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AKT

APS
ARAF
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Protéine phosphatase A2

Pyrophosphate

Pairied related homeobox 1

Phosphotyrosine binding

Patched 1

Patched 2

Phosphatidylinositol

Tensin homologue deleted on chromosome 10
Parathyroid hormone 1 receptor

Parathyroid hormone-related peptide

Protein tyrosine phosphatase non-receptor type 11
Raf-1 proto-oncogene
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ROS
RTK
RUNX2
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Reactive oxygen species

Récepteur tyrosine kinase

Runt-related transcription factor 2
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Shwachman-Bodian—Diamond syndrome ribosome maturation factor
Scleraxis BHLH transcription factor
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Src homology 2 domain

SH2B adaptator protein 1
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Src homology 2 domain containing transforming protein 1
Sonic hedgehog Signaling Molecule

SH2 domain-containing inositol 5-phosphatase 1

SH2 domain-containing inositol 5-phosphatase 2

Protéine SHIP2 tronquée de 57 acides aminés générée par Dubois (2012)
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SKIP carboxyl homology domain
Skeletal muscle and kidney enriched inositol phosphatase
S-phase kinase-associated protein 2
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SRY-Box transcription factor 5
SRY-Box transcription factor 6
SRY-Box transcription factor 9

Sprouty RTK signaling antagonist 1
Sprouty RTK signaling antagonist 2
Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src
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Synaptojanine 2
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Tandem PH domain-containing protein 1
Tandem PH domain-containing protein 2
Tyrosine protéine kianse TEC
Transforming growth factor beta 1
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TNC

TNF-Alpha

TRIP11

TSC2

UDP-acide glucuronique
UDP-N-Acétylgalactosamine
VEGFA

WASP

WNT

Phosphatase alcaline

Tenascin-C

Tumor necrosis factor
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Uberous sclerosis complex 2
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Résumé

Résumé

L’opsismodysplasie est une chondrodysplasie squelettique automosale récessive rare
caractérisee par un nanisme comprenant des membres raccourcis, une macrocéphalie et une dysmorphie
faciale. Le devenir des patients est variable, allant de la mortalité périnatale jusqu’a permettre a certains
individus de dépasser la vingtaine. Les anomalies radiographiques regroupent des os longs raccourcis
avec une minéralisation épiphysaire séverement retardée, des malformations métaphysaires, des
métacarpiens et phalanges raccourcis, une platyspondylie sévére, un thorax étroit. Les études
histologiques des os de patients opsismodysplasiques sont peu nombreuses mais ont néanmoins pu
mettre en évidence des altérations spécifiques de la plaque de croissance. Dans la zone de réserve, les
chondrocytes germinaux sont plus nombreux et apparaissent désorganisés. Au sein de la zone
proliférative, on observe un quasi-absence d’organisation en colonne des chondrocytes prolifératifs. La
zone hypertrophique est réduite en taille et présente un nombre significativement réduit de cellules
hypertrophiques. Enfin, les trabécules osseuses sont décrites comme épaissies, raccourcies et
irrégulieres. Ces altérations ont été observées chez tous les patients opsismodysplasiques étudiés mais
avec une grande variabilité dans leur intensité. En 2013, un groupe de chercheur a découvert que prés
de 60% des patiens opsismodysplasiques présentent des mutations homozygotes ou hétérozygotes dans
le géne INPPL1 codant pour la protéine SHIP2. Plus de 25 mutations différentes ont été identifiées chez
les patients opsismodysplasiques dont des mutations non-sens, in-frame, missence, frame-shift et par
site d’épissage. Bien que la plupart d’entre elles soient prédites pour altérer séverement voir inactiver
complétement la fonction catalytique de SHIP2, le mécanisme sous-jacent est actuellement inconnu.
Afin d’investiguer la fonction de SHIP2 dans le cadre de 1’ ossification endochondrale, nous avons utilisé
dans notre étude une souris SHIP22 exprimant un taux réduit de protéine SHIP2 catalytiquement
inactive et un inhibiteur de I’activité 5-phosphatase de la protéine. Premierement, comme observé chez
les patients opsismodysplasiques, ’inactivation catalytique de SHIP2 chez la souris induit une réduction
de la taille du corps, une réduction des os longs, un dysmorphisme cranio-facial, une réduction de la
taille de la zone hypertrophique et des anomalies dans la minéralisation de la plaque de croissance.
Deuxiement, les anomalies osseuses intrinseques liées a la présence de la protéine SHIP2 A sont
suffisantes pour induire in-vitro les altérations caractéristiques de 1’opsismodysplasie sur la croissance
osseuse, I’histologie et la minéralisation. Troisiément, 1’expression de ’ostéocalcine est augmentée
lorsque SHIP2 est inactivé dans des chondrocytes primaires en culture et de maniére concommittante
avec la diminution de la formation de nodules minéralisés. Le ciblage de I’ARNm de I’ostéocalcine par
un shRNA spécifique augmente la production de nodules minéralisés. Quatriemement, comparé aux
échantillons controles, les niveaux de phosphorylation de MEK et ERK1/2 sont significativement
augmentés losque ’activité catalytique de SHIP2 est inactivée dans des chondrocytes primaires traités

avec du sérum et de I’IGF1, mais pas avec du FGF2. Le traitement des chondrocytes et des métatarses
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en culture avec un inhibiteur de la phosphorylation de MEK rétablit partiellement la formation de
nodules minéralisés, la taille de la zone hypertrophique et la croissance osseuse, permettant d’envisager
un jour un traitement qui pourrait permettre de réduire le phénotype observé. Ensemble, ces résultats
indiquent que les souris SHIP2%’2 représentent un modéle pertinent pour I’opsismodysplasie et que la
majorité des anomalies pourrait étre expliquée par une perte de contréle de la voie MAPK/ERK. lls
permettent de souligner le role de SHIP2 dans la différenciation des chondrocytes durant 1’ossification
endochondrale, notamment en tant qu’inhibiteur de la voie MAPK/ERK. Finalement, cette these ouvre
des perspectives de travail intéressantes dans la recherche thérapeutiqgue dans le cadre de

I’opsismodysplasie humaine.



Summary

Summary

Opsismodysplasia is a rare recessive skeletal automosal chondrodysplasia characterized by
dwarfism including shortened limbs, smaller hands and feet, macrocephaly and facial dysmorphism.
The fate is variable, ranging from perinatal mortality to allow some individuals to exceed twenty. The
radiographic abnormalities include shortened long bones with severely delayed epiphyseal
mineralization, metaphyseal malformations, shortened metacarpals and phalanges, severe platyspondyly
and a narrow chest. Histological studies performed on bones of opsismodysplastic patients are few but
have nevertheless been able to highlight specific alterations in the growth plate. In the resting zone,
germinal chondrocytes are more numerous and appear disorganized. Within the proliferative zone, there
is nearly absence of columnar organization of proliferative chondrocytes. The hypertrophic area is
reduced in size and has a significantly reduced number of hypertrophic cells. Finally, the bone trabeculae
are described as thickened, shortened and irregular. These alterations were observed in all patients
studied, but with great variability in intensity. In 2013, a group of researchers discovered that almost
60% of opsismodysplastic patients present homozygous or heterozygous mutations in the INPPL1 gene
coding for the protein SHIP2. More than 25 different mutations have been identified in
opsismodysplastic patients including nonsense, in-frame, missence, frame-shift and splice site
mutations. Although most of them are predicted to severely alter or even completely inactivate the
catalytic function of SHIP2, the underlying mechanism is currently unknown.

In order to investigate the function of SHIP2 in endochondral ossification, we used in our study
a SHIP242 mouse expressing a reduced level of catalytically inactive SHIP2 protein and an inhibitor of
the protein 5-phosphatase activity. First, as seen in opsismodysplastic patients, catalytic inactivation of
SHIP2 in mice induces a reduction in body size and in long bones, a craniofacial dysmorphism, reduction
of the size of the hypertrophic zone and abnormalities of the mineralization of the growth plate. Second,
the presence of the protein SHIP2 A is sufficient to induce in vitro intrinsic bone alterations of
opsismodysplasia. Third, the expression of osteocalcin is increased when SHIP2 is inactivated in
primary chondrocytes in culture and concomitantly with the decrease in the formation of mineralized
nodules. Targeting osteocalcin mMRNA with a specific ShRNA increases the production of mineralized
nodules. Fourth, phosphorylation levels of MEK and ERK1/2 are significantly increased when the
catalytic activity of SHIP2 is inactivated in primary chondrocytes treated with serum and IGF1, but not
with FGF2, compared to controls. Treatment of chondrocytes and metatarsals with an inhibitor of MEK
phosphorylation partially restores the formation of mineralized nodules, the size of the hypertrophic
zone and bone growth, allowing one day a potential treatment. Together, these results indicate that
SHIP2%2 mice represent a relevant model for opsismodysplasia and that the majority of these
abnormalities could be explained by dysregulation of the MAPK/ERK pathway. They underline the role

of SHIP2 in chondrocytes differentiation during endochondral ossification, as an inhibitor of the
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Summary

MAPK/ERK pathway. Finally, this thesis opens up interesting work perspectives in therapeutic research

in the context of human opsismodysplasia.
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Préambule général

Depuis sa premiére description en 1977, 1’opsismodysplasie a été décrite chez prés d’une
trentaine de patients. Pendant plusieurs dizaines d’années, aucun des cas rapportés n’a permis d’en isoler
son origine. Bien qu’extrémement rare, 1’attention portée par la communauté scientifique envers cette
chondrodysplasie trés spécifique a fait un bon en avant lorsqu’en 2013 plusieurs groupes de chercheurs
ont avancé une hypothése sur 1’étiologie de cette maladie. L’identification de mutations affectant le géne
INPPL1 chez plus de la moitié des patients atteints a ouvert de nouvelles perspectives de recherche afin

de peut-&tre un jour comprendre le mécanisme a 1’origine de cette forme trés séveére de nanisme.

Coinjointement a cette avancée, un groupe de chercheurs a généré une souris génétiquement
modifiée exprimant une protéine mutante de SHIP2 dans le but d’étudier les fonctions de cette enzyme.
Il se trouve que cette souris SHIP2 présente plusieurs traits phénotypiques se rapprochant fortement des
anomalies identifiées chez les patients opsismodysplasiques.

Par conséquent, I’objet de cette thése est d’étudier les effets de I’expression d’une protéine
SHIP2 catalytiqguement inactive sur I’ossification endochondrale dans le modéle murin SHIP222 afin de
comprendre les mécanismes a ’origine des anomalies squelettiques rencontrées. Ce travail permet
également de définir si le modele murin SHIP2** peut servir de modéle afin d’étudier
I’opsismodysplasie humaine. L’introduction présentée ci-dessous vise a donner une vue d’ensemble des
différentes notions théoriques indispensables pour comprendre d’un point de vue scientifique 1’intérét

de ’hypothése de départ et la portée potentielle des réponses observées.
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Chapitre 1 Introduction

1 L’OSTEOGENESE

L’ostéogenese désigne 1I’ensemble des phénomeénes contribuant a la formation d’un os en tant
qu’organe. C’est un processus complexe dont les rouages restent encore mal compris. Le squelette
regroupe I’ensemble des os des vertébrés. Il peut étre divisé en deux parties: le squelette axial
comprenant les os du créne, la colonne vertébrale et la cage thoracique, et le squelette appendiculaire

reprenant les os des membres, les épaules et le bassin pelvien.

