrophie anormale des chondrocytes. Il est proposé que la voie MAPK serait
responsable, au moins partiellement des anomalies de maturation des chondrocytes

(Murakami et al., 2004).

En effet, des expériences menées sur des modeles de souris achondroplasiques ont montré
que I'expression du peptide natriurétique de type-C (CNP), inhibiteur de la voie MAPK était
capable de diminuer la sévérité de la pathologie en restaurant I’hypertrophie des
chondrocytes. L’action de CNP a été montrée comme indépendante de la voie STAT1 et n’a

pas d’impact sur la prolifération des chondrocytes (Yasoda et al., 2004)

Les anomalies observées au niveau de I’hypertrophie des chondrocytes pourraient impliquer
un maintien de I'expression de SOX9 au niveau des chondrocytes hypertrophiques par la
signalisation FGFR3 (Murakami et al. 2000 ; Shung et al. 2012 ; Zhou et al. 2015). L’activation
de p107 par PP2a pourrait également étre impliquée dans la régulation de I’hypertrophie des

chondrocytes (Kolupaeva et al. 2013 ; Kurimchak et al. 2013).

De plus, I'implication des voies STAT1 et MAPK dans linhibition de la prolifération et de
I’hypertrophie des chondrocytes pourrait expliquer la forte expression de SNAIL1, activateur
de ces deux voies, constatée chez les patients atteints de dysplasie thanatophore (de Frutos

et al.,, 2007).

L'interconnexion avec d’autres voies de signalisation impliquées dans la régulation de la
plaque de croissance pourrait étre un mécanisme indirect de la régulation de la plaque de
croissance par FGFR3. En effet, la comparaison de modele de souris achondroplasiques et des
souris déficientes en FGFR3, les souris Fgfr3 7, a montré que FGFR3 est capable de diminuer
I’expression d’lhh, Pthlr, Bmp4 et Bmplra lors du développement post-natal de la plaque de
croissance. Des expériences in vitro ont également montré que la surexpression de Fgfr3
diminue I'expression de Pth1r et active la voie des Wnt via la phosphorylation du co-récepteur
LRP6 par la voie des MAPK (Naski et al. 1998 ; Chen et al. 2001 ; Li et al., 2010 ; Krejci et al.,
2012 ; Buchtova et al., 2015).

FGFR1, exprimé au niveau des chondrocytes pré-hypertrophiques et hypertrophiques, est
également impliqué dans la régulation de la maturation des chondrocytes. En effet, des

modeles de souris déficientes en FGFR1 présentent une altération de I'hypertrophie des
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chondrocytes lors du développement embryonnaire post-natal (Hung et al., 2007). A l'inverse,
lors du développement post-natal, une déficience en FGFR1 résulte en une expansion de la
zone hypertrophique (Jacob et al., 2006). Ainsi, a I'instar de FGFR3, le role de FGFR1 semble
évoluer lors des différents stades du développement squelettique. Cependant, a I’heure

actuelle, le role de FGFR1 reste mal caractérisé et requiere des études plus approfondies.

De méme FGFR4, qui est exprimé au niveau des zones quiescentes et prolifératives de la
plaque de croissance, semble étre impliqué dans le développement squelettique en
coordination avec FGFR3. En effet, il a été démontré que les souris déficientes en FGFR3 et 4
présentent un phénotype exacerbé par rapport aux souris uniguement déficientes en FGFR3

(Weinstein et al., 1998).

Comme indiqué dans la partie précédente, ces 4 récepteurs présentent plus d’'une vingtaine
de ligands. Parmi ces ligands, FGF2, FGF9 et FGF18 sont ceux qui sont connus pour étre les

plus impliqués dans le développement squelettique.

FGF2 est I'un des premiers membres de la famille des FGF a avoir été caractérisé et est exprimé
au niveau des chondrocytes quiescents et prolifératifs (Krejci et al., 2007). Il a été montré que
la surexpression de FGF2 dans des explants de cartilages métatarsiens en culture induit une
diminution de la prolifération des chondrocytes, de la mise en place de I'hypertrophie et enfin
de la production de la matrice cartilagineuse (Mancilla et al., 1998). Des observations
similaires ont pu étre réalisées in vivo, par I'utilisation de modeles de souris surexprimant le
FGF2 d’origine humaine. En effet, ces souris présentent un retard de croissance di a une
diminution de la prolifération des chondrocytes et une augmentation de I'apoptose médiée

par STAT1 (Sahni et al., 2001).

FGF9 est exprimé au niveau du périchondre et des chondrocytes de la plaque de croissance
en coordination avec son récepteur FGFR3. FGF9, par I'intermédiaire de FGFR3, est impliqué
différemment dans la maturation des chondrocytes selon le stade du développement
squelettique concerné. Ainsi, il a été montré que des souris déficientes en FGF9, les souris
Fgf9 7~ présentaient un raccourcissement des membres de type rhizomélique 2 la suite de Ia
condensation des cellules mésenchymateuses. Ces malformations squelettiques sont dues a
une diminution de la prolifération des chondrocytes, un retard dans la mise en place de

I"hypertrophie et une minéralisation osseuse aberrante (Hung et al., 2007). A l'inverse, lors du

83



développement squelettique post-natal, la surexpression de FGF9 conduit a une diminution
de la prolifération des chondrocytes et du nombre de chondrocytes hypertrophiques

(Garofalo et al., 2009).

Enfin FGF18, ligand de FGFR3 et 4, exprimé au niveau du périchondre et de la plaque de
croissance joue également un réle dans la régulation de la plaque de croissance (Lazaus et al.,
2007 ; Liu et al., 2002 ; Ohbayashi et al., 2002). En effet, il a été montré, dans les premiéres
étapes de la chondrogeneése, que FGF18 stimule la chondrogeneése et active la voie des BMPs
par l'inhibition de I'expression de Noggin, répresseur des BMPs (Shimoaka et al., 2002). De
plus, il a été montré que les souris fgf18 7- présentaient des altérations de la plaque de
croissance proches de celles observées chez les souris fgfr3 7~ a savoir une expansion des zones
prolifératives et hypertrophiques due a une augmentation de la prolifération et de la

maturation des chondrocytes (Liu et al., 2002).

L’ensemble de ces résultats démontrent que la signalisation aux FGFs est un acteur majeur de
la régulation du développement squelettique. D’autant plus que des études récentes ont
montré que les FGFs sont également impliqués dans la régulation du processus d’autophagie,
processus cellulaire indispensable a la survie des chondrocytes dans le micro-environnement

avasculaire et hypoxique qu’est le cartilage de croissance.

3.4. ROle de I'autophagie lors du développement squelettique

3.4.1. L’autophagie, définition générale et sous-types

L’autophagie est un mécanisme de dégradation et de recyclage cellulaire qui est conservé chez
tous les Eucaryotes. Chez les Mammiferes, il existe trois types d’autophagie: la micro-
autophagie, l'autophagie médiée par des protéines chaperonnes (CMA) et la macro-
autophagie. Bien que différents dans leurs mécanismes, les trois types d’autophagies
aboutissent toutes au transport de protéines vers des lysosomes, ce qui aboutira a leur

dégradation (Figure 26) (Yang et al., 2010).
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FIGURE 26 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DES 3 TYPES D’AUTOPHAGIE PRESENTS CHEZ LES MAMMIFERES

La macroautophagie implique la formation de novo de vésicules cytosoliques a double membrane nommées
autophagosomes, qui vont transporter les protéines a dégrader jusqu’aux lysosomes. L’autophagie médiée par
des protéines chaperonnes permet le transport individuel de protéines dépliées au travers de la membrane
lysosomale. La microautophagie est un processus par lequel les protéines cibles sont directement transportées a

I'intérieur des lysosomes par invaginations membranaires. Adapté de (Parzych et al., 2014).

Premiérement, la micro-autophagie correspond au processus par lequel les composants du
cytoplasme vont étre incorporés dans des lysosomes par des invaginations et/ou
déformations de la membrane lysosomale (Marzella et al.,1984). La micro-autophagie est
principalement impliquée dans la régulation de la taille des organelles, ’homéostasie de la

membrane plasmatique et la survie cellulaire en cas de restriction en azote (Li et al., 2012).

Le second type d’autophagie est 'autophagie médiée par des protéines chaperonnes (CMA)
qui est un mécanisme exclusif aux cellules de Mammiferes. Contrairement aux deux autres
types d’autophagie, la CMA est un processus ciblé. En effet, tous les substrats protéiques de
la CMA comportent le pentapeptide KFERQ (Dice et al., 1990). Les protéines qui comportent
ce motif seront alors transportées vers la membrane lysosomale puis « linéarisées » a I'aide
de protéines chaperonnes telles que la Heat shock protein 70 kDa 8 (HSPA8/HSC70). Une fois
linéarisées, les protéines cibles interagiront avec la Lysosomal associated membrane protein
2A (LAMP2A) qui permettra leur translocation au sein du lysosome, ou elles finiront par étre

dégradées (Chiang et al., 1989 ; Cuervo et al., 1996). La CMA est principalement impliquée
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dans le maintien de ’homéostasie protéique au niveau neuronal, pulmonaire, musculaire ou
cardiaque (Carra et al., 2008 ; Gamerdinger et al., 2009 ; Arndt et al., 2010 ; Ulbricht et al.,
2013).

Enfin, le dernier type d’autophagie, la macro-autophagie est le processus autophagique le plus
connu et étudié. Par consensus, le terme « autophagie » désigne généralement la macro-
autophagie. Ce processus se distingue par le fait que le site de séquestration initial des
protéines est éloigné de la membrane lysosomale et implique la formation de vésicules
cytosoliques chargées de transporter les protéines séquestrées vers les lysosomes. Ces
vésicules de transport, nommeées autophagosomes, se caractérisent par le fait qu’elles soient
formées de novo et non pas a partir de bourgeonnements membranaires (Yang et al., 2009).
Chez les Mammiferes, la formation de I'autophagosome est initiée au niveau de plusieurs sites
cytoplasmiques et non au niveau d’un site d’assemblage unique comme chez la levure (Yla-

Anttila et al., 2009 ; Hayashi-Nishino et al., 2009 ; Chen et al., 2011).

3.4.2. Mécanismes moléculaires de I'autophagie

L’autophagie est un processus cellulaire complexe dont le bon fonctionnement requiert de

nombreux acteurs moléculaires (Figure 27).

Chez les Mammiferes, I'initiation de I'assemblage des autophagosomes est controlée par un
complexe protéique comprenant un membre de la famille Unc-51 like kinase (ULK1 ou 2,
homologue de la Autophagy Related Protein 1, ATG1 présente chez la levure), ATG13, et la
protéine RB1-induciblecoiled-coil 1 (RB1CC1/FIP200, possible orthologue de la protéine de
levure ATG17). MTORC1 est impliqué dans I'activité de ce complexe selon la richesse en
nutriments du milieu. En effet, lorsque le milieu est riche en nutriments, MTORC1 va s’associer
au complexe, phosphoryler ULK1/2 et ATG13, ce qui les inactivera. A I'inverse, si le milieu est
appauvri en nutriments, MTORC1 se dissociera du complexe, puis les protéines ULK1/2 et
ATG13 seront activées par I'action de phosphatases (Hara et al., 2008 ; Ganley et al., 2009 ;
Hosokawa et al., 2009 ; Jung et al., 2009).
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FIGURE 27 : MECANISMES MOLECULAIRES DE LA MACRO-AUTOPHAGIE

L’initiation de I'assemblage des autophagosomes se fait par I'intermédiaire des complexes protéiques
ULK1/ATG13/FIP200 et PI3KC3/Beclin1l/ATG14. Ensuite I'étape d’élongation de I'autophagosome est contrélée
par deux systemes : le systéme ATG4/ATG3/ATG7 et le systeme ATG5/ATG12/ATG1AL1. Ces deux complexes sont

impliqués dans la production de la forme mature de la protéine LC3 conjuguée a de la phosphatidyléthanolamine
lipidique (LC3 II-PE) qui permettra I’élongation des membranes de I‘autophagosome. Une fois formé,

I'autophagosome va transporter des protéines, organelles ou microorganismes présents dans le cytoplasme vers
un lysosome. L’autophagosome fusionnera avec un des lysosomes formant ainsi un autolysosome. Enfin, le

contenu de I'autolysosome sera dégradé par I’action d’enzymes hydrolytiques. Adapté de (Wu et al., 2020).

Ensuite, un autre complexe protéique contenant notamment la protéine ATG14 ; la Bécline 1
(BECN1) et la phosphatidylinositol 3-kinase de classe Il (PtdIns3K) sera recruté au niveau du
site de formation de [|'autophagosome. La Ptdins3K permettra de générer du
phosphatidylinositol-3-phosphate (Ptdins3P) qui est indispensable au processus de macro-
autophagie chez les Eucaryotes. Plusieurs protéines sont impliquées dans la régulation de
I'activité de cette kinase. Ainsi, la protéine anti-apoptotique BCL2 ou la protéine
KIAA0226/Rubicon sont capables d’inhiber la PtdIns3K en se liant a BECN1. A l'inverse, les
protéines AMBRA1 et SH3GLB1/Bif-1 vont favoriser I'activité de PtdIns3K en interagissant avec
BECN1 (Liang et al., 1998 ; Pattingre et al., 2005 ; Kihara et al., 2001 ; Furuya et al., 2005 ; Fimia
et al., 2007 ; Takahashi et al., 2007, 2009 ; Matsunaga et al., 2009 ; Zhong et al., 2009 ; Burman
et al., 2010 ; Itakura et al., 2008, 2010).
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L’élongation de I'autophagosome est médiée par deux systemes associés a des protéines
Ubiquitine-like (UBL). Le premier systeme implique la conjugaison irréversible d’ATG5 et
ATG12 par I'action des ubiquitine ligases ATG7 et ATG10. Le conjugué ATG5-ATG12 va ensuite
fixer une troisieme protéine nommée ATG16L1 par le biais d’ATG5. ATG16L1 va ensuite se
dimériser, s’associer avec le phagophore et permettre I'expansion de sa membrane. Ce
complexe est régulé par les protéines RAB33A, inhibiteur de ATG16L1 et I'acétyltransférase
KAT2B/p300, capable d’acétyler et inhiber ATG5, ATG7 et ATG12 (Kim et al., 1999 ; Shintani et
al., 1999 ; Ohsumi et al., 2001 ; Mizushima et al., 2003, 2007 ; Itoh et al., 2008 ; Lee et al.,
2009). Le second systeme impliqué dans I'élongation est le systeme LC3 (homologue de la
protéine de levure ATGS8). La protéine LC3 va étre clivée par I'action de la protéase a cystéine
nommeée ATG4, ce qui permettra d’exposer un résidu glycine au niveau de son extrémité C-
terminale. La forme clivée de LC3, nommeée LC3-I sera ensuite prise en charge de maniere
séquentielle par les ubiquitines ligases ATG7 et ATG3 puis se retrouvera conjuguée a de la
phosphatidyléthanolamine lipidique (PE) par I'action du conjugué ATG5-ATG12. La forme
conjuguée au PE se nomme LC3-Il et est capable de se fixer au phagophore pour participer a
I’élongation de sa membrane (Kirisako et al., 1999 ; Ichimaru et al., 2000 ; Hanada et al., 2007 ;
Fujita et al., 2008 ; Gebg et al., 2008). ATGY9, une protéine transmembranaire capable de
changer de position et de se multimériser est également impliquée dans le processus
d’élongation de la membrane de I'autophagosome. L’activité d’ATG9 est dépendante d’ULK1,
et de la PTdIns3K, et est inhibée par MAPK14/p38a (Reggiori et al., 2004 ; Young et al., 2006 ;
He et al., 2008 ; Webber et al., 2010). Au fur et a mesure de I'agrandissement du phagophore,
la membrane va se courber et fusionner pour aboutir a un autophagosome sphérique a double

membrane.

Enfin, une fois I'autophagosome formé, celui-ci sera transporté vers le lysosome par un
mécanisme dépendant des microtubules. Puis, I'autophagosome et le lysosome fusionneront
pour donner un autolygosome. La fusion de ces vésicules implique plusieurs protéines dont
VTIIB, RAB7 (qui est activée par phosphorylation via Ptdins3K), VAM7, VAM9 et la syntaxine
17 (Atlashkin et al., 2003 ; Jager et al., 2004 ; Fader et al., 2009 ; Monastyrska et al., 2009 ;
Furuta et al., 2010 ; Itakura et al., 2012). Au sein de |'autolygosome, |'exposition a des
hydrolases et a un pH acide aboutira a la dégradation de la membrane interne de

I’'autophagosome puis des protéines qu’il contient. Les composants issus de cette dégradation
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seront ensuite exportés vers le cytoplasme via des perméases lysosomales afin d’étre recyclés

pour la biosynthése ou pour le métabolisme énergétique.

Il existe également une forme spécifique de macro-autophagie qui est impliquée dans
I’'homéostasie et la maintenance cellulaire, par la dégradation de protéines spécifiques, des

organelles ou méme des bactéries (Chen et al., 2011 ; Isakson et al., 2013).

L’un des substrats le plus connu de I'autophagie sélective est p62/SQSTM1 (sequestome 1),
une protéine ubiquitaire conservée au sein du regne animal. SQSTM1 est capable d’interagir
directement avec LC3 et d’étre incorporée au sein de I'autophagosome pour finalement étre
dégradée (Johansen and Lamark, 2011 ; Weidberg et al., 2011). Il a été montré que 'inhibition
de I'autophagie conduit a la formation de large agrégats contenant p62 et de 'ubiquitine

(Komatsu et al., 2007).

La protéine p62 est impliquée dans le devenir cellulaire. Elle est en effet capable de favoriser
la survie cellulaire en activant la voie TNF receptor-associated factor (TRAF6)-NfkB ou bien la
mort cellulaire en facilitant I'initiation de la cascade des caspases. (Moscat and Diaz-Meco,
2009). De plus, il a été montré que p62 est capable de stabiliser Nrf2 et d’activer la
transcription de génes codant des protéines antioxydantes (Komatsu et al., 2010 ; Lau et al.,

2010).

L’autophagie est ainsi un processus complexe et est impliquée dans la réponse au stress
intra/extracellulaire pour favoriser la survie cellulaire. Ce processus est indispensable a la
survie des chondrocytes dans I'environnement avasculaire et hypoxique que constitue le

cartilage de croissance.

3.4.3. Réle de I'autophagie dans la plaque de croissance

Les chondrocytes de la plaque de croissance se sont adaptés a un environnement avasculaire
et hypoxique. Il a été montré que lors de la maturation des chondrocytes, ces derniers vont
connaitre des changements au niveau de leur métabolisme énergétique. En effet, les

chondrocytes prolifératifs produisent de I'énergie principalement par le métabolisme
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oxydatif, alors que les chondrocytes hypertrophiques utiliseront la glycolyse anaérobie

(Adams et al., 2002)

Il a ainsi été observé que les chondrocytes hypertrophiques expriment fortement le facteur
de transcription induit par I’'Hypoxie 1a (HIF1a) ainsi que les génes codant pour la Bécline 1 et

LC3, protéines impliquées dans I'autophagie (Bohensky et al., 2007).

Des études in vitro ont montré que la suppression de I'expression du facteur de transcription
HIF-1a induit une diminution significative de I'expression de BCN1 et LC3. De plus, cette méme
étude a montré que l'inhibition de l'autophagie au niveau de culture de chondrocytes
augmente |'expression des facteurs pro-apoptotiques que sont la caspase 8 et BID (Bohensky
et al., 2007 ; Terkhorn et al., 2007). Ensuite, il a été démontré que l'inactivation des génes
codant pour les protéines de I'autophagie ATG5 et ATG7 chez des modeles de souris induit la
mort des chondrocytes via un mécanisme caspase-dépendant et conduit a I"apparition de
retards de croissance modérés (Vuppalapati et al., 2015). Ainsi il semblerait que le processus
d’autophagie, régulé par l'activité de HIFla permette de retarder la mise en place de
I’'apoptose des chondrocytes prolifératifs et hypertrophiques. Des études complémentaires
ont permis de démontrer que l'inhibition de mTOR au niveau des chondrocytes induit
I’activation de LC3, activation indiquée par la réorganisation en granules ponctuelle au niveau
de la zone hypertrophique (Srinivas et al., 2008). De maniére réciproque, il a été observé une
suppression de |'autophagie dans des cultures primaires de chondrocytes issus de modele de
souris présentant une mucopolysaccharidose de type VIl qui surexpriment MTORC1. Cette
surexpression de MTORC1 conduit a une I'hyperphosphorylation inhibitrice du complexe
Beclin1-PtdIns3K empéchant alors la production de PtdIns3P et la formation des
autophagosomes (Bartolomeo et al., 2017). A l'inverse, I'inhibition de I’AMPK par utilisation

de siARNs induit une diminution de I'activité de LC3 (Srinivas et al., 2009).

La régulation de I'autophagie au niveau de la plaque de croissance est donc sous le contréle
de HIFla, mTOR et de 'AMPK. L'autophagie est indispensable pour retarder le processus

d’apoptose et permettre aux chondrocytes de terminer leur maturation.

Plus récemment, il a été montré que la suppression de I'autophagie inhibe la différenciation
des cellules mésenchymateuses vers un phénotype chondrocytaire lors des premiers stades

de l'ossification endochondrale. En effet, il a été montré que des cellules chondroprogénitrices
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de la lignée ATDC5 n’exprimant pas ATG7, ne pouvaient pas produire les isoformes LC3l et Il,
accumulaient la protéine SQSTM1/p62 et présentaient une expression trés faible de Col2al

(Horigome et al., 2019).

De plus, des études menées sur les souris déficientes en ATG7 ont montré que des altérations
de l'autophagie en I'absence d’ATG7 induisaient I'axe PERK-ATF4-CHOP qui est associé au
stress du réticulum endoplasmique. L’activation de I'axe PERK-ATF4-CHOP est impliqué dans
I’'augmentation de I'apoptose des chondrocytes et les retards de croissance observés en
absence d’ATG7 (Kang et al., 2017). Chez ces souris déficientes en ATG7, il a également été
observé une accumulation de glycogene ainsi qu’une réduction de la capacité de prolifération
des chondrocytes en plus de 'augmentation de I'apoptose (Horigome et al., 2019). Il existe un
type d’autophagie spécifique, nommée glycophagie qui permet la digestion des granules de
glycogenes par les autophagosomes ce qui conduit a la libération de glucose (Kaur et al., 2015 ;
Ueno et al., 2017). Ainsi lors de la suppression du processus d’autophagie, les chondrocytes
prolifératifs pourraient présenter des difficultés a mobiliser le stock de glucose nécessaire a

leur activité.

Ensuite, des études sur des souris présentant une forme rare de mucopolysaccharidose due a
une mutation du géne codant la sulfatase SUMF1, les souris Sumf17-, ont montré I'importance
de la désulfatation des protéoglycanes pour la mise en place de 'autophagie. En effet, la
désulfatation des protéoglycanes est indispensable pour la dégradation de la matrice
cartilagineuse. En I'absence de SMUF1, la désulfatation des protéoglycanes n’est pas possible
ce qui conduit a une dérégulation de I'autophagie, un rétrécissement des zones prolifératives
et hypertrophiques ainsi qu’une réduction du nombre de chondrocytes dans le cartilage de

croissance (Settembre et al., 2008).

Plus récemment, il a été montré que la signalisation par FGFR3 est impliquée dans la
régulation de I'autophagie. En effet, des études sur des cellules ATDC5 traitées avec du FGF2,
ligand de FGFR3, ont montré une diminution des niveaux protéiques de LC3l et Il en réponse
a la stimulation de la signalisation aux FGFs. De plus, des expériences complémentaires ont
démontré que la suractivation de FGFR3 diminue les niveaux protéiques du conjugué ATG5-
ATG12 et qu’inversement l'inhibition de FGFR3 augmente la quantité d’ATG5-ATG12. Des
expériences de co-immunoprécipitation ont également montré in vitro, que FGFR3 est capable

d’interagir directement avec ATG5 et d’inhiber la formation du conjugué. Des expériences sur
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des systemes de croissance d’os en culture traités avec des inhibiteurs de I'autophagie (3-MA
ou la chloroquine) ont montré des altérations du développement cartilagineux proches de
celles de I'achondroplasie. Il a également été observé que la surexpression in vitro d’ATG5
permet de contrebalancer |'effet négatif de la suractivation de FGFR3 sur la viabilité et la

maturation des chondrocytes (Wang et al., 2015).

Il est ainsi possible qu’une diminution de I'autophagie soit partiellement responsable des

atteintes du développement squelettique qui se mettent en place lors de I'achondroplasie.

Enfin, il a été démontré que la signalisation aux FGFs est également capable d’induire
I’autophagie dans les chondrocytes lors du développement post-natal. En effet, il a été
observé dans les embryons de souris déficientes en FGF18, les souris Fgfi8”/ et lors du
développement post-natal des souris haploinsuffisantes en FGF18, les souris Fgf18*" et des
souris déficientes en FGFR4, les souris Fgfr4 /-, qu’il y avait une absence d’autophagie et une
diminution de I'expression du collagene de type Il au niveau de la plaque de croissance. De
plus, I'activation pharmacologique de I'autophagie est capable de corriger les phénotypes des
souris Fgfr4 /- et Fgf18 *. Chez les souris Fgf18 */-, il a également été observé une diminution
des niveaux protéiques de JNK1/2 kinase sans altération des autres membres de la voie MAPK.
Des expériences ont permis de montrer que I'induction de I'autophagie par FGF18 se fait de
maniere JNK dépendante, en favorisant I'inhibition de BCL2 et I’activité de la PtdIns3K de

(Cinque et al., 2015).

L’autophagie est donc un processus indispensable a la survie et a la maturation des
chondrocytes au sein de I’environnement avasculaire et hypoxique qu’est la plaque de

croissance.

Enfin, plusieurs études ont montré que la signalisation aux FGFs ainsi que l'autophagie
interagissent tout deux avec le cil primaire, une structure cellulaire impliquée dans

I’organisation de la plaque de croissance.
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3.5. ROle du cil primaire dans le développement squelettique

3.5.1. Caractéristiques du cil primaire

Le cil primaire est une organelle unique de forme allongée, présente a la surface de la plupart
des cellules de Mammiferes et qui présente des fonctions sensorielles et dans la motilité
cellulaire (Satir et al., 2017). Le cil primaire comporte une partie saillante, I'axonéme qui est
issu de I'assemblage de 9 paires de microtubules. A I'inverse des cils motiles, le cil primaire est
dépourvu de microtubules centraux (Park et al., 2019 ; Venkatesh et al., 2017). L’axonéme est
ancré a la membrane par un corps basal qui dérive des centrioles (Muhammad et al., 2012).
Ces deux parties sont séparées par une zone de transition qui sert a controler la composition

protéique des compartiments du cil primaire (Figure 28) (Reiter et al., 2017).
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FIGURE 28 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA STRUCTURE DU CIL PRIMAIRE

Le cil primaire est une organelle composée de deux parties : un corps basal, qui dérive des centrioles, assure
I'ancrage a la membrane cellulaire et un axonéme. Les deux parties du cil primaire sont séparées par une zone de
transition. L’axonéme du cil primaire est composé de 9 doublets de microtubules mais au contraire des cils motiles,
il ne comporte pas de doublet de microtubule central. Un systéme de transport intraflagellaire impliquant les
protéines motrices kinésine Il et Dynéine Il prend place au niveau de I'axonéme. Ce systéme est impliqué dans
I'assemblage/désassemblage du cil primaire ainsi que les fonctions sensorielles et de motilité de cette organelle.

Adapté de (Williantarra et al., 2021).
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La formation du cil primaire, aussi appelé ciliogenese, est un processus complexe et
multiphasique qui prend place uniquement lors des phases GO/G1 du cycle cellulaire. Apreés la
mitose, des centrioles satellites vont émerger du centriole mere, s’associer avec des triplets
de microtubules pour former le corps basal. A la suite de la formation du corps basal, les
premieres étapes de la ciliogenése pourront prendre place par I'intermédiaire de deux
processus distincts, I'un intracellulaire et I'autre extracellulaire. La voie intracellulaire est
caractérisée par I'amarrage de vésicules pré-ciliaires (provenant de I'appareil de Golgi) au
niveau de I'extrémité distale du corps basal ce qui aboutira a la formation d’une structure en
tige, aussi appelée vésicule ciliaire (Sorkin., 1962 ; Santos et al., 2008 ; Avasthi et al., 2012 ;
Marshall et al., 2007 ; Ishikawa et al., 2011 ; Reiter et al., 2012 ; Izawa et al., 2015). De maniere
concomitante, le corps basal migrera vers la surface cellulaire et s’ancrera dans la membrane
plasmique. La voie extracellulaire quant a elle, est caractérisée par un ancrage direct du corps
basal a la membrane plasmique (Paridaen et al., 2013 ; Izawa et al., 2015). Ensuite, |'extension
des microtubules centriolaires ainsi que le trafic de vésicules post-golgiennes permettront
I’allongement de la structure en tige et aboutiront a la mise en place d’un axoneme a double

membrane (Wang et al., 2018).

Une caractéristique du cil primaire est qu’il s’agit d’'une structure transitoire. En effet, il est
désassemblé lorsque la cellule ré-entre dans le cycle cellulaire. Le désassemblage du cil
primaire est un processus biphasique, la premiere phase débutera rapidement apres I'entrée
en phase G1, la seconde phase prendra place peu avant le début de la mitose (Figure 29)

(Pugacheva et al., 2007 ; Tucker et al., 1979).

Lors du cycle cellulaire, la ciliogenese (assemblage) et le désassemblage du cil primaire sont
controlés par le systéme de transport intraflagellaire (IFT), un systéme motile bidirectionnel

qui est connecté a I'laxoneme.

Premiérement, des protéines motrices IFT et des complexes protéiques vont se regrouper au
niveau du corps basal. Ensuite, les protéines motrices hétérodimériques ou homodimériques
Kinésine Il (KIF3A/B et KIF17 respectivement chez les mammiféres) seront activées et se
lieront au complexe B de protéines IFT (qui comprend les 16 sous-unités IFT20, 22, 25, 27, 38,
46, 52, 54, 56, 57, 70, 74, 80, 81, 88, 172) pour assurer le transport de protéines dans le sens
antérograde, c’est-a-dire du corps basal vers la pointe de I'axoneme. Une fois les protéines

transportées a destination, la Kinésine Il sera inactivée et une autre protéine motrice, la
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Dynéine 2 (DYNC2 chez les Vertébrés, elle comporte les sous-unités DYNC2-H1, DYNC-2LI1,
DYNC-2I1 et LC8) sera activée et se liera avec le complexe A de protéines IFT (qui comprend
les 6 sous-unités IFT 43,121, 122,139, 140, 144). La Dynéine Il assurera le transport rétrograde
vers le corps basal, ce qui permettra le recyclage des composants du systeme IFT dans le
cytoplasme (Rosenbaum et al., 2002 ; Pedersen et al., 2008 ; Krock et al., 2009 : Ishikawa et

al., 2011 ; Prevo et al., 2017 ; Jensen et al., 2018).
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FIGURE 29 : ASSEMBLAGE ET DESASSEMBLAGE DU CIL PRIMAIRE EN COORDINATION AVEC LES PHASES DU CYCLE
CELLULAIRE.

a. Initiation de la ciliogenése dans le cytoplasme, par I'association des centrioles avec des vésicules ciliaires (CV)
d’origine golgienne lors de I’entrée de la cellule en phase G1. b. En phase G1/GO0, 'assemblage et I’élongation de
I'axonéme se font au travers d’une coopération entre le systeme de transport intra flagellaire, le transport
membranaire et I'importation de protéines spécifiques au niveau de la zone de transition. c. La longueur du cil
primaire est déterminée par la balance assemblage/désassemblage du cil primaire. Le cil primaire atteint sa
forme mature lors de la phase GO. d-e. Lorsque la cellule ré-entrera dans le cycle cellulaire, la balance
assemblage/désassemblage va pencher en faveur du désassemblage du cil primaire. f. Enfin, le corps basal se
dissociera du cil primaire, les centrioles ainsi libérés seront impliqués dans la formation des centres

d’organisations des microtubules (MTOC) ou les pdles du fuseau mitotique. Adapté de (Izawa et al., 2015).

D'autres protéines motrices de la famille des kinésines, KIF2A et KIF24, sont impliquées dans
le désassemblage du cil primaire avant le début de la mitose en entrainant la dépolymérisation

des microtubules (Kim et al., 2015 ; Kobayashi et al., 2011 ; Miyamoto et al., 2015).
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De fagon intéressante, plusieurs études ont indiqué que I'autophagie était impliquée dans la
régulation de la ciliogenese. En effet, il a été montré que I'autophagie pouvait promouvoir la
ciliogenese lorsque la cellule se trouve hors du cycle cellulaire. La stimulation de la ciliogenese
passe par la dégradation de la protéine associée aux ciliopathies nommée OFD1 et qui est
localisée au niveau de I'extrémité distale des centrioles et des satellites centriolaires (Tang et
al., 2013). D’autres études démontrent, a l'inverse, que l'autophagie peut réguler
négativement la ciliogenése en dégradant la sous-unité IFT20 durant le cycle cellulaire

(Pampliega et al., 2013).

3.5.1.1. Fonctions du cil primaire

D’un point de vue fonctionnel, le cil primaire est une organelle sensorielle qui comporte de
nombreux canaux tels que PKD1, PKD2, TRPV4 et AC6 qui jouent un role important dans la
mécano-transduction (Pablo et al., 2017 ; Spasic et Jacobs., 2017). Le cil primaire est
également capable de détecter des signaux de stress extracellulaires et des variations de flux
afin de réguler I'orientation gauche-droite lors du développement des organes. Il est aussi
impliqué dans la détection de I'influx en ions calciques aux niveaux hépatique et rénal ou la
détection de la production d’oxyde d’azote au niveau des cellules endothéliales (Wang et al.,

2018)

De plus, le cil primaire comporte de nombreux récepteurs qui permettent la transduction de
signaux des voies Hedgehog, Wnt, Notch, Hippo, TGFB, mTOR, de récepteurs couplés aux
protéines G ou de récepteurs tyrosine kinases (Eliott et Brugmann., 2018 ; Wheway et al.,

2018).

L’'un des réles du cil primaire le plus connu et étudié est son implication dans la transduction

des signaux de la famille Hedgehog.

En effet, il a été montré que la génération de souris mutées au niveau des genes codant des
protéines du systéme IFT (IFT88 ou 172) induit un phénotype semblable a celui des souris

déficientes en Sonic Hedgehog (SHH) (Huangfu et al., 2003 ; Huangfu et Anderson., 2005).

Le modéle actuel propose qu’en absence de ligand Hedgehog, le récepteur Patched 1 (PTCH1)

se retrouve a la base du cil primaire ou il va inhiber I’activité des protéines transmembranaires
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Smoothened (SMO) par des mécanismes encore inconnus (Rohatgi et al., 2007). De plus, a
I'intérieur du cil primaire, le complexe protéique répresseur composé de Supressor of fused
(SUFU) va se lier aux facteurs de transcription GLI, le complexe SUFU-GLI sera alors transporté
au niveau du corps basal. Les protéines GLI subiront alors de multiples phosphorylations par
la PKA, la Casein kinase 1 (Ck1) et la Glycogen synthase kinase 3 (GSK3) puis seront
ubiquitinylées par une Ubiqutine-ligase E3 avant d’étre clivées par le protéasome pour aboutir
a la forme répresseur de GLI (GLIR) (Jiang and Struhl, 1995 ; Li, 1995 ; Hammerschimidt et al.,
1996). Le complexe SUFU-GLIR va étre transporté au niveau du noyau ou il recrutera le
complexe corépresseur SAP18-SIN3 pour inhiber I'expression des genes cibles de la voie
Hedgehog (Figure 30A) (Cheng et Bishop, 2002 ; Paces-Fessy et al., 2004). De méme, lorsque
la kinésine KIF7 est située au niveau de la base du cil primaire, celle-ci est capable de former
un complexe avec les facteurs de transcription GLI et d’autres protéines. La localisation de
KIF7 au niveau de la base du cil primaire empéche I’enrichissement du cil primaire en protéine

Gli et favorise la mise en place des formes répresseurs de ces derniéres (Pala et al., 2017).

En revanche, en présence d’un ligand HH, PTCH1 va étre activé et se déplacer, ce qui permettra
la levée de I'inhibition de SMO et sa translocation a I'intérieur du cil primaire. La translocation
de SMO permettra alors la levée d’inhibition par SUFU et la génération des formes activateurs
des facteurs de transcription Gli a I'aide de KIF7 par des mécanismes encore mal compris. Les
protéines Gli seront ensuite transportées vers la base du cil primaire par la Dynéine I, puis
passeront dans le noyau afin d’activer les génes cibles de la voie Hedgehog (Figure 30B) (Corbit
et al., 2005 ; Flegauf et al., 2007 ; Rohatgi et al., 2007 ; Tukaschinsky et al., 2010 ; Robbins et
al., 2012).

Les sous-unités 1 et 2 du complexe ciliaire EvC (Ellis van-Creveld) nommeées EvC1 et 2 sont
deux protéines colocalisées au niveau du cil primaire et qui sont impliquées dans la régulation
de la signalisation Hedghog. Il est proposé que ces deux protéines sont capables de bloquer la
signalisation Hedgehog entre les étapes d’activation de SMO et de génération de formes
activateurs des Gli (Ruiz-Perez et al., 2000 ; Ruiz-Perez et al., 2003 ; Blair et al., 2011 ; Dorn et

al., 2012).

Finalement, le cil primaire semble impliqué dans la régulation du processus d’autophagie. En

effet, des études sur des modeles de cellules ont montré qu’une dérégulation du cil primaire
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associée a une diminution de sa longueur induit I'inhibition de I'autophagie par I'activation de

la voie mTOR (Pampliega et al., 2013 ; Wang et al., 2015).
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FIGURE 30 : TRANSDUCTION DE LA SIGNALISATION HEDGEHOG MEDIEE PAR LE CIL PRIMAIRE
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A. Inhibition de la transduction des signaux de la voie Hedgehog au niveau du cil primaire en absence de ligand.
Cette inhibition est due a la conformation du récepteur PTCH1 qui bloque I'accés de la protéine SMO au cil
primaire ainsi qu’a I'activité du complexe répresseur SUFU et la localisation de la kinésine KIF7 au niveau de la
base du cil primaire qui favorise la mise en place des formes répresseurs des facteurs de transcription GLI (GLIR).
B. Activation de la transduction de la voie Hegehog au niveau du cil primaire en présence de ligand. La fixation
d’un ligand HH au niveau de PTCH1 entraine un changement de conformation de ce dernier et la translocation de
SMO au niveau du cil primaire. L’action conjuguée de SMO et de KIF7 au niveau de I'axonéme favorise la mise en
place des formes activateurs des protéines GLI. (GLIA) Les protéines GLIA vont ensuite étre transportées vers la
base du cil primaire par I'intermédiaire de la protéine motrice Dynéine Il qui fait partie du systéme de transport
intra flagellaire, puis au niveau du noyau afin d’activer les génes cibles de la voie Hedgehog. Adapté de (Pala et

al,, 2017).

Ainsi, le cil primaire est une organelle sensorielle multifonctionnelle qui présente une
régulation complexe et dépendante du cycle cellulaire. Le réle du cil primaire, notamment
dans la mécanotransduction et ses interactions avec de nombreuses voies de signalisation en

font un régulateur clé du processus d’ossification endochondrale.
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3.5.2. Réle du cil primaire dans le développement squelettique

Le cil primaire est impliqué dans le processus d’ossification endochondrale par son réle dans

la régulation de la prolifération et de la maturation des chondrocytes.

En effet, dans des modeéles de souris Tg737orpk, n’exprimant pas la protéine IFT88, il a été
observé 'apparition de malformations squelettiques séveres telles que des raccourcissements
des membres et une polydactylie. Ces malformations sont associées a une réduction de
I’expression du collagene de type X, un délai dans la maturation des chondrocytes ainsi qu’une
densité cellulaire plus faible dans la zone hypertrophique du cartilage de croissance
(McGlashan et al., 2007). Ces souris déficientes en IFT88 présentent également un retard au

niveau de la mise en place de la vascularisation osseuse (Haycraft et al., 2007).

De plus, il a été montré que le systeme de transport intraflagellaire est impliqué dans
I’organisation en colonnes des chondrocytes de la plaque de croissance. Ainsi, des souris
déficientes en la sous-unité KIF3A de la protéine motrice hétérodimérique Kinésine Il
présentent une altération de la morphologie et de I'orientation des chondrocytes prolifératifs
ce qui entraine une désorganisation de leur arrangement colonnaire. Cette désorganisation
de la plaque de croissance est associée a une inhibition de la prolifération des chondrocytes
et une accélération de I’hypertrophie des chondrocytes. Cette accélération de I’"hypertrophie
serait due, au moins partiellement, a la réduction significative de I’'expression du récepteur de
la voie Indian Hedgehog PTCH1 au niveau des chondrocytes pré-hypertrophiques lors du

développement embryonnaire (Song et al., 2007).

De méme, il a été démontré que les souris déficientes en la sous-unité IFT80 du complexe IFT
B présentent une réduction sévere de la zone proliférative et une réduction légere de la zone
hypertrophique associée a une diminution de la sécrétion de matrice extracellulaire. Ces
souris présentent également une réduction de la signalisation Hedgehog du fait d’un blocage

de I'activité du facteur de transcription Gli2 (Yuan et Yang., 2015).

Le récepteur couplé aux protéines G nommé GPR161, présent au niveau du cil primaire, est
impliqué dans la régulation de la voie de signalisation Indian Hedgehog. En effet, les souris
déficientes en GPR161 présentent une diminution significative de I’expression de /hh associée

a une augmentation du nombre de chondrocytes prolifératifs et une accumulation de
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chondrocytes quiescents. Cette étude suggere ainsi un role du récepteur ciliaire GPR161 dans
la modulation de la différenciation des chondrocytes quiescents par I'intermédiaire de IHH

(Tao et al., 2019).

De méme, il a également été montré, dans des modéles murins et cellulaires
d’achondroplasie, qu’une suractivation de FGFR3 induit un raccourcissement du cil primaire
et diminue la vélocité des systémes de transport intraflagellaire antérograde et rétrograde.
De plus, il a été observé que la suractivation de FGFR3 altere la transduction de la voie
Hedgehog par le cil primaire en diminuant la translocation de SMO et en favorisant
I’'accumulation de la forme répresseur des facteurs de transcription Gli (Bosakova et al., 2019).
La suractivation de FGFR3 impacte également le trafic des vésicules golgiennes médié par
IFT20, qui est indispensable a I'assemblage du cil primaire (Martin et al., 2018). Ces résultats
suggerent que le phénotype squelettique observé chez les patients atteints d’achondroplasie
pourrait impliquer des dérégulations du cil primaire et des voies de signalisation qui lui sont

associées.

Enfin, le cil primaire est impliqué dans la réponse des chondrocytes aux contraintes
mécaniques. En effet, il a été montré que le cil primaire des chondrocytes se courbe en
réponse a un stress mécanique ce qui favorisera la production de matrice extracellulaire
(Jensen et al.,, 2007). De plus, sous l'effet des contraintes mécaniques, la matrice
cartilagineuse va se comprimer et se relacher ponctuellement ce qui entrainera des
changements de pression osmotique. En réponse a ces derniers, le cil primaire va se raccourcir
et se positionner dans une invagination membranaire plutot que de se projeter a la surface de
la cellule (Rich et al., 2012). Le cil primaire est aussi impliqué dans la différenciation des
chondroprogéniteurs en réponse a |'application de contraintes mécaniques. Des expériences
sur des cellules ATDC5 présentant des altérations du cil primaire du fait de la suppression de
I’expression d’Ift88, montrent une absence de stimulation de I'expression de collagene de
type Il, de collagene de type X et de BMP2 en réponse a un stress mécanique par rapport aux

cellules contréles (Ruhlen et al., 2014).

Le cil primaire est ainsi un acteur majeur du développement squelettique de par ses réles dans
la transduction de signaux, notamment de la voie Hedgehog et dans la réponse des

chondrocytes aux contraintes mécaniques.
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En conclusion, le développement squelettique est un processus complexe et multiphasique
qui impliqgue des dizaines d’acteurs moléculaires, voies de signalisation et processus
cellulaires. Parmi eux, se retrouvent trois acteurs majeurs interconnectés : la signalisation aux
FGFs, I'autophagie et le cil primaire. Ainsi, la moindre dérégulation d’une de ces voies peut

avoir un impact sur les autres et conduire a I'apparition de dysplasies squelettiques.

Comme indiqué dans la partie 2 de ce manuscrit, MGP est une protéine qui est connue depuis
plusieurs décennies comme impliquée dans le développement squelettique, comme le

démontre le retard de croissance et |'ostéopénie que développent les souris MGP KO.

De plus I'apparition du phénotype squelettique précede la mise en place de calcifications

anormales ce qui suggere un role de MGP autre que celui d’inhibiteur de la minéralisation.

Mais alors quels sont les informations actuellement connues de MGP lors du développement

squelettique ?

3.6. MGP ET LE DEVELOPPEMENT SQUELETTIQUE

Comme indiqué auparavant, la protéine matricielle Gla a été découverte en 1983 dans de la
matrice osseuse d’origine bovine (Price et al., 1983). Ce n’est que 5 ans plus tard, en 1988,
que MGP a été identifiée comme exprimé de maniere équivalente au niveau du tissu

cartilagineux (Hale et al., 1988).

Au niveau de la plaque de croissance, la protéine matricielle Gla est principalement exprimée
au niveau des chondrocytes prolifératifs et dans une moindre mesure au niveau des
chondrocytes hypertrophiques terminaux situés a la jonction os-cartilage (Luo et al., 1997).
Des études sur des cellules de la lignée ATDC5 ont confirmé cette expression biphasique de
MGP. De plus, I'inhibition de MGP par I'utilisation d’un antisérum spécifique induit I'apoptose
chez les chondrocytes prolifératifs mais n’affecte pas la condensation des
chondroprogéniteurs. Ensuite, l'inhibition de I'expression de MGP par la transfection des
cellules ATDCS5 avec des transcrits antisens induit I'apoptose des chondrocytes prolifératifs et
hypertrophiques ainsi qu’une minéralisation excessive de la matrice extracellulaire (Newman

et al.,, 2001).
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Ces résultats suggerent un role de MGP dans la survie des chondrocytes prolifératifs et

hypertrophiques mais pas dans la condensation des cellules mésenchymateuses.

Ceci est en accord avec les observations in vivo, qui montrent une désorganisation de la plaque
de croissance lors du développement post-natal mais pas d’altérations de la condensation des
cellules mésenchymateuses ou de la chondrogeneése chez les souris MGP KO (Luo et al., 1997).
D’autres expériences ont montré que des traitements de cultures primaires de chondrocytes
de poulet avec la warfarine (antivitaminique K, cf. partie 1.2 de I'introduction) induisent une
minéralisation excessive au niveau des chondrocytes hypertrophiques mais n’a pas d’impact
sur I'apoptose (Yagami et al., 1999). Ainsi le role de MGP au niveau de la survie des
chondrocytes pourrait étre indépendant des résidus Gla. Il est intéressant de noter que la tres
récente étude menée sur le réle des modifications post-traductionnelles dans I'activité anti-
minéralisante de MGP au niveau vasculaire indique également que les résidus Gla ne semblent

pas requis pour cette derniére (Parashar et al., 2022).

La surexpression de MGP dans des cellules ATDC5 induit également I'apoptose des
chondrocytes prolifératifs mais pas des chondrocytes hypertrophiques, une réduction de la
minéralisation de la matrice extracellulaire est cependant visible (Newman et al., 2001). De
méme, des expériences in vivo réalisées chez des embryons de poulets ou MGP est
surexprimée, ont montré qu’ils développaient un raccourcissement et un épaississement des
membres associés a un retard dans la maturation des chondrocytes ainsi qu’une inhibition de
la minéralisation de la matrice cartilagineuse (Yagami et al., 1999). Ces résultats indiquent un
réle prépondérant de la diminution de I'expression de MGP pour la maturation des

chondrocytes.

Au niveau de la plaque de croissance aviaire, il a également été montré qu’une proximité des
zones d’expression de MGP (zone hypertrophique terminale) et de BMP2 (zone pré-
hypertrophique) était indispensable au processus d’ossification endochondrale en condition
normale et de réparation de lésions (Dan et al., 2012). Ces résultats suggérent un role de MGP

dans la maturation des chondrocytes par son interaction avec BMP2.

Des études récentes ont montré que MGP fait partie des genes qui sont régulés par ’hormone

thyroidienne au niveau des extrémités fémorales et suggere un role dans le développement
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des centres d’ossification secondaires (cf. partie 3.1.3.D de lintroduction) (Gomez et al.,

2022).

Ainsi, la régulation de I'expression de MGP lors des différentes phases de maturation des
chondrocytes est indispensable au bon déroulement du processus d’ossification
endochondrale. Cependant, les mécanismes d’action de la protéine Gla au niveau du cartilage

demeurent mal compris.

Comme indiqué dans la partie 2.3 de manuscrit, la déficience en MGP, dans des modeles
murins conduit a une diminution modérée de la densité osseuse (i.e ostéopénie) (Luo et al.,
1997 ; Laurent et al.,2022). Ces derniéres années plusieurs études ont tenté d’expliquer le

paradoxe de |'effet de la déficience en MGP sur la minéralisation du tissu osseux.

Premiérement, il a été proposé que la réduction de la densité osseuse des souris MGP KO est
dépendante du phénotype vasculaire. En effet, il a été observé qu’en plus des calcifications
artérielles pathologiques, que les souris déficientes en MGP présentent une vascularisation
osseuse anormale altérée avec des ramifications et des épaissement artériels anormaux.
Ensuite il a été constaté que la correction du phénotype vasculaire, dans des modeles de souris
Mgp”~ ; SM22-Mgp est suffisante pour restaurer une densité osseuse équivalente a celle des
souris contréles (Marulanda et al., 2017). Ceci démontre l'importance de l'axe os-

vascularisation dans le maintien et le remodelage du tissu osseux.

Cette étude a également montré que des ostéoblastes craniens en culture, issus de souris
MGP KO, présentaient une augmentation de la déposition de minéraux ainsi qu’une
augmentation de I'expression du gene codant I'ostéocalcine. De plus, les souris MGP KO
présentent une augmentation modérée mais significative des niveaux d’ostéocalcine dans leur
sérum. A l'inverse, I'expression d’autres genes ostéoblastiques tels que Runx2, Osx ou Collal
n’est pas modifiée en absence de MGP (Marulanda et al., 2017). Ces résultats suggerent que
I'ostéopénie qui se développe en absence de MGP serait due, au moins partiellement, a une

augmentation de I'activité de I'ostéocalcine.

Plus récemment, une autre étude a proposé un role de MGP dans la régulation de la formation
du tissu osseux par l'intermédiaire de la voie Wnt/B-caténine. En effet, des expériences
réalisées sur la lignée de cellules ostéoblastes-like MG63 démontrent que la surexpression de

MGP dans ces cellules induit une augmentation de leur prolifération, de la minéralisation de
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la matrice extracellulaire et une augmentation des genes ostéoblastiques Wnt3a, B-caténine
et Runx2. A l'inverse, une suppression de I'expression de MGP dans les cellules MG63 induit
une diminution de I'expression de ces méme genes (Zhang et al.,, 2019). Ces résultats
indiquent que MGP pourrait promouvoir la formation du tissu osseux en favorisant la

prolifération et la différentiation des cellules ostéogéniques.

Enfin, il est proposé que MGP est impliquée dans I'autre composante du remodelage osseux,
a savoir l'ostéoclastogenese. En effet, au niveau de culture de macrophages de la moelle
osseuse, il a été observé que la déficience en MGP favorise I'expression des marqueurs de
différenciation ostéoclastique tels que ITGB3, CTSK ou ACP5 ainsi que le nombre de cellules
présentant une activité ostéoclastique (i.e les cellules TRAP positives). A l'inverse, la
surexpression de MGP dans ces cultures de macrophages va diminuer I'expression des genes
ostéoclastiques ainsi que le nombre de cellules TRAP positives. De méme, la surexpression
spécifique de MGP au niveau des cellules ostéoclastiques chez des modeles murins permet
d’inhiber leur activité et d’augmenter la densité osseuse. La protéine matricielle semble
capable de réguler I'ostéoclastogenese en modulant le flux d’ions calciques intracellulaires et

la signalisation par Src/Racl (Zhang et al., 2019).

Ainsi la déficience en MGP serait responsable de I'apparition d’ostéopénie du fait d’'une

dérégulation simultanée de I'ostéoblastogenése et de I'ostéoclastogeneése.

En conclusion, la protéine matricielle Gla est un acteur majeur du développement
squelettique par ses réles dans la survie et la maturation des chondrocytes ainsi que dans le

remodelage du tissu osseux.

De plus, ces dernieres années de nombreuses études ont mis en évidence I'existence d’un lien
entre la protéine matricielle Gla et le développement d’une pathologie articulaire bien

connue : I'arthrose.
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4. MGP et le développement de I'arthrose

4.1. Le cartilage articulaire

Le cartilage articulaire est un tissu connectif avasculaire, innervé et dépourvu de réseau
lymphatique soumis a des nombreuses contraintes mécaniques. Son role au sein de
I'articulation est d’assurer une résistance aux forces mécaniques compressives et de répartir
les contraintes mécaniques tout en assurant un coefficient de friction le plus bas possible lors

du mouvement (Wong et Carter., 2003 ; Fox et al., 2009).

Le cartilage articulaire est un cartilage de type hyalin de 2 a 4 mm d’épaisseur.
Il est composé de chondrocytes particuliers, nommées chondrocytes articulaires qui sont
contenus dans une matrice extracellulaire organisée en un réseau de fibres de collagene
(principalement du collagéne de type Il mais aussi du collagéne de type IX et XlI) dont
I’organisation varie selon la zone du cartilage considérée. Des agrégats de protéoglycanes
chargées capables de capter des molécules d’eau sont présents au niveau du réseau de
collagene. Ils permettront de former un hydrogel capable d’absorber les chocs que le cartilage
pourrait subir. La matrice extracellulaire contient également de I'acide hyaluronique qui
interagit avec plusieurs protéines telles que la fibronectine ou la protéine matricielle
oligomérique du cartilage (COMP) et des glycoprotéines (Figure 31) (Buckwalter et al., 2005 ;
Chen et al., 2006 ; Fox et al., 2009).

La matrice extracellulaire du cartilage articulaire est organisée en 4 couches caractérisées par
une organisation spécifique de la matrice extracellulaire. La couche la plus externe, nommée
couche superficielle est composée de fibres de collagene dont I'orientation parallele permet
une répartition optimale des contraintes mécaniques subit par le cartilage. La zone
superficielle comprend également un grand nombre de chondrocytes, qui présentent un
aspect aplati et produisent une protéine indispensable a la réduction du coefficient de
friction : la lubricine (aussi appelée Protéoglycane 4, PRG4). Ensuite on retrouve la couche
médiale, qui sert de zone tampon entre la couche superficielle et la couche profonde. Cette
zone comporte une population de chondrocytes moins dense que la zone superficielle et qui

présentent un aspect arrondi.
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FIGURE 31 : COMPOSITION DE LA MATRICE EXTRACELLULAIRE DU CARTILAGE ARTICULAIRE

La matrice extracellulaire du cartilage articulaire est composée de trois types de protéines : du collagéne
(essentiellement le collagéne de type Il), de protéoglycanes (principalement d’agrécane) et d’autres protéines
telles que la Cartilage oligomeric matrix protein (COMP) ou la fibronectine. L’interaction entre les charges
négatives des protéoglycanes et le collagéne de type Il dotent le cartilage articulaire d’une résistance a la

compression et a la traction. Adapté de (Fox et al., 2009).

Dans cette zone médiale, les fibres de collagéne présentent une orientation oblique, elles
assurent ainsi une résistance contre la compression mécanique. Ensuite, on trouve la zone
profonde caractérisée par une organisation columnaire des chondrocytes, colonnes orientées
perpendiculairement par rapport au front du cartilage articulaire. La matrice extracellulaire
de la couche profonde est appauvrie en eau mais riche en protéoglycanes, elle contient les
fibres de collagene les plus épaisses de tout le cartilage articulaire. Cette richesse en
protéoglycanes permet une grande résistance aux forces mécaniques de compression. Enfin,
la derniére couche est la couche calcifiée qui contient une faible population de chondrocytes
hypertrophiques ainsi que des fibres de collagene orientées perpendiculairement par rapport
a celles du cartilage articulaire. Ces fibrilles de collagéne assurent I'ancrage du cartilage
articulaire au niveau de l'os sous-chondral. Une zone irréguliére de fibrilles permet la
démarcation entre la zone profonde et la zone calcifiée (Figure 32) (Buckwalter et al., 2005 ;

Fox et al., 2009).
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FIGURE 32 : ORGANISATION DU CARTILAGE ARTICULAIRE

Le cartilage articulaire est organisé en 4 couches distinctes : la couche superficielle, la couche médiale, la couche

profonde et la couche calcifiée. Adapté de (Mansfield et al., 2019).

Le cartilage articulaire est donc une structure importante au sein de I'articulation, il permet
d’assurer correctement le positionnement et le mouvement du systeme musculosquelettique
ainsi que la résistance aux contraintes mécaniques qui en découlent. Tout atteinte au niveau

articulaire aurait alors de séveres conséquences.

4.2. L'arthrose

L’arthrose est une maladie dégénérative musculosquelettique. Elle représente la pathologie
articulaire la plus répandue avec pres de 530 millions de personnes affectées dans le monde,
dont plus de 10 millions uniquement en France (soit environ 15% de la population francaise
totale). Depuis les années 1990, le nombre de cas a augmenté de 113%, cette augmentation
serait principalement due a un vieillissement de la population et une augmentation des cas

d’obésité (GBD 2019 Diseases and Injuries Collaborators, Lancet 2020).
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L’arthrose est caractérisée par une dégradation du cartilage articulaire, une inflammation de
la membrane synoviale (synovite), un remodelage de I'os sous-chondral, la formation
d’ostéophytes (excroissance osseuse pathologique) et une réduction de I'espace articulaire

(Figure 33) (Malemud et al., 2015).

L’arthrose peut se développer au niveau de n‘importe quelle articulation du corps humain, les
plus communément touchées étant les articulations du genou (gonarthrose), de la hanche

(coxarthrose), et de la main (rhizarthrose).

De nombreux facteurs de risques peuvent favoriser le développement d’arthrose tels que
I'obésité, le vieillissement, des facteurs héréditaires ou encore des antécédents de

traumatismes articulaires (Vina et Kwoh., 2018).
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FIGURE 33 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DES ALTERATIONS ARTICULAIRES DUES A L’APPARITION
D’ ARTHROSE.

A. Cartilage articulaire sain. B. Cartilage articulaire d’un patient atteint d’arthrose au niveau duquel se
retrouvent : des lésions articulaires, des ostéophytes, une inflammation au niveau synovial, une atteinte
ligamentaire et tendineuse, des fissures au niveau des ménisques, un rétrécissement de la capsule articulaire et

une ostéosclérose (augmentation localisée ou diffuse de la densité osseuse). Adapté de (Wieland et al., 2005).

Plus récemment, des études approfondies de la pathologie ont conduit a subdiviser I’arthrose
en 3 grands phénotypes selon son origine : arthrose liée au vieillissement, arthrose post-

traumatique et arthrose métabolique (Bijlsma et al., 2011). Elle peut également étre classée
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en fonction des phénotypes observés chez les patients: douleur chronique, syndrome
métabolique, liée au métabolisme du cartilage/os, liée aux contraintes mécaniques,

inflammatoire et enfin minimal joint disease (Dell’lsola et al., 2017).

De nombreux acteurs moléculaires et voies de signalisation impliqués dans le développement

squelettique ont été associés a I'arthrose.

4.2.1. La signalisation aux BMPs et I'arthrose

Plusieurs études ont montré I'existence d’un lien entre la signalisation aux BMPs et le

développement d’arthrose.

En effet, il a par exemple été montré que BMP2 et BMP4 sont exprimées au niveau des lésions
arthrosiques et des ostéophytes (Nakase et al., 2003). Plus récemment, il a été observé que
des modeles d’arthrose traumatique mis en place suite a une déstabilisation du ménisque
médian (DMM) et de surexpression de BMP2 au niveau du cartilage, les souris Col2-rtTA-TRE-
BMP2, présentaient des ostéophytes beaucoup plus développés que les souris contréles.
Cependant, aucune différence significative n’a pu étre observée au niveau de la dégradation
du cartilage (Davidson et al., 2015). D’autres études montrent que BMP2 joue un réle de
protection au niveau articulaire. En effet chez les souris qui n’expriment pas le gene Bmp2,
I’apparition d’altérations au niveau des ménisques antérieurs et postérieurs a été observée.
Ces altérations finissent par aboutir au développement d’un phénotype arthrosique (Gamer
et al., 2018). Il a aussi été observé que chez des rats ayant subi une déstabilisation du
ménisque médian, la réalisation d’exercices physiques modérés prévenait le développement
de I'arthrose traumatique. Cette prévention par le biais de I'activité physique des rats a été
associée a une augmentation de I'expression de genes des BMPs au niveau des chondrocytes
de la zone superficielle du cartilage articulaire (ljima et al., 2016). Enfin I'injection intra-
articulaire de BMP2 et de BMP7 en utilisant le systeme PODS (Polyhedrin Delivery System)
semble améliorer la régénération du cartilage dans des modeles d’arthrose murins (Whitty et

al., 2022).
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4.2.2. La signalisation aux FGFs et I'arthrose

Les FGFs sont également impliqués au niveau de I'arthrose notamment via la signalisation
FGF18-FGFR3. En effet, comme indiqué dans la partie 3.2.3, lors du développement, FGF18 est
capable de promouvoir la chondrogenese via FGFR3. Des études ont montré que l'injection
intra-articulaire de FGF18, chez des modeles de rats arthrosiques, stimule la régénération du
cartilage (Moore et al., 2005). La forme recombinante humaine de FGF18 (rhFGF18), aussi
connue sous le nom de Sprifermine®© est actuellement le seul composé basé sur les FGFs en
cours d’essais cliniques (Xie et al., 2020). Des études indiquent que la Sprifermine© possede
une activité anabolique en stimulant la prolifération des cellules, en augmentant I'activité
métabolique et en stimulant la synthese de collagene de type Il au niveau d’explants de
cartilage ou de chondrocytes en culture (Gigout et al., 2017 ; Reker et al., 2017). Le rhFGF18
permet aussi de stimuler la régénération du cartilage en favorisant la synthése de
protéoglycanes, d’augmenter le nombre de cellules impliquées dans la réparation, de
diminuer la dégradation des fibres de collagénes et I'apoptose au niveau d’explants de
cartilage ayant subi des dommages mécaniques (impact) (Barr et al., 2014). D’autres études
sur des explants de cartilage ont démontré que la Sprifermine© semble induire des
changements de la matrice extracellulaire de maniére biphasique. Dans un premier temps,
rhFGF18 aurait un effet catabolique sur les chondrocytes en augmentant la dégradation de la
matrice extracellulaire et en diminuant la synthése de collagéne de type Il. Un changement
s'opere ensuite et la Sprifermine© présente alors une activité anabolique comme décrit
précédemment et favorise la synthése de collagéne de type Il (Reker et al., 2020). La
signalisation des FGFs est donc une nouvelle cible moléculaire dans la cadre du

développement thérapeutique contre I'arthrose.

4.2.3. Le cil primaire et I'arthrose

Le cil primaire semble également impliqué dans le développement de I'arthrose. En effet, il a
été observé, dans des modeles murins n’exprimant plus la protéine de transport
intraflagellaire 88 (IFT88) au niveau des chondrocytes articulaires, les souris Col2aCre ; Ift88"#

développaient des altérations du cartilage proches de lésions arthrosiques a des stades
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précoces (P7). Les altérations du cartilage apparaissent au moment ou les souriceaux
commencent a se mouvoir et donc a subir des contraintes mécaniques au niveau articulaire.
Une augmentation de genes marqueurs de I'arthrose comme Mmp13, Runx2 ou Col10a1 est
également observable chez ces souris. Ces altérations du cartilage sont associées a une
augmentation de l’expression de geénes impliqués dans la voie de signalisation Indian
Hedgehog (IHH) tels que Ptchl et Glil. Au niveau protéique, il a été observé une diminution
du ratio forme répresseur/ forme activateur de la protéine Gli3 également impliquée dans la
signalisation par IHH (Chang et al., 2011 ; Coveney et al., 2022). La suractivation de la voie IHH
au niveau des chondrocytes articulaires est connue pour induire le développement d’arthrose
(Lin et al., 2009). Des études sur des souris déficientes en Galectine 3 (GAL3), une protéine
exprimée au niveau du cil primaire, ont montré que ces souris développaient une arthrose de
maniére prématurée (Hafsia et al., 2020). A la suite d’expériences sur des chondrocytes isolés
de modeles d’arthrose murins qui surexprimaient HIF2a, il a pu étre observé une diminution
du nombre de cils primaires présents au niveau du cartilage articulaire. Ces résultats suggerent
une implication de la perte de cils primaires lors de I'arthrose, du fait de I'activation de la voie

HIF2a/AURKA/NEDD?9 (Yang et al., 2019).

D’autre études ont également démontré un réle du cil primaire dans I'activité de cytokines
pro-inflammatoires telles qu’lL-1B, cytokine connue pour étre impliquée dans le
développement de synovite. En effet, il a été observé que des chondrocytes traités a I'lL-1B
présentent une augmentation de la longueur de leurs cils primaires et que dans des
chondrocytes déficients en IFT88, la réponse au traitement est significativement réduite
(Wann et al., 2011). Ces résultats indiquent que les cytokines pro-inflammatoires semblent
capables de réguler la cilliogenese. De plus, d’autres études ont montré que la stimulation
mécanique d’explants de cartilage avait pour effet de contrebalancer I'activité d’IL-1pB. Cette
inhibition de l'activité d’IL-1B est due a I'activation de HDAC6, une tubuline désacétylase
capable de réguler I'élongation du cil primaire et les voies de signalisation qui lui sont
associées (Fu et al., 2019). L’'ensemble de ces résultats suggere une implication du cil primaire

dans la composante inflammatoire de I'arthrose.
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4.2.4. L’autophagie et I'arthrose

Les dérégulations du processus d’autophagie ont également été associées au développement
de l'arthrose. En effet, au niveau du cartilage de patients atteints d’arthrose et dans des
modeles arthrosiques de souris, il a pu étre observé une diminution des niveaux protéiques
de LC3B, la Becline 1 et ULK1, acteurs de I'autophagie (Carames et al., 2010). Cette diminution
de I'activité autophagique est associée a une accumulation de p62/SQSTM1 (Zheng et al.,
2019). De plus, mTOR, inhibiteur de I'autophagie est surexprimé au niveau des lésions
arthrosiques humaines ou de modeles murins d’arthrose. La délétion de mTOR au niveau du
cartilage murin augmente l'activité autophagique et protege contre le développement
d’arthrose induite par DMM (Zhang et al., 2014). Des expériences d’injections de rapamycine,
inhibiteur de mTOR dans des modeéles murins arthrosiques ont permis de montrer que
I'activation de I'autophagie permet de diminuer la sévérité de I'arthrose (Carames et al.,

2012).

A l'inverse, une suppression de I'autophagie, comme chez les souris déficientes en ATG5
(Atg5cKO) conduit a un développement d’arthrose prématuré lors du vieillissement. Ce
développement prématuré serait di a une augmentation de la mort cellulaire des
chondrocytes articulaires. Aucune différence significative n’est observable entre souris
Atg5cKO et les controles dans des modeles d’arthroses post-traumatiques (Bouderlique et al.,

2015).

Le développement de I'arthrose implique une modification de I’expression des micro-ARNs
(miRNAs), ARNs de petite taille impliqués dans de nombreuses fonctions cellulaires dont le
maintien du cartilage. Le micro-ARN nommé miR155 est I'un de ceux qui est le plus surexprimé
au niveau du cartilage arthrosique. Des études ont montré qu’il est capable d’inhiber
I’expression de plusieurs acteurs moléculaires de I'autophagie tels que ULK1, ATG14, ATGS5,

ATG3, LC3 ou encore FOX03 (D’Adamo et al., 2016).
Ces résultats démontrent le role protecteur de I'autophagie lors du vieillissement.

En conclusion, la plupart des acteurs moléculaires majeurs de la régulation de la plaque de

croissance jouent également un réle dans le maintien du cartilage articulaire. De méme, une
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dérégulation de I'expression de ces acteurs conduit a I'apparition de pathologies articulaires

telles que I'arthrose.

De fait, quel role tient la protéine matricielle Gla dans le développement de I'arthrose ?

4.3. MGP et I'arthrose

La premiere association entre vitamine K et le développement de I'arthrose a été faite il y a
plus de 25 ans. En effet il a été observé que la concentration de vitamine K1 était diminuée
dans le sérum de patients agés atteints d’arthrose (Robert et al., 1996). Des études plus
récentes ont déterminé que de faibles concentrations en vitamine K1 étaient considérées
comme un facteur de risque pour le développement d’arthrose du genou. En effet, les patients
atteints d’arthrose et ayant de faibles concentrations plasmatiques en vitamine K1 présentent
une perte de cartilage et des dommages au niveau du ménisque plus important que les
patients sans déficience en vitamine K (Misra et al., 2013 ; Shea et al., 2015). La prise d’anti
vitamines K telles que la warfarine ou l'acénocoumarol est également un facteur de risque

pour le développement d’arthrose du genou (Boer et al., 2021 ; Ballal et al., 2021).

En parallele, il a été montré que le cartilage issu de patients atteints d’arthrose présente une
diminution de I'expression de la y-glutamyl carboxylase (GGCX) a la fois au niveau de ’ARNm
et au niveau protéique (Shi et al., 2016). A l'inverse, la surexpression de GGCX dans des
modeles d’arthrose post-traumatique de lapin (ACLT) induit une diminution de I'expression
de marqueurs de l'arthrose tels que Col10al ou Mmpl3, réduit l'inflammation de
I'articulation et stimule I'expression de Col2a1 (Fu et al., 2017a). Des résultats similaires ont
été obtenus a partir de culture de chondrocytes primaires surexprimant également GGCX (Fu

et al., 2017b).

Il a été montré que les cultures de chondrocytes arthrosiques présentaient une quantité de la
forme carboxylée de MGP (Gla MGP ou cMGP) plus faible que les chondrocytes sains. De
méme les chondrocytes arthrosiques ne sont pas capables de produire le complexe MGP-
fetuin. Ceci pourrait expliquer la minéralisation anormale du cartilage lors du développement

de I'arthrose (Wallin et al., 2011).
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Des études ont associé le développement de I'arthrose de la main a des polymorphismes du
gene codant pour la MGP. Durant cette étude, trois polymorphismes génétiques ont été
testés : rs1800802, rs1800801, et rs4236. |l a été montré que le polymorphisme rs1800802 et
I'allele rs4236 étaient associés au développement de I'arthrose de la main. Cette étude n’a
cependant pas mis en évidence de corrélation entre I'arthrose de la main et la concentration
de MGP dans la circulation sanguine (Misra et al., 2011). Une autre étude a permis d’associer
le polymorphisme rs1800802 a un risque accru d’arthrose du genou dans la population

chinoise. (Hui et al., 2019).