Les os du squelette peuvent étre répartis en cing groupes. Les os longs regroupent ceux dont au moins
une de leur dimension est largement plus grande que les autres, comme les 0s des membres qui
participent a la mobilité. Les os courts s’apparentent a un cube (0s du carpe et du tarse). Les os plats ont
au moins une des dimensions trés réduite, typiquement les os du crane et le sternum. Les 0s sésamoides
permettent de protéger les tendons contre leur usure prématurée. Enfin, le groupe des os irréguliers
integrent les os qui ne rentrent dans aucune des catégories précitées tels que les os de la colonne
vertébrale et du bassin (Clarke, 2008).

Bien qu’en apparence inerte et rigide, 1’0s est un tissu trés dynamique qui permet au squelette de remplir
cing fonctions primaires des vertébrés supérieurs : (1) le squelette permet la mobilité corporelle en
fournissant aux muscles le support nécessaire a la réalisation des mouvements. (2) Il fournit une
protection rigide des organes vitaux, du cerveau et de la moelle épiniére. (3) Il intervient dans
I’homéostasie et le stockage du calcium (98% du Ca?*), intervient dans le métabolisme du phosphore et
de la vitamine D via le Fibroblast growth factor 23 (FGF23) et régule un ensemble d’autres ions
essentiels dans la régulation des fluides extracellulaires (Huesa et al., 2011; Payne & Walker, 1979;
Wesseling-Perry, 2010). (4) Les os contiennent la moelle osseuse et participent a I’hématopoiése en
fournissant les cellules stromales et des niches ostéogéniques qui interagissent avec les précurseurs
hématopoiétiques. (5) Enfin le squelette intervient dans I’homéostasie du glucose et de I’insuline (Maes
& Kronenberg, 2012).

La régulation de I’ostéogenése est réalisee par des facteurs de croissance produits de maniére autocrine
et paracrine au sein de la matrice extracellulaire (MEC). Cette régulation est complexe car un facteur de
croissance peut avoir des effets différents voire opposés en fonction du degré de différenciation de la

cellule sur lequel il agit.
1.1  Condensations mésenchymateuses

Chez ’homme, le squelette se crée par la formation coordonnée de plus de 200 os distribués dans
I’ensemble du corps. Le squelette embryonnaire est formé dans un premier temps et le squelette adulte
dans un second temps. Bien que la structure finale soit semblable, tous les os ne sont pas élaborés de la
méme maniere. Deux mécanismes distincts sont responsables de leur développement : 1’ossification

intramembraneuse et 1’ossification endochondrale. Le point de départ commun a ces deux processus
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d’ossification est 1’¢élaboration d’une maquette mésenchymateuse a I’emplacement des futures structures
osseuses. Les cellules qui composent le squelette vertébré dérivent de trois lignées embryologiques.
Les cellules de la créte neurale donnent naissance a des dérivés des arcs branchiaux du squelette
craniofacial. Les cellules du mésoderme paraxial contribuent au squelette craniofacial et a la majeure
partie du squelette axial par la formation de sclérotomes. Enfin, les cellules qui composent le mésoderme
latéral contribuent a la formation du squelette appendiculaire (Mackie et al, 2008).

A (E) 10.5 chez la souris, des cellules mésenchymateuses s’aggrégent pour former des condensations
cellulaires a haute densité, nodulaires, non encapsulées et non vascularisées appelées ébauches
mésenchymateuses (Hata et al., 2017; Karsenty et al., 2009). Elles déterminent les contours des éléments
constituant le futur squelette. Au cours de ce processus, d’importants changements ont lieu dans la MEC,
autorisant les interactions cellulaires et 1’activation de voies de signalisation régulant la différenciation
cellulaire. Les cellules mésenchymateuses représentent les progéniteurs communs aux chondrocytes et
ostéoblastes. Elles produisent une matrice extracellulaire composée essentiellement de collagéne de type
| alpha 1 (COL1A1l). Les marqueurs caractérisant les cellules mésenchymateuses sont SRY-Box
transcription factor 9 (SOX9), collagéne de type Il alpha 1 (COL2A1), N-Cadherin (NCAD), Neural
cell adhesion molecule 1 (NCAML) et Tenascin-C (TNC) (Zuscik et al., 2008). Le mécanisme régulant
la condensation des cellules mésenchymateuses n’a pas encore été éclairci, mais il ferait intervenir les
facteurs Bone morphogenetic protein (BMP), car la délétion des facteurs Bone morphogenetic protein 2
(BMP2) et Bone morphogenetic protein 4 (BMP4) via le promoteur Paired related homeobox 1 (PRX1)
empéche la condensation des cellules mésenchymateuses chez des souris (Bandyopadhyay et al., 2006;
Hata et al., 2017). Plusieurs études ont également mis en évidence 1I’importance des facteurs Fibroblast-
growth factor (FGF), car I’absence du récepteur cible, le Fibroblast-growth factor receptor 2 (FGFR2),
empéche la formation de cartilage (Yu & Ornitz, 2008).

1.2  Ossification intramembraneuse

Ce processus d’ossification concerne essentiellement les os plats de la calvaria, la mandibule, le
maxillaire et les couches sous-périostées des os longs (Provot & Schipani, 2005). La formation des 0s
membraneux se déroule par métaplasie directe du tissu mésenchymateux en tissu osseux, sans maquette
cartilagineuse préalable (Figure 1).

Au cours de I’embryogenése, des centres d’ossification dispersés apparaissent dans les feuillets
mésenchymateux. Sous 1’action de signaux de régulation provenant de peptides de la famille des
Wingless integration site (WNT), Hedgehog (HH) et de facteurs de croissance FGF, les cellules
mésenchymateuses s’alignent sur des fibres de collagéne pour amorcer une différenciation
ostéoblastique et se différencier directement en ostéoblastes qui synthétisent une matrice osseuse
fibreuse (ostéoide) (Provot & Schipani, 2005). Ce processus est realisé en collaboration avec du tissu

vasculaire (Maes & Kronenberg, 2016) qui colonise progressivement les condensations
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mésenchymateuses sous 1’action de facteurs pro- et anti-angiogéniques, comme le facteur de croissance
Vascular endothélial growth factor A (VEGFA) sécrété par les cellules endothéliales et les ostéoblastes.
L’ossification va progresser de proche en proche a partir du centre. Les ostéoblastes se retrouvent alors
emmurés et prennent le nom d’ostéocytes. Il y a formation de travées osseuses indépendantes qui
finissent par se rejoindre pour former un réseau, donnant 1’aspect spongieux a 1’os. L’o0s fibreux est
finalement résorbé et remplacé par du tissu osseux lamellaire. A noter que 1 ossification
intramembraneuse se produit également en cas de réparation osseuse, comme apres une facture par
exemple. Parallelement & ces événements, des cellules mésenchymateuses du périchondre expriment le
facteur Runt-related transcription factor 2 (RUNX2) et Osterix (OSX) ce qui leur permet de se
différencier directement en ostéoblastes par ossification intramembraneuse (Maes & Kronenberg, 2016;
Zhou et al., 2014).

‘ °e@e
& —eo— ossls ©0°
Intramembranous @ Osteoide — w Osteocytes
ifi i Mineralised bone
Ossification @)8@ —0— ® 0e®e me@@ -
Mesenchymal @ Osteoblasts g g
stem cells Mineralised bone
Osteo-inductive mediators . .
(Growth factors, Cytokines) Mesenchymal Cartilage template Mineralised bone
stem cells
CICICEC)
O ~
. Endochondral e — @ w Osteocytes
Ossification ©

OCIOKCIC)

Figure 1 : Représentation des deux types principaux d’ossification (Andrzejowski & Giannoudis,
2019). A. Ossification intramembraneuse. Des médiateurs ostéo-inducteurs induisent la différenciation
directe des cellules souches mésenchymateuses (MSC) en ostéoblastes responsables du dép6t de tissu
ostéoide riche en collagéne de type | dans la matrice extracellulaire (MEC). Le tissu ostéoide va étre
minéralisé pour devenir du tissu osseux et devenir un centre d’ossification a partir duquel la
minéralisation va s’étendre. B. Ossification endochondrale. Des médiateurs ostéo-inducteurs induisent
la différenciation de cellules souches mésenchymateuses (MSC) en chondrocytes qui synthétisent une
MEC cartilagineuse riche en collagéne de type Il dans le but de former une maquette cartilagineuse.
Cette ébauche va étre remplacée ultérieurement par du tissu osseux synthétisé par des ostéoblastes.
Adapté de (Andrzejowski & Giannoudis, 2019).

1.3 Ossification endochondrale

Ce processus d’ossification est quant a lui responsable de 1’¢laboration du reste du squelette, a
savoir le squelette axial (os de la base du crane, vertébre et cotes) et le squelette appendiculaire

(membres). A la différence de I’ossification intramembraneuse, la maquette mésenchymateuse est
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d’abord remplacée par une maquette cartilagineuse avant que le tissu osseux ne la remplace et termine
la croissance osseuse (Figure 1). L’ossification endochondrale différe également en fonction du type
d’os (long, court,...) pour lesquels on observe des différences quant a I’apparition des centres

d’ossification (Aghajanian & Mohan, 2018).

1.3.1 Elaboration de la maquette cartilagineuse

Pour former la maquette cartilagineuse intermédiaire, les cellules mésenchymateuses doivent
acquérir des compétences chondrogéniques caractérisées notamment par 1’expression du facteur SOX9
(Figure 2). Celui-ci est un régulateur important de la chondrogenese. Son réle a notamment été mis en
évidence par la création de souris chimériques a base de cellules SOX9-null et SOX9 wild-type. Les
cellules SOX9-null sont exclues de la condensation mésenchymateuse et les cellules qui en dérivent ne
forment pas de cartilage (Bi et al., 1999). L’absence totale de SOX9 induit par ailleurs une létalité
périnatale (Bi et al., 2001). Ce facteur induirait des modifications de la chromatine de fagon a réguler
des genes impliqués dans la condensation précartilagineuse (FAM101A, MYH14, SEMA3C et
SEMAZ3D) et activer des promoteurs specifiques du cartilage. Néanmoins, de récentes découvertes
remettent en question son rdle par le fait qu’il serait dispensable dans son action initiatrice et activatrice.
L’expression de ce facteur est acquise difféeremment par les cellules mésenchymateuses du squelette
axial et celles du futur squelette appendiculaire (Liu, Angelozzi, et al., 2018).

Spherical cell

Canonical shape Figure 2: Voies de signalisation régulant I’expression et
L Refinoic Pactivité de SOX9 durant la chondrogenése (Kozhemyakina
Hif1o \ J / _— Powiesd St al., 2015). Les signaux connus pour activer I’expression de
- N actin SOX9 ou son activité sont représentés en vert. Les signaux
signaling —7—S0X9 —_ ¢ inhibiteurs de son expression sont en rouge. SOX9 et certains
[ i de ces effecteurs en aval sont indiqués en noir. BMP, bone
. TGFp signaling  morphogenetic protein; COL2AL, collagen, type Il al; FGF,
ta4/5/6 . . . .
" BMP fibroblast growth factor; PKA, protein kinase A; SHH, sonic
Ny, BUP ) Sox5 hedgehog; TGFB, transforming growth factor p. Source
- B (Kozhemyakina et al., 2015).
Col2a1
Aggrecan

Les cellules responsables de 1’¢laboration du squelette axial acquiérent la compétence chondrogénique
par la combinaison des facteurs SOX9 et BMP. Elle est initiée par le facteur Sonic hedgehog signaling
molecule (SHH) synthétisé a la fois par la notochorde et le tube neural. L’interaction entre SHH et les
protéines transmembranaires Patched 1 (PTCH1) et Patched 2 (PTCH2) induit la translocation de la
protéine transmembranaire Smoothened (SMO) pres du cil primaire et I’activation des facteurs de
transcription GLI Family Zinc Finger (GLI). Ceux-ci ont pour fonction de réguler les génes hedgehog
(Kozhemyakina et al., 2015). Une fois que SHH a initié la synthese de SOX9 (mais aussi Paired box 1
(PAX1) et NK3 homeobox 2 (NKX3-2) par les cellules mésenchymateuses, les protéines BMP sont
chargées de maintenir sa production (Yoon & Lyons, 2004). Ces facteurs sont essentiels car leur absence

engendre une chondrodysplasie majeure chez la souris (Retting et al., 2009). Leur signalisation fait
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intervenir les récepteurs Bone morphogenic protein receptor type 1 and 2 (BMPR1 et BMPR2) menant
a la phosphorylation des facteurs de transcription Smad family member 1, 5, 8 (SMAD1-5-8) (Li &
Dong, 2016).

Endochondral ossification

Intramembranous ossification (at the bone collar)

Hypertrophy
Proliferation
Cartilaginous ECM deposition

Condensation
Perichondrium

51 Trabecular
- vessel {  bone
A Q)
{ ,. —p Proliferating —p o -3  Apoptosis
Mesenchymal cell chondrocyte Hypertrophic
chondrocyte  “d
é v r Osteocyte E
—_—_— o = Bone-lining cell
Mesenchymal Osteoblast ~, Apoptosis
progenitor

Perichondrial cell

Figure 3: llustration du développement d'un os long (Egawa et al., 2014). A. Durant
I’embryogenése, des cellules mésenchymateuses s'agrégent pour former une condensation pré-
cartilagineuse afin de définir les contours du futur os long. B. Au centre de cette ébauche et notamment
sous I’action du facteur SOX9, des cellules mésenchymateuses se différencient en chondrocytes
prolifératifs qui commencent & produire une matrice extracellulaire cartilagineuse (ECM). En périphérie
de la maquette cartilagineuse, des cellules mésenchymateuses commencent a se différencier en cellules
périchondrales. C. Au centre de la maquette et sous I’action du facteur IHH, des chondrocytes subissent
une maturation supplémentaire, augmentent de volume et deviennent des chondrocytes hypertrophiques.
Ceux-ci produisent une MEC cartilagineuse minéralisée. L'ensemble de la maquette cartilagineuse, y
compris la surface articulaire, est entouré par le périchondre, qui forme une double couche au niveau de
la région diaphysaire. D. Certaines cellules périchondrales de la couche interne du périchondre se
différencient en ostéoblastes et forment la virole périchondrale de Ranvier par ossification
intramembraneuse. Sous 1’action du facteur VEGF-A, la vascularisation envahit I'os en formation par le
centre de la diaphyse, transportant la moelle osseuse, des cellules stromales mésenchymateuses et des
ostéoclastes. Cette étape définit I’apparition du centre primaire d’ossification. Les chondrocytes
prolifératifs, préhypertrophiques et hypertrophiques sont disposés en colonnes. Cette zone
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chondrogénique s'appelle la plaque de croissance et a pour role 1’allongement en longueur de 1’0s.
L'ossification endochondrale se propage en direction des épiphyses. Le périchondre se transforme en
périoste le long de la virole périchondrale de Ranvier. Une partie de la population de chondrocytes
latehypertrophiques subit une mort cellulaire apoptotique et sont remplacés par des ostéoblastes. L’autre
partie subsiste et se différencie en cellules de type ostéoblaste. Ces cellules ostéogéniques ont pour role
de former le tissu osseux, des travées osseuses, et la formation de la cavité médullaire E. Une ossification
secondaire se produit dans les épiphyses (post-natale chez les rongeurs) et selon la méme procédure que
le centre primaire d’ossification. Vers cette période, le périchondre disparait des deux extrémités
articulaires et le cartilage articulaire commence a se différencier. L’os croit en longueur jusqu’a la fin
de la puberté ou la plaque de croissance disparait a la suite de 1’arrét du renouvellement en chondrocyte,
engendrant I’arrét de la croissance osseuse. Adapté de (Egawa et al., 2014).

Pour les bourgeons des membres, la formation du cartilage serait initiée par SOX9 en combinaison des
facteurs antagonistes WNT et FGF. Alors que des signaux WNT synthétisés par le mésenchyme du
bourgeon des membres répriment la formation de cartilage ectopique par répression du promoteur de
SOX9 via une voie béta caténine dépendante, des signaux FGF sécrétés par la créte ectodermique apicale
contournent I’inhibition induite par les signaux WNT (Kozhemyakina et al., 2015). lls activent le
promoteur de SOX9 via la voie Mitogen-associated protein kinase (MAPK) en bloquant la méthylation
de I’acide désoxyribonucléique (ADN) par les signaux WNT, permettent la croissance du bourgeon,
maintiennent le pool de précurseurs de chondrocytes et la compétence chondrogénique en 1’absence de
signaux WNT (Kozhemyakina et al., 2015).

En conséquence, les cellules mésenchymateuses centrales se différencient en chondrocytes prolifératifs
immatures qui expriment SOX9, COL2A1, I’aggrécane (ACAN), NKX3-2, PTCH1, Fibroblast Growth
Factor Receptor 3 (FGFR3), et faiblement RUNX2, OSX, VEGFA (Zuscik et al., 2008) (Figure 3A-B).
A ce stade, ils se divisent activement, sont responsables de I’allongement de 1’ébauche cartilagineuse et
de la formation du cartilage hyalin. Les chondrocytes se retrouvent applatis dans des logettes encerclées
de tissus fibreux et de cartilage. L’ensemble forme 1’unité fonctionnelle, le chondrone, dans lesquelles
les cellules s’y multiplient. L’augmentation de la largeur de la maquette se fait par croissance
appositionnelle, et la croissance interstitielle est reponsable de la croissance en longueur. SOX9 est le
géne clé régulant I’expression des génes spécifiques aux chondrocytes prolifératifs. En collaboration
avec les coactivateurs SRY-Box Transcription Factor 5 and 6 (SOX5 et SOX6), il forme un complexe
transcriptionnel ciblant le promoteur du gene COL2A1 responsable de la synthese de collagéne, régulant
des génes impliqués dans la synthése de protéoglycanes, FGFR3, RUNX2 et Runt-related transcription
factor 3 (RUNX3) (Hata et al., 2017; Liu, Angelozzi, et al., 2018). A ce stade, I’expression et 1’activité
de SOX9 sont régulées positivement par les voies de signalisation Hypoxia inducible factor 1 subunit
alpha (HIF1A), EGF, BMP et Tumor necrosis factor (TNF-Alpha). L’activit¢ de SOX9 est régulée
négativement par la voie WNT (Li & Dong, 2016).

Activating transcription factor 4 (ATF4) est un autre facteur de transcription transmembranaire impliqué
dans la prolifération et la différenciation des chondrocytes via I’activation des facteurs de transcription
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Indian hedgehog signaling molecule (IHH). 1l est régulé par le niveau de « stress » subi par le réticulum
endoplasmique a la suite d’accumulations importantes de protéines dans sa lumiére. Cela concerne
notamment les chondrocytes immatures qui ont besoin de produire une grande quantité de composants
de la MEC en un temps réduit (Hata et al., 2017). IHH est également un facteur important. En régulant
le niveau de Parathyroid hormone-related peptide (PTHrP), il maintient les chondrocytes au stade
prolifératif immature (Aghajanian & Mohan, 2018).

Par conséquent, ces cellules synthétisent du collagene de type Il a la place du collagene de type I, de
type IX et de type XI, mais aussi des protéoglycanes comme 1’aggrécane. Le collagéne de type II est
une protéine structurale ayant pour fonction de conférer aux tissus une résistance mécanique a
I’étirement. Les protéoglycanes sont des protéines tres glycosylées jouant le role d’éponge en piégeant
I’eau et contribuent avec le collagéne a I’¢élasticité du cartilage. Ils interviennent également dans la
diffusion de molécules de signalisation (Akkiraju & Nohe, 2015). Les cellules mésenchymateuses
situées en périphérie ne vont quant a elles pas se différencier en chondrocytes mais vont former le
périchondre, ébauche du futur périoste osseux. La maquette mésenchymateuse est alors remplacée par
une maguette cartilagineuse ovoide, limitée et non vascularisée ou les chondrocytes sont contenus dans
des logettes (chondroplastes) (Xie et al., 2014). A I’exception des extrémités périphériques, le futur os
est entouré d’une condensation de cellules et fibres conjonctives qui forment le périchondre. Les futures
surfaces articulaires se forment suite a I’apparition de cellules exprimant, en conjonction de SOX9, le
factor Scleraxis BHLH transcription factor (SCX) induit par le facteur Transforming growth factor beta
1 (TGF-Betal) (Scharstuhl et al., 2003; Sugimoto et al., 2013).

La suite de cette section prendra pour exemple le développement d’un os long tel que le fémur.
1.3.2 Centres d’ossification

Chez la souris au jour embryonaire (E) 14.5-15.5, des chondrocytes du centre de la maquette
cartilagineuse marquent un changement dans leur phénotype en sortant de la phase proliférative et
initiant un processus de différenciation hypertrophique qui caractérise la formation du centre primaire
d’ossification (Figure 3C-D). Ce processus se répéte également au début de la période postnatale (fin de
la 1°® semaine), mais cette fois dans les épiphyses afin de former les centres secondaires d’ossification
épiphysaire (revue dans (Xing et al., 2014) (Figure 3E). Leur apparition nécessite ’action de I’hormone
thyroidienne qui va induire la synthése du facteur de croissance IHH promouvant la différenciation des
chondrocytes dont la synthése de collagéne de type X. L’absence d’hormone thyroidienne ou
I’utilisation d’inhibiteur de IHH induit I’absence de centre secondaire chez la souris (revue dans (Xing
et al., 2014). A noter que I’apparition des centres secondaires ne se réalise pas chez tous les vertébres,
ce qui implique que certains animaux (comme les salamandres et crocodiles) passent leur vie entiére
avec des epiphyses cartilagineuses (Chagin & Newton, 2019; Xie et al., 2019) car ces zones
permettraient de réduire le stress mécanique sur les chondrocytes épiphysaires engendré par le

déplacement sur un environnement principalement terrestre (revue dans (Xie et al., 2019).
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1.3.3 Plaque de croissance

La zone prise en étau entre le centre primaire et les centres secondaires d’ossification porte le nom de
plaque de croissance (également appelée métaphyse ou cartilage de conjugaison) (Figure 4). Elle est
délimitée par le front d’ossification précédé par la zone hypertrophique (chondrocytes
(pré)hypertrophiques), elle-méme devancant la zone proliférative (chondrocytes prolifératifs) et la zone
de réserve (chondrocytes souches). Cette organisation permet d’un coté de générer un pool de
chondrocytes a forte activité mitotique synthétisant progressivement une structure cartilagineuse,
d’agrandir 1’ébauche du futur os en augmentant la taille des cellules, de consolider cette ébauche en
calcifiant la matrice puis de la fixer en la remplacant finalement par du tissu osseux abritant la moelle
osseuse. Cette zone trés importante est par conséquent responsable de I’allongement en longueur de I’os

durant la période post-natale jusqu’a la fin de la puberté (revue dans (Zuscik et al., 2008).