Des études d’associations pangénomiques (Genome wide association, GWAS) et
fonctionnelles ont associé I'arthrose de la main a un autre polymorphisme nommé rs4764133,
qui est localisé a proximité du géne codant MGP (Den Hollander et al., 2017). Des études
complémentaires ont montré que ce polymorphisme est associé a une réduction de
I’expression de MGP au niveau du cartilage, du tissu synovial et du tissu graisseux
infrapatellaire. Le polymorphisme rs1800801 a également été associé a une réduction de
I’expression de MGP au niveau des chondrocytes. De maniere plus générale, |'utilisation de la
technique de RNAseq a permis de mettre en évidence une augmentation de |’expression du
géne codant MGP par les chondrocytes et au niveau de I'os sous-chondral, lors de I'initiation
de l'arthrose. Cette augmentation de I'expression de MGP pour étre un mécanisme de
compensation visant a contrebalancer la calcification de la MEC. Les porteurs d’allele de
risque ne seraient alors pas capables de contrebalancer efficacement la calcification de la
MEC, ce qui expliquerait leur prévalence accrue pour l'arthrose (Sherperd et al.,, 2019;

Houtman et al., 2021).

Des études menées chez des patients traités aux antivitamines K présentant I'haplotype
VKORC1 BB, responsable de la suractivation de la vitamine K reductase et de I'allele de risque
MGP rs1800801, ont montré que ces patients avaient un risque 4 fois plus élevé de développer
une arthrose en comparaison au groupe non traité et non porteur d’allele a risque. En prenant
en compte la différence de distribution de la vitamine K et la variation de I'effet des anti
vitamines K selon le tissu considéré, il est proposé que les doses plus élevées prises par les
patients ont un fort impact sur le cartilage articulaire (Price et al., 1987 ; Sato et al., 2002 ;

Hara et al., 2005 ; Boer et al., 2021).
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Enfin, il semblerait que des niveaux élevés de la forme non-carboxylée de MGP (GIuMGP ou
ucMGP) dans la circulation sanguine soient associés au développement de I'arthrose (Shilagi
et al., 2012 ; Rafael et al., 2014). Cependant, une autre étude suggére plutét une diminution
de la concentration de ucMGP dans le sérum chez les patients atteins d’arthrose du genou

(Bing et Weng ; 2015).

Al'instar de la GRP (cf. partie 1.2.2 de I'introduction), la protéine matricielle Gla est impliquée
dans le développement d’arthrose. Le cycle de la vitamine K et les PVKDs sont ainsi des cibles
moléculaires potentielles pour le développement de nouvelles approches thérapeutiques

contre cette maladie qui touche plus de 500 millions de personnes a travers le monde.
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Objectifs

Comme indiqué dans la partie Introduction de ce manuscrit, bien que I'implication de MGP
dans le développement squelettique post-natal et de I'arthrose ait été observé, peu de
données sont disponibles dans la littérature quant a ses modalités d’action au sein du

cartilage.

C’est dans ce contexte que mon projet de thése se propose, pour la toute premiere fois de

décrire le role de MGP dans le tissu cartilagineux sain et pathologique.
Pour ce faire, nous avons déterminé 2 grands axes d’études :

1. Tout d’abord, nous avons proposés de réaliser des études in vivo dans le modele murin
de déficience en MGP, les souris MGP KO (ou Mgp”). Ces études incluent une
description détaillée du retard de croissance modéré qui prend place chez ces souris.
De plus, nous proposons d’étudier I'impact de la déficience en MGP sur plusieurs
acteurs majeurs de la régulation du cartilage de croissance tels que FGFR3, la voie des
BMPs, la signalisation Hedgehog ; le cil primaire et I'autophagie.

En parallele de I'’étude du retard de croissance des souris MGP KO, nous avons décidé
de mettre en place des expériences in vitro de modulation du phénotype de
chondrocytes déficients en MGP par la voie des FGFs ou de la voie des BMPs. Ceci afin

de mieux comprendre son possible role modulateur de ces différentes voies.
2. Nous avons également prévu d’étudier I'impact de la déficience en MGP sur la mise en

place et le développement de 'arthrose a différents stades du développement post-

natal murin (12, 15, 18, 20 et 24 mois).
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AXE D’ETUDE N°1

Plaque de croissance

Déficience en MGP

‘ Retard de croissance ‘

FGFs

BMP2

MGP

A

‘ Cil primaire

Signalisation
Hedgehog

t

AXE D’ETUDE N°2

‘ Cartilage articulaire

‘ Arthrose

FIGURE 34 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DES OBJECTIFS DE LA THESE

Etude du réle de la protéine matricielle Gla au sein de la plaque de croissance et du cartilage articulaire. Il est

intéressant de noter que ces deux types de cartilages présentent une structure proche avec une zone superficielle

comprenant des chondrocytes d’aspect arrondis, puis une zone médiane avec des cellules organisées en colonnes

et enfin une zone comportant des chondrocytes hypertrophiques associés a une calcification de la matrice

extracellulaire (c.f partie 3.1.3 et partie 4.1 de I'introduction). De plus, la signalisation par les FGFs, le cil primaire

et I'autophagie sont des acteurs majeurs de la mise en place et du maintien de ces structures cartilagineuses. Des

dérégulations de ces voies sont connues pour induire des retards de croissances (et des dysplasies squelettiques

au sens large) ainsi que pour étre impliquées dans le développement de I’arthrose.
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Matériels & méthodes
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Dans un souci de mettre en évidence le lien entre les parties Méthodes et Résultats, des
symboles @, @, correspondant respectivement aux parties I, Il, Il des résultats ont été

placés au niveau des protocoles expérimentaux correspondants.

1. Génération des souris MGP KO et entretien de la colonie

®

La létalité précoce des souris MGP KO (Mgp 7*) entre 6 et 8 semaines de vie, du fait de la
calcification et de la rupture des artéres (cf. partie 2.3 de l'introduction), ne permet pas la
mise en reproduction de ces souris. Ainsi, les souris WT (Mgp **) et MGP KO (Mgp 7") utilisées
lors de ces travaux de thése ont toutes été obtenues par des croisements de souris
hétérozygotes (Mgp */*) suivant la distribution mendélienne classique des alléles sauvages et
mutés. Les souris hétérozygotes (Mgp */*) a 'origine de cette colonie sont un don du Dr Monzur
Murshed (McGill University, Montréal, Canada). La génération de l'allele MGP muté par
insertion d’une cassette néomycine (Luo et al., 1997) a été décrite dans la partie dédiée de ce
manuscrit (cf. partie 2.3 de l'introduction). Originellement, les souris MGP présentaient un
fond génétique mixte, elles ont ensuite été croisées pendant plus de 10 générations pour
obtenir un fond génétique C57BL/6J pur. Afin de déterminer le génotype des souris, des
biopsies sont réalisées au niveau auriculaire un jour avant que les souris n’atteignent le stade
de développement requis. Les bouts d’oreilles ainsi prélevés sont digérés avec de la protéinase
K a une concentration de 500 pg/ml (Proteinase K recombinant grade PCR, Roche) pendant 5
minutes a température ambiante afin d’en extraire 'ADN génomique. La protéinase K est
ensuite dénaturée par traitement thermique a 98°C pendant 2 minutes. L’ADN génomique
sera alors dilué au 1/20%™¢ dans de I'eau qualité biologie moléculaire. Ensuite, le génotypage
des souris est réalisé par PCR quantitative (qPCR) a I'aide de couples d’amorces ciblant
respectivement le gene codant MGP (Forward oligonucléotide : 5-AGA GAG TCC AGG AAC
GCA AC-3’ ; Reverse oligonucléotide : 5-AAG TAG CGG TTG TAG GCA GC-3’) et la cassette
néomycine Forward oligonucléotide : 5’- GCC TAC CCG TGA TAT TGC TGA-3’ ; Reverse
oligonucléotide : 5’-AGA AGG CGA TAG AAG GCG ATG-3’). Une fois le stade de développement

post-natal requis atteint, les animaux sont anesthésiés et mis a mort par décapitation (avant
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sevrage) ou asphyxie au CO2 (apres leur sevrage a 3 semaines de vie) pour prélévements des

éléments squelettiques des membres antérieurs et postérieurs.

Les animaux sont maintenus dans une animalerie de type Al, dite « conventionnelle »
(numéro d’agrémentation B54-547-25) avec un taux d’humidité constant (55% + 10%), une
température contrélée (22°C + 2) et un cycle jour/ nuit de chacun 12 heures. Les souris sont
soumises a un régime standard (Scientific Animal food and Engineering) disponible ad libitum.
Les expérimentations sur animaux ont toutes été conduites en accord avec les

recommandations ARRIVE et la directive européenne 2010/63/EU.

2. Modele d’arthrose spontanée

Pour le modéle d’arthrose spontanée, des souris WT (Mgp **) et hétérozygotes (Mgp */~) pour
le géne codant MGP ont été laissées vieillir jusqu’aux stades 12, 15, 18, 20 et 24 mois de vie
post-natale. Une fois le stade requis atteint, les souris sont anesthésiées et mises a mort par

asphyxie au CO2 afin de récupérer les membres antérieurs et postérieurs.

3. Coloration au Rouge Alizarin/Bleu Alcian et analyse

morphométrique des squelettes murins
®©

La coloration des squelettes au Rouge Alizarine/Bleu Alcian a été réalisée au stade
embryonnaire (E 14.5), a la naissance (P0) ainsi qu’a 14 et 21 jours de vie post-natale (P14 et
P21). Pour ce faire, les souris ont été disséquées de sorte a enlever le plus possible de chair et
de visceres, puis rincées avec une solution de PBS1X. Les squelettes sont ensuite fixés dans de
I’éthanol 95% pour 24 heures sous faible agitation, I'éthanol 95% est ensuite remplacé par
une solution de Bleu Alcian (0,03% Bleu Alcian 8GX (Sigma) ; Ethanol 75% ; acide acétique 25%)
et laissé sous agitation jusqu’a obtenir une coloration bleue des éléments cartilagineux (12 a
24 heures selon I'age des souris). Ensuite la solution de bleu Alcian est enlevée, et les

squelettes sont laissés dans de I'éthanol 95% sous faible agitation pendant environ 6 heures
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avant d’étre placés dans une solution d’hydroxyde de potassium (KOH) 2% jusqu’a ce que les
tissus non squelettiques soient devenus transparents. Les squelettes sont ensuite contre-
colorés avec une solution de Rouge Alizarin (0,003% Rouge Alizarin S (Sigma) dans une solution
de KOH 1%) pendant 24 a 48 heures selon I'age de la souris. Une fois correctement contre-
colorés, les échantillons sont incubés dans une solution de KOH 1%/20% glycérol pendant 48
heures minimum, ils peuvent finalement étre stockés pour une longue durée dans une

solution de glycérol 50%/ éthanol 50%.

Les images des squelettes complets ont été réalisées a I'aide d’un appareil de photographie
Canon 10D reflex. Les images des éléments squelettique disséqués et isolés a P21 ont été
réalisées a |'aide d’un stéréo-microscope Leica M80. La longueur des éléments squelettiques

a été calculée et analysée via le logiciel Photoshop CS6 (Adobe).

4. Préparation des sections d’os longs de souris

®

Afin de réaliser des sections et des marquages histologiques, les os longs (fémurs et tibias) de
souris ont été fixés dans du PFA 4% (pH 7,4) pendant 24 heures. Les échantillons récupérés a
des stades supérieurs a P7 subissent une étape de décalcification supplémentaire a 'aide
d’une solution d’acide éthylenediaminetétraacétique (EDTA) a 10% (pH 7,4). La durée de
I’étape de décalcification dépend des stades de développement auxquels les échantillons ont
été prélevés. De maniere générale, les échantillons prélevés entre les stades P14 et P28
nécessitent 2 a 3 semaines de décalcification. Dans le cas des échantillons issus du modele
d’arthrose spontanée, ceux-ci nécessitent 4 a 6 semaines de décalcification. Ensuite, les os
longs de souris sont placés dans des cassettes histologiques, déshydratés via des bains
successifs de Toluene et d’alcools de concentrations croissantes a 'aide de la machine Leica
ASP300s, puis inclus dans des blocs de paraffine via I'appareil d’inclusion Tissue Tek TEC
(Sakura). Finalement, ces blocs de paraffine seront coupés a I'aide d’un microtome (HistoCore
MULTICUT 5, Leica) et de micro-couteaux (SEC 35, MICROM) afin de générer des sections de

5 um d’épaisseur. Ces sections seront déposées sur des lames en verre (Superfrost plus,
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Thermo scientific) permettant la réalisation de marquages histologiques classiques ainsi que

des marquages immunohistochimiques et d’hybridation in situ.

5. Marquages histologiques classiques

5.1. Coloration Hématoxyline-Eosine-Safran (HES)

®©

Pour la coloration HES, les sections d’os longs de souris sont tout d’abord déparaffinées et
réhydratées a l'aide d’un bain de solution de Tissue Clear (substitut moins toxique du
Xyléne/Toluéne ; Tissue-Tek, Sakura), de bains successifs d’alcool de concentrations
décroissantes et d’un lavage a I’eau courante. Les sections sont ensuite incubées dans une
solution commerciale d’Hématoxyline de Harrys (5 minutes, RAL Diagnostics), puis lavées
rapidement dans de l'eau courante, de I’alcool ammoniacal (alcool 60%, 0,03% alcool
ammoniacal dans eau distillée) et de I'eau distillée. Aprés lavage, les lames sont incubées dans
une solution d’éosine (5 minutes, 1% Erythrosine 239, RAL Diagnostics, dans de I’eau distillée),
rincées avec de I'eau courante avant d’étre incubées dans une solution de Safran (1% Safran
de Gatinais dans alcool absolu) puis déshydratées via des bains d’alcools de concentrations
croissantes et de Tissue Clear. Les lames sont montées a 'aide d’'un milieu de montage
organique PERTEX (Histolab). Les images des colorations HES ont été obtenues a I'aide du
microscope Leica DM3000 LED. L’épaisseur de la plaque de croissance, de la zone
hypertrophique et la surface du SOC ont été mesuré a I'aide du logiciel Image J (National
Institutes of Health, NIH). Pour ce faire, 10 mesures de I'épaisseur de la plague de croissance
et de la zone hypertrophique ont été réalisées de maniere aléatoire sur plusieurs coupes,
représentant différents niveaux de profondeur de la plaque de croissance. Les valeurs

numeériques ainsi obtenues ont ensuite été moyennées pour chaque échantillon.
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5.2. Coloration a la Safranine O/Fast Green (SO/FG)

Pour la coloration SO/FG, les sections sont tout d’abord déparaffinées et réhydratées a I'aide
d’un bain de solution de Tissu Clear (Tissue-Tek, Sakura), de bains successifs d’alcool de
concentrations décroissantes et d’'un lavage a I'eau distillée. Les sections sont ensuite
incubées 5 minutes dans une solution de Fast green (0,03% Fast green FCF, Sigma, dans de
I'eau distillée), puis 20 minutes dans une solution d’acide acétique 1% et lavées a I'eau
distillée. Finalement, les sections sont colorées 5 minutes a I'aide d’une solution de Safranine
0 (0,01% Safranine O (pH 5.3), Sigma, dans de I'eau distillée) avant d’étre déshydratées a I'aide
de bains successifs d’alcools de concentrations croissantes et d’un bain dans une solution de
Tissue Clear. Les images des colorations SO/FG ont été obtenues a I'aide du microscope Leica

DM3000 LED.

5.3. Coloration au Bleu de Toluidine

Pour les colorations au Bleu de Toluidine, les sections sont réhydratées dans un bain de Tissue
Clear (Tissue-Tek, Sakura) et dans des bains successifs d’alcool de concentrations
décroissantes avant d’étre rincées a I’eau distillée. Ensuite, les lames sont incubées 20 minutes
dans une solution de Bleu de Toluidine (0,1% de Bleu de Toluidine (RAL Diagnostics), 0,1%
Na2B407 (Sodium tétraborate decahydrate, Alfa aesar) dans eau distillée). Enfin, les lames
sont déshydratées dans des bains successifs d’alcools de concentrations décroissantes et un

bain de Tissue Clear, puis montées avec un milieu de montage organique PERTEX (Histolab).

6. Immunohistochimie (IHC)
@)

Préalablement aux marquages immunohistochimiques, les lames histologiques sont chauffées
a 42°C pendant au moins 24 heures, afin d’augmenter 'adhérence des sections sur les lames
en verre. Le premier jour des marquages immunohistologiques débute par une réhydratation

des sections a I'aide d’un bain de Tissue Clear (Tissue-Tek, Sakura), de bains d’alcools de

124



concentrations décroissantes et de lavages a I’eau distillée. Aprés avoir été réhydratées, les
sections sont incubées 10 minutes a I’abri de la lumiéere avec une solution commerciale pour
bloquer I'activité des péroxydases endogénes (peroxide block, ZytoMed system). Ensuite, une
étape de démasquage des antigenes est réalisée en laissant les lames incuber toute la nuit a
65°C dans une solution commerciale de tampon citrate HIER 1X PH 6.0 (ZytoMed system). Lors
du second jour, la solution de tampon citrate contenant les lames est d’abord laissée refroidir
a température ambiante. Ensuite vient I’étape de blocage, afin de réduire le bruit de fond lors
de I'étape de révélation, pour ce faire, les sections sont recouvertes d’une solution de 2,5%
Normal Horse serum pendant 30 minutes minimum (Vector Lab, ImmPRESS kit Universal
antibodies (Horse anti-Mouse/Rabbit IgG)). Apres I'étape de blocage, les lames sont incubées
toute la nuit a 4°C en chambre humide, avec les anticorps primaires dédiés : anticorps primaire
anti-Collagéne de Type Il de souris (SantaCruz, (M2139) : sc-52658), anticorps anti-collagéne
de type X de souris (Quartett, 1-CO097-05) ou anticorps anti-LC3B de souris (ABclonal,
A19665) dilués au 1/200%™¢ dans une solution adaptée (Antibody diluent, Zytomed system).
Lors du dernier jour, les sections sont incubées dans une solution contenant des anticorps
secondaires couplés a une péroxydase (HRP) (Température ambiante, 30 minutes minimum,
Vector Lab, ImmPRESS kit Universal antibodies (Horse anti-Mouse/Rabbit 1gG)). Aprés la fin de
I'incubation avec les anticorps secondaires, I'étape de révélation du marquage est initiée en
recouvrant les sections avec une solution commerciale contenant un substrat de la HRP
(Vector Lab, ImmPACT VIP Substrate Kit, Peroxidase). Une lame contréle est d’abord révélée
sous microscope afin de déterminer le temps d’incubation idéal pour chaque type
d’échantillons et d’anticorps primaires. Aprés un temps de révélation optimal, les lames sont
rincées rapidement avec de I'eau distillée puis 10 minutes avec de I'eau courante et séchées
10 minutes a 40°C. Finalement, les sections sont déshydratées 5 minutes dans un bain de
Tissue Clear, laissées sécher al'air libre environ 1 heure et montées avec du milieu de montage
organique PERTEX (HistolLab). Les images des marquages immunohistologiques ont été

obtenues a I'aide du microscope Leica DM3000 LED.
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7. Hybridation in situ

7.1. Préparation des sondes

®©

Premiérement, les plasmides contenant la séquence a transcrire sont linéarisés a I'aide des
enzymes de restrictions adéquates. Pour ce faire 10 ug d’ADN plasmidique sont incubés avec
un mix contenant I'enzyme de restriction dédiée, la solution tampon 10X permettant une
activité optimale de I'enzyme et de I'eau qualité biologie moléculaire pour compléter le
volume. Aprés une incubation de 1 a 2 heures a 37°C (ou autre température d’activité
optimale selon I'enzyme de restriction), les plasmides linéarisés sont purifiés a I'aide du kit
PCR clean up Gel extraction (Macherey-Nagel) en suivant les recommandations d’utilisation
du fabricant. Afin de vérifier que les étapes de linéarisation et de de purification se sont
déroulées correctement, 1 a 2 pl de la solution contant les plasmides non linéarisés (controles)
et linéarisés sont déposés sur gel d’agarose 1%. A la suite de cette étape de vérification, les
plasmides linéarisés et purifiés peuvent étre stockés a -20°C en attente d’utilisation. Ensuite
les sondes antisens sont transcrites a partir d’1 pg d’ADN plasmidique linéarisé et d’'un mix
contenant une ARN polymérase (20 U), une solution commerciale de dNTPs (1 mM dNTPs, 3.5
mM DIG-11-UTP) qui permettra de marquer les sondes avec des nucléotides UTP comportant
de la digoxigénine (DIG), une solution tampon 10X commerciale spécifique de I’ARN
polymérase, 10 mM DTT (Invitrogen) et un inhibiteur des RNAses (40 U, Protector RNAse
inhibitor, Roche), et de I'eau qualité biologie moléculaire. Le plasmide linéarisé sera incubé
avec le mix de transcription in vitro (37°C, 2 heures), puis de la DNAse | recombinante (1U,
Roche) sera ajoutée au mix et laissée agir (37°C, 15-30 minutes). La réaction sera arrétée par
I'ajout d’EDTA 0,5 M, les sondes seront précipitées en ajoutant une solution de précipitation
(130 mM chlorure de lithium (LiCl), éthanol 80% dans de I’eau qualité biologie moléculaire) et
en incubant le tout a -80°C pendant au moins 1 heure (il est toutefois recommandé de laisser
les sondes précipiter toute la nuit). Aprés précipitation de la sonde, les tubes seront
centrifugés plusieurs fois et lavés avec de I'éthanol 70%. Le culot ainsi obtenu sera laissé
sécher puis resuspendu dans de I'eau qualité biologie moléculaire. Enfin, les sondes sont

diluées au 1/2 dans une solution d’hybridation (50% formamide, 10 mM Tis (pH 7,6), 200
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ug/ml Torula yeast RNA, 1X Denhardt’s solution, 10% dextran sulfate, 600 mM NaCl, 0,25%

SDS, 1 mM EDTA (pH 8,0)), dénaturées a 95°C et stockées a -20°C en attente d’utilisation.

7.2. Marquages par hybridation in situ

®©

Préalablement aux marquages par hybridation in situ, les lames histologiques sont chauffées
a 42°C pendant au moins 24 heures, afin d’augmenter 'ladhérence des sections incluses dans
la paraffine sur les lames en verre. Pour les marquages par hybridation in situ, lors du premier
jour, les sections sont d’abord réhydratées dans des bains successifs de Toluéne et d’alcools
de concentrations décroissantes. Apres réhydratation, les sections sont rincées dans deux
bains successifs de 5 minutes dans du PBST1X (PBS1X, 0,1% Tween 20) et fixées pendant 10
minutes avec du PFA 4% frais. Les sections sont ensuite traitées 10 minutes avec de la
protéinase K (Proteinase K recombinant grade PCR (Roche) a 5 pg/ml dans PBS1X) et post-
fixées 5 minutes avec la méme solution de PFA 4% qu’auparavant. En option, il est possible de
réaliser une étape d’acétylation qui va permettre de réduire les charges positives présentes
sur la lame en verre et sur les tissus afin de diminuer les hybridations aspécifiques des sondes
d’acide nucléique chargées négativement. Cette étape consiste en un traitement de 15
minutes des lames avec une solution d’acétylation (0,01% triéthanolamine, 0,002% acétique
anhydre dans de I'eau distillée stérile). Les sections sont laissées sécher a I'air libre pendant
environ 1 heure, puis incubées toute la nuit a 65°C en chambre humide avec les sondes DIG-
UTP antisens de ’ARNm de Col2a1 ou Col10a1 de souris qui ont été diluées au 1/50eéme dans
une solution d’hybridation (50% formamide, 10 mM Tris (pH 7,6), 200 ug/ml Torula yeast RNA,
1X Denhardt’s solution, 10% dextran sulfate, 600 mM NaCl, 0,25% SDS, 1 mM EDTA (pH 8,0)).
Lors du deuxieme jour, les sections sont rapidement rincées dans une solution saline de citrate
de sodium SSC5X (dilution de la solution mere SSC20X: 3M NaCl; 0,2 M NaH2P0O4
(dihydrogénophosphate de sodium) ; 0,02M EDTA dans de I’eau distillée stérile), incubées 30
minutes dans une solution SSC1X-50% formamide a 65°C, lavées 10 minutes dans une solution
de TNE a 37°C (10 mM Tris 1M (pH 7,6) ; 500 mM NaCl 5M ; 1 mM EDTA dans de |’eau distillée
stérile) et soumises a une étape de digestion par la RNAse A (37°C, 30 minutes, RNAse A

(Roche) de concentration 20 ug/ml dans du TNE) pour éliminer les sondes non hybridées.
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Ensuite, les sections sont de nouveau lavées au TNE (37°C, 10 minutes) et soumises a des bains
successifs de solution SSC de concentrations décroissantes (65°C, 20 minutes). Aprés ces
ringages, les sections sont incubées 1 a 2 heures dans une solution de blocage (solution de
tampon d’acide maléique 5X (MAB5X) : 500 mM d’acide maléique, 750 mM NacCl (pH 7,5-8,0) ;
0,1% tween 20 ; 20% Normal sheep serum (Sigma) dans de I'eau distillée stérile). Les sections
sont alors placées a 4°C toute la nuit dans une solution contenant des anticorps anti-DIG
couplés a une phosphatase alcaline (0,5% Anticorps anti-DIG AP Fab fragments (Roche) ; 2%
Normal sheep serum ; 0,05% d’azide de sodium ; 0,1 % tween 20, dans du MAB 1X). Lors du
dernier jour, les lames sont rincées successivement dans 4 a 5 bains de MABT1X, puis rincées
dans du NTMT (100 mM NaCl, 100 mM tris (pH 9,5) ; 50 mM MgClI2 ; 0,1% tween 20, dans de
I'eau distillée stérile). L’étape de révélation est réalisée en incubant les sections en chambre
humide et a I'abri de la lumiere avec un substrat de la phosphatase alcaline (BM purple
substrate precipitating (Roche)) jusqu’a obtenir un marquage optimal (la révélation peut durer
jusqu’a trois jours en fonction du type d’échantillon et de la sonde utilisée). Enfin, les lames
sont rincées au NTMT (5 minutes), fixées avec une solution de PFA 4% (30 minutes),
déshydratées avec des bains successifs d’alcool absolu et de toluéne puis montées avec du

milieu de montage organique PERTEX (HistoLab).

8. Culture et traitement de chondrocytes articulaires murins

8.1. Mise en culture des chondrocytes articulaires murins

@

Des souris agées de 6 jours de vie post-natale (P6) sont anesthésiées par isoflurane et mises a
mort par décapitation. La dissection des souris s’effectue sous hotte. Le cartilage des tétes
fémorales est récupéré a l'aide d’instruments stériles, tous les tissus connectifs sont
soigneusement éliminés comme indiqué dans le protocole de référence (Gosset et al., 2008).
Ensuite, les cartilages sont rincés avec une solution de PBS1X stérile, rassemblés selon leur
génotype (réalisé la veille, cf. partie 1 du matériels et méthode), dans un méme tube de 50 ml
contenant du milieu Dulbeco’s modified Eagle’s medium (DMEM, 1g/ml Glucose, + L-

Glutamine, + Pyruvate, Gibco) supplémenté avec 1% péniciline/stéptomycine (P/S, Gibco) puis
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placés dans un incubateur de culture cellulaire (37°C, 5% CO2). Pendant ce temps, la solution
de digestion est préparée : de la Collagénase D (Roche) est reprise a une concentration de 3
mg/ml dans du milieu DMEM 1% P/S, puis stérilisée sous hotte a I'aide d’une seringue et d’un
filtre 0,22 um. Les cartilages issus des tétes fémorales sont alors laissés digérer dans la solution
de Collagénase D pendant 45 minutes dans un incubateur (37°C, 5% CO2). A la fin de ces 45
minutes, les tétes fémorales sont transvasées dans des tubes contenant de la solution de
Collagénase D fraiche, puis sont de nouveau laissés digérer pendant 45 minutes en incubateur
(37°C, 5% C0O2). La solution de collagénase D contenant les tétes fémorales est ensuite diluée
a une concentration de 0,75 mg/ml avec du milieu DMEM supplémenté par 1% P/S. Aprés une
étape d’agitation mécanique a I'aide d’une pipette de 25 ml visant a détacher les tissus mous,
le cartilage est laissé digérer toute la nuit dans un incubateur (37°C, 5% C0O2). Le lendemain,
plusieurs étapes d’agitations mécaniques avec des pipettes de 25, 10, 5 et 2 ml sont réalisées
pour disperser les derniers agrégats cellulaires. Les cellules en suspension dans le milieu
seront centrifugées (20°C, 10 minutes, 400 g) puis resuspendues dans du milieu DMEM
complémenté avec 10% de sérum de veau foetal (SVF, Thermofischer scientific) et 1% de
pénicilline/streptomycine (Gibco), pour enfin étre mises en culture dans des flasques T25

(Corning). Le milieu de culture (DMEM 10% SVF, 1% P/S) est changé tous les 2 a 3 jours.

8.2. Passage des cellules

@

Au bout de 7 a 10 jours de culture, les cultures primaires de chondrocytes contenues dans les
flasques T25 arriveront a confluence. Le milieu de culture est alors éliminé, les cellules sont
lavées avec du PBS1X avant d’ajouter 3ml de solution 0,05% trypsine-EDTA (Gibco). La trypsine
est laissée agir 5 minutes dans un incubateur (37°C, 5% CO2), puis les derniéres cellules
adhérentes sont récupérées par agitation mécanique de la flasque et reflux/aspiration de
milieu a I'aide d’une pipette 10 ml. Les chondrocytes en suspension seront transvasés dans un

tube 50 ml, centrifugés (20°C, 5 minutes, 300 g) et resuspendus dans du milieu DMEM 10%
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SVF, 1% P/S frais. Enfin, des plaques de culture cellulaire 12 puits (Corning) seront

ensemencées a 5x10* cellules par puits.

8.3. Traitements des chondrocytes primaires avec du FGF2, FGF18, ou

BMP2 recombinant

@

Au bout de 3-4 jours, lorsque les chondrocytes des plaques 12 puits arrivent a 70-80% de
confluence, le milieu DMEM 10% SVF, 1% P/S est alors éliminé, les cellules sont lavées avec
du PBS1X, puis prétraitées toute la nuit avec du milieu appauvri (1% SVF, 1% P/S). Le FGF2
recombinant en poudre (Recombinant Mouse FGF basic/FGF2/bFGF Protein, 3139-FB-025,
Biotechne, R&D systems) est resuspendu dans du PBS1X stérile contenant 0,1% d’albumine
de sérum bovin (BSA) a une concentration de 100 pg/ml, le FGF18 recombinant (Recombinant
Human FGF-18 Protein, CF, 8988-F18, Biotechne, R&D systems) est resuspendu dans de I'eau
qualité biologie moléculaire a une concentration de 500 pg/ml et le BMP2 recombinant
(Recombinant Human/Mouse/Rat BMP-2 Protein, 355-BEC/CF, Biotechne, R&D systems) est
resuspendu, dans une solution 4mM d’acide chloridrique (HCL) a une concentration de 100
ug/ml, ceci en accord avec les recommandations des fabricants. Une fois resuspendu, ces trois
composés sont dilués dans du milieu DMEM 1% SVF, 1% P/S a une concentration de 100 ng/ml
et stérilisés sous hotte a I'aide d’une seringue et d’un filtre de 0,22 um. Apres un lavage au
PBS1X stérile, les plaques 12 puits de chondrocytes sont traitées au FGF2 ou FGF18 pendant
un temps court de 1 heure ou un temps long de 24 heures, dans le cas des plaques de culture
destinées a la réalisation de Western Blot. Les plaques destinées a la réalisation de gPCR,
quant a elle, ne sont traitées que pendant 24 heures. Dans le cas du BMP2, les plaques des
cellules dédiées aux expériences de Western blot sont traitées pendant une période de 45
minutes ou de 24 heures tandis que les plaques de cellules dédiées a la qPCR sont uniquement
traitées pour une période de 24 heures. Enfin, les plagues de cellules sont congelées a sec a -
80°C en attente d’extraction d’ARN ou de protéines. Pour chacune de ces expériences, des
puits contrdles non traités et traités avec la solution de resuspension des molécules (controle

vehicle) ont été réalisés. Chacune des expériences de traitements de chondrocytes a été
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réalisée au moins trois fois sur des cellules issues de portées différentes, chaque portée

contenant au moins une souris WT et une souris MGP KO.

9. Extraction d’ARN et analyse de I'expression génique par

gPCR
OXO),

Les fémurs complets de souris ont d’abord été soigneusement disséqués en éliminant le plus
de tissus connectifs possible a I'aide d’un grattoir a os. Une fois nettoyés, les os ont été rincés
dans une solution de PBS 1X stérile, congelés rapidement dans de |'azote liquide avant d’étre
stockés a sec (-80°C). Lors de I'extraction d’ARN, les fémurs sont transvasés dans des tubes
RNAses DNAses free (Eppendorf) contenant 1ml de Trizol (Tri Reagent, Sigma) et
homogénéisés sur lit de glace par 'utilisation d’un outil de dispersion DI25 basic (IKA). Ensuite,
200 plL de chloroforme sont ajoutés dans les tubes, qui sont alors agités vigoureusement
pendant 15 secondes, puis laissés reposer 3 minutes a température ambiante. Alors, les tubes
sont de nouveau agités vigoureusement, centrifugés 15 minutes a 4°C et 12 000 rpm. A la fin

de la centrifugation, 500 pL de phase aqueuse sont récupérés.

Pour les cultures de chondrocytes primaires, I’ARN est extrait a I'aide du tampon de lyse fourni

dans le kit d’extraction NucleoSpin RNA plus (Macherey-Nagel).

Alors, les ARNs extraits a partir des fémurs et des cultures de chondrocytes primaires sont

purifiés a I’aide du méme kit NucleoSpin RNA plus, selon le protocole fourni par le fabricant.

Les ARNs ainsi purifiés sont ensuite dosés a I'aide d’un appareil dédié (Nanodrop one,

Thermofischer Scientific).

100 ng d’ARNs purifiés sont utilisés pour étre rétro-transcrits en cDNAs par le biais de la
transcriptase inverse M-MLV RT (100 U, Invitrogen) et du mix adéquat (1 mM dNTPs ; tampon
de transcription 1X (5 mM Tris-HCI, pH 8,3 ; 7,5 mM KCl ; 0,3 mM MgCl2), 0,2 ug d’hexaprimers

aléatoires, 10 mM DTT, Invitrogen).

Finalement, les cDNAs sont amplifiés et quantifiés a I'aide de I'appareil de PCR en temps réel
Quantstudio™ (Applied Biosystem), du supermix iTaq SYBR Green (Biorad) et 10 uM d’amorces

spécifiques (Tableau 2). Le ACT de chaque échantillon et pour chaque géne cible est calculé
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par rapport a I'expression du gene de ménage codant la protéine ribosomale S29 (RPS29). Les
AA CT sont ensuite calculés par rapport a la moyenne des ACT des échantillons contréles
(fémurs de souris WT ou chondrocytes WT non traités). Le taux d’expression relatif d’'un géne

cible est alors calculé grace a la formule mathématique 24T,

Geéne cible Séquence des amorces

Adamts5 Forward: CCT-GTT-CAC-CCG-AGA-GGA-TT
Reverse : ATA-TGG-TCC-CAA-CGT-CTG-CC

Atp8a2 Forward: TGG-ACC-TGG-CGC-TCT-CAT-GC
Reverse: CCG-ATG-GCC-AGG-GTG-ATG-GC

Bmp2 Forward: GAT-CTG-TAC-CGC-AGG-CAC-TC
Reverse: GCC-GTT-TTC-CCA-CTC-ATC-TC

Col2al Forward: TGG-TAT-TCC-TGG-AGC-CAA-AG
Reverse: ACC-AGT-TGC-ACC-TTG-AGG-AC

Col10a1 Forward: TTC-ATC-CCA-TAC-GCC-ATA-AAG
Reverse: AGG-GAC-CTG-GGT-GTC-CTC

Dync2li Forward: AGT-CAG-CAA-AGC-CGA-CCT-TAG-CG
Reverse: TCC-AGC-AAG-GAG-GTT-CCT-CCA-CC

Fafr3 Forward: GCA-TCC-TCA-CTG-TGA-CAT-CAA-C
Reverse: CCT-GGC-GAG-TAC-TGC-TCA-AA

Fgfr4 Forward: CTC-ACG-GGC-CTT-GTG-AAT-CT
Reverse: CAC-GAA-CCA-CTT-GCC-CAA-AG

Gli1 Forward: CGC-GCC-AAG-CAC-CAG-AAT-CG
Reverse: TGT-TTG-CGG-AGC-GAG-CTG-GG

Ihh Forward: GGC-GCG-CTT-AGC-AGT-GGA-GG
Reverse: CTG-GGC-TCC-GGC-AGG-AAA-GC

Kif22 Forward: AGG-GAA-GCC-AAG-GGA-CCC-CC
Reverse: GTG-CCT-CCT-GGG-CCA-ACA-CC

Kif24 Forward: TCG-CCA-ACA-TCT-CCC-CAA-GCC
Reverse: TGG-TAG-CTG-AAG-CAC-AAC-ACT-TAA-CGC

Mgp Forward: AGA-GAG-TCC-AGG-AAC-GCA-AC
Reverse: GTA-GCC-GTA-GAC-CAT-GGC-G
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Mmp13 Forward: ACT-CAA-ATG-GTC-CCA-AAC-GA
Reverse: GGT-GTC-ACA-TCA-GAC-CAG-ACC

Nkx3.2 Forward: CAC-CCG-CCG-CCA-AGA-AAG-TG
Reverse: CCA-GCC-CGG-GAG-ACA-GTA-GTA-AGG

Ptchi Forward: CTG-GCA-GCC-GAG-ACA-AGC-CC
Reverse: CCG-GTG-AGG-CCG-GAT-GTT-GG

Runx2 Forward: GGG-ACT-ATG-GCG-TCA-AAC-AG
Reverse: GCT-CAC-GTC-GCT-CAT-CTT-G

Rps29 Forward: GGA-GTC-ACC-CAC-GGA-AGT-T
Reverse : GCC-TAT-GTC-CTT-CGC-GTA-CT

Smo Forward: CTG-GAC-CAA-GGC-CAC-CCT-GC
Reverse: TTC-TGC-AGC-AGC-TCA-CGC-CG

Vegfa Forward: TCC-TGT-GTG-CCG-CTG-ATG-CG
Reverse: CTG-ACG-TGG-GCA-CGC-ACT-CC

Tableau 2 : Séquences des amorces utilisées pour les expériences de PCR quantitatives

10. Extraction protéique et Western Blot

10.1. Extraction des protéines a partir des chondrocytes murins

@

Pour I’extraction de protéines a partir des cultures primaires de chondrocytes, les plaques 12
puits sont déposés sur de la glace, puis 300 pl de de tampon de lyse SDS-PAGE 1X (5 mM DTT)
y sont ajoutés. Les cellules sont lysées par action mécanique et par reflux/aspiration a I'aide
d’une pipette et d’'un cdne de 1 ml stérile, puis les extraits protéiques ainsi obtenus sont placés
dans des tubes RNases DNases free (Eppendorf). Ensuite ces extraits sont soumis a deux
étapes d’ultrasonication de 5 secondes a I'aide d’un sonicateur (Sonoplus GM70 sonicator,

Bandelin electronics), dans le but de lyser 'ADN génomique. Entre chaque étape de
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sonication, les échantillons sont laissés refroidir dans de la glace afin d’éviter un échauffement

du milieu. Les extraits protéiques sont alors conservés a -20°C en attente d’utilisation.

10.2. Western blot

@

Lors du premier jour, les protéines sont dénaturées dans une plaque chauffante adaptée
(95°C, 3 minutes). Une fois I'étape de dénaturation terminée, 10 ul d’extrait protéique ainsi
que 5 pl d’'un marqueur de taille (Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Prestained Protein
Standards, Biorad) sont déposés dans les puits de gels pré-coulés avec un gradient de
polyacrylamide 4-15% (4—15% Mini-PROTEAN® TGX Stain-Free™ Protein Gels, Biorad). L’étape
d’électrophorése est réalisée a 60 V/0,05 A, jusqu’a ce que les extraits protéiques migrent
hors des puits de dépdt (environ 15 minutes), puis 80V/0,05 A jusqu’a ce que le front de
migration sorte du gel (environ 2 heures). Ensuite, le transfert des protéines sur une
membrane de polyflourure de vinylidene (PVDF) disponible dans le commerce (trans-Blot
Turbo Midi PVDF Transfer Pack, Biorad) est réalisé grace au systeme de transfert Trans-Blot
Turbo (Biorad) avec le programme recommandé par le fabricant (Durée du transfert: 3
minutes). Apres le transfert, la membrane est incubée dans une solution de blocage (5% de
lait en poudre dans une solution de tampon salin Tris (TBST1X) : 20 mM Tris, 150 mM NacCl,
0,1% tween 20) pendant 1 a 2 heures, afin de réduire le bruit de fond lié aux liaisons
aspécifiques. A la fin du premier jour, les membranes sont incubées toute la nuit (4°C) avec
des anticorps primaires anti-LC3A (LC3A (D5068) XP Rabbit mAb 4599, Cell signaling), anti-
LC3B (LC3B (D11) 3868 XP Rabbit mAb 3868, Cell signaling), anti-p62/SQSTM1 (SQSTM1
monoclonal antibody (M01) clone 2C11, HO0008878-M01, Abnova) dilués au 1/1000%™ dans
du TBST1X 5% BSA ou des anticorps primaires anti-B-actine (Anti-Actin (20-33) antibody
produced in rabbit , A5060, Sigma) dilués au 1/4000%™¢ dans du TBST1X , 5% BSA. Le
lendemain, les membranes sont incubées avec les anticorps secondaires couplés a une
peroxydase (HRP) anti-souris (anti-mouse HRP-linked IgG 7076, Cell signaling) ou anti-lapin
(anti-rabbit HRP-linked IgG, 7074, Cell signaling) dilués au 1/2000%™¢ dans du TBST1X, 5% BSA.
Enfin, pour I'étape de révélation, les membranes sont incubées avec une solution

commerciale contenant un substrat de la HRP (Clarity Max Western ECL Substrate, Biorad)
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selon les recommandations d’utilisation du fabricant. La visualisation des bandes de signal
correspondant aux protéines cibles et I'acquisition des images de Western blot est réalisée a
partir de I'appareil ChemiDoc XRS+ (Biorad). L'intensité des bandes est calculée a I'aide du
logiciel Imagelab 6.1 (Biorad) et est normalisée en fonction de lintensité des bandes

correspondant aux extraits protéiques issus de cellules de souris WT non traitées.

11. Analyse statistique des résultats

06

L'analyse statistique des résultats sur deux groupes d’échantillons a été réalisée par le biais
de tests t deux échantillons non appariés. Ces tests t ont été réalisés a I'aide du logiciel
Graphpad Prism 9.0.0 (Dotmatics). Toutes les expériences ont été répétées au moins trois fois.
Toutes les représentations des données indiquent la valeur moyenne + I'écart-type avec une

significativité statistique telle que p< 0.05 (*), p<0.01 (**), p< 0.001 (***) or p< 0.0001 (****).
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Résultats
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1. Etude du phénotype squelettique des
souris MGP KO

Comme indiqué dans la partie 2 de ce manuscrit, la protéine matricielle Gla est une protéine
de petite taille principalement connue pour réguler le processus de minéralisation au niveau
artériel, trachéobronchique et de plusieurs cartilages (cartilages auriculaires, nasaux ou de la

plaque de croissance).

Le modele murin de la déficience en MGP, les souris MGP KO, présentent ainsi 3 phénotypes
majeurs : un phénotype vasculaire (létal) lié¢ a des calcifications massives des artéres, un
phénotype respiratoire caractérisé par une accélération de la minéralisation des éléments
cartilagineux trachéobronchiques et un phénotype squelettique qui comprend un retard de

croissance, une ostéopénie et une hypoplasie médio-faciale.

De récentes études se sont intéressées au role de MGP dans le remodelage du tissu osseux et
indiquent un role de cette protéine dans la régulation de I'activité des ostéoblastes et

ostéoclastes.

Cependant, en ce qui concerne le role de la déficience en MGP dans I"apparition de nanisme
modéré et les altérations de la plaque de croissance, tres peu d’études ont été menées en

dehors de la premiére description du modele MGP KO faite il y a maintenant 25 ans.

Ainsi, cette premiere partie des résultats se propose de décrire, pour la toute premiere fois,
les altérations de la plaque de croissance qui prennent place chez les souris déficientes en

MGP.

En parallele, une étude de lI'impact de la déficience en MGP sur les principaux acteurs
moléculaires de la plaque de croissance a été réalisée, ceci afin de mieux caractériser la place
que prend MGP au sien de ce processus complexe et multiphasique qu’est le développement

squelettique.
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1.1. Description des altérations de la plaque de croissance
des souris MGP KO

1.1.1. Article

Matrix Gla protein deficient mice develops moderate growth retardation
associated with lack of hypertrophic chondrocytes

Alexandre Marano®, Chaohua Deng?, Cedric Laurent?, Adrien Baldit?, Cécile Guillaume’, Nathalie Presle’ Arnaud
Bianchi* and Hervé Kempf*

1CNRS UMR 7365 IMoPA, Université de Lorraine, Vandceuvre-lés-Nancy, France

2CNRS UMR 7239 LEM3, Université de Lorraine, Metz, France

Abstract

Matrix Gla protein is a small protein mainly expressed in cartilages and arteries. MGP belongs
to the Vitamin K-dependent family (VKDPs), characterized by presence of -
carboxyglutamates (Gla) residues. Those Gla residues allow MGP to directly binds calcium
ions, calcium containing crystals or Bone morphogenic protein 2 (BMP2) to inhibits
mineralization of soft tissue. Experimental model of MGP deficiency, MGP KO mice exhibits
extensive calcification of arteries, abnormal calcification of cartilage associated with midface
hypoplasia and moderate growth retardation. Studies of vascular and craniofacial phenotype
have confirmed the major role of MGP as an inhibitor of calcification. In contrast, the growth
retardation observed in absence of MGP appears not to be linked to abnormal calcification
but remains largely understudied. In this context, herein for the very first time, we study and
describe postnatal skeletal phenotype of MGP KO mice. Our morphological and histological
results show a significant shortening of hypertrophic zone, as well as an alteration of
secondary ossification center (SOC) formation during post-natal development in absence of
MGP. Analyses of mRNA expression pattern indicate multiphasic temporal variation of several

genes known to regulate growth plate maturation.

In conclusion, MGP appears to be at the crossroad of a complex molecular network that is

involved in regulation of skeletal development.
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Introduction

Skeletal development is a complex process that take place through two different mechanisms
depending on the bone type. First, intramembranous ossification is the process that allow
formation of bone from the rostral neurocranium, the splanchnocranium and lateral part of
the clavicle. This process is characterized by direct differentiation of mesenchymal stem cells
(MSCs) to immature osteoblasts (Gilbert et al., 2000; Percieval et Richtsmeier., 2013; Beredsen
et Olsen., 2014; Ornitz et Marie., 2015). Secondly, longs bones from the limb and axial
skeleton, as well as the rest of the cranium elements are formed through the process of
endochondral ossification. In contrast to intramembranous ossification, bone formation is
preceded by formation of a transient cartilage analgen due to differentiation of MSCs into

chondrocytes.

In long bones, the process of endochondral ossification takes place to the epiphysis (i.e bone
extremities) in a highly specialized cartilaginous structure termed growth plate. Within this
structure, resting rounded chondrocytes that derive from MSCs are characterized by
expression of transcription factor Sox9, type Il collagen and proteoglycans such as aggrecan.
Then, these chondrocytes will begin to proliferate and organize with a specific columnar
arrangement along the longitudinal axis of the growth plate. Next, chondrocytes will undergo
maturation and become pre-hypertrophic chondrocytes that are characterized by expression
of transcription factors RUNX2 and OSX/SP7 as well as the Indian Hedgehog (IHH). This specific
gene expression allows progression of the maturation process; thus, chondrocytes will
increase their volume 10-15 times by massive water absorption and become hypertrophic.
The early hypertrophic chondrocytes express specific matrix molecules such as type X Collagen
and alkaline phosphatase (ALP) associated with a concomitant loss of SOX9, COL2A1 and ACAN
(aggrecan) expression. More, these chondrocytes will mature to late hypertrophic
chondrocytes that express Matrix Metallopeptidase 13 (MMP13), Vascular Endothelial
Growth Factor alpha (VEGF-A), aggrecanases such as ADAMTS5 and osteopontin (OPN).
Sequentially, MMP13 and aggrecanases are responsible for extracellular matrix degradation,
then VEGF-A angiogenic effect will induce vascular invasion of cartilage and then will provoke
migration of endothelial cells, osteoclasts, and bone marrow cells. The combined actions of

these cells will trigger ECM mineralization to form trabecular bone. In parallel, late
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hypertrophic chondrocytes will undergo apoptosis or trans differentiation into osteoblasts

(Zuscik et al., 2008; Zhou et al., 2014; Hata et al., 2017; Aghajanian et al., 2018).

The regulation of growth plate development involves a complex network of molecular actors

and signaling pathways.

MGP is a 84 residues (14 kDa) protein which belong to the family of the Vitamin K dependent
Proteins (VKDPs) also known as Gla proteins. It is expressed and synthetized in cartilage,
respiratory system (lungs & Trachea), cardiovascular systems (arteries and heart), kidney,
eyes, uterus, and tooth (Frazer & Price 1988; Luo et al., 1995; Wallin et al 1999; Cario-
Toumaniantz et al 2007; Hashimoto et al., 2001; Tomarev et al., 2003). MGP is characterized
by the presence of 4 or 5 -carboxyglutamate (Gla) residues (position 2, (37), 41, 48 and 52)
in mouse and humans respectively, as well as 3 phosphorylated serine residues (position
3,6,9). Gla residues are specific post-translational modifications produced by a dedicated y-
glutamyl carboxylase (GGCX) that require vitamin K as a cofactor (Schrurgers et al, 2008;
Grober et al, 2014; Alonso et al., 2022). Theses specific residues confer a high affinity for
calcium ions and calcium containing crystals, thus allowing MGP to directly inhibits mineral
formation (Price et Faus., 1998; Hackeng et al., 2001). Additionally, through this Gla residues
and a proline residue in position 64, MGP can interact with BMP2 and BMP4, two proteins
implicated in both arterial calcification and skeletal development (Bostrom et al., 2001;

Zebboudj et al., 2001; Yao et al., 2006).

The generation of MGP knock-out mice (MGP KO or Mgp 7) has confirmed the role of MGP as
a key regulator of mineralization. Indeed, MGP KO mice exhibits extensive vascular
calcification, short stature and abnormal calcification of cartilage associated with cranial
dysmorphism (Luo et al., 1997). The vascular phenotype of MGP KO mice has been largely
studied (Luo et al., 1997; EI-Maadawy et al., 2003; Murshed et al., 2004; Kaartinen et al., 2007,
Leroux-Berger et al., 2011; Yao et al., 2011,2013; Guihard et al., 2020). However, the skeletal
phenotype of MGP KO mice remain understudied. Marulanda et al. have undercovered that
the midface hypoplasia exhibited by MGP KO mice is mostly due to accelerated mineralization

and shortening of nasal septum cartilage (Marulanda et al., 2017).

In contrast to the crucial role of MGP in inhibition of soft tissue calcification, it has been

demonstrated that MGP KO mice develop a moderate reduction of bone mineral density, i.e
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osteopenia (Luo et al., 1997; Marulanda et al., 2013; Laurent et al., 2022). As an explanation
to this “mineralization paradox” that take place in bone tissue, it has been shown that MGP is
implicated both, in the promotion of bone formation by osteoblasts through activation of
Wnt/B-catenin pathway and in the inhibition of osteoclastogenesis. (Zhang et al., 2019a;
Zhang et al., 2019b). Interestingly, it was demonstrated that the prevention of the vascular
phenotype is sufficient to restore a normal bone mass in mice, underlying the importance of
the bone-vasculature axis (Marulanda et al., 2013). This paradox indicates that the role of MGP

in skeletal development is not solely restricted to its activity as an inhibitor of calcification.

Consistently with this assessment, it has been observed that the moderate growth
retardation that develop in absence of MGP precedes abnormal calcification of the growth
plate (Luo et al., 1997). Moreover, it has been shown that MGP is required for proliferative
and hypertrophic chondrocytes survival in a Gla residues independent manner (Yagami et al.,
1999; Newman et al., 2001). However, the growth plate phenotype of MGP KO mice has poorly
been described, thus, preventing a better understanding of MGP mode of action within this

specific cartilaginous structure.

In this context, we performed a serial morphological, histological, and molecular analysis on
the MGP KO mice at during time point during post-natal development to gain insight on the

role of MGP in endochondral ossification of long bones.

Our work suggests that difference in skeletal growth between MGP KO and control mice that
appear at 3 weeks of post-natal life is due to significant alteration of chondrocytes

hypertrophy in both primary and secondary ossification centers.

Material and Methods

2. Generation and colony management of MGP KO mice

Mgp heterozygous mice were a kind gift from Monzur Murshed (McGill University, Montréal,
Canada) (Luo et al.,, 1997). Mgp-deficient mice generation, performed by insertion of
neomycin cassette in C57BL/6 background, was described previously (Luo et 1997). Originally
in a mixed background, these mice were backcrossed for more than 10 generations into

C57BL/6) background. The deficient (Mgp 7*) and control (Mgp **) mice were littermates

142



obtained by the breeding of heterozygous mice (Mgp*-). Genotyping of these mice were
performed on ear biopsies using the quantitative polymerase chain reaction (QPCR) method,
with specific designed primers for both Mgp gene (Forward oligonucleotide: 5’-AGA GAG TCC
AGG AAC GCA AC-3’; Reverse oligonucleotide: 5-AAG TAG CGG TTG TAG GCA GC-3’) and
neomycin cassette (Forward oligonucleotide: 5’- GCC TAC CCG TGA TAT TGC TGA-3’; Reverse
oligonucleotide: 5-AGA AGG CGA TAG AAG GCG ATG-3’). qPCR cycles were performed with
an initial denaturation step at 95°C for 20 seconds, then for each cycle a denaturation step is
realized at 95°C for 1 seconds followed by an annealing and elongation step at 60°C for 20

seconds. 40 cycles are realized for each qPCR run.

All animals were maintained in a pathogen-free standard animal facility, ensuring a constant
humidity (55%+10%) and temperature (22°C+2) in 12h dark-light cycle condition. They were
fed ad libitum with standard food diet (Scientific Animal food and Engineering). The animal
study was conducted in accordance with the ARRIVE guidelines and the Directive 2010/63/EU.
Animal facility from IMoPA laboratory has been validated to ensure proper animal
experimentation according French and European legislation (authorization number B54-547-

25).
3. Skeletal preparation and morphometry

Whole-mount Alizarin Red/Alcian Blue skeletal staining were performed on the later fetal,
newborn, and early post-natal skeletons of Mgp +/+, Mgp +/- and Mgp-/- mice, as described
previously (Ovchinnikov, 2009). Briefly, the mice were carefully dissected with forceps and
scissor to peel off the skin and to eviscerate the bodies, including the contents of the
peritoneal and pleural cavities. Then, the skeletons were fixed in 95% ethanol for at least 24
hours. Ethanol 95% was replaced by filtered Alcian Blue solution (0.03% wt/vl Alcian Blue 8GX
(A3157, Sigma) powder in 80% ethanol 95%, 20% acetic acid) for about 24 hours staining of
the cartilage under gentle agitation. Next, the skeletons were washed with ethanol 95% for 6-
8 h, then transferred into 2% potassium hydroxide solution until all the tissues become
transparent, except for bones. Then, bone tissues were counterstained using an Alizarin Red
solution (0.003% wt/vl Alizarin Red S powder (Sigma A5533) dissolved in 1% potassium
hydroxide) for 12h to 48h depending on the age of the mice. The samples were placed in 1%
potassium hydroxide/20% glycerol at least for 2 days. When the samples are appropriately

cleared, there were placed in 100% glycerol for long term storage.
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Macroscopic views of Alcian Blue/Alizarin Red stained skeletons were photographed by Canon
10D reflex camera. Independent elements, including knee, hip, and vertebra, were
photographed a Leica M80 stereomicroscope. The length of skeleton elements was analyzed

and calculated by Photoshop CS6 software.
4. Histology

For histological examination, knee samples were fixed in 4% paraformaldehyde (pH 7.4)
overnight. Then, they were processed with decalcification in 10% EDTA (pH 7.4), dehydrated
and embedded in paraffin. Paraffin sections (5 um) were deparaffinized in Tissue-Tek Tissue
Clear (Sakura) and rehydrated in a graded series of ethanols. Sections were stained with
Hematoxylin- Eosin- Safran (HES, RAL Diagnostics). The images were obtained with a Leica
DM3000 LED microscope. The height (um) and surface (um?) of the growth plate zone were
calculated by Imagel software. For each sample, several sections were used to perform 10
random measurements of total growth plate and hypertrophic zone heights. Then, average

height values were calculated for each section and so for each sample.

5. Immunohistochemistry (IHC)

For immunohistochemistry, paraffin embedded sections were first heated for 24 hours at
42°C. On the first day, after serial incubation in graded series of ethanol, a final rehydration
step was performed in 3 subsequent baths in ddH20 of 5 minutes. Then, sections were
incubated 10 minutes in a dark room with peroxide block solution (ZytoMed system), washed
3 times in PBS1X and incubated overnight at 65°C in HIER Citrate buffer 1X (pH 6.0) (ZytoMed
system). On the second day, sections in citrate buffer are let cooldown to room temperature,
rinsed 3 times 5 minutes in PBS1X before a 30 minutes blocking step in 2,5% Normal Horse
serum (Vector Lab, ImmPRESS kit Universal antibodies). After completion of the blocking step,
serum is carefully drained off and sections are incubated overnight at 4°C with the following
primary antibodies: Mouse anti-Collagen Type Il antibody (SantaCruz, (M2139): sc-52658),
Mouse Anti-Collagen Type X antibody (Quartett, 1-CO097-05)) diluted at 1/200%" in antibody
diluent solution (Zytomed system). On the final day, after being rinsed 3 times in PBS1X,
sections are incubated 30 minutes at room temperature with secondary antibodies
conjugated to horseradish peroxidase (Vector Lab, ImmPRESS kit Universal antibodies). Next,
sections are rinsed 3 times 5 minutes with PBS1X, then incubated with horseradish peroxidase

substrate (Vector Lab, ImmPACT VIP Substrate Kit, Peroxidase), revelation step is done under
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microscope light to determine the optimal incubation time for each sample type. After optimal
revelation, sections are rinsed in ddH20, incubated 10 minutes in running tap water and air
dried at 40°C for 10 minutes. Finally, sections are dehydrated 5 minutes in Tissue-Tek Tissue
Clear (Sakura), let air dry at room temperature for 1 hour. mounted with PERTEX organic

mounting medium (HistoLab). The images were obtained by Leica DM3000 LED system.

6. In situ hybridization

For in situ hybridization, 5 um deparaffinized sections were subjected to acid hydrolysis (0,2
N HCL, 15 minutes), proteinase K treatment (5 pg/ml in PBS, 15 minutes), postfixation (4%
PFA, 5 minutes) and acetylation (0,25% acetic acid, 15 minutes). Each of these steps was
followed by 2 washes with PBS for 5 minutes each. After, the last PBS washing, slides were
rinsed with ddH20 and air-dried, before a 2-hours prehybridization step, at 65°C, in
hybridization solution (50% formamide, 10 mM Tris (pH 7,6), 200 pug/ml Torula yeast RNA, 1X
Denhardt’s solution, 10% dextran sulfate, 600 mM NaCl, 0,25% SDS, 1 mM EDTA (pH 8,0)).
Hybridization with digoxygenin-labeled RNA probes was performed overnight at 65°C. Post
hybridization, slides were rinsed briefly in 5X SSC at 65°C, washed with 1X SSC, 50% formamide
(65°C, 30 minutes) subjected to RNase A digestion to reduce nonspecific hybridization and
washed at increasing stringency with SSC buffers (final wash at 55°C with 0,2X SSC). Bound
probes were detected with an alkaline phosphatase conjugated anti-DIG antibody (Roche)

with BM purple substrate (Roche).
7. 3D reconstruction of Growth plate and Secondary ossification centers volume

The geometries of Growth plate and Secondary Ossification Centers (SOC) have been
additionnaly assessed through 3D reconstructions of the micro-tomography (uCT) volume, as
detailed in a previous work (Laurent et al., 2022). First, left and right femurs from WT and
MGP mice were carefully dissected, then cleaned using a bone scraper. Thus, femurs were
stored at -20°C in PBS1X sterile solution. Left femurs (n=2 per group) were thawed in saline
solution at 20°C for 2 h, mounted in Pyrex thin wall tubes (Cortecnet, France) and finally
scanned at 70 kVp—-50mA with an isotropic resolution of 30mm (Easytom Nano, RX-solution,
France). Then, PyVista was used to reconstruct the external surfaces of the whole bone, as
well as GP and SOC, from a manual threshold-based segmentation of the uCT volume (Sullivan

et al., 2019). The external volumes of reconstructed geometries were then computed, and GP
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and SOC volumes were characterized in terms of their absolute volume and their relative

volume compared to the total bone volume.

8. Quantitative PCR (qPCR) analysis

Mice femurs were carefully dissected, cleaned with bone scraper in Petri dish filled with sterile
PBS1X, then snap frozen in liquid nitrogen and dry stored at -80°C until needed. To perform
RNA extraction, samples were placed in a RNAse free tube containing 1mL of Trizol solution
and homogenized using DI25 basic dispersion device (IKA). Next, 200 uL of chloroform were
added, tubes were vigorously agitated for 15 seconds and incubated 3 minutes at room
temperature. After, tubes were vigorously agitated again and centrifugated at 12000 rpm for
15 minutes, then 500 pL of aqueous phase were retrieved to perform a purification step. RNA
purification was performed using NucleoSpin RNA plus Kit (Macherey-Nagel) according to the
manufacturer’s instructions. Extracted RNA was transcribed into cDNA by Reverse
transcription reaction using the M-MLV enzyme (Invitrogen) and adequate mix (dNTP,
transcription buffer, random hexaprimers, DTT). cDNA was then amplified and quantified by
Quantstudio™ 5 Real-Time PCR System (Applied Biosystem) and the iTaq SYBR Green supermix
(Biorad) according to the manufacturer’s instructions. Gene expression was normalized to

RPS29 expression levels and then normalized to control samples.

9. Statistical analysis

Unpaired two-tailed t-test was performed with Graphpad Prism 9.0.0 software when
comparing two groups of mouse samples. All experiments were repeated at least 3 times. All
data are reported as means * SD with statistical significance defined as p< 0.05 (*), p<0.01

(**), p< 0.001 (***) or p< 0.0001 (****).

Results

MGP KO mice develop moderate growth retardation during post-natal skeleton

development

The overall appearance analysis of all the mice used in this study (data not shown) confirmed
the moderate growth retardation of the MGP KO mice compared to their WT littermates as

originally described by Luo et al (Luo et al.,, 1997). In order to characterize to better
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characterize effect of MGP absence on skeletal development and morphology, we first
performed whole-mount Alizarin Red/Alcian Blue skeletal staining in mice staged from mid-
gestation to 4 weeks after birth. No difference in the skeleton size was found from early
embryonic stage (E14.5) to birth (PO) and early postnatal stages (up to P14) between all
genotypes. However, still in accordance with the original description of MGP KO mice (Luo et
al., 1997), although no variation could be observed between WT and heterozygous mice (data
not shown), appears postnatally in MGP KO mice and became clearly visible at P21 onwards
(Fig. 1A), with a slight aggravation over time (data not shown). Accordingly, the weight of the
individuals echoes this growth retardation at P21 (Fig. 1B). To more precisely and qualitatively
assessed those differences, we measured the total body length, which indicate MGP KO mice

present a significant shorter stature at P21 and later stages (Fig. 1C).
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Figure 1: MGP KO mice exhibits growth retardation at 21 days of postnatal life (P21) onward

A. Whole-mount Alician blue/Alizarin red staining of skeletal preparation from embryo (E14.5), newborn pups

(PO) and post-natal individuals (P14 and P21). B. The total body weight of mice from WT, heterozygous and MGP
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KO mice at P21. C. The total body length between WT and MGP KO (n= 5 at minimum, depending on the

considered stage of development and genotype) from PO to P35. Unpaired two-tailed t-test was used.
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Figure 2: Measurement and comparison of skeletal elements at P21

A. The different skeletal elements of WT and MGP KO mice at 21 days of post-natal life were analyzed, including
head, cervical vertebrae, thoracic cage, forelimb, hindlimb and tail. B. Quantitative measurement of the skeletal
elements by using Image J. Values represent mean * SD. Unpaired two-tailed t-test was used. N=6. C.
Representation of 3D reconstructed femurs of WT and MGP KO mice at P14, P21 and P28 after uCT acquisitions

(n=2 for each stage of post-natal development).

Then, we dissected each Alizarin Red/Alcian Blue stained whole skeleton into individualized
skeletal elements, such as skull, vertebra, and tail. Surprisingly, all those of MGP mice KO mice
were smaller than their WT littermates (Fig2A) suggesting that both endochondral and
intramembranous ossification are impaired by MGP deficiency. Further measurement of each
skeletal element length demonstrates the noticeable retarded skeletal phenotype at P21
(Figure 2B). These results are consistent with previous studies, in which we performed 3D

reconstruction of long bones through uCT acquisitions that tend to confirm reduction of bone

elements (Laurent et al., 2022).
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Reduction and disorganization of growth plate cartilage in MGP KO mice

Next, we decided to investigate the effect of MGP deficiency on the epiphyseal growth plate
of long bones (hindlimbs). Regarding following experiments, study of both femur and tibia

lead to similar results.

First, we performed serial histological analysis at different time-points of post-natal life.
Staining of WT and MGP KO mice with Hematoxylin-Eosine-Safran (HES) allowed us to observe
a significant decrease in total growth plate height associated with specific reduction of the
hypertrophic zone that could be observed as early as P4. On late stages of development, the
shortened hypertrophic zone is still present in the growth plate of MGP KO (Figure 3 A).
Interestingly, we found an alteration of secondary ossification (SOC) formation at early stage
of post-natal development. Indeed, it appears that the step of SOC formation that implicate
vascular invasion is more pronounced in MGP KO mice. However, it seems to be compensated
in later stages as MGP KO mice does not show any significant difference compared to control
mice. Measurements of growth plate elements on HES-stained sections through Image)
software were realized to complement our observations. These measurements confirmed
reduction of total growth plate and hypertrophic zone height, the ratio between these two
elements is also altered in MGP KO mice (Figure 3 B). Consistently with our histological
analyses and despite the limited number of samples, 3D reconstructions based on uCT
acquisition show a decrease in both growth plate volume and height in MGP KO mice. The
ratio between growth plate volume and total bone volume is also altered in absence of MGP.
The alteration of growth plate tends to be more drastic as the post-natal skeletal development
progress (Figure 3 C). Moreover, 3D reconstruction of SOC volume by the use of uCT confirm
the absence of significant difference between WT and MGP KO at later stage of development

(3 D).
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Figure 3: MGP deficiency results in impaired growth plate structure

A. Hematoxylin-Eosin-Safran staining of femur sections at several time points of post-natal development: P4, P7,
P14, P21 and P28.B. Quantitative measurements of growth plate zone and secondary ossification center (SOC)

using Image J software. Values represent means + SD. Unpaired two-tailed t-test was used. N=3 for each stage.
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MGP KO present a significant reduction of total growth plate starting P21. Shortening of hypertrophic zone was
observed as early as P4. A slightly however significant acceleration of SOC development is visible after 7 days of
post-natal life but not in later stages. C. Growth plate volume from WT and MGP KO has been segmented from
2D uCT section, then computationally 3D reconstructed at age P14, P21 and P28. D. 3D reconstruction of
secondary ossification centers using uCT. N=2 for each stage of development and genotypes. Values represent
mean * SD. (N= 6). Unpaired two-tailed t-test was used with statistical significance defined as p< 0.05 (*), p<0.01
(**), p< 0.001 (***) or p< 0.0001 (***%*).

Moreover, to study growth plate phenotype of MGP KO mice, in situ hybridization
experiments were conducted on long bone sections using Col/10al antisense riboprobes. A
significant decrease of type X collagen expression in the hypertrophic zone was shown at 7 of
postnatal life in absence of MGP (Figure 4 A). Similar experiments performed on later stage of
postnatal life (P21) also show a reduction of type X collagen expression in hypertrophic zone
of MGP KO mice. More, we also observed a decrease of Col10al expression in the secondary

ossification center of MGP deficient mice compared to WT mice (Figure 4 B).

Next, we also studied type X collagen protein level and distribution in growth plate of WT and
MGP KO by immunohistochemistry experiments on long bone sections using specific
antibodies. Thus, Collagen type X immunostaining confirmed the shortening of the
hypertrophic zone that start at early stage (P7) in absence of MGP. Complementary to the
increased SOC vascular invasion described above, a lack of hypertrophic chondrocyte in the
SOC induction area of the resting zone was observed in MGP KO mice (Figure 4 A). Similarly,
we also observed a decrease in CollX protein level at 21 days of postnatal life in MGP KO mice

compared to WT mice (Figure 4 B).

151



P7 P21
WT KO WT KO

Rz RZ { soC socC

2 2 'R
Hz h mﬁ
Secondary ossification center
RZ y

o : o

» RZ -
g < soc

—_ & — PZ e

Hypertrophic zone

< (‘v

Figure 4: Study of mRNA pattern expression of Type X collagen in growth plate of WT and
MGP KO mice.

A. In situ hybridization staining of mice growth plate sections using Col10al mRNA antisense probes expression
at P7. B. Study of type X collagen mRNA expression in murine growth plate at P21. MGP KO mice present

significant reduction of CollX mRNA expression and lack of hypertrophy in both growth plate and SOC at P21.

HZ: Hypertrophic zone, PZ: Proliferative zone, RZ: resting zone, SOC : Secondary ossification center.
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Figure 5: Study of Type X collagen protein levels distribution in the growth plate phenotype

x10
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of WT and MGP deficient mice

A. Immunohistochemical staining of WT and MGP KO mice at post-natal stage P7 using anti-type X collagen
antibodies. B. Study of Collagen type X level in mice growth plate at P21. MGP KO mice exhibits lack of hypertrophy
in growth plate starting from P7. Studies of SOC formation in resting zone also reveals a lack of hypertrophy in
secondary ossification center associated with a slight acceleration of resting zone vascular invasion.

HZ: Hypertrophic zone, PZ: Proliferative zone, RZ: resting zone, SOC : Secondary ossification center.