A. Zone de réserve

Les chondrocytes de la zone de réserve expriment SOX9, COL2AL, PTHrP, ACAN et faiblement
NKX3-2, PTCH1 et FGFR3. lls jouent le r6le de cellules souches (chondro-progéniteur), ils ont une
forme arrondie, se divisent peu et baignent dans une MEC riche en protéoglycanes. De récentes études
ont montré que le mécanisme de génération des chondrocytes est différent en fonction de la période de
développement. Durant la période feetale et néonatale, la génération des chondrocytes est réalisée par le
recrutement et la consommation graduelle des chondro-progéniteurs (chondrocytes
souches/germinaux). L’apparition des centres secondaires d’ossification marque 1’apparition d’une
niche de cellules souches épiphysaires au dessus de la zone germinale de la plaque de croissance (Figure
5). Larégulation du pool de progéniteurs fait intervenir la voie de signalisation hedgehog et Mammalian
target of rapamycin complex 1 (mTORC1) (Newton et al., 2019). Les chondro-progéniteurs changent
leur profil d’expression (PTHrP positif), acquiérent des caractérisques de cellules souches et
commencent a se renouveler, ce qui leur permet de générer des chondrocytes prolifératifs et de maintenir
leur population (Chagin & Newton, 2019; Newton et al., 2019).
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Figure 4 : Images de coupes histologiques de la plaque de croissance de souris (Chagin & Newton,
2019). A. Image avant apparition du centre d’ossification secondaire. B. Image apres apparition du
centre d’ossification secondaire (SOC), ce qui permet de mieux définir les limites de la plaque de
croissance. Les limites entre les différentes zones qui composent la plagque de croissance ont été mises
en évidence avec des pointillés jaunes. Coupes histologiques de la partie proximale du tibia de souris
agées de 3 jours (A.) et 30 jours (B.), aprées coloration a la safranine O (rouge ; cartilage) et au Fast
Green (vert ; os et tissus de conjugaison). Adapté de (Chagin & Newton, 2019).
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Figure 5 : lllustration des deux mécanismes de génération des chondrocytes de la plaque de
croissance (Chagin & Newton, 2019). Le mécanisme de génération des chondrocytes différe entre I’age
prénatal et I’age postnatal. A. Durant I’Age prénatal, la croissance osseuse est basée sur la consommation
de chondro-progeniteurs. Ceux-ci se différencient en chondrocytes sans se renouveler, diminuant par
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conséquent au cours du temps le nombre de chondro-progéniteurs disponibles. B. Alors qu’aprés la
naissance lors de 1’apparition des centres d’ossification secondaires, les chondro-progéniteurs
commencent a se renouveler de facon a maintenir leur population en plus de générer des chondrocytes.
C’est la formation d’une niche de cellules souches définissant la zone germinale. Ce changement de
mécanisme ferait intervenir les facteurs Sonic hedgehog (SHH) et I’hormone de croissance (GH).
Adapté de (Chagin & Newton, 2019).

B. Zone proliférative

Les chondrocytes prolifératifs contribuent a la zone proliférative. Ces cellules applaties ont une activité
métabolique et mitotique intense notamment grace a la présence abondante d’oxygene. Elles sont
disposées en colonnes orientées dans le sens de la croissance di au fait que chaque cellule souche proche
du pdle épiphysaire donne des cellules filles qui se divisent a leur tour. On parle de groupements
isogéniques axiaux. Les fibres de collagéne de type Il sécrétées dans la MEC par les chondrocytes
prolifératifs s’ orientent progressivement paralléelement aux cellules, formant des septa longitudinaux qui

assurent le maintien en colonnes des cellules (Hunziker, 1994; Prein et al., 2016).

C. Zone hypertrophique

La zone hypertrophique est caractérisée par la présence de chondrocytes hypertrophiques. Cette zone
étant avasculaire, les cellules opérent par métabolisme anaérobie, arrétent de proliférer, augmentent de
volume pour participer a I’augmentation de la taille de I’ébauche osseuse et accumulent des ions (Ca?*)
en vue de minéraliser le cartilage (revue dans (Abad et al., 2002).

En fonction des marqueurs exprimés, la phase d’hypertrophie séquentielle est sous-divisée en phase
préhypertrophique, hypertrophique précoce («early hypertrophic ») et hypertrophique terminale
(« late hypertrophic  »). L’initiation de la maturation des chondrocytres prolifératifs en
préhypertrophiques est concomittante a 1’expression des facteurs IHH et Parathyroid hormone 1
receptor (PTH1R) (Li & Dong, 2016) (Figure 6). Ces chondrocytes préhypertrophiques arrétent de
proliférer et ils ont une taille Iégerement plus élevée que les chondrocytes prolifératifs. Ils expriment
fortement IHH et FGFR3, commencent a exprimer RUNX2-3, OSX, PTH1R, COL10A1 et faiblement
VEGFA, COL2A1, ACAN et SOX5-6-9 (Zuscik et al., 2008) (Figure 7).

La différenciation des chondrocytes se poursuit, les cellules augmentent encore de volume (10 a 15 fois
celui des chondrocytes prolifératifs) et deviennent des chondrocytes hypertrophiques précoces (Farnum
et al., 2002). Cette maturation est la conséquence de 1’augmentation d’expression de facteurs clés de la
famille RUNX (RUNX2-3). Ceux-ci induisent et contrélent la transcription des genes impliqués dans
I’hypertrophie des chondrocytes et la différenciation ostéoblastique par I’interaction avec les protéines
SMAD de la voie des BMD. RUNX2 active par ailleurs directement le promoteur de IHH (Li & Dong,
2016). Les genes RUNX sont essentiels car la délétion de RUNX2 induit un retard de I’hypertrophie des
chondrocytes chez la souris, voire une absence totale de zone hypertrophique et de tissu osseux dans
I’ensemble du squelette en cas de double délétion avec RUNX3 (Hata et al., 2017; Takarada et al., 2013).
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A cette étape Ia, les cellules expriment fortement COL10A1, RUNX2-3, VEGFA (Zuscik et al., 2008),
mais n’expriment plus COL2A1 et SOX5-6-9. Alors que SOX9 favorise le stade prolifératif, son
expression est fortement réduite une fois que les chondrocytes atteignent le stade hypertrophigue car ce
facteur exerce un rdle inhibiteur sur la maturation par différents moyens : en bloguant la voie de
signalisation WNT via la béta caténine, en bloguant 1’activité du facteur de transcription RUNX2, et en
réprimant les genes codant pour COL10A1 et VEGFA (Kozhemyakina et al., 2015; Li & Dong, 2016).
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Figure 6 : Signaux régulateurs de la plaque de croissance (Xie et al., 2014). La plaque de croissance
est divisée en 4 zones distinctes. IHH et PTHrP coordonnent la prolifération et la différenciation des
chondrocytes a travers un mécanisme de feed-back négatif. Les chondrocytes préhypertrophiques et
hypertrophiques libérent de I’'THH, ce qui stimule les chondrocytes prolifératifs et la synthese de PTHrP.
La PTHrP synthétisée dans la région périarticulaire/la zone germinale, avant/apres la formation du centre
secondaire d’ossification inhibe la différenciation des chondrocytes associée a I’THH. FGF9/18 produits
par le périchondre inhibent la prolifération des chondrocytes et leur maturation via FGFR3 durant la vie
embryonnaire et la vie post-natale. Certains facteurs WNT exprimés par les chondrocytes de la plaque
de croissance stimulent la prolifération chondrocytaires. (Xie et al., 2014).
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Figure 7 : Résumé de I’expression génique régionalisée impliquée dans la plaque de croissance
(Kozhemyakina et al., 2015). Représensation schématique des différentes zones de maturation des
chondrocytes dans le cas d’un os long de souris agées de E15.5-E16.5 et de I’expression des différentes
classes de génes ou protéines impligués. Source : (Kozhemyakina et al., 2015).

Au fur et a mesure que la maturation des chondrocytes hypertrophiques progresse, ceux-ci voient leurs
caractéristiques évoluer. Ils commencent a synthétiser du VEGFA, des métallopeptidases matricielles 9
et 13 (MMP9-13), des phosphatases alcalines (TNAP), de 1’ostéopontine (OPN), de 1’ostéocalcine
(OCN). Controlé via par I’histone déacétylase 4 (HDAC4) et le facteur de trasncription Myocyte
enhancer factor 2c (MEF2C), le collagéne de type X participe a la minéralisation du cartilage grace a
sa structure et apporte a la maquette cartilagineuse de la rigidité supplémentaire (Hata et al., 2017).
TNAP favorise la minéralisation en augmentant la concentration locale en phosphate inorganique, et en
diminuant la concentration extracellulaire en pyrophosphate, un inhibiteur de minéralisation (Addison
et al., 2007; Golub & Boesze-Battaglia, 2007).

La derniere étape de différenciation représente le stade hypertrophique terminal. A ce stade, les
chondrocytes expriment principalement MMP13, A desintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs 4 (ADAMTS4) et du VEGFA (Zuscik et al., 2008). MMP13 et ADAMTS4
codent pour des enzymes qui vont controler la dégradation de la matrice cartilagineuse. En clivant les
protéoglycanes, ces enzymes vont faciliter la minéralisation de la MEC car ces macromolécules jouent
le réle d’inhibiteurs de ce processus. (Aghajanian & Mohan, 2018; Hata et al., 2017; Zuscik et al.,
2008).
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La plaque de croissance est une zone tres active, présentant un turn-over trés élevée. En effet, chez la
souris, il ne suffit que de 24h pour qu’un chondrocyte réalise sa différenciation compléte (du stade
prolifératif au stade hypertrophique terminal) et ce indépendamment de la taille des cellules (Cooper et
al., 2013). En plus des phénomeénes prolifératifs et des dépdts de composés dans la MEC, la phase
hypertrophique est de loin la phase qui participe le plus a I’allongement de I’ os dans sa longueur (Cooper
et al., 2013). Le mécanisme par lequel les chondrocytes augmentent leur volume au sein de la zone
hypertrophigue est compris depuis seulement quelques années. Ce processus est divisé en trois phases.
La phase 1 est de I’hypertrophie vraie car elle consiste en une augmentation du volume (3x) sans dilution
du cytoplasme. La masse seche augmente de maniére proportionnelle au volume.

La phase 2 est quant a elle caractérisée par une augmentation de volume (4x) par appel osmotique mais
avec diminution de la masse séche relative, lié au fait que le volume augmente plus vite que la production
de masse seche. L’intérét de cette phase réside dans le fait qu’elle permet d’obtenir un volume final plus
éleve (2-3 fois plus élevé que si elle n’existait pas).

Enfin, en phase 3, le volume continue d’augmenter mais de maniére proportionnelle avec la masse séche.
Ce phénoméne permet de comprendre comment certains os grandissent plus rapidement que d’autres.
En effet, en modulant les différentes phases d’agrandissement du volume cellulaire, la croissance de ’os
varie. Par exemple, chez la souris, les chondrocytes hypertrophiques de la plaque de croissance du tibia
sont plus volumineux que ceux du radius qui eux ne réalisent pas la phase 3 de I’hypertrophie. En
conséquence, le tibia a un croissance plus rapide que celle du radius (Cooper et al., 2013). En revanche,
les mécanismes régulateurs influengant 1’hypertrophie ou définissant la taille finale de la cellule ne sont
pas encore bien connus. lls feraient intervenir de nombreux facteurs de croissance et de transcriptions
comme RUNX2, MEF2C, RNA binding fox-1 homolog 1 (FOX1), Insulin like growth factor 1 (IGF1).
Le role de ce dernier facteur semble un peu plus clair car les souris déficientes en IGF1 présentent des
chondrocytes hypertrophigques 30% moins volumineux dus a I’absence de la 3°™ phase d’hypertrophie,
et se traduisant par un retard de croissance de 35% (Cooper et al., 2013; Wang, Zhou, et al., 1999).