MGP deficiency results in disturbed expression pattern of bone and cartilage genes during post-natal

development

As a final approach to study growth plate phenotype in absence of MGP, we decided to perform
analyses of gene expression on cDNAs collected from WT and MGP KO mice femurs at different
timepoints of post-natal development. At P7 we observed a down regulation of several pre-
hypertrophic and hypertrophic chondrocytes genes including Col10a1, Mmp13, Vegfa and Fgfr3 in
MGP KO mice femurs (Figure 6 A-D). At the opposite, at stage P14, those chondrocytes maturation

genes, are upregulated in absence of MGP (Figure 6 E-H). Surprisingly, at age P21, the post-natal
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stage at which MGP KO mice exhibits significant growth retardation, only the gene expression of
Fgfr3 is modified compared to WT mice (Figure 6 I-L). At the latest stage studied, P28, almost all
genes implicated in chondrocytes maturation were drastically downregulated in femurs retrieved

from MGP KO mice (Figure 6 M-Q).
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Figure 6: Analysis of chondrocytes maturation gene markers expression during post-natal

development
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A-D. RNA extracted from total femur of WT and MGP KO mice at 7 days of post-natal development. MGP KO
exhibits significant reduction of several pre-hypertrophic and hypertrophic gene markers expression compared to
WT. E-H. gPCR experiments performed on mice femur retrieved from WT and MGP KO mice at age P14. At this
stage of post-natal life, MGP KO mice present an upregulation of several gene implicated in growth plate
maturation. I-L. mRNA relative expression of chondrocytes hypertrophy regulators at 21 days of post-natal life.
At this stage, only FGFR3 gene is upregulated in MGP KO mice compared to WT. M-Q. Studies of chondrocytes
maturation gene markers expression on RNA extracted from WT and MGP KO mice at P28. At this late stage of
post-natal development, almost every gene related to chondrocytes maturation are drastically downregulated in
absence of MGP. Values represent mean + SD. (N= 6). Unpaired two-tailed t-test was used with statistical

significance defined as p< 0.05 (*), p<0.01 (**), p< 0.001 (***) or p< 0.0001 (****).

Discussion

Although MGP gene expression is detectable during embryonic development (Luo et al.,
1995), MGP KO mice do not display any skeletal abnormalities during this stage of
development. Vascular and skeletal phenotypes only appear during post-natal development.
Extensive vascular calcification provokes early death of MGP KO mice between 6 to 8 weeks
of post-natal life, due to the rupture of the large arteries and hemorrhage. Thus, MGP KO mice
can only be obtained through crossbreeding of heterozygous mice. Moreover, MGP is a
secreted circulating protein. Interestingly osteocalcin (aka Bone Gla protein, BGP) other
members of the VKDPs have been proved to cross the placenta during pregnancy and rescue
the abnormalities in BGP KO progeny (Oury et al., 2013). Altogether, these prompted us to
hypothesize that MGP from pregnant heterozygous mother may pass through the placenta

and compensate its absence in the MGP KO embryos.

In the growth plate, MGP is essentially expressed by proliferative and late hypertrophic
chondrocytes (Luo et al., 1997). It was also demonstrated that MGP is required for the survival
of proliferative and hypertrophic chondrocytes in both primary culture of chicken
chondrocytes and ATDCS cell line (Yagami et al., 1999; Newman et al., 2001). Then, the role
of MGP in survival and thus maturation of growth plate chondrocyte may explain the
reduction of growth plate thickness and the lack of hypertrophic chondrocytes we observed
in absence of MGP. Consistently, down regulation of gene expression related to pre-
hypertrophic or hypertrophic chondrocytes such as Ihh, Osx, CollX or MMP13 we observed at

P7 may be related to the role of MGP in survival of chondrocytes. We can hypothesize that
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the upregulation of those genes at P14 may be due to triggering of mechanisms to
compensate MGP deficiency. Either way, it can also be due to alteration of one or several

signaling pathways implicated in growth plate regulation.

Indeed, it has been demonstrated that MGP is implicated in the regulation of BMP2 and BMP4
signaling. Briefly, BMPs are members of the TGFB superfamily that are implicated in arterial
calcification or growth plate maturation through their capacity to induce osteogenic gene
expression such as the transcriptional factor Runx2 (Halloran et al., 2020). Several studies
reported that MGP can directly binds these two proteins and inhibits arterial calcification
(Bostrom et al., 2001; Zebboudj et al., 2001, Yao et al., 2006). More recently, it was
demonstrated, in the avian growth plate, that the proximity between MGP and BMP2 zone of
expression, respectively in the late hypertrophic zone and pre-hypertrophic zone is required
for proper endochondral ossification (Dan et al., 2012). Consistently to literature, we obtained
preliminaries data that indicate a concomitant variation of expression regarding BMP2/BMP4
related genes and those implicated in chondrocyte maturation (data not shown). Then, the
role of MGP in BMP2/BMP4 regulation may explain, at least partially the growth retardation
exhibited by MGP KO mice. Interestingly BMPs are also known to be involved in a positive
feedback loop with Indian Hedgehog (Ihh) pathway (Provot et al., 2005). Then, alteration of
BMPs signaling may also explain the simultaneous variation of Hedgehog related genes (Ptcl,
Smo, Gli1,2,3) we observed in MGP KO mice (data not shown). However, we need to go deeper
into the molecular mechanisms behind MGP deficiency to confirm the role of BMPs and Indian

Hedgehog.

Surprisingly, during our investigation regarding the mechanisms behind alteration of growth
plate maturation, we observed an upregulation of FGFR3 coding gene among the few
variations of expression detected in MGP KO mice at 21 days of post-natal life. During post-
natal skeletal development, FGFR3 negatively regulate chondrocytes proliferation and
maturation (lwata et al., 2000). FGFR3 suractivation is known to induce achondroplasia (ACH),
the most common form of dwarfism/skeletal dysplasia in human, with an estimated incidence
between 1/15 000 and 1/25 000 birth. ACH patients develop a severe form of short stature
associated with specific shortening of limbs proximal skeletal elements (i.e., femur or
humerus), stenosis, midface hypoplasia, otitis, and hearing loss (Horton et al., 2007; Baujat et

al., 2008; Ornitz et Legeai-Mallet., 2017). Experimental murin model that overexpress Fgfr3in
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immature osteoblasts also exhibits reduced bone mineral density (i.e osteopenia) (Duplan et
al., 2021). Interestingly, loss-of-functions mutations in Mgp gene also lead to a skeletal
dysplasia in human, termed as Keutel Syndrome (Keutel et al., 1971). In a similar however
alleviated manner, Keutel patients develop phenotype close to those of MGP KO mice with
abnormal calcifications of their cartilage, respiratory tract, and cardio-vascular system. Clinical
signs of Keutel patients are highly variable from one patient to another, it includes
brachytelephalangism, abnormal calcification of cartilage associated with midface hypoplasia,
short stature, hearing loss, otitis, and frequent respiratory infection (Teebi et al., 1998;
Munroe et al., 1999; Hur et al., 2005; Khosroshahi et al., 2014; Perrone et al., 2018). As already
discussed, MGP KO mice also develop osteopenia during post-natal skeletal development (Luo
et al.,, 1997; Marulanda et al., 2017; Laurent et al., 2022). Then, it appears that Keutel
syndrome and achondroplasia clinical signs overlap, indicating that both pathologies may
somehow be related. Consistently, it has been demonstrated that experimental model of
FGFR3 deficiency, FGFR3 KO mice also develop osteopenia and present an increased
expression of MGP (Valverde-Franco et al., 2004). Thus, taking together literature and our
preliminaries results seems to indicate a relationship between MGP and FGFR3 signaling that
may partially explain the growth plate phenotype of MGP KO mice. Complementary studies

are and will be undergone to better characterize the relationship between these two proteins.

The drastic reduction of almost every gene related to chondrocyte maturation at P28 may be
due to the significant reduction of total growth plate thickness and hypertrophic zone at this

stage of development in MGP KO mice compared to WT mice.

Thus, the growth plate phenotype observed in MGP KO mice may be the results of a complex
and temporal dependent interplay between several molecular actors including BMPs

signaling, Indian Hedgehog pathways or FGFR3 signalization.

Finally, MGP appears to also be implicated in secondary ossification center formation. The
induction of SOC formation requires thyroid hormone T3, that will trigger hypertrophy of
chondrocytes, degradation of cartilaginous matrix, vascular invasion and trans differentiation
of chondrocytes to osteoblastic cells in a similar manner as for primary ossification center
formation (Aghajanian et al., 2017). Vascular invasion of SOC, begins rapidly after birth,
appears to implicate degradation of cartilaginous matrix by both osteoblasts and osteoclasts

(Hashimoto et al., 2021). Interestingly, MGP is one of the gene that is regulated by thyroid
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hormone during SOC formation, and it is implicated in mineralization and degradation of
extracellular matrix by MMP9 (Gomez et al.,, 2022). Additionally, it has already been
demonstrated that MGP appear to negatively regulate in osteoclastogenesis by modulating
intracellular calcium ions flux and Src1/Ras signaling pathways (Zhang et al., 2019b). Thus, our
observation that MGP deficiency seems to impact early stage of SOC development may be
explained, first by its role in chondrocytes maturation in an equivalent manner that we
observed in growth plate; secondly by its direct role in SOC formation as it is regulated by
thyroid hormone and finally by its role in osteoclastogenesis that can affect step of vascular

invasion.

As a conclusion, MGP is a small protein from the VKDPs family, that is mainly known as an
inhibitor of calcification. However, in the early steps of postnatal growth plate formation, the
role of MGP appear not to be related to calcification (Luo et al., 1997: Yagami et al., 1999).
Indeed, moderate growth retardation exhibited by MGP KO mice starts to be noticeable at
P21, thus before any abnormal calcification take place (Luo et al., 1997). Moreover, the growth
plate retardation in MGP KO mice remains moderate compared to what can be observed in
other mouse models including the well known and extensively studied FGFR3-mutated mice

that display achondroplasia, a severe form of dwarfism.

Despite this narrowed in time and moderate in space phenotype, we were able to unveil, for
the very first time, that MGP deficiency led to reduction of growth plate thickness associated
with a lack of chondrocytes hypertrophy, a common feature of growth retardation models.
Although our attempt to discover which mechanisms were implicated in the MGP KO
phenotype likely pintpoint FGF signaling at least partially. Further work is needed to better
characterize the sequence and precise pathways that we believe MGP is at the crossroad of a

complex molecular network that remain to be characterized.
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1.1.2. Figures supplémentaires

De maniere équivalente a celles concernant les sections de fémurs, des sections de tibias
provenant de souris WT et MGP KO a différents stades de développement post-natal ont été
colorées a I’'Hématoxyline-Eosine-Safran. Des mesures des différentes zones de la plaque de
croissance et des centres d’ossifications secondaires ont ensuite été réalisées a I'aide du
logiciel Image J. Ainsi, nous observons une réduction de I'épaisseur de la zone hypertrophique
des 14 jours de vie post-natale mais également aux stades de développements ultérieurs. De
méme, ces résultats suggeérent une accélération de I'invasion vasculaire lors de la formation
du SOC dans les tibias de souris MGP KO a 7 jours de vie post-natale. Une légere diminution

de la surface du SOC est visible en absence de MGP au stade P14 (Figure S1 A).

Les mesures réalisées sur ces mémes sections confirment la réduction de I'épaisseur totale de

la plaque de croissance que nous observions déja au niveau fémoral a P21 et aux stades
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ultérieurs. Ces mesures confirment également la réduction de |’épaisseur de la zone
hypertrophique observable a partir du stade P14. Enfin, comme pour les sections de fémurs,
le ratio épaisseur de la zone hypertrophique/ plaque de croissance totale est également altéré

a partir de P14 chez les souris MGP KO (Figure S1 B).

Des marquages par hybridation in situ avec des sondes antisens de 'ARNm de Col10al ont
également été réalisés sur des sections de tibias au stade P4. Sur les sections de tibia issus de
souris MGP KO, nous avons constaté une diminution de la zone d’expression de Col10al

équivalente a celle observée a des stades ultérieurs (Figure S2).

En conclusion, les résultats présentés dans ces 2 figures supplémentaires confirment nos
observations précédentes quant au rétrécissement de la zone hypertrophique a des stades de
développement post-natal précoces, au rétrécissement de la plaque de croissance totale et a

I’altération du ratio entre leur épaisseur chez les souris MGP KO.
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Figure supplémentaire 1 (S1) : Analyse histo-morphométrique de I'impact de la déficience

en MGP sur la plague de croissance tibiale.

A. Coloration Hématoxyline-Eosine-Safran de sections de tibias a différents stades de développement post-natal :
P7, P14, P21 et P28. B. Mesures quantitatives de I’épaisseur totale de la plaque de croissance, de la zone
hypertrophique et de la surface totale des centres d’ossifications secondaires a I'aide du logiciel ImageJ. N=3 pour
chaque stade de développement post-natal et chaque génotype. Les valeurs numériques représentent la moyenne
+ I'écart-type. Un test t non apparié a deux échantillons a été utilisé pour déterminer la significativité statistique

des résultats : p< 0.05 (*), p<0.01 (**), p< 0.001 (***) et p< 0.0001 (****).
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Figure supplémentaire 2 (S2) : Etude de I'expression de ’ARNm de Col10al au sein de la

plague de croissance lors du développement post-natal

Marquages de sections de tibia prélevés chez des souris WT et MGP KO a 4 jours de vie post-natale via hybridation

in situ a I'aide de sondes antisens de ’ARNm de Col10al. N=3 pour chaque génotype
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1.2. Impact de la déficience en MGP sur les acteurs
moléculaires de la régulation de la plague de
croissance

Afin de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans le développement du retard de
croissance chez les souris MGO KO, des expériences sur des os longs issus de ces souris ont
été réalisées. Ces expériences se proposent d’étudier plusieurs acteurs moléculaires connus
pour étre impliqués dans la maturation des chondrocytes, notamment le processus

d’autophagie, la voie des BMPs, la signalisation par FGFR3 et le cil primaire.

1.2.1. Marqueurs de la maturation chondrocytaire

Une analyse de I'expression des genes impliqués dans la maturation des chondrocytes a été
réalisé par la méthode PCR quantitative (QPCR) sur des ADNcs issus de fémurs complets de

souris WT et MGP KO, prélevés a différents stades de développement.

Tout d’abord, nous avons observé, au stade P7, une diminution significative de I’expression
de nombreux marqueurs des chondrocytes pré-hypertrophiques et hypertrophiques, incluant
Col10a1 (facteur 10 £ 0,17), Mmp13 (d’un facteur 2 + 0,11), Vegfa (facteur 2 + 0,15), et fgfr3
(facteur 1,8 £ 0,23) dans les fémurs issus de souris MGP KO (Figure 35 A-D).

Alinverse, au stade de développement P14, nous avons constaté une surexpression des genes
Mmp13 (facteur 2,7 £ 0,73), Vegfa (facteur 3,25 + 0.9) sans modifications significatives de
I'expression de Col10a1 et fgfr3 en absence de MGP (Figure 36 A-D).

A 21 jours de vie post-natale, I'expression des genes Coll0al, Vegfa et Mmp13 ne présente

pas de variations significatives d’expression (Figure 37 A-C).

De maniére surprenante, une surexpression, d’un facteur 3,9 + 0,56, du géne codant pour
FGFR3 a également été observée chez les souris MGP KO a ce stade de développement (Figure

37 D).

Enfin, a 28 jours de vie post-natale, Coll0al et Mmp1l3 sont fortement sous-exprimés,

respectivement d’un facteur 54 t 0,3 et d’un facteur 14 + 0,07 chez les souris MGP KO par
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rapport aux souris WT. Le géne codant FGFR3 est également diminué, d’un facteur 2,5 £ 0,23
en cas de déficience en MGP. Le géne codant pour VEGF-A n’est quant a lui pas modifié au

stade P28 (Figure 38 A-D).

1.2.2. La voie de signalisation Indian Hedgehog

De maniere additionnelle, I'expression de plusieurs genes impliqués dans la voie Indian

Hedgehog a été étudiée.

Comme dans le cas des genes marqueurs de la maturation des chondrocytes, nous avons
observé une diminution de I'expression des genes codant pour IHH et la protéine SMO
respectivement d’un facteur 2,75 £+ 0,23 et d’un facteur 1,5 + 0,06. Les génes codant pour la
protéine PTCH1 et le facteur de transcription Glil ne connaissent cependant pas de variation

significative d’expression en absence de MGP (Figure 35E-H).

De méme, au stade P14, nous avons également constaté une augmentation de I’expression
des génes Smo (facteur 3 + 0,63), Ptchl (facteur 3 + 0,36) et Gli1 (facteur 3,3 + 1,4) sans

variation significative de I'expression du géne /hh, chez les souris MGP KO (Figure 36 E-H).

A 21 jours de vie post-natale, aucun gene de la voie Indian Hedgehog ne connait de variation

significative d’expression en absence de MGP (Figure 37 E-H).

Enfin, au stade P28, comme pour la plupart des genes étudiés, les genes Ptchl et Glil
présentent une expression fortement diminuée, respectivement d’un facteur 2,4 £ 0,24 et
d’un facteur 3,6 + 0,14 chez les souris déficientes en MGP. A I'inverse, les génes codant pour

IHH et SMO ne varient pas de maniére significative chez les souris MGP KO (Figure 38 E-H).

1.2.3. Le cil primaire

De maniere connexe, du fait de I'implication du cil primaire dans la transduction de la
signalisation Hedghog, nous avons également étudié I'expression de genes liés a cette

organelle.
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Contrairement aux autres acteurs moléculaires impliqués dans la plague de croissance, au
stade P7, nous n’observons qu’une légere diminution du gene Atp8a2, d’un facteur 1,6 £ 0,1,
chez les souris MGP KO, sans modifications des autres genes liés au cil primaire que nous avons

étudiés (Figure 35 I-L).

A l'inverse, au stade P14, nous observons une forte augmentation de I'ensemble des génes
liés au cil primaire étudiés, a savoir Kif22 (facteur 2,7 + 0,4), Kif24 (facteur 22 + 6,5), Atp8a2
(facteur 7,5 + 1,5) et Dync2li1 (facteur 4,5 + 0,9) en absence de MGP (Figure 36 I-L).

A 21 jours de vie post-natale, comme auparavant, nous n’observons pas de variations
significatives d’expression des genes impliqués dans la régulation du cil primaire en cas de

déficience en MGP (Figure 37 I-L).

Enfin, au stade P28, comme pour le stade P7, nous n'observons une diminution significative
d’expression qu’au niveau du gene codant pour ATP8A2, d’un facteur 2,5 £ 0,25 chez les souris

MGP KO (Figure 38 I-L).

1.2.4. La voie des BMPs

Du fait du réle de MGP dans la régulation de I'activité de BMP2, une étude de I'expression de

genes impliqués dans la voie des BMPs a été réalisée.

Au stade P7, nous observons, comme dans le cas des autres génes, une légere diminution de
I’expression de Bmp4 (facteur 1,6 + 0,1), de Bmp2 (facteur 1,8 £ 0,1) et de I'un de ces génes
cibles Nkx3.2 (facteur 1,8 ; 0,16) sans modification de I'expression du gene Runx2 (Figure 35

M-Q).

Chez les souris déficientes en MGP, a 14 jours de vie post-natale, nous constatons une
surexpression des genes codant pour BMP4 (facteur 3 £ 0,5), BMP2 (facteur 3 + 0,6) et ses

génes cibles Runx2 (facteur 3,46 + 0,40) et Nkx3.2 (facteur 6 + 3,3) (Figure 36 M-Q).

Alinverse de la plupart des autres genes étudiés, I'expression de certains genes de la voie des
BMPs est modifiée 21 jours de vie post-natale. En effet, a ce stade du développement post-

natal, nous observons une surexpression de Bmp2 (facteur 2,5 + 0,47) et de Nkx3.2 (facteur
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1.7 £0.35) en cas de déficience en MGP. Les génes codant pour BMP4 et RUNX2 ne sont quant

a eux pas modifiés de fagon significative (Figure 37 M-Q).

Enfin au stade P28, nous avons montré une diminution significative de I'expression de Bmp4
(facteur 2,7 £ 0,24), Runx2 (facteur 2,5 + 0,25) et Nkx3.2 (facteur 4,5 + 0,20) mais pas du géne
codant BMP2, en cas de déficience en MGP (Figure 38 M-Q).
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FIGURE 35 : ANALYSE DE L’EXPRESSION RELATIVE D’ARNM DE GENES IMPLIQUES DANS LA MATURATION DE LA
PLAQUE DE CROISSANCE A 7 JOURS DE VIE POST-NATALE.

A-D. Expression relative des génes de la pré-hypertrophie et de I’hypertrophie Col10al, Vegfa, Mmp13 et Fgfr3,
dans des fémurs de souris WT et MGP. E-H. Expression relative des génes de la voie Indian HedgeHog (lhh, Smo,
Ptchl1 et Gli1) dans les échantillons de fémurs complets issus de souris WT et KO. I-J. Expression relative des génes
liés au cil primaire (Kif22, Kif24, Atp8a et Dync2lil). M-Q. Expression relative des génes BMP4, BMP2, Runx2 et
Nkx3.2. N=6 pour chaque génotype. Les valeurs numériques représentent la moyenne * I’écart-type. Un test t non
apparié a deux échantillons a été utilisé pour déterminer la significativité statistique des résultats : p< 0.05 (*),

p<0.01 (**), p< 0.001 (***) et p< 0.0001 (****)
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FIGURE 36 : ANALYSE DE L’EXPRESSION RELATIVE D’ARNM DE GENES IMPLIQUES DANS LA MATURATION DE LA
PLAQUE DE CROISSANCE A 14 JOURS DE VIE POST-NATALE.

A-D. Expression relative des génes de la pré-hypertrophie et de I’hypertrophie Col10al, Vegfa, Mmp13 et Fgfr3
dans des fémurs de souris WT et MGP KO. E-H. Expression relative des génes de la voie Indian HedgeHog (lhh,
Smo, Ptchl et Gli1) dans les échantillons de fémurs complets issus de souris WT et KO. I-J. Expression relative des
genes liés au cil primaire (Kif22, Kif24, Atp8a et Dync2li1). M-Q. Expression relative des génes BMP4, BMP2, Runx2
et Nkx3.2. N=6 pour chaque génotype. Les valeurs numériques représentent la moyenne + I'écart-type. Un test t
non apparié a deux échantillons a été utilisé pour déterminer la significativité statistique des résultats : p< 0.05

(*), p<0.01 (**), p< 0.001 (***) et p< 0.0001 (****).
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FIGURE 37 : ANALYSE DE L’EXPRESSION RELATIVE D’ARNM DE GENES IMPLIQUES DANS LA MATURATION DE LA
PLAQUE DE CROISSANCE A 21 JOURS DE VIE POST-NATALE.

A-D. Expression relative des génes de la pré-hypertrophie et de I’hypertrophie Col10al, Vegfa, Mmp13 et Fgfr3
dans des fémurs de souris WT et MGP KO. E-H. Expression relative des génes de la voie Indian HedgeHog (lhh,
Smo, Ptchl et Gli1) dans les échantillons de fémurs complets issus de souris WT et KO. I-J. Expression relative des
genes liés au cil primaire (Kif22, Kif24, Atp8a et Dync2li1). M-Q. Expression relative des génes BMP4, BMP2, Runx2
et Nkx3.2. N=6 pour chaque génotype. Les valeurs numériques représentent la moyenne + I’écart-type. Un test t
non apparié a deux échantillons a été utilisé pour déterminer la significativité statistique des résultats : p< 0.05

(*), p<0.01 (**), p< 0.001 (***) et p< 0.0001 (****).
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FIGURE 38 : ANALYSE DE L’EXPRESSION RELATIVE DE ARNM DE GENES IMPLIQUES DANS LA MATURATION DE LA
PLAQUE DE CROISSANCE A 28 JOURS DE VIE POST-NATALE.

A-D. Expression relative des génes de la pré-hypertrophie et de I’hypertrophie Col10al, Vegfa, Mmp13 et Fgfr3
dans des fémurs de souris WT et MGP KO. E-H. Expression relative des génes de la voie Indian HedgeHog (lhh,
Smo, Ptchl et Gli1) dans les échantillons de fémurs complets issus de souris WT et KO. I-J. Expression relative des
genes liés au cil primaire (Kif22, Kif24, Atp8a et Dync2li1). M-Q. Expression relative des génes BMP4, BMP2, Runx2
et Nkx3.2. N=6 pour chaque génotype. Les valeurs numériques représentent la moyenne + I'écart-type. Un test t
non apparié a deux échantillons a été utilisé pour déterminer la significativité statistique des résultats : p< 0.05

(*), p<0.01 (**), p< 0.001 (***) et p< 0.0001 (****).
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1.2.5. L’autophagie

Des marquages immunohistochimiques avec des anticorps anti-LC3B ont été réalisés sur des

sections de fémurs de souris WT et MGP KO afin d’étudier le processus d’autophagie.

Sur 'ensemble des stades de développement post-natal étudiés, a savoir P4, P7 et P14, le
marquage LC3B est présent uniquement au niveau des chondrocytes pré-hypertrophiques et

hypertrophiques (Figure 39).

A 4 jours de vie post-natale, aucune différence significative dans les niveaux protéiques de

LC3B n’est observable entre souris WT et souris MGP KO (Figure 39 A).

A l'inverse, aprés une semaine de vie post-natale (P7), les chondrocytes de la zone
hypertrophique des souris MGP KO sont significativement plus marqués que ceux des souris
controles. De méme, les chondrocytes hypertrophiques au niveau de la zone de formation du
SOC présentent un marquage LC3B plus important chez les souris MGP KO. De plus, il est
intéressant de noter que ces marquages tendent a confirmer nos observations précédentes
concernant la formation du SOC en absence de MGP, a savoir une étape d’invasion vasculaire
accélérée chez les souris MGP KO que chez les souris WT a 7 jours de vie post-natale (P7)

(Figure 39 B).

Enfin, au stade P14, les souris MGP KO ne présentent pas de variations significatives dans

I'intensité des marquages LC3B par rapport aux souris WT (Figure 39 C).
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FIGURE 39 : ETUDE DE L'IMPACT DE LA DEFICIENCE EN IMIGP SUR LE PROCESSUS D’ AUTOPHAGIE AU SEIN DE LA
PLAQUE DE CROISSANCE PAR IMMUNOHISTOCHIMIE

A. Marquage de la plaque de croissance de fémurs issus de souris WT et MGP KO avec des anticorps anti-LC3B au
stade P4. B. Marquages immunohistologiques anti-LC3B sur de la plaque de croissance et de la zone de formation
du SOC a 7 jours de vie post-natale. C. Marquage anti-LC3B de la plaque de croissance fémorale au stade P14. N=

3 pour chaque stade et génotype.
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1.3. Discussion

1.3.1. Réle de MGP au sein de la plaque de croissance

Dans la plaque de croissance, MGP est principalement exprimée au niveau des chondrocytes
prolifératifs et hypertrophiques terminaux (Luo et al., 1997). Par des expériences in vitro, sur
des cellules ATDC5 ou des cultures primaires de chondrocytes déficients ou surexprimant
MGP, il a également été montré que cette protéine est impliquée dans la survie des
chondrocytes prolifératifs et hypertrophiques (Yagami et al., 1999 ; Newman et al., 2001).
Ainsi, le r6le que MGP tient dans la survie des chondrocytes pourrait expliquer la réduction de
I’épaisseur de la plaque de croissance observée et plus particulierement le raccourcissement
de la zone hypertrophique observé des 4 jours de vie post-natale. Cette fonction de MGP dans
la survie cellulaire pourrait également expliquer la diminution du marquage
immunohistochimique avec les anticorps anti-CollX visible au niveau de la zone de formation
du SOC que nous observons a P7. Nous observons aussi une diminution de I'expression des
genes des chondrocytes pré-hypertrophiques et hypertrophiques tels qu’lhh, Osx, Col10al et
Mmp13 au stade P7. Cette diminution pourrait également étre liée au role de MGP dans la

survie des chondrocytes (pré-)hypertrophiques.

Afin de confirmer le réle de MGP dans la survie cellulaire au sein de la plaque de croissance
murine, il serait intéressant de réaliser des immunomarquages avec des anticorps dirigés
contre la protéine marqueur de la prolifération nommeée Ki67. De méme, nous souhaitons
aussi étudier la mort cellulaire notamment par la réalisation de marquage TUNEL (Terminal
deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling) qui met en évidence la fragmentation

de I’ADN qui prend place lors de I'apoptose.

De plus, il a été montré que le processus d’autophagie est indispensable a la survie des
chondrocytes, particulierement ceux de la zone hypertrophique, dans I'environnement
avasculaire et hypoxique que représente la plaque de croissance (Bohensky et al., 2007 ;
Terkhorn et al., 2007). Ainsi toute altération du processus d’autophagie, dans des modeles
expérimentaux murins conduit a I'apparition de dysplasies squelettiques, incluant des retards
de croissance modérés, du fait de la mort prématurés des chondrocytes (Vuppalapati et al.,

2015, Kang et al., 2007 ; Cinque et al., 2015). De maniére intéressante, au stade P7, nous avons
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observé une accumulation de LC3B, protéine impliquée dans la formation des
autophagosomes, au niveau des chondrocytes hypertrophiques de la plaque de croissance et
de la zone de formation du SOC. Comme démontré auparavant, une accumulation de LC3B au
sein des chondrocytes est associée a une altération du processus d’autophagie (Settembre et
al., 2008 ; Moss et al., 2021). Ainsi, le retard de croissance observé et I'altération de la
formation du SOC associés a une diminution de I'"hypertrophie des chondrocytes pourraient

étre dus a une dérégulation du processus d’autophagie en absence de MGP.

Des études plus poussées sont requises afin de confirmer et de décrire le lien entre MGP et
I’autophagie. Cette derniere est un processus complexe qui implique de nombreux acteurs
moléculaires et est régulée par de nombreux facteurs tels que I’hypoxie ou la concentration

en nutriments présente dans I'environnement (Parzych et Klionsky., 2014).

En parallele, j'ai également réalisé des essais de marquages immunohistochimiques sur
d’autres acteurs de I'autophagie tels que p62/SQSTM1 et ATGS5 afin de confirmer les résultats
obtenus avec les anticorps anti-LC3B. Cependant, du fait de contraintes de temps, ces
marquages n’ont pas pu étre réalisés sur un nombre suffisant d’échantillons ce qui n’a donc
pas permis d’obtenir de résultats probants. Il serait alors intéressant de compléter ces
marquages afin de confirmer les altérations de I'autophagie observées au stade P7. De méme,
comme pour les cultures de chondrocytes primaires, il serait intéressant de réaliser des
extractions protéiques a partir de fémurs complets de souris puis d’étudier et confirmer les

variations des niveaux protéiques de ces acteurs de 'autophagie, via Western blotting.

Il est également possible que le role de MGP dans la régulation de BMP2 et de BMP4 puisse

contribuer, au moins partiellement, a I'apparition du phénotype squelettique.

Brievement, pour rappel, les BMPs sont des membres de la superfamille des TGFB qui sont
impliqués dans la régulation de la maturation des chondrocytes (cf. partie 3.1.3.C de
I'introduction), notamment en induisant I'expression du géne codant le facteur de
transcription RUNX2 (Halloran et al., 2020). Plusieurs études ont montré que MGP est capable
d’interagir directement avec BMP2 et BMP4 et d’inhiber la mise en place de calcifications
ectopiques au niveau des artéeres (Bostrom et al., 2001 ; Zebboudj et al., 2001, Yao et al., 2006).
Plus récemment, il a été montré, au niveau de la plague de croissance du poulet, que la

proximité des zones d’expression de MGP et BMP2 est indispensable au bon déroulement du
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processus d’ossification endochondrale (Dan et al., 2012). Ceci pourrait expliquer les
dérégulations de I'expression de BMP4, BMP2 et de ses génes cibles en absence de MGP au
cours du développement post-natal. De plus, les BMPs sont connues pour étre impliquées
dans une boucle d’expression positive avec la voie de signalisation Indian Hedgehog (Provot
et al., 2005). Les dérégulations de la voie des BMPs pourraient alors expliquer les variations
d’expression concomitantes des genes impliqués dans la signalisation Hedgehog tel que Ptch1,
Smo et les genes des facteurs de transcription Gli. La stimulation de la voie des BMPs et Indian
Hedghog en absence de MGP pourrait provoquer une maturation précoce des chondrocytes,
ce qui expliquerait l'augmentation de I'expression des genes des chondrocytes pré-
hypertrophiques et hypertrophiques a P14 et pourrait étre a I'origine du retard de croissance

visible une semaine plus tard, a P21.

Afin de compléter ces résultats, des essais de marquages par immunohistochimie et
hybridation in situ des acteurs de la voie BMP2/4 ont commencé a étre réalisés, notamment
des marquages avec des anticorps anti-RUNX2. A I’heure actuelle, les marquages RUNX2 n’ont
été testé qu’au stade P14 et sur un nombre limité d’échantillons. Du fait de la faible intensité
des marquages, méme a de fortes concentrations d’anticorps (1/100%™¢) et avec un temps
d’incubation long (30 minutes, soit la limite recommandée par le fabricant), il est difficile
d’observer une différence entre les souris WT et KO. Nous sommes en train de faire des tests
afin d’améliorer ces immunomarquages. De plus, des essais de marquages par hybridation in
situ via I'utilisation de sondes antisens de 'ARNm de Bmp2 et Bmp4 ont également été
réalisés. Cependant, du fait des nombreux problemes techniques rencontrés notamment a
cause du décollement des sections de la lame en verre, aucun résultat probant n’a pu étre
obtenu. Afin de résoudre ces problémes de décollement de lames, nous avons prévu de traiter
les lames en verre avec du 3-aminopropyltriethoxysilane (TESPA), ce qui augmentera
I'adhérence des sections sur les lames. Au-dela de ces probléemes de décollements
d’échantillons, il est probable que le fait que nous n’utilisons pas de systeme d’amplification
du signal peut étre un frein a I'obtention d’'un marquage d’intensité suffisante et/ou
suffisamment discriminant entre souris WT et MGP KO lorsque nous utilisons des sondes
antisens pour des ARNm moins exprimés que le collagene de type Il ou X. Une modification de
notre protocole d’hybridation in situ pour améliorer la limite de détection est ainsi en cours.

De plus, de maniere équivalente aux expériences réalisées in vitro, il pourrait étre intéressant
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de réaliser des expériences de Western blot pour étudier I'activation de la voie des BMPs, en
utilisant des anticorps anti-SMAD phosphorylés et non phosphorylés. De méme, il est prévu
de réaliser des expériences de Western blot avec des anticorps Runx2, pour étudier son

activation par BMP2 comme cela a été fait par d’autres équipes de recherche (Shu et al., 2011).

De maniere connexe, nous avons observé une surexpression de genes impliqués dans la
régulation du cil primaire (Kif24, Dync2lil, ATP8a2) a P14. Le cil primaire est une organelle
présente a la surface de la plupart des cellules de mammiferes. Il s’agit d’'une structure
transitoire qui est assemblée dans les cellules quiescentes et qui est désassemblée lorsque ces
derniéres re-entrent dans le cycle cellulaire (lwata et al., 2015). Dans la plaque de croissance,
le cil primaire est impliqué dans la mécano-transduction, I'organisation en colonnes des
chondrocytes prolifératifs et la transduction de signaux, notamment de la voie Hedgehog
(Jensen et al., 2007 ; Song et al., 2007 ; Rich et al., 2012; Ruhlen et al., 2014; Yuan et Yang.,
2015; Tao et al., 2019). L’assemblage /désassemblage du cil primaire et ses fonctions sont
dépendants d’un systéeme de transport intraflagellaire (IFT) qui inclut la Kinésine KIF24 et la
sous-unité de la dynéine Il nommée DYNC2LI1 (Rosenbaum et al., 2002 ; Pedersen et al., 2008
; Krock et al., 2009 ; Ishikawa et al., 2011 ; Kobayashi et al., 2011 ; Kim et al., 2015 ; Miyamoto
et al., 2015 ; Prevo et al., 2017 ; Jensen et al., 2018). Ainsi le role que joue le cil primaire dans
la transduction du signal de la voie Hedgehog pourrait participer a I'augmentation de
I’expression des genes des chondrocytes pré-hypertrophiques et hypertrophiques visible chez

les souris MGO KO a 14 jours de vie post-natale.

Nous avons également commencé a réaliser des expériences d'immunofluorescence avec des
anticorps anti-a tubuline acétylée et anti-y tubuline sur des sections d’os longs de souris MGP
KO (Hafsia et al.,2020). Cependant, ce protocole est prévu pour des coupes réalisées a I'aide
d’un cryostat et non des coupes classiques comme celles que je réalise. Ainsi, je n’ai pas réussi
a obtenir de signal fluorescent sur mes sections de tibias et de fémurs, mais nous envisageons
de réitérer ce protocole dans des conditions optimales grace a |'utilisation d’un cryostat. Des
marquages par immunofluorescence similaires sont en cours de réalisation sur des cultures

primaires de chondrocytes et seront abordés dans la partie 2 des résultats.
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Ensuite, de maniere surprenante, lors de notre étude des mécanismes moléculaires qui
prennent place en I'absence de MGP, nous avons observé une augmentation de I'expression
du géne codant FGFR3 a P21, stade ou le retard de croissance des souris MGP KO devient
clairement visible. Durant le développement post-natal, FGFR3 régule négativement la
prolifération et la maturation des chondrocytes (Ilwata et al., 2000). La suractivation du gene
codant FGFR3 est connue pour induire de I'achondroplasie (ACH), la dysplasie squelettique
ainsi que la forme de nanisme la plus répandue chez I’'Homme. Les patients ACH développent
de séveres retards de croissance, sténoses, hypoplasie médio-faciale et des otites qui peuvent
étre associées a des pertes d’audition (Horton et al., 2007 ; Baujat et al., 2008 ; Ornitz et
Legeai-Mallet., 2017). De plus, des modeles de souris surexprimant Fgfr3 au niveau des
ostéoblastes immatures développent une réduction modérée de leur densité osseuse

(ostéopénie) (Duplan et al., 2021).

Il est intéressant de noter que le syndrome de Keutel, pathologie liée a des mutations perte-
de-fonction du gene codant MGP (cf. partie 2.2 de l'introdcution) présente de nombreux
signes cliniques communs a ceux de l'achondroplasie. En effet, les patients Keutel
développent également des hypoplasies médio-faciale, des retards de croissance, des otites
et une perte d’audition (Teebi et al., 1998 ; Munroe et al., 1999 ; Hur et al., 2005 ; Khosroshahi
etal., 2014 ; Perrone et al., 2018). De plus, méme s’il n’y a pas eu d’observation a ce sujet chez
les patients Keutel, les souris MGP KO présentent aussi une réduction de leur densité minérale
osseuse du fait du r6le de MGP dans 'inhibition de I'ostéoclastogenése et dans la promotion
de la formation du tissu osseux par les ostéoblastes (Luo et al., 1997 ; Marulanda et al., 2017
; Zhang et al., 2019 ; Zhang et al., 2019 ; Laurent et al., 2022). |l a également été montré que
les souris FGFR3 KO, qui développent aussi une ostéopénie, présentaient une augmentation
de l'expression de MGP (Valverde-Franco et al., 2004). Ainsi notre observation d’une
augmentation de I'expression de Fgfr3 a P21 et les données présentes dans la littérature
indiquent un lien entre MGP et FGFR3 qui pourrait expliquer le retard de croissance observé

chez les souris MGP KO.

Il est également intéressant de noter que la signalisation par FGFR3 régule négativement la
boucle Ihh-PThrP et BMP4, ce qui pourrait expliquer pourquoi il n’y a plus de surexpression
des génes qui leur sont associés a partir de P21 (Naski et al., 1998 ; Minina et al., 2002 ; Provot

et al.,, 2005; Su et al., 2014). La suractivation de FGFR3, lors de la mise en place
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d’achondroplasie, est aussi impliquée dans des dérégulations de I'assemblage/désassemblage
du cil primaire ce qui entraine un raccourcissement de ce dernier et altere la transduction des
signaux de la voie Hedgehog (Bosakova et al., 2019). Alors, la régulation du cil primaire par
FGFR3 pourrait aussi étre impliquée dans le retour a une expression équivalente a celle des

souris contréles, des genes du cil primaire et de la voie Hedgehog au stade P21.

De méme, FGFR3 est impliqué dans la régulation négative du processus d’autophagie (Wang
et al., 2015). Cependant, du fait de I'accumulation de la protéine LC3B qui prend place a un
stade antérieur (P7) a celui de la surexpression de Fgfr3 (P21), il est peu probable que la
relation FGFR3-autophagie soit impliquée dans le développement du phénotype squelettique

des souris MGP KO.

Afin de compléter ces données préliminaires, des essais de marquages immunohistologiques
et par hybridation in situ ont été réalisés. Concernant, les marquages par hybridation in situ,
nous avons eu les mémes problémes techniques que précédemment, a savoir un décollement

des lames et une limite de détection inadaptée.

La diminution drastique de la plupart des genes impliqués dans la maturation des
chondrocytes a P28 peut s’expliquer par le fait qu’a ce stade, la plaque de croissance, la zone
hypertrophique et donc la population de chondrocytes associée des souris MGP KO sont

significativement réduites par rapport a celles des souris controles.

Enfin, il est intéressant qu’une étude portant sur des chondrocytes issus du septum nasal
murin a montré que la déficience en MGP entraine une accélération de la minéralisation de la
matrice extracellulaire mais n’a pas d’impact sur la maturation des chondrocytes (Marulanda
et al., 2017). De plus, une étude menée par notre laboratoire a montré une augmentation du
nombre de chondrocytes hypertrophiques au niveau des anneaux cartilagineux trachéaux des

souris MGP KO.

L’ensemble de ces résultats indique que la régulation de la maturation et de la survie des
chondrocytes par la protéine matricielle Gla varie selon le tissu cartilagineux considéré. La
réalisation d’une étude comparative des mécanismes d’action de MGP au niveau des
différents cartilages pourrait ainsi permettre de mieux caractériser le role de cette protéine

lors du développement squelettique post-natal.
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1.3.2. Réle de MGP dans le développement du SOC

Concernant I'altération de la formation du SOC en absence de MGP lors des premiéres étapes
de développement post-natal, il est proposé de récupérer des échantillons d’os longs de souris
entre les stades P1 et P10 et de réaliser, comme cela a été fait précédemment, des
immunomarquages de I'endomucine (ECM), de MMP9, de la TNAP et de la TRAP (Hashimoto
et al., 2019). La réalisation de tels marquages nous permettrait de mieux comprendre les
altérations de l'invasion vasculaire qui semble prendre place en absence de MGP. Plus
spécifiguement, les immunomarquages TNAP et TRAP nous permettrait aussi de comprendre
si le r6le que joue MGP au niveau des ostéoblastes et des ostéoclastes a une implication dans
les premiéres étapes de la mise en place du SOC (Julien et al., 2007, 2009 ; Koshniat et al.,
2011 ; Zhang et al., 2019a; Zhang et al., 2019b). De maniére connexe, a la vue du réle
prépondérant des calcifications artérielles dans le développement squelettique, il serait
intéressant de comparer le développement du SOC chez les souris MGP KO avec celui de
plusieurs lignées de souris déficientes en MGP chez lesquelles le phénotype vasculaire est
compensé au moins partiellement, comme les souris Mgp”- ; SM22-Mgp ou Mgp”- ; EIn*
(Murshed et al., 2004 ; Marulanda et al., 2013). Enfin comme indiqué auparavant (cf. partie
3.6 de lintroduction), il serait intéressant d’étudier plus en détail le role de I’hormone
thyroidienne T3 dans la régulation du gene codant MGP lors de I'initiation du développement

du SOC (Gomez et al., 2022).

En conclusion, les altérations de la plaque de croissance chez les souris MGP KO semblent étre
la résultante d’une interaction complexe et temporelle entre de nombreux acteurs
moléculaires de I'ossification endochondrale tels que les BMPs, I'autophagie, la signalisation
par FGFR3 et le cil primaire. De méme, I’accélération de I'invasion vasculaire observée lors de
la mise en place du SOC en absence de MGP pourrait impliquer les multiples roles de MGP
notamment ceux qu’elle joue dans la régulation des ostéoblastes et ostéoclastes. Plusieurs
expériences supplémentaires devront néanmoins étre conduites sur ces échantillons d’os
longs de souris afin de confirmer les résultats préliminaires obtenus durant ces trois années

de thése.
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2. Etude in vitro des acteurs moléculaires
impliqués dans |a régulation de la plaque de
croissance

En parallele de ces études menées sur les plagues de croissance fémorale et tibiale, nous
avons réalisé des expériences in vitro, sur des cultures de chondrocytes primaires issus de la

téte fémorale de souris WT et MGP KO agées de 6 jours de vie post-natale.

Des expériences visant a étudier I'impact de la déficience en MGP sur la modulation du
phénotype chondrocytaire par la signalisation aux FGFs et aux BMPs ont été réalisées en
stimulant les cultures primaires de cellules avec différents composés (FGF2, FGF18 ou BMP2

recombinants).

2.1. Modulation du phénotype chondrocytaire

2.1.1. Stimulation des chondrocytes par la signalisation aux FGFs

A. STIMULATION PAR FGF2

Premierement, nous avons réalisé des expériences de qPCR a partir d’ADNc issus de cultures
primaires de chondrocytes murins stimulés ou non avec du FGF2 recombinant a 100 ng/ml
pendant 24 heures (Figure 40). Dans les chondrocytes issus de souris MGP KO, nous observons
une diminution de I'expression de Co/10a1 d’un facteur 2,2 + 0,16 comparée aux chondrocytes
issus de souris WT en conditions de culture standards. La stimulation avec du FGF2 induit une
diminution significative de I'expression de Col10a1, d’un facteur 2 + 0,09, uniquement dans
les chondrocytes WT (Figure 40 A). Dans le cas de Vegfa, nous observons une augmentation
de I'expression d’un facteur 1,75 + 0,20 en réponse a la stimulation par FGF2 mais il n’y a pas
de différence significative entre chondrocytes WT et MGP KO avant ou apres stimulation
(Figure 40 B). Ensuite, concernant le géne codant pour FGFR3, les chondrocytes MGP KO non
stimulés présentent une diminution d’expression d’un facteur 1,5 + 0,14 par rapport aux

chondrocytes WT. A la suite d’une stimulation au FGF2, I'expression de Fgfr3 diminue
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fortement, d’un facteur 8 + 0,06, dans les cellules WT et d’un facteur 7 £ 0,05 dans les cellules
MGP KO (Figure 40 C). De maniere équivalente, nous observons une diminution de
I’expression de Fgfr4 d’un facteur 3,3 £ 0,07 a la suite d’une stimulation au FGF2 dans les

chondrocytes des deux génotypes (Figure 40 D).

Concernant les genes de la voie BMP2, nous observons une forte augmentation, d’un facteur
10 £ 1,2, de I'expression du gene codant BMP2, en réponse a la stimulation mais il n’y a pas
de différence entre les deux génotypes (Figure 40 E). A l'inverse, le géne cible de BMP2, Runx2,
diminue en réponse au traitement par FGF2, cette diminution est plus marquée dans les
chondrocytes MGP KO, avec une diminution d’un facteur 3 £ 0,1 contre seulement un facteur
1,3 £ 0,07 dans les chondrocytes WT (Figure 40 F). De méme, un autre géne codant pour un
facteur de transcription, Nkx3.2, diminue d’un facteur 2 + 0,18 en réponse a la stimulation par

FGF2 mais sans différence significative entre cellules WT et MGP KO (Figure 40 G).

Enfin, nous avons également étudié plusieurs genes impliqués dans la signalisation Hedgehog
et dans le cil primaire. La stimulation au FGF2 ne semble pas avoir d’effet sur I'expression du
gene lhh et aucune différence n’est observable entre les deux génotypes (Figure 40 H). Plus
globalement, nous constatons une diminution de I'expression des génes Smo (facteur 1,5 +
0,12), Ptch1 (facteur 1,7 £ 0,12) et Gli1 (facteur 1,7 + 0,15) en réponse a la stimulation par

FGF2 sans différence entre cellules WT et KO (Figure 40 I-K).
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FIGURE 40 : ANALYSE COMPARATIVE DE L'EXPRESSION GENIQUE DE CHONDROCYTES PRIMAIRES WT ET MGP
KO STIMULES AVEC DU FGF2 RECOMBINANT

A-D. Expression relative des génes marqueurs de I’hypertrophie Col10al, Vegfa et des géenes codant pour FGFR3
et FGFR4 dans les cultures de chondrocytes primaires issus de souris WT et KO traitées avec du FGF2 recombinant
(100ng/ml) ou avec la solution de resuspension du FGF2 recombinant (PBS1X 0,1% BSA) pendant 24 heures. E-G.
Expression relative des génes de la voie des BMPs : Bmp2, Runx2 et Nkx3.2. H-K. Expression relative des génes
impliqués dans la voie Indian Hedgehog : Ihh, Smo, Ptchl et Glil. N=3 pour chaque génotype et pour chaque
condition de culture. Les valeurs numériques représentent la moyenne * I'écart-type. Un test t non apparié a deux
échantillons a été utilisé pour déterminer la significativité statistique des résultats : p< 0.05 (*), p<0.01 (**), p<

0.001 (***) et p< 0.0001 (****),
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B. STIMULATION PAR FGF18

Nous avons également réalisé des expériences, au cours desquelles les chondrocytes ont été
stimulés avec du FGF18 recombinant a 100 ng/ml pendant 24 heures (Figure 41). Comme pour
la série d’expériences précédente, nous observons une diminution significative de I’expression
de Col10a1, d’un facteur 2 + 0,2, dans les chondrocytes MGP KO en conditions standards.
Cependant, contrairement a FGF2, la stimulation au FGF18 recombinant induit une
augmentation de I'expression du géne Col10al, respectivement d’un facteur 1,75 + 0,25 dans
les chondrocytes WT et 3,5 £ 0,22 dans les souris MGP KO (Figure 41 A). De plus, nous
constatons une augmentation de I'expression de Vegfa d’un facteur 1,7 £ 0,2 en réponse a la
stimulation mais pas de différence entre les deux génotypes avant ou apres cette stimulation
(Figure 41 B). Ensuite, nous observons une réduction de |'expression du géne codant FGFR3
d’un facteur 1,5 + 0,04 dans les cellules MGP KO par rapport aux cellules WT. La stimulation
au FGF18 induit également une diminution drastique de I’expression de Fgfr3, respectivement
d’un facteur 6 £ 0.03 pour les chondrocytes WT et d’un facteur 4 £ 0,02 pour les chondrocytes
MGP KO (Figure 41 C). De maniére équivalente, I'expression de Fgfr4 est diminuée d’un
facteur 1,6 £ 0,6 dans les chondrocytes MGP KO en conditions standards de culture. La
stimulation avec du FGF2 recombinant induit également une diminution de I’expression de
Fgfr4 d’un facteur 3,75 £ 0,15 dans les chondrocytes WT et d’un facteur 2,7 + 0,07 dans les
chondrocytes MGP KO (Figure 41 D).

Concernant la voie des BMPs, nous observons une tres forte augmentation du gene codant
BMP2 a la suite de la stimulation avec du FGF18. Cette augmentation est beaucoup plus
marquée chez les chondrocytes MGP KO, ou I'expression est augmentée d’un facteur 50 £ 5
contre seulement un facteur 30 3,4 dans les chondrocytes WT (Figure 41 E). De plus, nous
avons étudié I'expression du gene codant pour le facteur de transcription RUNX2. Ainsi en
conditions standards de culture, nous avons constaté que les cellules MGP KO surexprimaient

ce gene d’un facteur 2,2 £ 0,44 par rapport aux cellules WT.
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KO sTIMULEES AVEC DU FGF18 RECOMBINANT

A-D. Expression relative des génes marqueurs de I’hypertrophie Col10al, Vegfa et des géenes codant pour FGFR3
et FGFR4 dans les cultures de chondrocytes primaires issus de souris WT et KO traitées avec du FGF18 recombinant
(100ng/ml) ou la solution de resuspension du FGF18 recombinant (eau qualité biologie moléculaire) pendant 24
heures. E-G. Expression relative des génes de la voie des BMPs : Bmp2, Runx2 et Nkx3.2. H-K. Expression relative
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a deux échantillons a été utilisé pour déterminer la significativité statistique des résultats : p< 0.05 (*), p<0.01

(**), p< 0.001 (***) et p< 0.0001 (****),

186



Nous avons aussi observé que la stimulation au FGF18 entrainait une diminution de
I’expression de Runx2 d’un facteur 2 £ 0,12 chez les chondrocytes WT et d’un facteur 4 £ 0,18
dans les chondrocytes MGP KO (Figure 41 F). De la méme maniére que Runx2, Nkx 3.2 est
surexprimé d’un facteur 2 £ 0,24 en conditions standards dans les chondrocytes MGP KO et
son expression diminue en réponse a la stimulation avec du FGF18, d’un facteur 1,7 + 0,08

pour les cellules WT et d’un facteur 2 £ 0,16 pour les cellules MGP KO (Figure 41 G).

Enfin, comme précédemment, nous n’observons pas de variation significative d’expression du
gene lhh en réponse a la stimulation, de méme, il n’y a pas de différence significative entre les
deux génotypes (Figure 41 H). Ensuite, nous observons aussi une diminution de I’expression
des genes Smo (facteur 2+ 0,10) et Gli1 (facteur 2 £ 0,10) en réponse au traitement par FGF18
sans différence entre les génotypes. Cependant, une diminution significative de I’expression
de Ptc1 (facteur 1,4 £ 0,12) est uniquement visible dans les chondrocytes MGP KO (Figures 41
I-K).

2.1.2. Stimulation par la voie des BMPs

A. STIMULATION DE L'EXPRESSION GENIQUE PAR BMP2

Par la suite, nous avons stimulé des cultures primaires de chondrocytes murins avec du BMP2
a 100 ng/ml pendant 24 heures (Figure 41). Tout d’abord, nous observons une diminution de
I’expression de Col10a1 d’un facteur 1,2 + 0,1 dans les chondrocytes MGP KO en conditions
standards de culture. De plus, I'expression de Col10a1 augmente en réponse a la stimulation
au BMP2 recombinant, respectivement d’un facteur 1,4 + 0,16 pour les cellules WT et 1,9 +
0,11 pour les cellules MGP KO (Figure 42 A). Concernant I'expression de Vegfa, nous n’avons
pas constaté de variation d’expression en réponse a la stimulation, ni de différence entre
chondrocytes WT et MGP KO (Figure 42 B). Ensuite, contrairement aux stimulations par FGF2
et FGF18, nous avons observé une forte augmentation de I'expression de Fgfr3 en réponse a
la stimulation par du BMP2 recombinant. Il est intéressant de noter que cette augmentation
est nettement plus marquée dans les cellules MGP KO, ou I'expression de Fgfr3 est augmentée
d’un facteur 6,25 * 1,1 contre un facteur 4,5 + 0,8 pour les cellules WT (Figure 42 C). De plus,

nous constatons une augmentation de I'expression de Fgfr4 d’un facteur 1,6 £ 0,1 dans les
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chondrocytes MGP KO. La stimulation avec du BMP2 recombinant induit une augmentation
de I'expression de Fgfr4 d’un facteur 2,5 * 0,3 dans les chondrocytes des deux génotypes

(Figure 42 D).

De maniere générale, concernant la voie des BMPs, nous avons constaté de faibles variations
d’expression en réponse a la stimulation par du BMP2 recombinant quel que soit le génotype
des chondrocytes. Dans le cas du gene codant BMP2, nous n’observons qu’une faible
augmentation d’expression, d’un facteur 1,25 en réponse a la stimulation et cela uniquement
dans les cellules MGP KO (Figure 42 E). A I'inverse dans le cas de Runx2, aprés 24 heures de
stimulation, nous observons une augmentation d’expression, d’un facteur 1,5 £ 0,09 dans les
chondrocytes WT mais pas dans les MGP KO (Figure 42 F). Dans le cas de Nkx3.2, aucune
variation d’expression en réponse a la stimulation n’est visible, nous avons seulement
constaté une trés légere surexpression de ce geéne, d’un facteur 1,4 £ 0,15 en conditions

standards de culture dans les cellules MGP KO (Figure 42 G).

Enfin, dans le cas de la voie Indian Hedgehog, nous avons tout d’abord observé une tres nette
augmentation d’expression du gene /hh en réponse a la stimulation par BMP2. Cette
augmentation est plus marquée dans les cellules MGP KO, ou elle augmente d’un facteur 13,6
+ 1,1 contre seulement un facteur 10,7 + 1,16 pour les cellules WT (Figure 42 H). Pour le géne
Smo, nous constatons une légere augmentation d’expression, d’un facteur 1,25 en conditions
de culture standards dans les cellules MGP KO. De plus, nous observons une diminution de
I’expression de Smo d’un facteur 1,3 £ 0,07 en réponse a la stimulation par BMP2 dans les
deux génotypes, I'expression de ce géne reste cependant légerement plus élevée, toujours
d’un facteur 1,25 + 0,05, dans les chondrocytes MGP KO (Figure 42 1). Dans le cas du géne
Ptchl, nous observons une augmentation d’expression en réponse a BMP2, cette
augmentation est plus marquée dans les chondrocytes MGP KO, ou I’expression augmente
d’un facteur 3 + 0,20 contre seulement un facteur 2 pour les chondrocytes WT (Figure 42 J).
Ensuite, pour le gene Glil, nous constatons une surexpression de ce gene, d’un facteur 2 +
0,16 en conditions de culture standards dans les chondrocytes MGP KO. Dans ces mémes
cellules, une diminution de I'expression de Gli1 d’un facteur 1,6 £ 0,16, est constatée a la suite

d’une stimulation par BMP2, ce qui n’est pas le cas dans les cellules WT (Figure 42 K).
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FIGURE 42 : ANALYSE COMPARATIVE DE L’EXPRESSION GENIQUE DE CHONDROCYTES PRIMAIRES WT ET MGP

KO STIMULES AVEC DU BMP2 RECOMBINANT

A-D. Expression relative des génes marqueurs de I’hypertrophie Col10al, Vegfa et des géenes codant pour FGFR3

et FGFR4 dans les cultures de chondrocytes primaires issus de souris WT et KO traitées avec du BMP2 recombinant

(100ng/ml) ou la solution de resuspension du BMP2 (solution HCL 4mM) pendant 24 heures. E-G. Expression

relative des génes de la voie des BMPs : BMP2, Runx2 et Nkx3.2. H-K. Expression relative des génes impliqués

dans la voie Indian Hedgehog : Ihh, Smo, Ptchl et Glil. N=3 pour chaque génotype et pour chaque condition de

culture. Les valeurs numériques représentent la moyenne * I’écart-type. Un test t non apparié a deux échantillons

a été utilisé pour déterminer la significativité statistique des résultats : p< 0.05 (*), p<0.01 (**), p< 0.001 (***) et

p< 0.0001 (****).
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B. ETUDE DE L'AUTOPHAGIE LORS DE STIMULATIONS PAR BMP2

En parallele de I'étude de I'expression des genes a la suite d’un traitement avec du BMP2
recombinant, nous avons également étudié l'impact de ce traitement sur les niveaux
protéiques d’acteurs moléculaires de I'autophagie (Figure 43). Afin d’atteindre cet objectif,
nous avons réalisé des western blots a I'aide d’anticorps anti-LC3A, anti-LC3B et anti-B-actine

(controle).

A la suite de ces expériences, nous avons observé que les niveaux protéiques de ces deux
acteurs de 'autophagie, surtout de LC3A, semblent étre plus faibles dans les chondrocytes
MGP KO stimulés ou non au BMP2 (Figure 43 A). Ces observations semblent aller de pair avec
les quantifications relatives des niveaux protéiques a I’aide du logiciel ImagelLab. En effet dans
le cas de LC3A, la quantité relative de protéines tend a diminuer d’un facteur 1,7 dans les
cultures de chondrocytes MGP KO controles (SVF 1% uniquement) et contréle « vehicle » (SVF
1% avec la solution de resuspension du BMP2 recombinant, a savoir une solution d’acide
chlorhydrique 4mM par rapport aux chondrocytes WT. A la suite d’une stimulation au BMP2
de courte durée (45 minutes), les niveaux protéiques de LC3A semblent augmenter d’un
facteur 2 dans les chondrocytes MGP KO, ils sont alors légerement supérieurs (d’un facteur
1,4) a ceux des cellules WT. A la suite d’un traitement de 24 heures, les niveaux protéiques
des chondrocytes WT et MGP KO semblent diminuer et tendent a étre équivalents (Figure 43
B). Pour LC3B, on retrouve également cette tendance a la diminution d’un facteur 1,7 dans
les cultures de chondrocytes MGP KO stimulés ou non avec du BMP2. De méme, apres 24
heures de stimulation, les niveaux de LC3B tendent a augmenter d’un facteur 2 et a étre
équivalents a ceux des cellules WT. Apres stimulation de 24 heures, les niveaux protéiques de
LC3B semblent a diminuer chez les deux génotypes, la quantité de cette protéine tend a étre
plus basse d’un facteur 1,6 dans les cellules MGP KO par rapport aux cellules WT (Figure 43
Q).
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FIGURE 43 : ANALYSE DES NIVEAUX PROTEIQUE DES ACTEURS MOLECULAIRES DE L’AUTOPHAGIE DANS DES
CHONDROCYTES WT ET MGP KO STIMULES AVEC DU BMP2 RECOMBINANT

A. Expériences de Western blot réalisées sur des extraits protéiques issus de culture primaires de chondrocytes
WT et MGP KO non traités (milieu SVF 1% uniquement), traités avec la solution de re suspension HCL 4mM
(contréle « vehicle ») ou traités avec du BMP2 recombinant (100 ng/ml) pendant 45 minutes ou 24 heures. Des
anticorps anti-LC3A et anti-LC3B ont été utilisés afin de mettre en évidence les acteurs moléculaires de
I'autophagie présents dans ces extraits protéiques. B-C. Quantification relative des niveaux protéiques de LC3A et
LC3B présents dans les extraits protéiques WT et MGP KO a I'aide du logiciel Imagelab. Les niveaux protéiques
sont normalisés par rapport a ceux présents dans les échantillons WT non traités. N=3 pour chaque génotype et
pour chaque condition de culture. Les valeurs numériques représentent la moyenne + I’écart-type. Un test t non
apparié a deux échantillons a été utilisé pour déterminer la significativité statistique des résultats : p< 0.05 (*),

p<0.01 (**), p< 0.001 (***) et p< 0.0001 (****)
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2.1.3. Etude du cil primaire lors des stimulations aux FGFs et aux BMPs

Lors des différentes expériences de stimulations des cultures de chondrocytes primaires, nous

avons également étudiés I'expression de genes impliqués dans le cil primaire (Figure 44).

Lors des expériences de stimulation au FGF2 recombinant, nous avons constaté une légere
diminution, d’un facteur 1,3 £ 0,1 de I'expression du gene Kif24 dans les chondrocytes MGP
KO par rapport aux chondrocytes WT sans effet significatif de la stimulation (Figure 44 A). A
I'inverse, nous avons observé une diminution d’expression d’Atp8a d’un facteur 1,7 £ 0,15

pour les chondrocytes des deux génotypes (Figure 44 B).

Pour les stimulations au FGF18 recombinant, nous observons une augmentation de
I’expression de Kif24 d’un facteur 3 + 0,4 apres stimulation dans les chondrocytes WT et MGP
KO, sans variation significative entre les génotypes (Figure 44 C). Comme dans le cas des
stimulations au FGF2, nous constatons une diminution significative d’expression, d’un facteur

1,7 £ 0,12 du gene Atp8a2 dans les chondrocytes des deux génotypes (Figure 44 D).

Enfin pour les stimulations au BMP2 recombinant, aucune différence significative n’est visible
pour les genes Kif24 et Dync2li1, quelles que soient les conditions de culture ou le génotype
des cellules. Concernant le géne Kif22, seule une légere augmentation d’expression, d’un
facteur 1,4 + 0,12 est observable en réponse a la stimulation chez les souris MGP KO (Figure

44 E-G).
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FIGURE 44 : ANALYSE DE L’EXPRESSION DE GENES LIES AU CIL PRIMAIRE DE CHONDROCYTES PRIMAIRES WT ET
MGP KO sTiIMULES AVEC DU FGF2, FGF18 ou BMP2 RECOMBINANT

A &B. Expression des génes liés au cil primaire Kif24 et Atp8a2 dans des cultures de chondrocytes primaires traités
avec du FGF2 recombinant ou avec la solution de re-suspension du FGF2 (PBS1X 0,1% BSA). C & D. Expression des
genes liés au cil primaire Kif24 et Atp8a2 dans des cultures de chondrocytes primaires traités avec du FGF18
recombinant ou avec la solution de re-suspension du FGF18 (eau qualité biologie moléculaire). E-G. Expression
des génes liés au cil primaire Kif24, Kif22 et Dync2li1 dans des cultures de chondrocytes primaires traités avec du
BMP2 recombinant ou avec la solution de resuspension du BMP2 (solution HCL 4mM). Un test t non apparié a
deux échantillons a été utilisé pour déterminer la significativité statistique des résultats : p< 0.05 (*), p<0.01 (**),

p< 0.001 (***) et p< 0.0001 (****),
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2.2. Discussion

Tout d’abord, il est intéressant de noter que pour I'ensemble des expériences de traitements
de chondrocytes murins avec des protéines recombinantes, nous observons une expression
réduite de Col10a1 dans les chondrocytes issus de souris MGP KO par rapport a ceux issus de
souris WT. Comme évoqué dans la partie in vivo des résultats, il a été montré que MGP est
impliquée dans la survie des chondrocytes prolifératifs et hypertrophiques (Yagami et al.,
1999 ; Newman et al., 2001). Ainsi cette diminution de I'expression de Co/10al pourrait étre
due au réle de MGP dans la survie cellulaire et pourrait expliquer la réduction de la plaque de
croissance et de la zone hypertrophique que nous observons sur les sections histologiques.
Une étude comparative de la prolifération et de I'apoptose des chondrocytes murins MGP KO
et WT est prévue afin de confirmer cette association. Pour ce faire, nous souhaitons réaliser
des expériences de formation de colonies en ensemengant des boites de Pétri avec un nombre
défini de chondrocytes. Des marquages par immunofluorescence avec des anticorps anti-Ki67
et anti-caspase 8 pour étudier respectivement la prolifération et I'apoptose des chondrocytes

sont également prévus.

2.2.1. Effet de la stimulation par la voie des FGFS sur les chondrocytes MGP KO

A. ETUDE DE LA STIMULATION PAR FGF2

FGF2 est 'un des premiers membres de la famille des FGFs a avoir été identifié, il possede
une affinité pour chacun des 4 récepteurs aux FGFs. De plus, il est exprimé dans la plupart des
types cellulaires dont les ostéoblastes et les chondrocytes et est impliqué dans le
développement du squelette appendiculaire (Fallon et al.,, 1994 ; Su et al., 2014). Il a été
démontré que des traitements d’explants de membres murins avec du FGF2 a des stades
embryonnaires entrainaient une diminution d’expression d’/hh et du collagéne de type X
(Minina et al., 2002). Il a également été observé que la liaison de FGF2 au récepteur FGFR3
régule la prolifération des chondrocytes via I'inhibition de la voie Indian Hedgehog (Deng et
al., 1996). Ce role de FGF2 dans la régulation de la maturation des chondrocytes pourrait

expliquer la diminution d’expression de Col10a1l et des genes impliqués dans la signalisation
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Hedgehog que nous observons dans nos cultures primaires de chondrocytes murins. Le role
que joue la signalisation aux FGFs dans la régulation du cil primaire, notamment par le biais
de FGFR3 pourrait aussi avoir un impact négatif sur les génes de la voie Hedgehog (Martin et
al., 2018 ; Bosakova et al., 2019). Ceci pourrait expliquer la diminution des genes de la voie
Hedgehog que nous observons apres stimulation avec du FGF2 recombinant. Cependant, le cil

primaire ne semble pas impacté par la stimulation de la voie des FGFs.

De plus, il a été démontré que FGF2 est capable de stimuler I'angiogenese in vitro et il est
suggéré que cette protéine est impliquée dans la mise en place de la néovascularisation lors
du développement d’arthrose (Montesano et al., 1986 ; Im et al., 2007 ; Walsh et al.,2007 Yan
et al., 2011). Ce r6le de FGF2 dans I'angiogenése pourrait alors expliquer I'augmentation de
I’expression du géne codant pour VEGF-A observé dans les chondrocytes des deux génotypes

apres stimulation.

De maniére intéressante, il a été montré que des stimulations avec du FGF2 recombinant
bloquaient partiellement I"augmentation de I'expression de Runx2 qui prend place au cours
du temps dans les cultures primaires de chondrocytes articulaires (Wang et al., 2004). Ceci
pourrait expliquer la plus faible expression du gene codant RUNX2 que nous observons a la
suite d’une stimulation avec du FGF2 recombinant. De plus, les chondrocytes MGP KO
présentent une diminution plus importante de I’expression de Runx2, ce qui pourrait suggérer
un réle de MGP dans la régulation de I'expression de ce gene en dehors de sa capacité a
inhiber BMP2. Ensuite, la diminution de I'expression de Nkx3.2 que nous observons chez les
chondrocytes stimulés pourrait étre due a I'altération de la boucle IHH/PTHrP. En effet, il a été
montré que PTHrP est capable de stimuler I'expression de Nkx3.2 et que I'expression de Pthrp

est régulée par lhh (Vortkamp et al., 1996 ; Provot et al., 2006).

Enfin, nous avons observé un niveau d’expression du géne codant FGFR3 plus faible dans les
chondrocytes MGP KO par rapport au WT. Lors de la réalisation de qPCR sur des fémurs
complets de souris, nous avons également observé une diminution significative de
I’expression de FGFR3 au stade P7, suivie par une augmentation importante de son expression
au stade P21. Ces variations d’expression d’un gene clé de la régulation de la plague de
croissance pourrait expliquer le retard modéré présenté par les souris MGP KO. De plus, nous
observons une diminution drastique de I'expression de Fgfr3 aprées stimulation des cellules

avec du FGF2 recombinant, ce qui a déja été décrit dans la littérature (Yan et al., 2011).
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Cependant, si nous observons des variations d’expression de genes impliqués dans la
maturation des chondrocytes aprées stimulation au FGF2 recombinant, nous n’observons pas
de différences significatives entre les cultures de cellules WT et MGP KO pour la grande
majorité de ces genes. Ceci peut s’expliquer par le fait que la signalisation par FGF2 ne soit pas
impliquée de maniere directe mais plutot indirectement ou partiellement dans le phénotype
squelettique que développent les souris déficientes en MGP. Ces observations pourraient
également tenir du fait que le phénotype squelettique des souris MGP soit un phénotype
modéré, il est alors difficile d’observer une différence entre les chondrocytes WT et MGP KO
lors de stimulation sur des temps courts (24 heures) méme avec de fortes doses de FGF2
recombinant. Ainsi, il est proposé de réaliser des expériences équivalentes avec plusieurs
doses différentes de FGF2 recombinant et plusieurs temps de stimulation afin de mieux
discriminer I'effet du traitement sur les deux génotypes. De méme, nous avons également
prévu de réaliser des cultures primaires de chondrocytes que nous co-traiterons avec du FGF2
et avec des inhibiteurs de la signalisation aux FGFs tels que la molécule PD173074 (inhibiteur

compétitif de FGFR1 et FGFR3) afin de moduler plus finement cette voie.

B. ETUDE DE L'EFFET DE LA STIMULATION PAR FGF18

Dans le cas des stimulations avec du FGF18 recombinant, ligand de FGFR3 et 4, nous observons
une augmentation de I'expression de Col/10a1 dans les cultures de chondrocytes WT et MGP
KO. En effet, il a été démontré que contrairement au réle répresseur de FGF18 décrit in vivo,
que des stimulations in vitro de chondrocytes primaires ou de cellules ATDC5 avec du FGF18
favorisent la prolifération et la maturation des chondrocytes (Shimoaka et al., 2002 ; Davidson
et al., 2005). De plus, FGF18 est un des facteurs requis pour permettre |'expression de Vegfa
au niveau des chondrocytes hypertrophiques et pour l'invasion vasculaire de la plaque de
croissance (Liu et al., 2007). Ce role de FGF18 dans l'angiogenése expliquerait alors
I’augmentation de I'expression de Vegfa observée apres stimulation des chondrocytes murins.
Il a également été décrit que FGF18 est capable de stimuler I'expression des BMPs chez les
chondrocytes en réprimant I'expression de Noggin, inhibiteur des BMPs (Reinhold et al.,
2004). Ce réle de FGF18 dans la stimulation des BMPs pourrait expliquer la tres forte

augmentation de I'expression du gene codant BMP2 observée dans les chondrocytes murins
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stimulés. De plus, 'augmentation d’expression de Bmp2 qui est plus importante chez les souris
MGP KO pourrait s’expliquer par le réle que tient MGP dans la régulation de I’activité de cette
protéine. Ainsi I'absence de MGP favoriserait I'induction de la voie BMP2 a la suite de la

stimulation par FGF18.