D. Minéralisation du cartilage

La minéralisation du cartilage est encore mal comprise. Les chondrocytes hypertrophiques
minéraliseraient la plaque de croissance a 1’aide de vésicules matricielles mesurant 100 & 200 nm et
libérées dans I’environnement extracellulaire. Elles permettraient de concentrer les ions dans la MEC et
d’induire la formation de cristaux d’hydroxyapatite en particulier (Anderson et al., 2005, 2010; Fedde,
1992; Haimov et al., 2020). Ce phénomene s’observe au départ le long des septa longitudinaux séparant
les colonnes puis se concentre au niveau central de celles-ci a cause de la dégénérescence cellulaire. Les
septa transverses ne sont par contre pas le site de minéralisation (Sasaki et al., 1996). L’étude des
vésicules matricielles a 1’origine de ce phénoméne n’est pas évidente car il est compliqué de les isoler.
Le mécanisme de leur formation est sujet a discussion car plusieurs hypothéses sont a 1’étude. L une

d’elle propose que I’hypoxie progressive qui touche les chondrocytes s’emmurant de cartilage les
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poussent & générer de I’ ATP par respiration anaérobie (Shapiro et al., 2015). Le rapprochement avec des
vaisseaux sanguins leur fournit une soudaine « bouffée » de nutriments, d’électrolytes et d’oxygéne,
amenant un stress oxidatif qui va induire la formation de Reactive oxygen species (ROS), favorisant la
libération de Ca?* mitochondrial dans des vésicules cytoplasmiques. Le Ca?* va interagir avec du
phosphate inorganique (Pi) et des protéines qui vont relocaliser les vésicules au niveau de la membrane
plasmique afin d’étre exportées vers la MEC (Cui et al., 2016; Wuthier & Lipscomb, 2011). La
formation de cristaux dans les vésicules matricielles est biphasique. La premiére phase est enzymatique :
des phosphatases contenues dans la vésicule (phosphatases alcalines, adénoside triphosphatase,
pyrophosphatase, Phosphoethanolamine/Phosphocholine Phosphatase 1 (PHOSPHOL)) vont favoriser
la précipitation des ions sous forme de cristaux insolubles. La deuxiéme phase comprend la libération
des cristaux dans la matrice extracellulaire (Anderson et al., 2005; Cui et al., 2016). Leur capacité de
calcification serait dépendante de leur contenu composé essentiellement de protéines et lipides ayant la
capacité de chélater le Pi et du Ca?*. Elle dépend aussi du pH extracellulaire et de la présence de
molécules régulatrices (Cui et al., 2016). TNAP est une enzyme chargée de rendre 1’environnement
extracellulaire des vésicules favorable a la minéralisation. Cette fonction pro-minéralisante provient de
la régulation du ratio de pyrophosphate (PPi)/Pi et de la modulation de la phosphorylation de
I’ostéopontine (OPN) (Addison et al., 2007; Boskey et al., 1993; Whyte, 1994) (Figure 9). Cette derniére
est une protéine non-collagénique abondante du tissu osseux qui inhibe la minéralisation en se liant par
son résidu phosphorylé Acidic serine- and aspartate-rich motif  (ASARM) aux cristaux
d’hydroxyapatite en formation (Addison et al., 2010).

ATP / UTP

Pi generation and
transport

Ca2+ binding and
accumulation

Figure 9: Hypothese sur le mécanisme de génération de phosphate inorganique (Pi) et de
I’accumulation de calcium dans les vésicules matricielles (Cui et al., 2016). Les vésicules matricielles
(MV) permettent de concentrer les ions dans I’environnement extracellulaire et d’induire la formation
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de cristaux d’hydroxyapatite. Ces propriétés sont dépendantes de la concentration de calcium et de Pi.
La premiere étape de la génération de Pi est la production des substrats PHOSPHO1, phosphocholine et
de phosphoéthanolamine, par I'action de la nSMase2 et/ou des phospholipases. Une fois libérées des
précurseurs lipidiques membranaires, la phosphocholine et la phosphoéthanolamine subissent une
hydrolyse par PHOSPHO1 pour générer du Pi intravésiculaire. Une accumulation de Pi supplémentaire
dans la MV peut étre facilitée par le transporteur de phosphate pituitary-specific transcription factor
(PiT1). Le ratio PPi/Pi contrdle la propagation d'hydroxyapatite dans la MV. Les principaux régulateurs
du ratio extracellulaire PPi / Pi sont NPP1 et TNAP. Source (Yu & Cui, 2016).

L’ostéocalcine (OCN) est une autre protéine non-collagénique trés abondante dans le tissu osseux car
majoritairement synthétisée par les ostéoblastes. Dans une moindre mesure, elle est également
synthétisée par les chondrocytes hypertrophiques et les odontoblastes (Price, Otsuka, et al., 1976; Price,
Poser, et al., 1976). En plus des fonctions endocrines exercées sur le métabolisme du glucose par sa
forme active (GLU-OCN), elle posséde dans sa forme inactive (GLA-OCN) des fonctions
minéralisantes controversées (Figure 10).
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Figure 10 : Hypothése de boucle de régulation positive reliant le renouvellement osseux et la
régulation énergétique (Rosen & Motyl, 2010). L'insuline active le remodelage osseux (augmentation
de la formation du tissu osseux par les ostéoblastes et de la résorption par les ostéoclastes). La forme
inactive non-carboxylée (GLU-OCN) produite par des ostéoblastes ou libérée de la matrice osseuse par
le pH acide présent dans les lacunes de résorption ostéoclastiques, entre dans la circulation sanguine
afin d’agir comme une véritable hormone. L'insuline active le remodelage osseux, qui a son tour libére
de I'OCN non carboxylée (GLU-OCN) de la matrice squelettique vers la circulation sanguine. L’OCN
sérique va favoriser la sécrétion d'insuline et augmente la sensibilité & I'insuline des adipocytes. D’autres
études ont suggéré que I’OCN stimule la production de neurotransmetteurs dans le cerveau ainsi que la
production de testostérone par les testicules. Afin de modérer cette stimulation, la tyrosine phosphatase

25



Chapitre 1 Introduction

OST-PTP codée par le gene Esp se lie au récepteur de l'insuline (IR) et réprime son activation par
déphosphorylation. Le facteur de transcription TWIST2 est un suppresseur critique en aval de la
différenciation des ostéoblastes. L'ostéoprotégérine (OPG) est un inhibiteur de la différenciation et de
I’activation des ostéoclastes. En se liant 8 RANK, OPG bloque I’interaction de celui-ci avec le récepteur
RANK. Sources : (Rosen & Motyl, 2010; Zoch et al., 2016).

Les résidus y-carboxyglutamiques (GLA) qui caractérisent cette forme lui confére une forte affinité pour
le Ca?* et les cristaux d’hydroxyapatite (Murshed et al., 2004; Zoch et al., 2016) (Figure 11). Bien que
des fonctions anti et pro-minéralisantes ont a la fois été associées a cette protéine, I’hypothése la plus
probable semble tout de méme se diriger vers un réle anti-minéralisant car OCN inhibe la précipitation
de sel calcique, et que la déplétion d’OCN dans des ostéoblastes chez la souris induit un phénotype
d’hyperminéralisation osseuse avec une augmentation de la taille des cristaux d’hydroxyapatite (Boskey
et al., 1998; Hoang et al., 2003; Zoch et al., 2016). En interagissant avec ces cristaux et OPN, OCN
formerait également des ponts entre la fraction protéique et minérale du tissu osseux afin de rigidifier
I’0s et de mieux répartir I’énergie en cas de contrainte physique (Nikel et al., 2013; Ritter et al., 1992).
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La formation du tissu osseux nécessite une grande quantité d’ions provenant de sources multiples. Le
sérum sanguin en est une importante et permet un apport direct d’ions en solution qui sont utilisés par
les cellules ostéogéniques qui excretent des vésicules contenant des particules minérales. Celles-ci se
retrouvent dans la matrice extracellulaire, integrent les fibrilles de collagene de type | afin de former des

cristaux intrafibrillaires ou interfibrillaires. Il existerait cependant d’autres voies de minéralisation car
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des vésicules contenant des particules minérales sont présentes dans le sérum sanguin, et des particules
minérales sans membrane ont été détectées dans les parois des vaisseaux sanguins (Boonrungsiman et
al., 2012; Haimov et al., 2020; Mahamid et al., 2011).

E. Front d’ossification

Le devenir des chondrocytes hypertrophiques terminaux n’est pas encore totalement compris. Il semble
unanime qu’une grande partie de ces cellules finissent par disparaitre par apoptose, a la suite du manque
d’oxygénation et d’apport nutritif liés a leur emmurement progressif dans le cartilage calcifié. Il a
d’ailleurs été montré que les phosphatases inorganiques induisent I’apoptose chondrocytaire via la voie
MAPK/INK et I’oxyde nitrique (NO) (Zhong et al., 2011). Ce phénoméne serait par ailleurs
indispensable a la croissance osseuse car en dégénérant, les chondrocytes liberaient une quantité élevée
d’ions favorisant la minéralisation de la matrice extracellulaire (Magne et al., 2003). Ces cellules
apoptotiques sont remplacées par des cellules stromales mésenchymateuses qui se différencient en
ostéoblastes produisant du collagéne de type | et des protéines spécifiques associées au tissu
osseux comme la Bone sialoprotein (BSP), OPN, OCN, COL1A1 (Amizuka, 2012; St-Jacques et al.,
1999).

Néanmoins, il semblerait qu’une partiec de ces cellules échapperaient tout de méme a cette
dégérérescence cellulaire. En effet, des travaux ont montré que chez la souris certains chondrocytes
n’entreraient pas en apoptose mais deviendraient en réalité des ostéoblastes via un phénomene de trans-
différenciation (Aghajanian & Mohan, 2018; Zhou et al., 2014). Plusieurs modéles de trans-
différenciation en ostéoblastes ont été proposés (Figure 8). Ce processus se produirait également en cas
de fracture osseuse (Aghajanian & Mohan, 2018). Les mécanismes régulateurs sont encore mal compris,
mais il semblerait que I’augmentation des facteurs BMP, WNT et les MMP soient nécessaires (Day &
Beck, 2011). Certains résultats restent cependant a interpréter de maniere critique car certains auteurs
avancent des taux particulierement élevés du nombre de cellules se transdifférenciant. Ces résultats
semblent s’éloigner de ce que 1’on observe sur les coupes histologiques, ou une tres grande partie des
chondrocytes hypertrophiques finissent par perdre leur noyau et dégénérer... (Aghajanian & Mohan,
2018; Amizuka, 2012).
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Figure 8: Modéles de formation osseuse

II‘ Hypertrophic . (Aghajanian & Mohan, 2018). A. Ossification
e Oyt pondrocyts endochondrale. Les cellules mésenchymateuses
-® ; Endochonaral  Stromales se différencient en deux différentes lignées,

—. S ossification ghondrogéniques et ostéogé:niques. B. Os;ifice}tion
stromal cell p -M. % intramembraneuse. Les ostéoblastes ne nécessitent
osteoblast etegnrast  OSteocyte pas la formation d’une maquette cartilagineuse. Les

cellules mésenchymateuses stromales se différencient
o—m -8B W IntramembfanoUs  directement en  cellules  ostéogéniques. C.
Chondrocyte en précurseur ostéogénique. Des
Q@@ Chondrocyteto  chondrocytes immatures se  différencient en

e ®-8—8 W °,fr‘:§3r§’(‘,'f précurseurs ostéogeniques qui se differencient en pré-
e ostéoblastes et ostéoblastes. D. Dédifférenciation et
osteobient redifférenciation. Dédifférenciation des chondrocytes

hypertrophiques en chondrocytes immatures et

Dedifferentiation to cpps .. .
% ) redifferentiation redifférenciation en cellules ostéogéniques. E. Trans-
-9 ‘o8B » différenciation ~ directe. ~ Des  chondrocytes
hypertrophiques se différencient directement en
E‘ ostéoblastes. Adapté de (Aghajanian & Mohan, 2018).