Comme pour la stimulation avec du FGF2, nous observons une diminution de |’expression des
genes impliqués dans la signalisation Hedgehog aprés traitement avec du FGF18. Cette
diminution serait également due a la régulation négative qu’exerce les FGFs sur cette voie. Du
fait de I'implication de la voie Indian Hedgehog dans la stimulation de I'expression de Runx2
et Runx3, il est probable que l'inhibition de cette voie soit responsable de la diminution
d’expression de Runx2 observable apres stimulation (Kim et al., 2013). De méme, la diminution
de I'expression de Nkx3.2 apres stimulation peut aussi s’expliquer par une altération de la
boucle IHH/PTHrP. Il est intéressant de noter que dans cette série d’expériences, les
expressions de Runx2 et Nkx3.2 en conditions standards de culture ainsi que I'effet de la
stimulation par FGF18, sont aussi importantes chez les souris MGP KO que chez les souris WT.
L'expression de ces génes tend également a étre légerement plus élevée dans les autres séries
d’expériences méme si elle n’est pas statistiquement significative. Du fait que Runx2 et Nkx3.2
soient également des genes cibles de BMP2, il est possible que cette augmentation chez les
cellules MGP KO s’explique par le role que MGP tient dans la régulation de I'activité de BMP2.
Ensuite, 'augmentation de I'expression du gene codant KIF24, protéine impliquée dans le
désassemblage du cil primaire pourrait s’expliquer par le réle d’inhibiteur que joue FGFR3
dans la régulation du cil primaire. De plus, le réle du cil primaire dans la transduction de
signaux de la voie Indian Hedgehog pourrait aussi expliquer, au moins partiellement,

I'inhibition de cette voie apres stimulation des cellules.

Enfin, nous retrouvons la diminution d’expression de FGFR3 dans les chondrocytes MGP KO
gue nous avions déja observée. De méme, nous avons constaté une diminution de I'expression
de Fgfr3 a la suite de la stimulation dans les chondrocytes des deux génotypes. Il est possible
gue cette diminution de I'expression de Fgfr3 a la suite d’'une forte stimulation avec un de ces

ligands fasse partie d’une boucle de rétrocontrble négatif.

De méme que pour FGF2, nous souhaiterions allez plus loin dans la comparaison de la réponse
des chondrocytes murins a des stimulations au FGF18 recombinant. Pour ce faire, il est prévu

de réaliser des stimulations de durée différentes et de tester plusieurs doses de FGF18
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recombinant. De plus, des expériences avec des inhibiteurs de la signalisation aux FGFs seront

réalisées afin de moduler plus précisément cette signalisation.

2.2.2. Effet de la stimulation par la voie des BMPs sur les chondrocytes MGP KO

A. ETUDE DE L'EFFET DE LA STIMULATION PAR BMP2

Concernant les stimulations avec du BMP2 recombinant, nous observons une augmentation
de I'expression de Col10a1 chez les chondrocytes stimulés. En effet, il a été montré dans des
cultures de chondrocytes pré-hypertrophique de poulet que les BMPs étaient impliquées dans
la stimulation de I'expression du gene codant le collagene de type X par I'acide rétinoique

(Adams et al., 2003).

Ensuite, nous avons observé une augmentation importante de I'expression de Fgfr3 a la suite
de la stimulation des cellules par BMP2. Il a été décrit dans la littérature que BMP2 est capable
de stimuler I'expression de Fgfr3 et d’induire la différentiation chondrogénique des cellules
souches mésenchymateuses pluripotentes de la lignée C3H10T1/2. Nous pouvons émettre
I’hypothese que BMP2 est aussi capable de stimuler I'expression de FGFR3 dans les
chondrocytes primaires murins. Il est intéressant de noter que I'effet du BMP2 sur I’expression
de Fgfr3 est plus important dans les chondrocytes MGP KO par rapport aux cellules WT et
pourrait s’expliquer par le réle que tient MGP dans la régulation de BMP2. De plus, dans les
os longs de souris MGP KO, nous avons constaté une augmentation d’expression du géene
codant BMP2 au stade P14 (maintenue a P21) suivie par une augmentation d’expression de
Fgfr3. Il est alors possible que I'absence de MGP favorise I'activité de BMP2, ce qui suractivera
le géne codant FGFR3 et que cet enchainement d’événements moléculaires participe a la mise

en place du retard de croissance.

De plus, le BMP2 recombinant stimule trés fortement I’expression du gene codant pour Indian
Hedgehog et son récepteur Patched 1. Comme indiqué auparavant, les BMPs et la signalisation
Hedgehog sont dans une boucle de rétrocontrole positif, ce qui permet d’expliquer I'effet de
BMP2 sur les génes lhh et Ptch1 (Provot et al., 2005). De plus, la stimulation des chondrocytes

avec du BMP2 induit une légere diminution d’expression des genes Smo et Glil. Nous
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observons, encore une fois, un effet plus important de la stimulation avec du BMP2
recombinant sur les chondrocytes MGP KO, vraisemblablement du fait du réle que tient MGP

dans la régulation de BMP2.

Ensuite, I'absence de variation d’expression de Kif24 suggere que |'effet de BMP2 sur la
signalisation Hedgehog n’est pas médié par le cil primaire. Les variations d’expressions de
genes liés au cil primaire que nous observons dans les os longs de souris pourraient étre due

a d’autres mécanismes moléculaires.

Enfin, de maniére surprenante, I'expression des genes Runx2, Nkx3.2 et Vegfa qui sont connus
pour étre régulés par BMP2 n’est que peu voire pas modifiée dans les chondrocytes stimulés.
Ceci peut s’expliquer par le fait que le traitement de cellules n’est pas suffisamment long pour
observer un effet important sur I'expression de ces genes. En effet, en prenant I'exemple de
Vegf, une augmentation d’expression n’est observée qu’apres 48 heures de traitement avec

du BMP2 recombinant (Chen et al., 2008).

Ainsi, de méme que pour les autres séries d’expériences, nous avons prévu de réaliser des
traitements au BMP2 recombinant sur plusieurs temps et avec plusieurs doses. De plus, nous
avons déja réalisé des expériences de culture de chondrocytes traités avec du BMP2 et des
inhibiteurs de cette voie sur un nombre suffisant d’échantillons. Nous avons choisi d’utiliser
de la dorsomorphine a une concentration de 10 mM, qui est un composé pharmacologique
capable d’inhiber principalement la phosphorylation des SMADs 1/5/8 médiée par le
récepteur aux BMPs de type | (Yu et al., 2008). Nous avons également traité les chondrocytes
avec la protéine Noggine (100 ng/ml), qui est capable d’empécher la fixation de BMP2 a son
récepteur (Zimmerman et al. 1996 ; MacMahon et al., 1998). Cependant du fait de contraintes

de temps, je n"ai pas pu compléter les gPCRs sur ces deux séries d’expériences.

B. ETUDE DE L'AUTOPHAGIE
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Concernant I'étude de |'autophagie, nos expériences de western blot indiquent une
diminution des niveaux protéiques de LC3A et LC3B en conditions de culture standards dans
les chondrocytes MGP KO. Ces résultats different de ceux obtenus par immunohistologie, qui
montraient une accumulation de LC3B au niveau de la zone hypertrophique de la plaque de
croissance. Ceci peut s’expliquer par le fait que ce modele ne reproduit pas la maturation des
chondrocytes ni le microenvironnement avasculaire, hypoxique et pauvre en nutriments qui
est présent au niveau de la plaque de croissance. De plus les tétes fémorales utilisées pour la
mise en culture de ces chondrocytes sont récupérées sur des souris agées de 6 jours de vie
post-natale, soit un stade légerement plus précoce que celui ol nous observons une
augmentation de I'immunomarquage LC3B. Les premiers jours du développement post-natal
entrainent des changements rapides drastiques du cartilage de croissance (comme la mise en
place du SOC par exemple), ce qui pourrait alors expliquer pourquoi, méme avec 1 seul jour
de différence, nous n’observions pas de résultats équivalents entre ces expériences. Enfin, il
est possible que MGP ne régule pas le processus d’autophagie de la méme facon au niveau
des chondrocytes prolifératifs de la téte fémorale et les chondrocytes hypertrophiques de la

plague de croissance.

Ensuite, les effets des stimulations avec du BMP2 recombinant sont quant a eux plus difficiles
a déterminer du fait de I’'absence de variations significatives. Il semblerait tout de méme que
ces traitements tendent a induire le processus d’autophagie et que cette induction est

[égerement plus marquée dans les cellules MGP KO.

Afin de mieux appréhender le réle de MGP dans la régulation du processus d’autophagie, nous
avons prévu de réaliser des expériences au cours desquelles nous modulerons directement le
processus d’autophagie par le biais d’inhibiteurs tels que la rapamycine ou la bafilomycine.
Grace a une collaboration avec un laboratoire spécialisé dans I’étude de I'autophagie, nous
sommes actuellement en discussion pour étudier I'assemblage des autophagosomes au sein

de nos cultures de chondrocytes déficients en MGP par le biais de la microscopie électronique.

Les expériences de modulation des acteurs moléculaires de la plaque de croissance ne nous
ont apporté que peu d’informations quant a l'implication du cil primaire dans le
développement du phénotype squelettique des souris MGP KO. Afin d’étudier plus en détail
le role de cette organelle, nous sommes en train de réaliser des marquages par

immunofluorescence avec des anticorps anti-a-tubuline acétylée et anti-y-tubuline sur des

200



cultures primaires de chondrocytes, de maniere analogue a ceux que nous réalisons sur des

coupes histologiques (Hafsia et al.,2020).

De maniere plus générale, il serait intéressant que notre équipe développe un modele in vitro
reproduisant la maturation des chondrocytes lors de l'ossification endochondrale afin de
s’affranchir de certaines des limitations de notre modeéle actuel. Pour ce faire, nous pourrions
par exemple réaliser des cultures de micro-masses de cellules mésenchymateuses qui est une
technique maitrisée par d’autres membres du laboratoire ou encore réaliser des cultures

d’explants de cartilage de croissance murin (Mello et Tuan., 1999 ; Sergerie et al., 2011).

En conclusion, ces expériences in vitro nous ont permis de confirmer que les chondrocytes
issus de souris MGP KO présentent des variations d’expression de genes tels que Col10al,
Fgfr3, Runx2 ou Nkx3.2 et du processus d’autophagie. De plus, la modulation des voies des
FGFs et BMPs a montré que les chondrocytes MGP KO présentaient généralement une
réponse accentuée aux stimulations par rapport aux cellules WT. Ces résultats suggerent que
MGP est impliquée dans le contréle de la réponse des chondrocytes vis-a-vis de stimuli
extracellulaires. Des expériences complémentaires sont et seront réalisées afin de mieux
comprendre le role que joue MGP au sein du réseau moléculaire complexe qui régule le

devenir des chondrocytes.

201



3. Role de la protéine matricielle Gla dans le
développement de 'arthrose

Comme indiqué dans la partie 4.2 de ce manuscrit, ces derniéres années, plusieurs études
récentes ont associé la vitamine K et MGP a I'arthrose, pathologie articulaire humaine la plus
répandue dans le monde. Il a en effet été montré que des polymorphismes du gene codant

MGP sont associés au développement de I'arthrose.

Dans ce contexte, nous avons choisi d’utiliser le modele murin de déficience en MGP pour
étudier le développement de cette pathologie. Notre choix s’est d’abord porté sur I'étude du

développement d’arthrose spontanée, lié au vieillissement.

Cependant, du fait de I'espérance de vie limitée des souris MGP KO, nous avons décidé de
mettre en place le modele d’arthrose lié au vieillissement a partir de souris hétérozygotes

(Mgp *°) codant pour le géne MGP.

Les articulations tibio-fémorales de souris WT (Mgp */*) et hétérozygotes (Mgp *°) ont ainsi

été récupérées a 12, 15, 18, 20 et 24 mois de vie post-natale.

3.1. Données histologiques

Les genoux de 3 souris WT (Mgp **) ont été comparés a ceux des souris hétérozygotes pour
le géne codant MGP (Mgp *°) aprés coloration des tissus articulaires a la Safranine O/Fast
green et au bleu de Toluidine. La safranine et le bleu de toluidine marquent le contenu en

protéoglycanes alors que le fast-green rend compte de la teneur en collagenes (Figure 45).

Aux stades de développement post-natal 12 et 15 mois, aucune souris ne présente de signe

d’arthrose et cela quel que soit leur génotype (données non montrées).

Seuls les résultats a 18 mois sont donc présentés ici.
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3.1.1. Lésions articulaires chez les souris WT (Mgp **)

Aucune modification majeure du cartilage articulaire n’est observée chez les 3 souris WT
étudiées.
Pour 2 d’entre elles, les surfaces cartilagineuses sont lisses et les colorations a la Safranine

O/Fast green (Figure 45 A & B) et au bleu de Toluidine (Figure 45 G & H) ne montrent pas de

perte du contenu en protéoglycanes et en collagenes.

Cependant, un début de dégénération du cartilage a été observé chez le troisieme individu.
En effet, la surface du cartilage articulaire présente un aspect irrégulier, en particulier au
niveau du plateau tibial ou des fibrillations sont observées. La perte de coloration a la
Safranine O/Fast green et au bleu de Toluidine (Figure 45 C & 1) témoin du contenu en

protéoglycanes et en collagenes, confirme les lésions articulaires chez ce troisieme individu.

3.1.2. Lésions articulaires chez les souris hétérozygotes (Mgp */°)

Comme pour les souris WT, les données histologiques obtenues chez les souris hétérozygotes

n’indiquent pas d’atteintes majeures au niveau articulaire.

Nous observons uniquement une légere décoloration, qui traduit une faible perte matricielle,
chez une des souris au niveau du plateau tibial mais pas du condyle fémoral (Figures 45 D et
J). Une irrégularité de la surface du cartilage du plateau est également mise en évidence chez

cet animal.

Les genoux des 2 autres souris analysées ne montrent pas de modifications histologiques

écartant toute apparition d’arthrose chez ces individus (Figures 45 E, F, K et L).
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Safranine O/ Fast green

MGP +/*

MGP */-
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FIGURE 44 : EVALUATION DE L’ ARTHROSE CHEZ DES SOURIS WT (MGP */*) ET HETEROZYGOTES POUR LE GENE
CODANT MGP (Map */*) AGEES DE 18 MoIs

A-F. Sections frontales de genoux de souris WT (Mgp **) et hétérozygotes (Mgp *-) pour le géne codant MGP
dgées de 18 mois, colorées avec une solution Safranine O 0,01% et contre-colorées avec une solution de Fast
green 0,03%. G-L. Sections frontales de genoux de souris WT et hétérozygotes pour le géne codant MGP dgées de
18 mois et colorées avec une solution de Bleu de Toluidine 0,1%. Les colorations a la Safranine O/ Fast green et
au bleu de Toluidine ont été réalisées sur des sections adjacentes. N= 3 pour chaque génotype et chaque

coloration.
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3.2. Discussion

Les résultats obtenus sur les modeles murins de vieillissement indiquent que les souris WT et
hétérozygotes présentent seulement un début d’arthrose a 18 mois de vie. Pourtant, il est
connu dans la littérature que les souris de fond génétique C57BL/6 peuvent développer une
arthrose liée au vieillissement dés 15 mois de vie (Wilhelmi et Faust., 1976). Une étude récente
montre méme l'apparition précoce, dés 12 mois de vie, d’atteinte arthrosique du cartilage

(Butterfield et al., 2021).

Les résultats obtenus sur notre modele d’arthrose spontanée de souris haploinsuffisantes en
MGP indiquent que parmi les souris WT étudiées, un seul individu présente un début de

lésions articulaires a 18 mois de vie.

En effet, nos analyses histologiques n’ont pas mis en évidence de différences entre les souris
WT et hétérozygotes pour le géne codant MGP. Ce résultat indique que MGP ne semble pas
jouer un role majeur dans le développement de l'arthrose. Cependant, le faible nombre
d’individus hétérozygotes étudiés et I'impossibilité de développer des modeles d’arthrose liée
au vieillissement chez nos souris MGP KO du fait de leur |étalité précoce ne permettent pas
de conclure de maniere définitive quant au réle de MGP dans la survenue de lésions

articulaires.

Nous sommes parfaitement conscients que le nombre d’individus étudiés n’est pas suffisant
pour conclure sur le réle de MGP dans le développement de I'arthrose. Ce faible nombre
d’individus est principalement dii a la pandémie de COVID-19 qui a empéché la mise en place
d’accouplements au sein de I'animalerie du laboratoire IMoPA de Mars a Juillet 2020. De plus,
le stade 18 mois est un stade relativement avancé dans la vie des souris, ce qui a entrainé de
nombreuses pertes par rapport au nombre d’individus initialement mis en vieillissement.
D’autres animaux sont en cours de vieillissement afin d’atteindre un nombre d’individus
suffisants pour évaluer I'impact de I"haploinsuffisance en MGP sur le développement de

I'arthrose.

Par ailleurs, nous disposons également de plusieurs échantillons de genoux de souris WT et
hétérozygotes a des stades de vieillissement plus avancés, plus précisément a 20 et 24 mois

de vie dont I'analyse est en cours.
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De méme, pour compléter nos premiers résultats et ceux que nous obtiendrons sur ces
derniers stades, afin d’étudier plus précisément la dégradation du cartilage et surtout la
formation d’ostéophytes, nous avons prévu de réaliser des immunomarquages du collagene
de type Il en utilisant le méme protocole que pour I'étude de la plaque de croissance des souris

MGP KO.

Nous avons également prévu d’utiliser des modeles murins d’arthrose traumatique. Pour
mettre en place de tels modeles, nous souhaitions réaliser des opérations chirurgicales de
déstabilisation du ménisque médian (DMM) sur des souris WT et hétérozygotes pour le géne
codant MGP. Notre choix s’est arrété sur le modele d’arthrose induite par DMM du fait qu’il
s’agisse aujourd’hui du modeéle le plus largement répandu au sein de la communauté
scientifique. Il s’agit d’'un modele proche de la pathologie humaine, qui est caractérisé par une
progression lente, des atteintes articulaires peu séveres ainsi qu’une composante
inflammatoire moindre (McNulty et al.,2011, 2012). De plus, il s’agit d’'une approche

expérimentale qui est maitrisée par plusieurs membres de notre équipe de recherche.

Il est toutefois important de noter que nous n’avons jamais observé de différences de
phénotype squelettique entre les souris hétérozygotes pour le gene codant MGP et les souris
WT. Il est alors possible que I"haploinsuffisance en MGP ne soit pas suffisante pour avoir un
impact sur le développement de I'arthrose. De plus, il nous est impossible de mettre en place
des modeles d’arthrose, méme traumatiques sur les souris MGP KO, du fait de leur courte
espérance de vie (entre 6 et 8 semaines de vie) qui est liée a leur phénotype vasculaire. Nous
pourrions cependant envisager d’utiliser des modeles de souris déficientes en MGP dont le
phénotype vasculaire a été compensé comme les souris Mgp”- ; SM22-Mgp ou Mgp”~ ; EIn*
qui ne présentent pas de |étalité précoce (Murshed et al., 2004 ; Marulanda et al., 2013). Notre
équipe de recherche fait également partie d’'un projet international qui vise a générer de
nouvelles lignées de souris présentant des mutations spécifiques au niveau des résidus Gla
et/ou des résidus sérines phosphorylés. Il serait alors intéressant d’étudier le développement
d’arthrose induite et spontanée dans ces nouvelles lignées de souris mutées au niveau du
gene codant MGP. En effet, I'utilisation de ces nouvelles lignées permettrait de mettre en
évidence le rbéle des modifications post-traductionnelles de MGP dans la régulation du
cartilage articulaire de maniéere équivalente a la récente étude menée au niveau vasculaire

(Parashar et al., 2022).

206



207



Discussion générale &

Perspectives

208



209



La protéine matricielle Gla est un membre de la famille des protéines vitamine K-dépendantes
qui est principalement connue pour son réle d’inhibiteur de la minéralisation. Chez I’'Homme,
des mutations du géne codant MGP sont associées a une maladie génétique, nommée
syndrome de Keutel, qui est caractérisée par I'apparition de calcifications artérielles, de
problémes respiratoires et de dysplasies squelettiques (cf. partie 2.2 de I'introduction). De
plus, le modéle murin de la déficience en MGP (cf. partie 2.3 de I'introduction), les souris MGP
KO, reproduit de maniere exacerbée les phénotypes squelettique, respiratoire et vasculaire
des patients Keutel. A I'aide de ce modele animal, plusieurs études, dont certaines conduites
au sein de notre laboratoire, ont démontré le role de MGP dans I'inhibition des calcifications
artérielles et trachéo-bronchiques. Cependant, le role de MGP dans le développement du
squelette, plus particulierement au niveau de la plaque de croissance et du cartilage

articulaire, reste mal caractérisé.

C’est dans ce contexte que mon sujet de thése s’est proposé, pour la toute premiere fois, en
combinant des approches in vivo et in vitro, de décrire le phénotype de la plaque de croissance
des souris MGP KO et de tenter d’identifier les mécanismes moléculaires qui sont

responsables de sa mise en place.

Premierement, par des études in vivo, j’ai confirmé la mise en place d’un retard de croissance
modéré chez les souris MGP KO a partir de 21 jours de vie post-natale. De plus, grace a des
mesures des éléments de la plaque de croissance, j’ai constaté une diminution de I'épaisseur
totale de croissance a partir de P21, ainsi qu’une réduction de la zone hypertrophique qui
apparait rapidement au cours du développement post-natal. En plus des atteintes de la plaque
de croissance, j’ai également observé une altération des premieres étapes de la formation des

centres d’ossification secondaires en absence de MGP.

Chez les souris déficientes en MGP, nous observons également une altération du processus
d’autophagie a la fin de la premiére semaine de vie post-natale. De plus, la mise en place du
retard de croissance chez les souris MGP KO est également associée a des variations
d’expressions complexes de genes impliqués dans la voie des BMPs, des FGFs, la signalisation

Hedgehog et |la formation du cil primaire.

Deuxiemement, avec I'objectif de mieux caractériser les mécanismes moléculaires impliqués
)

dans l'apparition de ces retards de croissance, j'ai réalisé de expériences in vitro de
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modulation du phénotype chondrocytaire par la signalisation par les FGFs et les BMPs dans
les cellules issues de souris WT et MGP KO. Dans ces différentes conditions, j’ai d’abord
observé des différences d’expressions de genes en conditions de culture standards dans les
chondrocytes MGP KO, avec une diminution de I'expression des genes codant pour le
collagene de type X ou FGFR3 et au contraire une augmentation d’expression des genes cibles
de BMP2. L'effet des différentes stimulations ne semble pas différer entre les cellules MGP KO
par rapport aux contrdles. Cependant, si la nature de la réponse ne varie pas entre les deux
génotypes, celle-ci est généralement plus marquée dans les chondrocytes n’exprimant pas
MGP. De plus, nous avons constaté une tendance a la diminution des niveaux protéiques des
acteurs de I'autophagie en cas de déficience en MGP, ce qui entre en contradiction avec les
résultats in vivo qui montrent une accumulation de LC3B au niveau des chondrocytes

hypertrophiques MGP KO.

Troisiemement, en parallele de I’étude de I'impact de la déficience en MGP, j’ai étudié I'impact
de I’haploinsuffisance en MGP sur le développement d’arthrose lors du vieillissement.
Cependant, du fait des faibles signes d’arthrose visibles au stade de vieillissement le plus
avancé que nous avons analysé (18 mois) et du nombre limité d’individus étudiés, il ne m’est
pas possible de conclure de maniére certaine sur le réle de I'haploinsuffisance en MGP dans

le développement de I'arthrose.

Les résultats que j’ai obtenus au cours de mes trois années de these constituent la premiere
caractérisation du réle de MGP dans I'apparition de retard de croissance et plus généralement

dans le développement post-natal de la plaque de croissance murine.

En termes de perspectives a court ou moyen terme, des études complémentaires devront étre
réalisées afin de compléter mes résultats de theése concernant I'impact de la déficience en
MGP sur la signalisation par FGFR3, la voie des BMPs, le cil primaire et le processus

d’autophagie.

De méme, pour des perspectives a court/moyen terme vis-a-vis du role de MGP dans le
développement de I'arthrose, nous sommes en train de réaliser des expériences sur des stades
plus avancés rassemblant un plus grand nombre d’échantillons de genoux murins a ce stade
qui seront obtenus trés prochainement. Le développement de modeles d’arthrose spontanée

ou induite sur de nouvelles lignées de souris déficientes en MGP pourrait préciser si MGP joue
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un role dans différents types d’arthroses ainsi que I'implication respective des modifications

post-traductionnelles dans la régulation du cartilage articulaire.

Mon travail de these a rencontré des limitations, des obstacles ou des défis qui m’ont amené
a me poser de nombreuses questions sur le choix des modeles animaux et cellulaires utilisés
ainsi que les approches expérimentales utilisées. J’ai souhaité développer ces questions sous

une forme d’auto-critique du travail réalisé durant ces 3 années passées au laboratoire IMoPA.

Etude d’un phénotype modéré : un défi de taille ?

La majorité des expériences que j'ai réalisées au cours de ma théese, que cela soit in vivo ou in
vitro, sont des expériences qui sont largement utilisées par la communauté scientifique pour
comparer des échantillons WT et mutés pour un gene d’intérét (que cela soit un modele KO
total ou conditionnel). Cependant, si ces expériences sont bien adaptées pour étudier et
comparer des phénotypes séveres (comme celui des souris achondroplasiques), la divergence
entre mes résultats in vivo et in vitro m’a fait réaliser que cela est plus complexe dans le cas
de phénotypes modérés comme celui des souris MGP KO. A titre personnel et
rétrospectivement, je pense que l'utilisation de techniques plus avancées, notamment de
transcriptomiques et de protéomiques nous aurait peut-étre permis de mieux discriminer les
acteurs moléculaires qui sont impliqués dans le retard de croissance des souris MGP KO
(malgré leurs colts relativement élevés). Les techniques plus classiques et moins colteuses
ne seraient alors utilisées qu’apres criblages des genes/protéines présentant le plus de

différences entre les deux groupes d’individus.

Les souris MGP KO : le modéle murin le plus approprié pour étudier le réle de MGP dans la

plaque de croissance ?

Tout d’abord des modéles animaux exprimant MGP sous une forme (partiellement) inactive
seraient plus proches de la pathologie humaine que les modeles MGP KO, qui n’expriment
aucunement le gene Mgp dans leur génome. En effet, rappelons que les mutations du gene
MGP responsables de I'apparition du syndrome de Keutel aboutissent a des formes tronquées

de la protéine qui sont suspectées de posséder, au moins pour certains patients, une activité
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résiduelle. Cette activité résiduelle pourrait expliquer le fait que les patients Keutel ne
développent pas de calcifications artérielles extensives et que leur espérance de vie n’est pas

atteinte, au contraire de nos souris MGP KO.

De maniére connexe, |'utilisation de modeles murins ne présentant pas de phénotype
vasculaire létal, nous permettrait d’étudier le développement squelettique sur des temps plus
longs. De plus, d’'un point de vue éthique, I’'absence de létalité précoce des souris mutées nous
permettrait de réduire considérablement le nombre d’animaux nécessaires pour obtenir un

nombre suffisant d’échantillons.

Les souris MGP KO : le modéle murin le plus approprié pour étudier le réle de MGP dans

I’arthrose ?

Comme indiqué dans les parties de ce manuscrit dédiées a I'arthrose (partie 4 de I'introduction
et partie 3 des résultats), le modéle de souris MGP KO n’était absolument pas une option
possible pour I'étude de cette pathologie. En effet, la faible espérance de vie des souris MGP
KO (entre 6 et 8 semaines de vie) exclut toute possibilité de mettre en place des modeles de
vieillissement. De méme les modele d’arthrose traumatique comme la déstabilisation du
ménisque médian impliquent une opération chirurgicale a 10 semaines de vie, ce qui n’est
encore une fois pas possible avec les souris MGP KO. Nous avons donc porté notre choix sur
les souris hétérozygotes pour le gene codant MGP, qui par ailleurs ont toujours été décrites
comme ayant un phénotype équivalent a ceux des souris WT. Il est donc tres hypothétique
gu’elles présentent des différences significatives dans le développement d’arthroses
spontanées ou induites. L'utilisation de souris déficientes en MGP chez lesquelles le
phénotype vasculaire est compensé m’apparait alors comme beaucoup plus pertinent. En
premier lieu, nous pourrions utiliser les Mgp”- ; SM22-Mgp, méme en tenant compte du fait
que ces souris ne développent pas tout a fait le méme phénotype squelettique que les souris
MGP KO, notamment en ce qui concerne I'ostéopénie. Plus judicieusement, I'utilisation des
nouvelles lignées de souris qui présentent des formes mutées de MGP au niveau de ses résidus
Gla ou de ses résidus sérine phosphorylés serait intéressante pour I'étude de I'arthrose si ces

dernieres ne présentent pas de phénotype vasculaire létal.
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Etude in vitro : une extrapolation in vivo difficile ?

Les cultures primaires de chondrocytes issus de la digestion enzymatique de cartilage de la
téte fémorale ou de cartilage costal constituent I'un des modeles les plus utilisés par la
communauté scientifique. Ce type de culture permet d’obtenir des monocouches de
chondrocytes prolifératifs qui ne possedent par conséquent pas les propriétés de s’arranger
en colonnes, de subir de maturation ou d’étre soumis a un environnement hypoxique et
pauvre en nutriments comme c’est le cas au sein de la plaque de croissance. L’extrapolation
de la comparaison de résultats obtenus dans ce modele cellulaire avec ceux obtenus in vivo
sur des plaques de croissance d’os longs murins est souvent difficile a réaliser et peut méme
étre problématique dans certains cas. La culture et la différentiation de micro-masses de
cellules mésenchymateuses ou la mise en culture d’explants de cartilage de croissance

pourraient étre des alternatives intéressantes au modele actuellement utilisé par I'équipe.

Le faible nombre de cas cliniques de patients Keutel : un frein a I’étude de MGP ?

Comme indiqué dans la partie 2.2 de l'introduction, le syndrome de Keutel est une maladie
autosomale récessive extrémement rare (prévalence estimée < a 1/1 000 000) avec seulement
43 cas cliniques identifiés dans la littérature. Le nombre de patients et de données cliniques
disponibles restent largement insuffisants. Il nous est ainsi difficile pour ne pas dire
impossible, d’avoir acces a des échantillons de patients, sur lesquels il serait pourtant
intéressant de réaliser des études de transcriptomique/protéomique. Il serait également
intéressant de mettre en culture des chondrocytes issus de ces patients et de réaliser des
expériences analogues a celles effectuées lors de ma these. De plus, du fait de la grande
variabilité des signes cliniques présentés par les patients Keutel, certains d’entre eux n’ont pas
été étudiés et décrits chez les 43 patients. A titre d’exemple, aucune donnée clinique n’est
disponible concernant la mise en place de retard de croissance chez 12 de ces patients, ce qui
ne permet pas une estimation correcte de la prévalence de ce signe clinique chez 'Homme.
De méme, si quelques études sur des patients Keutel plus agés ont permis de mettre en
évidence l'effet du vieillissement sur le développement de calcifications cutanées et
d’alopécie, il n’existe a ce jour aucunes données cliniques concernant le développement

d’arthrose chez ces patients. Au sein de I'équipe, nous pensons qu’un meilleur accés a des
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échantillons de patients Keutel et une comparaison avec les résultats obtenus sur nos modeles
murins et cellulaires (en tenant compte de leurs limitations respectives) pourraient permettre
de mieux caractériser le réle de MGP. Des recherches récentes dans la banque de données
francgaise des maladies rares ont permis d’identifier 5 patients Keutel potentiels. Une demande
aupres des cliniciens en charge de ces patients est en cours pour avoir acces aux données

cliniques de ces patients.

Déficience en MGP et brachtéléphalangisme : une particularité humaine ?

Le retard de croissance est un signe clinique qui n’a été décrit que chez 25% des patients
Keutel alors que le brachytéléphalangisme et le dysmorphisme cranio-facial sont présents
chez la majorité d’entre eux (Cancela et al., 2021). Si I’hypoplasie médio-faciale a déja été
décrite et étudiée par nos collaborateurs de I'Université de McGill (Montréal, Canada)
(Marulanda et al., 2017), aucune étude n’a été menée concernant I'atteinte des phalanges en
cas de déficience en MGP. Au cours de nos analyses histo-morphométriques des squelettes
complets de souris, nous n’avons pas observé de modifications particuliéres des phalanges
des souris MGP KO. Cependant, du fait que de nombreuses dysplasies squelettiques qui
impliquent des retards de croissance soient associées a de la brachydactylie, signe clinique
proche du brachytéléphalangisme, et qu’il s’agisse d’un signe clinique majeur des patients

Keutel, il m’apparait comme nécessaire d’approfondir son étude sur les souris MGP KO.

La sévérité des phénotypes humains et animaux conditionne t’elle I'importance d’une

protéine ?

Comme indiqué auparavant, des mutations perte-de-fonction chez 'Homme, voire une
absence totale dans le génome murin du geéne codant pour MGP n’entrainent pas I'apparition
de dysplasies squelettiques séveres. De méme, au contraire d’'une autre protéine de la méme
famille, I'ostéocalcine (BGP), MGP est une protéine qui est de maniére générale peu citée ou
étudiée lorsque des études sont menées sur le développement squelettique. Ceci alors qu’il
est connu depuis la premiere description du modele MGP KO il y a 25 ans, que cette protéine

joue un réle dans le processus d’ossification endochondrale.
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Au sein de notre équipe de recherche nous pensons au contraire que I'étude de MGP est
importante pour comprendre les mécanismes impliqués dans le développement squelettique

post-natal.

Il est en effet probable que cette protéine joue un rdole, au moins partiel, dans le
développement de nombreuses dysplasies squelettiques en plus de celui qu’elle joue dans le
syndrome de Keutel. Mais le manque de données concernant MGP et le développement
squelettique reste un véritable frein a la compréhension de son réle au sein de ce processus

complexe, qui pourrait pourtant ouvrir la voie vers de nouvelles pistes thérapeutiques.

En conclusion, les travaux réalisés au cours de ces trois années de thése ont permis de mettre
en évidence l'impact de la déficience en MGP sur la plague de croissance et les acteurs
moléculaires impliqués dans sa régulation. Ces premiers résultats constituent ainsi les
fondations sur lesquelles reposeront les prochaines approches expérimentales de I'équipe,
qui permettront une meilleure compréhension du réle que tient MGP dans le développement

du cartilage sain et pathologique.
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Abstract

Matrix Gla protein (MGP) is mostly known to be a calcification inhibitor, as its absence leads to ectopic calcification of
different tissues such as cartilage or arteries. MGP deficiency also leads to low bone mass and delayed bone growth. In
the present contribution, we investigate the effect of MGP deficiency on the structural and material mechanical bone
properties by focusing on the elastic response of femurs undergoing three-points bending. To this aim, biomechanical
tests are performed on femurs issued from Mgp-deficient mice at 14, 21, 28, and 35 days of postnatal life and compared
to healthy control femurs. wCT acquisitions enable to reconstruct bone geometries and are used to construct subject-
specific finite element models avoiding some of the reported limitations concerning the use of beam-like assumptions for
small bone samples. Our results indicate that MGP deficiency may be associated to differences in both structural and
material properties of femurs during early stages of development. MGP deficiency appears to be related to a decrease in
bone dimensions, compensated by higher material properties resulting in similar structural bone properties at P35. The
search for a unique density-elasticity relationship based on calibrated bone mineral density (BMD) indicates that MGP
deficiency may affect bone tissue in several ways, that may not be represented uniquely from the quantification of BMD.
Despite of its limitation to elastic response, the present preliminary study reports for the very first time the mechanical
skeletal properties of Mgp-deficient mice at early stages of development.
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phenotype, by pointing out that MGP is not only a
strong calcification inhibitor but is also involved in
osteoblast formation*> and in the regulation of osteo-
clast differentiation and function.® In other words,
MGP participates in both bone formation and bone
resorption. Thus, despite excessive calcification observed

Introduction

Matrix Gla Protein (MGP) is known to be a potent
inhibitor of calcification mostly secreted by smooth
muscle cells and chondrocytes.' Indeed, mice lacking
MGP, or Mgp~/~ mice, exhibit spontaneous massive
vascular calcification that leads to their premature sud-

den death between 2 and 8 weeks of age due to aortic
rupture and subsequent internal hemorrhage.'
Calcification also initiates early in various cartilage
structures including trachea, nasal septum, and growth
plate. Additionally, in their very short lifespan, Mgp ™/~
mice develop a moderate dwarfism leading to shortened
appendicular elements and a low bone mass phenotype
leading to osteopenia.'* Recent studies have brought
some clues to explain the apparent paradox of the latter
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in the growth plate'*, Mgp~/~ mice develop a low bone
mass that seems to result from an unbalanced equili-
brium of bone resorption over bone formation. The
original study describing the Mgp ™/~ mice initially
reported that those mice are more prone to bone frac-
tures,’ which could be attributed to lower bone mass.
Meanwhile, it has been reported in human calcanei that
higher calcification may lead to higher bone strength,’
which could have led to the opposite hypothesis due to
the reported over-calcification of Mgp ™/~ mice tissues.
There is therefore a lack of understanding concerning
the roles of both structural (macroscopic) changes and
material (local) changes of bone properties in the appar-
ent modification of the Mgp '~ mice skeletal properties.
While an extensive experimental campaign may be con-
ducted to assess such structural and material changes,
MGP-deficient bone samples are particularly difficult to
collect since Mgp-deficient mice show a very short life
span. There is therefore a need to get the maximum
information from a limited number of samples.

To quantify those specific changes, mechanical test-
ing is a commonly reported technique which enables to
characterize the mechanical response of skeletal sam-
ples at the structural scale, and allows comparative
studies in order evaluate phenotypic changes. The
emergence of such biomechanical studies, generally
combined to morphological analyses, have recently
motivated the publication of systematic guidelines.®
Among the common reported techniques, three-points
bending tests on long bones have been particularly used
in order to investigate rat or mouse skeletal proper-
ties,” !? since it enables to properly prescribe boundary
conditions for small samples.® Such mechanical tests
enable to compute the overall bending stiffness, but
obviously do not give access to a characterization of
local tissue properties without making use of a model.
Standard equations from beam theory reminded in®'?
are classically used in order to interpret results from
bending tests on long bone,'*!" giving access to an uni-
form equivalent Young modulus from a measurement
of the second moment of inertia in the direction of
bending. However, such an approach is limited by
numerous and debatable associated assumptions: (i) the
ratio between bending span and bone diameter may
limit the validity of Euler-Bernouilli beam theory, since
for small bending spans most of the deflection will be
due to shear stresses rather than bending'® (i) the
tested sample is obviously far from being a homoge-
neous material with a single Young modulus (iii) the
geometrical changes along the bone may not be reduced
to a single measure of cross-sectional moment of inertia
(iv) the bending tests do not result in homogeneous
stress field within the sample. Such limitations have
been pointed out by comparing the responses of differ-
ent long bones to three-points bending,'? which permit-
ted to conclude that such tests may give acceptable
mechanical properties only for wide aspect ratio (bone
length/width). It has been therefore reported that the

calculated Young modulus may be underestimated by a
factor 2-6.%

When assessing the structural response of bones to
mechanical tests, particularly to assess the effect of
MGP deficiency in the current study, the effect of the
changes in both geometry and material properties
should be evaluated and separated. For instance, it has
been reported that the deletion of MGP both affects
the tissue composition and the global morphology of
bone elements.* Consequently, a proper approach
enabling to investigate separately the effect of MGP on
both structural and material properties of bone is
required. In similar studies for different metabolic dis-
orders, it has been reported that geometrical changes
may dominate the changes in material properties,'* '
while other studies have concluded to the exact opposite,
emphasizing the crucial role of material changes rather
than geometrical changes.!” Such contradictory conclu-
sions may partly come from the limitations described
above concerning the exploitation of three-points bending
tests results, and obviously depends on the metabolic
change which is investigated in each study.

As an alternative to the beam theory-based approach
mentioned previously, numerous studies have pointed
out that Computed Tomography (CT) combined with
subject-specific Finite Element (FE) models enable to
estimate bone stiffness at the structural scale starting
from an adapted constitutive law for bone properties.'®
Using an inverse method, this approach may be
extended to the identification of bone properties from
experimental biomechanical data. Such FE models usu-
ally make use of a density-elasticity relationship in
order to locally transform the information available in
CT on the form of Hounsfield Units (HU) into Young
moduli usable in FE models. Density-elasticity relation-
ships on the form of power laws have been widely
reported and frequently used in the past decades in
human bones.'* 2! However, in other studies, bone den-
sity and Young modulus of growing mice have been
reported to be poorly correlated.”? The question of the
extension of such subject-specific FE models for grow-
ing mice is therefore still open, since the evaluation of
elastic properties of murine bones usually involves the
strong assumptions reminded above.

The objective of the present contribution is to inves-
tigate the structural and material variations in femur
mechanical properties in control and MGP-deficient
mouse models by combining experimental structural
mechanical testing and subject-specific FE simulations.
Since MGP-deficient mice do not reach adulthood due
to severe pathological calcification of their arteries, we
focused on the first stages of growth with consequently
a limited number of samples. We hypothesized that the
effect of MGP deficiency had a visible effect on the
overall bending stiffness of femurs. We further hypothe-
sized that the use of an inverse approach from FE simu-
lations of bending tests may enable to separate the
effects of bone geometries and bone material properties
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Left
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Identification of

Three-points bending tests : .
material properties

Figure 1. Global view of the protocol. Macroscopic results of three-points bending (n = 4) tests are combined to subject specific
finite element simulations (n=2) in order to get the maximum information from a limited number of samples.

in a more comprehensive way than frequently reported
approaches based on a beam-like approximation. In the
next sections, the methods for sample preparation as
well as for mechanical testing, CT imaging and FE
reconstructions will be described. Results will be pre-
sented concerning the femur structural properties, and
the material properties of femurs issued from control
and mutated animals will be compared from the
detailed computational approach. According to authors
knowledge, this study reports for the first time the
mechanical skeletal properties of MGP-deficient mice
at early stages of development. Conclusions will be
finally drawn regarding the forthcoming steps aiming at
comprehensively investigating the effect of MGP defi-
ciency on skeletal properties.

Material and methods

Animal model

Mgp-deficient mice generation, performed by insertion
of neomycin cassette in C57BL/6 background, was
described previously.' The deficient (Mgp /") and con-
trol (Mgp "/ ) mice were littermates obtained by the
breeding of heterozygous mice (Mgp * /7). All animals
were maintained in a pathogen-free standard animal
facility, ensuring a constant humidity (55% % 10%)
and temperature (22°C =2) in 12h dark-light cycle
condition. They were fed ad libitum with standard food
diet (Scientific Animal food and Engineering, France).
Genotype were determined by quantitative PCR on
genomic DNA extracted from ear biopsies. The animal
study was conducted in accordance with the ARRIVE
guidelines and the Directive 2010/63/EU.

Sample preparation

After euthanasia, femurs were harvested at 14 (n = 4),
21 (n=4), 28 (n = 4), and 35 (n = 4)days of postnatal
life for MGP deficient (Mgp~/~) and control (Mgp * /™)
models (Figure 1). In the following sections, the eight

different groups are referred to as P147/7; P147/";
P21/~ P21t/ T P28 P28/ T P3PS T
depending on the time of harvesting and the mutation of
the Mgp gene, the letter P standing for postnatal. For
each femur samples were placed into Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline solution 1X (DPBS, Sigma
life science, D8537) and stored at —20°C after manu-
ally removing the soft tissues. Based on preliminary
data reported in Supplemental Appendix 1, it was
assumed in the present study that left and right femurs
showed identical mechanical and morphological char-
acteristics. Since both mechanical testing and 3D ima-
ging were likely to affect bone properties, as
emphasized by the Supplemental Appendix 2, right
femurs were used for three-points bending mechanical
testing (section 2.3) while left femurs were used for 3D
imaging using micro-CT (uCT, section 2.4). Among
the four samples available for each group, only two
samples were considered for wCT imaging and finite
element simulations since the remaining samples
will be used for forthcoming in-depth histological
(destructive) analyses (not reported here).

Mechanical testing

Three-points bending mechanical testing were per-
formed on right femurs (n = 4 per group) using a cus-
tom bending stand mounted on a tension-compression
device (Zwicki Z0.50 TN with a 100N load cell), and
following the recently reported guidelines.® The custom
bending stand consisted in two fixed bottom anvils
(hereafter called bending stand) separated by a span of
Smm for all samples and offering a radius of 0.5mm at
the contact with the sample to allow rotation. The
upper moving anvil (here after called bending punch)
was mounted onto the Zwick testing machine also pre-
senting a radius of 0.5mm. Samples were precisely
weighted (Sartorius CPA225D scale with a reproduci-
bility of £50 wg), and then mounted onto the bending
stand so that a bending load was applied in the
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Figure 2. (a) Example of p.CT acquisition of the distal epiphysis (for the group P14*/*), emphasizing the bone microstructure and
growth plate, (b) Associated finite element tetrahedral mesh with local assignment of gray level intensity, (c and d) Example of finite
element simulation of the bending test: at the beginning (c) and the end (d) of the prescribed displacement, Color code in

(d) corresponds to the vertical displacement field (mm).

anteroposterior direction, the bending punch being in
contact with the anterior (relatively straight) surface of
the femurs. A displacement was prescribed at the speed
of 0.01 mmy/s until the response was clearly beyond the
elastic response, which corresponded to a prescribed
displacement of ~1mm for each sample. Prescribed
displacement and vertical force were recorded. The
bending stiffness (in N/mm) was characterized from the
linear regression of the force-displacement curve in the
linear region delimited by a prescribed displacement of
0.15mm (emphasized in yellow in Figure 3). The ulti-
mate load (in N) was defined as the maximum of the
force-displacement curve. Post-yield behavior, includ-
ing observable damage,” was recorded but not exploited
in the subsequent sections since the present study was
focused on the proper identification of whole-bone and
tissue-level elastic properties. Videos (available upon
request) were recorded using a high-resolution camera
(AVT Manta 12Mpx) to precisely monitor the bending
test and reproduce boundary conditions within finite ele-
ment simulations. The data presented hereafter is available
on dorel.univ-lorraine.fr (doi:10.12763/JMNS8ANS).

1CT imaging, geometry, and mesh reconstruction

Left femurs (n = 2 per group) were thawed in saline
solution at 20°C for 2h, mounted in Pyrex thin wall
tubes (Cortecnet, France) and finally scanned at
70kVp—50 wA with an isotropic resolution of 30 um
(Figure 2(a)) (Easytom Nano, RX-solution, France).
An additional tube containing two calibration phan-
toms for bone mineral density (BMD) was placed in
parallel with the set up during each acquisition, since
BMD is related to the linear attenuation coefficient
issued from pCT.>> BMD was used as an equivalent
measure of the amount of mineralized tissue at the level
of a continuum made of bone and non-bone voxels.
The concentration in calcium hydroxyapatite (CaHA)
of calibrations phantom were 0.25 and 0.75g/cm’
according to the manufacturer (Bruker-MicroCT CT-
analyzer, Bruker, USA), and used to compute BMD.

Tetgen®* and PyVista® were then used to reconstructed
tetrahedral finite element meshes from a threshold-
based segmentation of the external geometry of bones
(Figure 2(b)), each tetrahedron being linked with the
local gray level (expressed in Hounsfield Units, HU)
with correction of partial volume artifacts as reported
elsewhere.'® Mesh sizes were issued from a previous
(non-reported) convergence analysis, resulting in
around 152,000 elements depending on the sample.

Calibration phantoms were also segmented and recon-
structed following the same procedure, and the mean HU
values of each calibration phantom was computed and
linked with their concentration in CaHA so as to deter-
mine a relationship between HU values and BMD within
the wCT volume. In the case of a uniform Young modu-
lus (see section 2.6 for material properties) only the corti-
cal wall of the generated volume meshes was considered
in the simulations. This was performed by extracting the
internal elements (i.e. not belonging to the surface) with
an assigned BMD higher than 0.1 g/cm?®, thus excluding
the central bone marrow region. The lengths and external
volumes of reconstructed geometries were then computed
and compared. Cortical volume was defined as the vol-
ume of the extracted mesh based on the BMD threshold,
enabling to compute the ratio of cortical volume and
external volume. Every reconstructed geometry was then
rotated to ensure that the mean line of the diaphysis was
orthogonal to the prescribed displacement, and that the
medial-lateral axis defined from the knee condyles was
aligned with the direction of the bending stand. In order
to confront the proposed FE approach with frequently
reported approaches based on a beam-like approxima-
tion, the second moment of inertia was calculated from a
FE mesh cross-section at the level of the bending punch.
The reconstructed meshes are available on dorel.univ-lor-
raine.fr (doi:10.12763/JMNS8ANS).

Subject-specific finite element model

The bending test was simulated using a non-linear
Finite Element (FE) procedure reported previously for
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canine bone.'®?° Briefly, the procedure was fully auto-
mated starting from the bone geometry reconstructed
as reported in the previous section. FE analyses were
carried out in parallel using the implicit solver Metafor
that has been described elsewhere.?’ Simulations were
run using local computing resources, and central pro-
cessing unit (CPU) time for a global simulation of the
16 samples (Eight groups, n =2 for each group) was
~4h. The bending stand and the bending punch
(Figure 2(c) and (d)) were considered rigid, and placed
in such a way that they were initially in slight contact
with the bone surface, and a prescribed displacement of
0.5mm was applied to the bending punch while the
bending stand was totally fixed. To preserve global
symmetry and prevent axial and lateral rigid body
motion, a tie contact was considered between bending
punch at the bone surface, while a frictional contact
with a friction coefficient arbitrarily fixed at 0.2 was
assumed between the bending stand and the bone sur-
face. To compare with experimental results, the simu-
lated bending stiffness was computed from the ratio
between reaction force at the level of the bending
punch and the prescribed displacement.

Material properties

The constitutive law considered in the present study
was limited to linear elasticity, since the objective of FE
modeling was to provide with a proper separation of
whole-bone level and tissue-level elastic mechanical
properties when exploiting the results of three-points
bending. Two cases were thus considered in the present
study: in the first case (hereafter called density-depen-
dent material properties), a density-elasticity relation-
ship was established from the values of physical bone
density, by firstly establishing a linear relation between
BMD and physical density. Such a relation has been
identified from the physical density of calibration phan-
toms described above. The density-dependent relation-
ship was formulated by a power law on the form
E = apP, with E the local Young’s Modulus of bone
expressed in MPa, p the dimensionless physical density
of bone, and « and B two constants to be identified. A
global identification was performed in such a way that
the Mean Squared Error (MSE) between FE predic-
tions of bending stiffness and experimental value was
minimized, exploring a landscape « € [10,55] with a
step of 0.1, and B € [10, 20] with a step of 0.1. Values of
MSE were then interpolated over this two-dimensional
space using cubic interpolation in order to head for the
parameters minimizing the MSE. In the second case
(hereafter called uniform material properties), only the
cortical bone was considered in the FE simulations,
and a single Young’s modulus was identified indepen-
dently for each sample in such a way that the FE pre-
diction of bending stiffness was equal to experimental
value. In order to emphasize the difference between this
FE-based approach and frequently reported results
based on a beam model, the Young’s modulus was also

identified using the classical relation reported for a
beam subject to three-points bending:

_KL?

vy (1)

with E the Young’s modulus, K the bending stiffness, L
the span length, and I the second moment of inertia of
the approximated beam-like geometry.'?

Results

Mechanical testing

Typical images at the beginning and the end of the
prescribed displacement are represented in Figure 3(a)
and (b), together with the bending response in terms of
raw force-displacement curves for each tested group
(Figure 3(c)).

Measured bending stiffnesses for control Mgp
samples were equal to 4.4*+0.9, 12.0+ 1.3, 21.4 £ 5.0,
and 22.0 = 2.2 N/mm at P14, P21, P28 and P35 respec-
tively (n = 4). For mutated Mgp ™/~ samples, stiffnesses
were equal to 3.6x1.1, 8.5+1.6, 143+2.8, and
23.6 = 2.6 N/mm at P14, P21, P28 and P35 respectively
(n = 4). An increase of bending stiffness during grow-
ing was observed for both Mgp*/* and Mgp~/~
groups, as emphasized in Figure 4(a). Slight differences
were observed between Mgp ©/ " and Mgp~/~ for P14,
P28 and P35, while a more pronounced difference was
observed at P21. The same trend and significance were
observed for ultimate load (Figure 4(b)), with differ-
ences observed between Mgp */ " and Mgp~/~ groups
at P21 and P28. Masses also followed the same trend
(Figure 4(c)), with visible differences for P21 and P28.
Clearly linear correlations were found between stiffness
and mass (Figure 4(d)), ultimate load and mass (Figure
4(e) and ultimate load and stiffness (Figure 4(f)), indi-
cating that the information concerning the evolution of
structural mechanical properties may be contained into
the measure of sample mass, and also emphasizing that
the mechanisms underlying the evolution of structural
mechanical properties have the same consequences on
stiffness and ultimate loads.

+/+

uCT analysis

pCT were performed on 16 samples (eight groups,
n =2 for each group) and associated tetrahedral
meshes were prepared for FE simulations as illustrated
on Figure 5. The reconstructed meshes were used to
compute the lengths, external and cortical volumes, and
second moment of area of each reconstructed sample
(Figure 6). A clear increase in bone external volumes and
lengths were observed during growing, and a difference
was observed between Mgp */ " and Mgp /" groups
slightly at P21 and more visibly at P28 (to be considered
in the light of the very small sample size however).
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Figure 3. Femurs mounted on the bending stand at the beginning (a) and the end (b) of the prescribed displacement. Local gray level
change due to damage, as commonly reported, is emphasized in the insert. (c) Raw force-displacement curves for each tested group
(n=4). The yellow zone emphasizes the region for stiffness evaluation from linear regression of force-displacement response.
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Figure 5. pCT reconstructions with local assignment of BMD from calibrated wCT data (scale in mm).
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Figure 6. Distribution of external femur volume (a), ratio between volume of cortical bone and external volume (b), femur length (c)
and (d) second moment of inertia computed from wCT reconstructions for each group as a function of the stage of development (n =2).

Simulation results

Two types of simulations were performed. In the first
case, density-dependent material properties were
assigned and the best density-elasticity relationship on
the form of a power law was identified by minimizing
the MSE between predicted and experimental stiffness
for the whole set of samples. The correlation between

predictions and experimental values for the best
density-elasticity relationship, and the associated
errors, are illustrated in Figure 7(a). Experimental and
simulated stiffness were not strongly correlated
(R? = 0.785), indicating that some other parameters
than BMD may influence the local Young’s modulus.
The corresponding density-elasticity relationship was
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Figure 7. (a) Comparison between predicted and measured bending stiffnesses from the best identified density-elasticity
relationship E =24.77p'>'® MPa. The black line represents the ideal prediction, while the dashed green line represents the linear
regression of the simulated versus experimental stiffness. Errors are given in terms of Mean Squared Error (MSE). Remark: points for
P35/~ are nearly superposed. (b) Young moduli identified from FE results for each simulated group (n =2) as a function of the stage
of development. (c) Young moduli identified from a beam model approximation for each simulated group (n=2) as a function of the

stage of development.

E =24.77p"1%, with therefore a strongly nonlinear
relation between density and Young’s modulus. Such a
unique relation resulted in a substantial overestimation
of material properties for some groups (P14 /) while
it resulted in an underestimation for some other groups
(P28°/7, P357/7). The assignment of density-
dependent material properties resulted in clearly het-
erogeneous stress distribution within the bone during
the bending test, as emphasized in Figure 8(a).

In the second case (Figure 7(b)), uniform material
properties for cortical bone were identified for each
sample in such a way that the FE prediction of bending
stiffness was equal to experimental value. Such uniform
properties obviously resulted in more homogeneous
stress distribution within the cortical bone during the
bending test (Figure 8(b)), with however strong varia-
tions along the bone length. The identified Young’s
moduli for each group are illustrated in Figure 7(b),
emphasizing a clear increase in overall Young’s modu-
lus as a function of the development stage. Differences
were observed between Mgp */ " and Mgp~/~ groups,

indicating that the Young’s modulus may be higher for
Mgp~'~ samples than for Mgp */* samples from P28.
Once again, such conclusions are however to be placed
in the light of the very small sample size (# = 2) used at
the basis of the FE simulations. In opposition to this
subject-specific approach, common relations issued
from beam theory (equation (1)) were used to identify
Young’s moduli from the experimental bending
response (Figure 7(c)). While the differences between
Mgp */* and Mgp~/~ groups followed the same trend
that for FE-based identification, the obtained values of
Young’s moduli were up to four times lower than the
previous values.

Discussion

The main objective of this study was to provide prelimi-
nary data concerning the changes in material and struc-
tural mechanical properties of control (that can be
assimilated to wild-type) and Mgp-deficient mice at the
early stages of postnatal development, in order to
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Figure 8. Distribution of equivalent Von Mises stress (MPa) within the bone in the case of density-dependent material properties

(2) and uniform material properties (b).

investigate the effect of the growth of a low bone mass
phenotype on these properties. In the first part of the
study, structural properties have been identified from
experimental three-points bending tests at different
stages of development and our results highlight that
MGTP deficiency may be associated with a reduction of
femur bending stiffness as well as ultimate load at P21
and P28, but not at P14 and P35. The experimental
bending stiffnesses obtained in the present study, during
early stages of development, are obviously lower than
previously reported values all obtained in adult animals
and shown to vary with age and to be depend on
strains. For instance, bending stiffness of 99.2 = 5.1 N/
mm have been stated at 6 months old (=P180) for wild-
type C57BL/6 mice,'” which is almost four times higher
than the value of 22.0 = 2.2 N/mm we obtained in the
current study for control P35 mice of the same back-
ground. Comparable values higher than 100 N/mm
have also been reported for ages ranged from 6 to
22 months, with a significant decrease with age.'" At
20 weeks old (P140), the femur bending stiffness have
been reported to be in the 40-65 N/mm range depend-
ing on the mouse strain.'> Due to the typical growth
pattern observed for mouse femur up to 6 months,** it
is therefore not surprising that the structural properties
presented in the present study are substantially lower
than previously reported values since the tested samples
were at very early stages of postnatal development. The
same conclusions may be drawn for ultimate loads, with
a four-fold difference between reported values at
6months and the present study (5weeks maximum,
P35).1°

Such results concerning macroscopic structural
properties of bone may be related to changes in bone
morphological properties or material properties, or a
combination of both. These interrelated changes may
be difficult to decorrelate, since “small change in body
size may be associated with significant changes in
whole-bone mechanical properties, morphology and,
less obviously, tissue-level mechanical properties.”®
Morphological and material changes may be indeed
coupled in such a way that a given stress is maintained
within the bone. Indeed, it has been for instance

proposed that geometrical changes occur at a given age
to compensate for the detrimental effect of a decrease
in bone material properties.?® In the present study, the
morphological changes have been therefore investigated
from pCT acquisitions, and the material properties
have also been identified from a subject-specific finite
element approach. Our results emphasize an increase
over time of morphological properties of bone, that
have been reported to follow a growth-like curve.'”-*
Our results seem to point out a difference in bone
length, external volume, second moment of area and
cortical volume between Mgp /' and Mgp~/~ groups
from P21 and particularly at P28, in accordance with
previous observations.! The identification of material
properties from simulations have permitted to empha-
size that material properties evolve in the opposite
direction compared to dimensions between Mgp */*
and Mgp '~ groups, with higher identified Young’s
modulus for the femurs of MGP-deficient mice. The
combination of a lower cortical volume and higher
material properties may explain the comparable overall
structural properties observed at P35 between both
groups.

In contrast with the current state of art concerning
the biomechanical investigation of murine bone proper-
ties, these differences on material properties have been
emphasized by making use of a subject-specific finite
element analysis in order to overcome some of the lim-
itations of the common reported approaches based on
beam theory. Indeed, it has been clearly pointed out in
previous studies'? that the classical equations of bend-
ing beams should not be used if the length of the sam-
ple is not sufficiently long compared to its diameter.
Consequently, for small bone samples such as the
femurs considered in the present study, commonly
reported investigation of bone “bending modulus” or
Young’s modulus may be associated to substantial
errors. Alternatively, FE simulations have also been
used in order to compute overall bone mechanical
properties from the exact description of bone micro-
architecture,'® assuming an arbitrary given value for
elastic material properties of bone, which may explain
the low correlation coefficient between FE predictions
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and actual bending stiffness. The limitations of such
beam-based approaches have been pointed out in the
present study, since difference up to fourfold were
observed between the previously validated FE simula-
tions'® and an identification based on a beam model,
as reported previously.'® These results are consistent
with the underestimation by a factor 2—6 pointed out in
recent studies when assessing Young modulus from
whole-bone biomechanical testing.® The FE approach
described in the present study permitted to separate
structural properties from material properties without
making any debatable assumption on the beam-like
geometry of the bones.

As far as the assignment of material properties is
concerned, several cases have been considered. In a first
case, density-dependent material properties have been
identified from a unique density-elasticity relation for
all groups, on the form of a power law initially based
on the BMD calibrated in the CT volume. The identi-
fied power law parameters were obviously different
from the common reported relationships'® ' as a result
of the early stages of development of samples associated
with poor mineralization compared to the frequently
tested specimen in the literature. The best-fitted den-
sity-elasticity relationship did not result in strong corre-
lations between experimental and simulated results,
with errors that tend to underestimate the material
properties of Mgp-deficient mice compared to control
mice. This suggests that BMD may not constitute a suf-
ficient indicator of the bone material properties, and
that other factors of bone quality should be considered.
Indeed, it has been largely reported that the bone
mineral phase was not fully responsible of bone overall
properties, since the organic phase and collagen organi-
zation plays a significant role in bone toughness for
instance.'®* ! Former studies on a murine model have
reported very low relationship between bone density
and Young modulus in some cases.”? Further studies
may therefore include a quantification of bone quality
at various scales as recently reported'® in order to inves-
tigate the microscopic changes in bone composition and
structure due to MGP deficiency. It is indeed likely that
the deficiency in MGP, known as a calcification inhibi-
tor,*> may not affect only the BMD but also the quality
of the overall bone tissue. Forthcoming histological
analyses performed on the two remaining left samples
for each group (thus excluded from the present study)
will aim at providing additional information concerning
the changes of composition and organization of bone.

The present study is obviously associated with a
number of limitations that will be discussed subse-
quently. Firstly, and uppermost, the difficulty of col-
lecting numerous MGP-deficient samples due to early
lethality restrict the conclusions of the present study to
a very small sample size, and no statistically significant
conclusions can thus be drawn. However, the present
study highlighted some clear trends even for this limited
number of samples, providing a trustworthy procedure
that will be enriched and improved in subsequent

studies. In order to reduce the use of animal models,
the present contribution also lays the foundation of a
new approach based on non-invasive computational
simulation that may be largely extended in the future to
other tissues or pathologies. It seems important to point
out that the conclusions drawn in the present study
may not be extended neither to general skeletal proper-
ties nor to every mouse strains, since it has been
reported that mouse bone properties vary from one
anatomical site to another'"'? and from one strain to
another.'? Secondly, the influence of gender was not
included. Although no differences in the pathophysiolo-
gical phenotype between Mgp "/ and Mgp~/~ have
ever been reported, a potential difference between males
and females in the effect of Mgp mutation on material
and structural mechanical properties cannot be
excluded. It has been reported that such sexual differ-
ences may exist with advanced aging on mice skeletal
properties,''* and the extension of these differences to
animals in early stages of development may be investi-
gated in future studies. Thirdly, the material properties
were assessed at the tissue (macro) level with a conti-
nuum assumption, with no description of bone micro-
architecture. Nevertheless, it has been largely pointed
out that bone microstructure is a major indicator of its
apparent stiffness’**> and toughness,’®*” which has
motivated the emergence of micro-FE models despite of
their limitations.® Further studies regarding the effect
of MGP-deficiency on bone micro-architecture may be
developed in the future, by making use of high-
resolution CT volume for instance. However, due to the
poor calcification of bone at such early stages of bones,
wCT should be combined with additional imaging pro-
cedure (such as high-resolution magnetic resonance
imaging®”) to provide with reliable information on non-
calcified regions of bones. Moreover, in order to
validate the identified material properties and provide
additional information concerning local bone proper-
ties, further investigation including SAXS/WAXS* or
nanoindentation*®' constitute obvious and promising
perspectives of the present work. Recent work has how-
ever suggested that porosity (included in the apparent
bone density considered in the present contribution)
may be a sufficient indicator at the first order to draw
conclusions on bone apparent properties.*> Lastly, bone
obviously exhibits a complex mechanical behavior
involving anisotropic elasticity, yield, damage, fatigue,
and fracture that have been extensively studied and
described for both trabecular and cortical bones (for a
recent review, see for instance®’). We voluntarily limited
our analyses of experimental and simulated bending
responses to the bending stiffness in the elastic range,
even if information regarding yield (Figure 3(c)) are
available in the data. Indeed, in the case of three-points
bending tests, yield mainly occur at the level of the con-
tact between the loaders and bone'*!? and local infor-
mation may therefore not be rigorously extracted from
overall curves. Alternatively, in forthcoming studies,
local information about bone damage might be
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extracted from visible whitening (Figure 3(b)) as pro-
posed in the literature,* and furtherly compared to FE
predictions from the assumption of a 2D sample.’ Such
a procedure applied to three-dimensional bones may
however require substantial additional development for
the 3D localization of whitening.

Conclusion

By using an original mouse model that quickly devel-
ops after birth low bone mass and delayed bone growth
(Mgp~'~mice) when compared to its control (Mgp */
comparable to wild-type mice), we present an original
subject-specific computational approach that avoids
some of the reported limitations concerning the use of
beam-like assumptions for small bone samples, and we
highlighted the differences between both approaches.
The present study emphasizes, for the very first time, that
MGP-deficiency results in differences in both structural
and material properties of femurs during early stages of
development. In addition, our exploratory results indi-
cate that MGP-deficiency, associated with lower bone
dimensions, exhibit compensation by higher material
properties which results in similar structural bone prop-
erties at P35. Overall, the weak predictions issued from
the search of a unique density-elasticity relationship sug-
gest that MGP-deficiency may affect bone tissue in sev-
eral ways, that may not be represented uniquely from the
quantification of bone mineral density.
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Résumé
Role de la protéine matricielle Gla dans le développement du cartilage sain et pathologique

Dans les os longs, le développement du tissu osseux prend place au niveau d’une structure cartilagineuse hautement spécialisée et organisée
nommeée plaque de croissance. Le cartilage de croissance est localisé au niveau de chaque extrémité osseuse nommée épiphyses. Lors du
développement embryonnaire, les chondrocytes arrondis quiescents vont proliférer et s’arranger en colonnes avant d’entrer en phase de
maturation, ce qui aboutira a leur hypertrophie. Alors, les chondrocytes hypertrophiques vont induire la dégradation de la matrice
extracellulaire et I'invasion vasculaire du cartilage de croissance par des cellules des lignées ostéoblastiques et ostéoclastiques. Enfin, les
chondrocytes hypertrophiques terminaux entreront en apoptose ou se trans-différencieront en ostéoblastes.

La régulation de la plaque de croissance est un processus complexe qui requiert I'implication de nombreux acteurs moléculaires, parmi
lesquels se trouve la protéine matricielle Gla.

La protéine matricielle Gla (MGP) est une protéine de petite taille principalement exprimée au niveau du cartilage, des artéres, des veines,
de la trachée et des poumons. MGP est un membre de la famille des protéines vitamine K dépendantes (VKDPs) et est alors caractérisée par
la présence de résidus glutamates modifiés post-traductionnellement, les résidus j-carboxyglutamates (Gla). Les résidus Gla permettent a
MGP de se lier directement aux ions calcium, aux cristaux calciques et a la protéine BMP2 (Bone morphogenic protein 2) afin d’inhiber le
processus de minéralisation des tissus. Les souris MGP KO, modéle murin de la déficience en MGP, présentent des calcifications anormales
au niveau des arteres et de plusieurs cartilages, associées a un dysmorphisme cranio-facial et un retard de croissance modéré. L'étude du
phénotype artériel et de I'hypoplasie médio-faciale a permis de mettre en évidence le réle majeur que joue MGP dans I'inhibition de
calcifications pathologiques. A I'inverse, des études suggérent que le retard de croissance observé chez les souris MGP KO n’est pas lié aux
calcifications anormales qu’elles développent. Enfin, des études récentes ont associé des polymorphismes du géne codant MGP avec le
développement d’arthrose (OA).

C’est dans ce contexte, que ce projet de thése s’est proposé, pour la toute premiere fois, d’étudier de maniére précise les altérations de la
plaque de croissance des souris MGP KO ainsi que le développement d’arthrose chez des souris hétérozygotes pour le gene MGP.

Mots-clés : Plague de croissance, chondrocytes, Matrix Gla protein (MGP), développement post-natal, arthrose

Abstract
Role of Matrix Gla Protein in cartilage

In long bones, bone development take place within a highly specialized and structured termed growth plate. This structure is located at each
extremity of long bones, called epiphysis. During embryonic development, within growth plate, rounded resting chondrocytes will start to
proliferate and take a columnar arrangement, before undergoing maturation that will results in their hypertrophy. Thus, hypertrophic
chondrocytes will participate to matrix degradation and vascular invasion of cartilage by cells from osteoblastic and osteoclastic lineage.
Finally late terminal hypertrophic chondrocytes will either undergo apoptosis or trans-differentiate into osteoblasts.

Regulation of growth plate development requires several signaling pathways and molecular actors which include Matrix Gla protein.

Matrix Gla protein is a small protein mainly expressed in cartilages, arteries, veins, trachea, and lungs. MGP belong to the Vitamin K dependent
family (VKDPs) and so, it is characterized by the presence of y-carboxyglutamate (Gla) residues. Those Gla residues allow MGP to directly
bind calcium ions, calcium containing crystals or Bone morphogenic protein 2 (BMP2) to inhibit mineralization of soft tissue. Experimental
model of MGP deficiency, MGP KO mice exhibit extensive calcification of arteries, abnormal calcification of cartilages associated with midface
hypoplasia and moderate growth retardation. Studies of vascular and craniofacial phenotypes have confirmed the major role of MGP in the
inhibition of ectopic calcifications. In contrast, the growth retardation observed in absence of MGP appears not to be linked to abnormal
calcification but remains largely understudied. Recent studies have also associated MGP gene polymorphisms with osteoarthritis (OA)
development.

In this context, we proposed, for the very first time, to study and describe the growth plate cartilage of MGP KO mice as well as osteoarthritis
development in MGP heterozygous mice.

Keywords : Growth plate, chondrocytes, Matrix Gla protein (MGP) post-natal development, osteoarthritis
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