Direct
L Q d | % transdifferentiation

Le VEGFA synthétisé par les chondrocytes hypertrophiques est un facteur angiogénique treés important
qui favorise 1’invasion de la maquette cartilagineuse par des vaisseaux sanguins (Maes, Kobayashi, et
al., 2010). La délétion du géne codant pour le VEGFA chez la souris induit un retard de la vascularisation
des centres d’ossification, un retard de 1’érosion du cartilage hypertrophique, favorise 1’apoptose des
chondrocytes (Haigh et al., 2000; Zelzer et al., 2002). Ce facteur intervient également dans la
différenciation des ostéoblastes (Duan et al., 2015). A I’inverse, la surexpression de VEGFA dans les
ostéochondroprogéniteurs induit un phénoméne d’augmentation de masse osseuse. Son action fait
intervenir le récepteur VEGFR2, IHH, la béta-caténine et NOTCH2 (Maes, Goossens, et al., 2010).

La colonisation de la maquette par des vaisseaux sanguins va littéralement déclencher la différenciation
du cartilage en tissu osseux grace & un apport de nutriments, de précurseurs souches de la moélle osseuse
et des cellules ostéo-progénitrices comme les ostéoblastes et ostéoclastes (Figure 3E) (revue dans (Dao
et al., 2012; Walzer et al., 2014). Le processus de vascularisation débute par la formation de la virole
osseuse périchondrale de Ranvier représentant le point d’entrée central de la vascularisation de 1’0s en
formation. La vascularisation se produit d’abord au centre de 1’0os au niveau du centre primaire
d’ossification, et au niveau des épiphyses mais avec ici un décalage temporel vu que les centres
d’ossification épiphysaires se forment plus tard que le centre primaire [revu dans (Hallett et al., 2019)].
Les vaisseaux sanguins et les cellules souches mésenchymateuses forment des bourgeons conjonctivo-
vasculaires qui s’enfoncent dans le cartilage. (Lewinson & Silbermann, 1992; Maes, Kobayashi, et al.,
2010; Streeten & Brandi, 1990). La diaphyse et la métaphyse présentent deux types de populations

différentes de cellules endothéliales, ayant chacune leur propre fonction et morphologie. Les cellules de
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type L sont plus abondantes dans la diaphyse alors que les cellules de types H occupent principalement
la métaphyse car celle-ci sont impliquées dans 1’ostéogenése : elles sont caractérisées par un bourgeon
aune extrémité qui, avec leur forme étroite et agencée en colonne, leur permet d’envahir plus facilement
le cartilage (Haimov et al., 2020; Ramasamy et al., 2016). Des études ont montré qu’une angiogenése
inappropriée peut conduire a des anomalies développementales comme de la dysmorphie faciale et de
I’ostéonécrose (Chan et al., 2011; Percival & Richtsmeier, 2013).

Des ostéoclastes (chondroclastes) amenés par les bourgeons conjonctivo-vasculaires phagocytent les
débris des chondrocytes dégénérés, effondrent les septa transverses et une partie des septa longitudinaux,
créant des lacunes occupées par du tissu conjonctif jeune (Lewinson & Silbermann, 1992). Certains
septa longitudinaux de cartilage calcifié échappent néanmoins a leur destruction et une partie de la
matrice cartilagineuse minéralisée subsiste sous forme de piliers servant de base pour le dép6t de tissu
osseux. Par conséquent, certaines travées osseuses sont dites endochondrales car construites sur base
d’une ame cartilagineuse (Lewinson & Silbermann, 1992; Maes, Kobayashi, et al., 2010; Streeten &
Brandi, 1990). Des ostéoblastes immatures y déposent du tissu ostéoide riche en collagéne de type | sur
la MEC déja riche en collagene de type X pour former la zone spongieuse primaire qui préfigure le futur
os trabéculaire. Ils libérent des protéines osseuses telle que 1’0stéopontine, 1’ostéonectine, la
sialoprotéine et des phosphoprotéines qui possédent des sites de liaison au calcium (Marie, 2001). Enfin,
ils synthétisent des phosphatases alcalines qui dégradent les pyrophosphatases inorganiques inhibiteurs
de minéralisation présents dans la MEC (Kronenberg, 2003; Streeten & Brandi, 1990). Le cartilage
calcifié résiduel et le tissu osseux primaire sont dans un second temps remplacés par du tissu 0sseux
définitif synthétisé par des ostéoblastes matures (Maes, Kobayashi, et al., 2010; Sasaki et al., 1996). La
différenciation ostéoblastique est coordonnée par de nombreuses protéines, dont celles de la famille des
BMP et des facteurs de transcription clés comme TGF-f et RUNX2 (Goldring, 2015).

1.3.4 Fin de la croissance

Une fois la matrice osseuse synthétisée et minéralisée, une partie des ostéoblastes subissent un
phénoméne d’apoptose. Les autres cellules s’aplatissent et se retrouvent incluent dans la matrice
extracellulaire, dans des logettes (ostéoplastes) et devenant des ostéocytes reliés par un réseau
d’extension cytoplasmiques dans des canalicules. Ces cellules sont impliquées dans la régulation de la
matrice osseuse en controlant le dépot de tissu osseux et sa résorption via I’action des ostéoclastes.

Le squelette est alors constamment renouvelé par un processus portant le nom de remodelage osseux.
Ce phénomeéne adapte la conformation des os en fonction des contraintes physiques qu’ils subissent dans
I’optique de fournir le maximum de résistance avec un minimum de matiere (revu dans (Goldring, 2015).
C’est d’ailleurs pour cela que les os longs sont creux en leur centre. Il permet également de réparer les
microfissures et réguler la libération de calcium et phosphate (Raggatt & Partridge, 2010). Ce processus

est essentiellement conduit par deux types cellulaires aux rbles antagonistes : les ostéoblastes qui

29



Chapitre 1 Introduction

synthétisent le tissu osseux, et les ostéoclastes qui ont pour fonction de le résorber. Ces types cellulaires
sont majoritairement contrélés par des ostéocytes qui sont emmurés dans la matrice osseuse. Le contréle
des ostéoclastes par les ostéocytes fait intervenir la synthése de RANKL et d’OPG (Savostin-Asling &
Asling, 1973; Tatsumi et al., 2007). lls interviennent dans la régulation du remodelage osseux, de
I’homéostasie du calcium et du phosphate, et agiraient comme senseurs des contraintes mécaniques
(Maes & Kronenberg, 2012; Raggatt & Partridge, 2010).

Au fur et a mesure de la croissance, le cartilage centro-diaphysaire disparait pour laisser place a une
cavité médullaire parcourue de travées osseuses et progressivement colonisée par la moélle

hématopoiétique.

Durant la période de croissance post-natale, la croissance en longueur des os longs et sous la dépendance
de facteurs hormonaux : I’'IGF-1 via I’hormone de croissance GH et notamment les stéroides sexuels
(androgenes et oestrogenes) (Irie et al., 2005; Kawai & Rosen, 2012). L’augmentation de la production
d’hormones sexuelles au terme de la puberté accélére la sénescence cellulaire et induit un effet
apoptotique sur les chondrocytes prolifératifs (Weise et al., 2001). Cet effet est notamment visible chez
des patients qui ont un défaut d’expression ou une résistance aux oestrogenes, et ou la plaque de
croissance ne se ferme pas correctement (Smith et al., 1994). La plaque de croissance se réduit au fur et
a mesure que la croissance avance, « grignotée » par le front d’ossification, pour finir par disparaitre
lorsque lorsqu’elle aura été entierement remplacée par du tissu osseux. Cette étape est appelée la soudure
(ou fermeture) de la plaque de croissance (Egawa et al., 2014; Toppets et al., 2004). On peut d’ailleurs
évaluer facilement le niveau de soudure des plaques de croissance a la radiographie. L’os adulte est alors
composé d’os cortical ou compact et d’os trabéculaire ou spongieux. L.’os cortical consituant la paroi
compacte de la diaphyse posséde une porosité moins €levée (5 a 30%) que 1’os trabéculaire (30 a 90%)
situé dans les régions métaphysaires et diaphysaires des os (Toppets et al., 2004; Young & Kobluk,
1995).
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2 L’OPSISMODYSPLASIE

2.1 Description

L’opsismodysplasie (OPS) (OMIM 258480) est une dysplasie squelettique humaine rare
caractérisée par des anomalies de la plaque de croissance et une maturation osseuse retardée. Les patients
atteints de cette maladie présentent un nanisme congénital et une dysmorphie faciale (Figure 12). Vu
I’hétérogénéité de la maladie et son extréme rareté, nous allons passer en revue dans ce chapitre

I’ensemble des cas officiellement répertoriés dans la littérature.

Cette chondrodysplasie aurait été mise en évidence pour la premiere fois en 1977 par Zonana (Zonana
et al., 1977). Ce n’est qu’en 1984 que le nom officiel « opsismodysplasie » (venant du grec opsismos
signifiant « retardé ») lui fut attribué par Maroteaux, sans que 1’origine ne soit identifiée. A ce moment,
seuls 5 cas sont répertoriés. Sur I’'un d’eux, ’analyse du cartilage de croissance permet d’identifier une
zone hypertrophigque étendue contenant des septa de tissu conjonctif épais, une calcification primaire
irréguliere et une invasion vasculaire. Du collagéne de type | est également détecté dans cette zone

hypertrophigue par immunohistochimie (Maroteaux et al., 1982, 1984).

En 1994 et 1995, 2 autres cas hétérogenes sont identifiés a la suite de consanguinité. L’un deux ne
présente qu’une anomalie de la commissure de la bouche (macrostomie). L autre cas, agé de 16 mois,
est séverement atteint avec une macrocéphalie, une absence de centre d’ossification dans les carpes et

tarses, des fémurs distaux et des tibia proximaux (Beemer & Kozlowski, 1994; Santos & Saraiva, 1995).

En 1997, un individu agé de 6 ans diagnostiqué OPS présente également une dilation ventriculaire
secondaire a une atrophie cérébrale. Il présente des symptdmes (reflux vésico-urétéral, une
hydronéphrose et de la tendance a la pseudo-obstruction intestinale) probablement liés & une hypotonie

musculaire d’origine neuromusculaire (Zeman et al., 1997).

En 1999, le groupe de Tyler identifie 5 cas morts avant, ou peu de temps aprés la naissance. lIs étaient
tous le fruit de consanguinité au sein d’une méme famille. L’un d’eux présente en plus une hypoplasie
trachéo-pulmonaire, du thymus, du foie et une hypoplasie des arteres rénales. L’analyse
immunohistochimique de la zone hypertrophique révele une concentration élevée en collagéne de type
I chez 4 des 5 individus (Tyler et al., 1999).
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Figure 12 : Phénotype clinique présenté par les patients opsismodysplasiques. A-B. Deux patients
a la naissance présentant une micromelie rhizomélique, macrocéphalie, front saillant, pont nasal
déprimé, narines antéversées, implantation basses des oreilles, thorax étroit et abdomen distendu (lida
et al., 2013a; Ramos et al., 2006). C-D. Pieds et mains tres courts d’un patient 4gé de 7 ans, (E.)
présentant également un thorax étroit particulierement visible ainsi qu’une distension adbominale (Li et
al., 2014). F. Membres inférieurs avec une déformation en valgus chez un patient agé de 4 ans (Huber
etal., 2013).

En 2003, I’équipe de Cormier-Daire décrit 12 nouveaux cas (issus de consanguinité dans 9 familles) qui
présentent tous une macrocéphalie, un retard d’ossification épiphysaire, une platyspondylie, des
métaphyses en formes de ventouses et de trés courts métacarpes et phalanges. Pour 8 cas, I’échographie
amis en évidence un raccourcissement des os longs. 6 cas sont officiellement diagnostiqués in utero par
échographie, provoquant 1’arrét de la grossesse. Pour les 6 autres cas, le diagnostic fut pos¢ aprés la
naissance. Tous présentaient une circonférence cranienne normale a la naissance, et la moiti¢ d’entre
eux possédaient une taille normale. Le plus jeune décéda a 3 mois de défaillance respiratoire, les 5 autres
ont survécu entre 28 mois et 15 ans. L’analyse radiographique des différents individus a mis en évidence
une ossification épiphysaire extrémement retardée, des métacarpes courts et des irrégularités

métaphysaires aux niveaux des genoux. L’analyse histologique des os feetaux a mis en évidence de
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nombreux canaux vasculaires élargis, une augmentation de la densité en chondrocytes dans la zone
germinale avec une organisation en clusters de cellules, une zone proliférative désorganisée avec une

absence d’arrangement en colonne des chondrocytes (Cormier-Daire et al., 2003).

En 2005, un nouveau-né diagnostiqué a la naissance présentait une hydrocéphalie (Ramos et al., 2006).
Pour la premiére fois, I’opsismodyplasie est associée a une hypophosphatémie chez un individu &gé de
7 ans (Bulbdl et al., 2005).

En 2006, un groupe de chercheurs réalise des tests sur deux enfants de 3 ans opsismodysplasiques
présentant également de 1’hypophosphatémie. Ceux-ci présentérent un rachitisme, un taux de
réabsorption tubulaire diminué et, chez I’un des deux patients, un taux de Fibroblast growth factor 23
(FGF23) sérique augmenté. La minéralisation osseuse s’est améliorée lors de complémentation orale en

phosphate et en calcitriol sans corriger I’hypophosphatémie sous-jacente (Zeger et al., 2007).

En 2009, des malformations cranio-cervicales sont pour la premiere fois identifiées chez deux individus
ageés de 7 et 11 ans issus de la méme fratrie (Al Kaissi et al., 2009).

En 2013, plusieurs groupes de généticiens se penchent sur I’OPS. Le groupe de Below a analysé par
séquencage la récurrence de mutations parmis 12 individus atteints issus de 10 familles différentes. Ils
constatent que des mutations affectant le géne INPPL1 (codant pour la protéine SHIP2) sont présentes
chez prés de 60% des cas analysés : 9 mutations différentes sont identifiées provoguant principalement
’apparition prématurée d’un codon stop. Sur les 10 individus, 3 ont ét¢ identifiés comme hétérozygotes
(Below et al., 2013). Dans un autre groupe de 16 individus issus de 10 familles, le groupe de Huber a
guant a lui identifié 12 mutations différentes pour le méme géne INPPL1. Ces mutations sont
responsables dans la moitié des cas de I’apparition d’un codon stop. L’analyse histologique de la plaque
de croissance du fémur de 4 individus (dont 3 individus issus d’une méme famille) a mis en évidence
une désorganisation de la plaque de croissance, avec une absence d’arrangement en colonne des
chondrocytes prolifératifs, une réduction de la taille de la zone hypertrophique et un nombre réduit de
cellules hypertrophiques (Huber et al., 2013). Enfin, un autre groupe japonais a identifié une nouvelle
mutation du géne INPPL1 non encore décrite chez un patient agé de 9 ans (parmi un groupe de deux
familles analysées). Le groupe de chercheurs souléve que 1’autre individu analysé (sans mutation du
géne INPPL1, mais diagnostiqué comme opsismodysplasique) présente également des signes cliniques
non caractéristiques : une fragmentation des épiphyses et la conisation de la partie distale des fémurs
(lidaetal., 2013a).
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Figure 13 : Radiographies de deux patient atteints d’OPS agés de 21 mois (A-D) et 7 ans (E-F) (Li
et al., 2014). Ces radiographies reprennent les principales caractéristiques de I’OPS comme le retard de
croissance osseuse, les os longs raccourcis, les anomalies métaphysaires et vertébrales. A. Vue antéro-
postérieure du thorax illustrant le thorax étroit et un pelvis rétréci. B-C. Vues latérales du cou et de la
colonne vertébrale permettant de visualiser la platyspondylie et I’hypominéralisation vertébrale. D. Vue
antéro-postérieure du fémur montrant le retard de croissance sévére épiphysaire de la partie proximale
des fémurs, et un élargissement métaphysaire de leur région distale. E. Vue antéro-postérieure des
métacarpes et phalanges anormalement courts et irréguliers avec une ossification carpale réduite. F. Vue
antéro-postérieure de 1’avant-bras illustrant une hypominéralisation osseuse. Adapté de (Li et al., 2014)

En 2015, une méme mutation du géne INPPL1 (c.2415+1G>A ) est identifiée a I’état hétérozygote chez
un individu viable atteint d’OPS et a I’état homozygote chez un autre individu présentant les
caractéristiques de la dysplasie Schneckenbecken (Below et al., 2013; Lee et al., 2015). Cette
spondylodysplasie létale durant la période prénatale est caractérisée par une platyspondylie, un thorax
étroit, des os longs courts en forme d’altére, une ossification précoce du tarse et surtout par la
conformation en forme d’escargot (schneckenbecken en allemand) de I’os iliaque hypoplasique a la
radiographie (Lee et al., 2015).
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En 2016, 2 nouveaux feetus morts-nés séveérement atteints sont diagnostiqués. lls présentent des
membres courts, des métaphyses évasees, les fémurs, tibias, et radius arqués, une ossification irréguliere
des pieds et mains et une platyspondylie. L’un des deux a présenté également une ventriculomégalie
cérébrale accompagné d’une hydropisie. Le séquengage complet du génome des feetus a mis en évidence
deux mutations ¢.(2327-1G>C);(1150_1151delGA) du géne INPPL1, prédites pour la formation d’un
codon stop et la création d’'un ARNm non-sens. L’analyse protéique confirma 1’absence de protéine

SHIP2 (Feist et al., 2016).

2.2  Signes cliniques, radiologiques et histologiques

L’hétérogénéité ne facilite pas I’identification précise des caractéristiques propres de cette
maladie. Néanmoins, certains éléments semblent récurrents :
Les patients atteints d’OPS présentent un nanisme congénital rhizomélique (membres raccourcis) a
croissance lente, des fontanelles larges, une macrocéphalie avec une dysmorphie faciale typique : créte
frontale proéminente, pont nasal déprimé, petit nez antéversé avec un long philtrum (Figure 12). L’issue
de cette maladie est trés variable. En effet, sur prés de 31 cas répertoriés, la mortalité des individus s’est
étalée de la période foetale jusqu’a 1’age adulte. La mortalité postnatale survenant notamment a la suite
de surinfections respiratoires probablement favorisée par une conformation anatomique défavorable
(thorax étroit, atrophie du tractus respiratoire). Certains individus sont par ailleurs toujours en vie et
agés de prés d’une trentaine d’année (Fradet & Fitzgerald, 2017). Avec aussi peu de cas décrits,
I’incidence de la maladie est inférieure a 1/1.000.000.
L’analyse radiographique permet la mise en évidence des anomalies suivantes : des 0s longs raccourcis,
une minéralisation épiphysaire retardée, des métaphyses en formes de ventouses, des phalanges et
métacarpes raccourcis, une platyspondylie sévére, un thorax étroit (Fradet & Fitzgerald, 2017) (Figure
13).
Jusqu’a présent, les analyses histologiques ont été peu nombreuses et parfois contradictoires mais elles
ont permis de mettre en évidence des anomalies affectant 1’ossification endochondrale de la plaque de
croissance (Figure 14). Dans la zone germinale, les chondrocytes sont plus nombreux et apparaissent
désorganisés. Au sein de la zone de proliférative, on observe une quasi-absence d’organisation en
colonne des chondrocytes prolifératifs. Selon une source plus ancienne, la zone hypertrophique a été
observée comme étendue mais ces résultats ont été obtenus uniquement aupreés de deux individus morts
durant la grossesse ou mort-nés issus d’une méme famille (Tyler et al., 1999). Des analyses plus récentes
et mieux détaillées décrivent que cette zone est réduite en taille et présente un nombre significativement
réduit de chondrocytes hypertrophiques. Enfin, les travées osseuses sont décrites comme épaissies,

raccourcies et irrégulieres (Cormier-Daire et al., 2003; Huber et al., 2013; Tyler et al., 1999).
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Figure 14 : Anomalies histologiques associées a I’OPS. A-C. Section frontale de la téte fémorale de
feetus controles (Control) avec 4 cas d’OPS (OPS 1-4). A noter la présence de trabécules osseuses
primaires épaissies et des canaux vasculaires élargis. D-F. Agrandissement de la zone germinale de
I’épiphyse proximale du fémur. A noter la formation de clusters de cellules et de
chondrocytes « ballonisés ». G-K. Plaque de croissance de la téte fémorale : quasi-absence de
chondrocytes hypertrophiques avec une forte diminution de la taille de la zone hypertrophique (tailles
symbolisées par les traits rouges). Figures adaptées de (Cormier-Daire et al., 2003; Huber et al., 2013).
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2.3 Etiologie

Les différents cas répertoriés nous indiquent que la récurrence de la maladie dans la fratrie ainsi
que la consanguinité fréquente suggérent un mode de transmission récessif. En effet, tous les patients
répertoriés ont soit des mutations du géne INPPL1 a I’état homozygote, soit des mutations a 1’état
d’hétérozygotie composite (deux alleles différents mutés, I’'un venant de la mére, 1’autre du pere). Cela
suggere que SHIP2 a besoin d’étre totalement inactivé pour avoir une pénétrance compléte du
phénotype. Aucun des parents des individus affectés ne présentent des caractéristiques de 1’OPS,
suggérant également qu’un niveau de 50% de protéine sauvage de SHIP2 suffit a protéger des effets de
I’allele mutant (Fradet & Fitzgerald, 2017). Avant que les travaux de Hubert et Below montrant que de
nombreux patients OPS présentent des mutations du géne INPPL1 (codant pour SHIP2) ne soient
publiés, aucune hypothése ne fut sérieusement envisagée quant a 1’origine de la maladie (Below et al.,
2013; Huber et al., 2013). A noter que la plupart des cas diagnostiqués OPS ont d’abord été posés d’un
point de vue clinigue, ce qui pourrait expliquer pourquoi seuls 60% des patients présentent des mutations
de INPPL1. Les autres étant peut-étre atteints d’une autre maladie proche mais a I’étiologie différente.
Actuellement, il semble évident que la 5-phosphatase SHIP2 joue un rdle central dans la maladie car au
total 25 mutations ont été identifiées dans 20 familles différentes (Figures 15-17, Tableau 1). Par
conséquent et sans que le mécanisme exact ne soit encore identifié, les mutations affectant INPPL1 sont
identifiées comme & ’origine de I’OPS (Fradet & Fitzgerald, 2017).
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Figure 15 : Structure génétique du gene INPPLL1 et localisation des mutations impliquées dans
I’OPS (Fradet & Fitzgerald, 2017). La structure simplifiée du gene INPPL1 est représentée avec ses
exons (barres vertes verticales). La protéine SHIP2 est représentée en bas avec ses principaux domaines.
Les différentes mutations sont représentées dans des cases grises. Adapté de (Fradet & Fitzgerald, 2017).
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Mutation Status  Nucleotide AA change Location Domain Consequence ' Recurrence Consanguinity Outcome
Frameshift He ¢.24-39 del p.GIy9Trp Exon 1 - Stop codon 2 1 family No Alive
Missense c.753 G=C p.GIn251His  Exon 6 - -
Frameshift He c¢.35dup p.Alal3Arg Exon 1 - Stop codon 1 1 family No Death (newborn)
Frameshift c.1687-1691 de 1p.Thr563Gly Exon 14 Catalytic Stop codon
Frameshift Ho ¢.94-121 del p.Glu32Met  Exon | SH2 Stop codon 3 2 families Yes Death (stillborn; newborns)
Splice site Ho c¢.183-8G=A Intron 1 New acceptor site, 11 family Yes Alive
in frame
Frameshift He ¢.276-280del  p.GIn93Pro Exon 3 SH2 Stop codon 1 1 family No Alive
Missense c.1975 C>T p.Pro659Ser  Exon 17 Catalytic -
Splice site Ho ¢.519-3A>G Intron 4 New acceptor site, 1 1 family Yes Alive
stop codon
Nonsense Ho ¢.545C>A p.Serl82 Exon5 - Stop codon 1 1 family Yes Alive
Frameshift Ho ¢.768-769 del p.Glu258Ala  Exon 7 - Stop codon 11 family No Alive
Frameshift He c.768-769 del  p.Glu258Ala Exon7 - Stop codon 1 1 family No Alive
Splice site 2415+1G=A Intron 21 - Suppression, donor
site, stop, codon
Frameshift He c¢.1150-1151 de 1p.Lys385Gly Exon 10 - Stop codon 2 1 family No Termination of pregnancy (17
weeks); death (stillborn)
Splice site ¢.2327-1G>C Intron 20 Skipping exon 21,
stop codon
Missense He ¢.1201 C>T p.Argd01Trp Exon 11  Catalytic - 2 1 family No Alive; termination of pregnancy
Missense c.2164 T>A p.Phe722lle Exon 19  Catalytic -
Frameshift He «¢.1328 delins T A p.Thr443Ile Exon 12 Catalytic Stop codon 2 1 family No Termination of pregnancy (15
Missense ¢.2064 G>T p.Trp688Cys  Exon 18 Catalytic -
Frameshift ~ Ho ¢.1845 dupT p.lle616Tyr Exon 15  Catalytic Stop codon 3 1 family Yes Termination of pregnancy (14,
15 and 29 weeks)
Splice site Ho c.1951+1G=C Intron 16 Suppression donor 11 family Yes Alive

site, stop codon

In frame Ho ¢.1960-1962 de 1p.del Glu Exon 17  Catalytic - 1 1 family No Alive
Missense Ho ¢.1976 C>T p.Pro659Leu  Exon 17  Catalytic - 4 2 families Yes/? Alive
Missense Ho ¢.2071 C>T p.Arg691Trp Exon 18 Catalytic - 1 1 family Yes Termination of pregnancy
Nonsense Ho ¢.2719C>T p.Arg907 Exon 24 - Stop codon 11 family Yes Alive
Nonsense Ho ¢.2845C>T p.Arg949 Exon 25 SH3 Stop codon 2 1 family Yes Termination of pregnancy;

death (15 months)

Tableau 1. Mutations affectant le géne INPPL1 et devenir des patients opsismodysplasiques
(Fradet & Fitzgerald, 2017). Au total, 25 mutations différentes affectant le géne INPPL1 ont été
identifiées parmis 20 familles différentes (3 mutations non-sens, 1 mutation in-frame, 7 mutations
missense, 9 mutations frameshift et 5 mutations splice-site). Les mutations nonsense et frameshift
induisent la formation prématurée d’un codon stop et sont prédites pour induire la formation d’une
protéine tronquée de son domaine catalytique, et aussi pour certaines du domaine riche en proline ou du
domaine sterile alpha-motif (SAM). 6 des 7 mutations missense sont localisées dans le domaine
catalytique, ce qui a priori inactiverait également la fonction phosphatase de SHIP2. En conclusion, la
majorité de ces mutations induit une absence d’expression de protéine SHIP2 (17/25). Parmi les
individius ayant survécus et répertoriés dans la littérature, le plus vieux est 4gé d’une vingtaine d’année.
Il possede une mutation frameshift localisée en dehors du domaine catalytique (p.GIn251His).
Abréviations : AA, acide aminé; He, hétérozyge; Ho, homozygote; N, nombre de patients ateints. Adapté
de (Fradet & Fitzgerald, 2017).

i . , .
Figure . .16 : Analyse“ de | expression . =
transcriptionnelle et protéique chez un patient S & 12
. O -
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Western blot de la protéine SHIP2 et B. détection — INPPL1 £ ]
de PARNm de SHIP2 par PCR quantitative Bl
réalisés sur des cellules lymphoblastoides issues E GAPDH 0.2 1
d’un patient contréle et d’un patient atteint d’OPS 0=
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(c.183-8G>A). Adapté de (Li et al., 2014).
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Figure 17 : Modélisation de la structure 3D du

domaine SH2 d’une protéine mutante et sauvage de
SHIP2 (Li et al., 2014). Superposition des structures
3D des domaines SH2 d’une protéine sauvage (blue) et
mutante (magenta) (c.183-8G>A). L’insertion de cette
mutation est prédite pour altérer une région en boucle
qui connecte normalement deux feuillets B (fléches
rouges). Elle est aussi prédite pour induire 1’exposition
du résidu hydrophobe tres conservé Tyr62 a la surface
de la protéine, ce qui pourrait rompre I’interaction
entre Tyr62 et Val110. Tyr62 et Val110 de la protéine
sauvage (jaune) et Tyr62 de la protéine mutée (cyan).
La perte ou D’affaiblissement de cette interaction
pourrait augmenter la flexibilité de la boucle, mener a
une instabilité de la structure protéique, et se traduire
par une expression protéique diminuée de SHIP2.

2.4

Adapté de (Li et al., 2014)

Classification

Afin de faciliter sa vision et sa compréhension, I’homme a pris 1’habitude de catégoriser les

maladies qu’il découvre. L’OPS ne déroge pas a cette regle et a été intégrée dans le cercle trés fermé du

groupe des dysplasies spondylodysplasiques séveres faisant partie d’une classification regroupant 461

troubles génétiques squelettiques répartis dans 42 groupes en fonction de leurs signes cliniques,

radiologiques et/ou du phénotype moléculaire (Huber et al., 2013; Mortier et al., 2019). En plus de

1’OPS, ce groupe comprend 5 autres dysplasies, toutes a transmission récessive et de sévérite variable :

L’achondroplasie de type 1A (ACG1A) (OMIM 200600) provoquée par un déficit en protéine
associée aux microtubules-Golgi 210 (GMAP-210), induite par la mutation du géne récepteur de
I'hnormone thyroidienne interacteur 11 (TRIP11). GMAP-210 est impliqué dans le traffic
membranaire entre le réticulum endoplasmique et I’appareil de Golgi. Il a été montré chez la souris
que son déficit induit une altération de 1’architecture de 1’appareil de Golgi dans de nombreux
tissus, dont le tissu cartilagineux. En I’absence de GMAP-210, les chondrocytes présentent
un gonflement cytoplasmique et un « stress » du reticulum endosplasmique, une différenciation
cellulaire anormale et une mort cellulaire accrue. Les cellules présentent par ailleurs une
accumulation cytoplasmique de perlécane, une protéine de la MEC (Smits et al., 2010). Cette
maladie létale se traduit chez I’homme par un retard de croissance feetale caractérisées par une
absence de corps vertébraux et d’ossification du crane, une micromélie avec des os longs cours et
déformés. Au niveau histologique, la plaque de croissance présente une absence d’organisation en

colonne des chondrocytes de la zone proliférative et une réduction de I’expression de COL10A1.
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Chez la souris TRIP117, il a également été décris une réduction de la taille des chondrocytes
hypertrophiques (Figure 18) (Bird et al., 2018; Grigelioniene et al., 2013; Smits et al., 2010).

Figure 18: Achondroplasie de type 1A (Smits et al., 2010). Radiographie d’un feetus humain de 27
semaines atteint d’achondroplasie de type 1A révélant des membres raccourcis, une absence de
minéralisation du crane et des corps vertébraux (fleches noires). Les images prisent par microscopie
¢électronique montrent des chondrocytes isolés de deux feetus différents atteints d’achondroplasie de type
1A. Les cellules présentent un gonflement du RE (fleches noires) et de I’appareil de Golgi (fléche bleue).
Adapté de (Smits et al., 2010)

La dysplasie schneckenbecken (OMIM 610804) a été associée a des mutations perte de fonction
affectant le géene Solute carrier family 35 member D1 (SLC35D1). Ce dernier code pour un
transporteur (SLC35D1) présent dans le reticulum endoplasmique et ayant pour role de transporter
I’uridine  diphosphate-acide  glucuronique  (UDP-acide  glucuronique) et 1’UDP-N-
acétylgalactosamine du cytoplasme vers la lumiére du reticulum endosplasmique. Il joue par
conséquent un role essentiel dans la synthése de la chondroitine sulfate, un composant tres
important de la MEC du cartilage (Lee et al., 2015). La dysplasie schneckenbecken est létale durant
la période prénatale. Elle est caractérisée par une platyspondylie, un thorax étroit, des os longs
cours en formes d’altéres, une ossification précoce du tarse et surtout par la conformation en forme
d’escargot (schneckenbecken en allemand) de 1I’os iliaque hypoplasique a la radiographie (Figure
19) (Furuichi et al., 2009). Bien qu’il y ait peu d’informations histologiques disponibles chez
I’homme, il a été montré que la délétion homozygote du géne SLC35D1 chez la souris induit une
réduction significative de la taille de la zone proliférative. Les auteurs ont également identifié une
diminution de la quantité d’agrégats de protéoglycanes et de chondroitines sulfates dans la MEC

de cette méme zone de la plaque de croissance (Hiraoka et al., 2007).
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Figure 19 : llustration radiographique de la dysplasie
de schneckenbecken. A. Radiographie antéro-postérieur
d’un nouveau-né atteint de cette dysplasie. B. Radiographie
antéro-postérieur du pelvis, avec des iliums (fleche) en
forme d’escargot, « schneckenbecken» en allemand.
Adapté de (Nikkels et al., 2001) et Google Image
(escargot).

La dysplasie spondylométaphysaire de type Sedaghatian (OMIM 250220) est une forme létale
néonatale de dysplasie spondylométaphysaire caractérisée par une chondrodysplasie métaphysaire
sévere, un léger raccourcissement rhizomélique des membres supérieurs et une platyspondylie
légére. Les crétes iliaques prennent un aspect en dentelle, les péronés sont longs, les os tarsiens
sont anormaux, des anomalies cardiaques et des hémorragies pulmonaires sont décrites. Les enfants
atteints sont trés hypotoniques et ils présentent également des troubles cardio-respiratoires et
nerveux séveres. Cette dysplasie est provoquée par une mutation du gene Glutathione peroxidase
4 (GPX4) impliqué dans la protection de la membrane plasmique contre la peroxidation des lipides
(Aygun et al., 2012; Smith et al., 2014). Il n’y a trés peu d’information disponible concernant la

présence d’éventuelles anomalies histologiques métaphysaires.

Le syndrome de Shwachman-Bodian-Diamond (SBD) (OMIM 260400) est une variante de la
maladie précédente, avec des symptdmes squelettiques plus légers (nanisme léger a modéré, un
thorax étroit), mais provoquant en plus des anomalies hématopoiétiques (cytopénie) et des
dysfonctions du pancréas exocrine (Nishimura et al., 2007). Pres d’un tier des patients atteints de
cette maladie ont également développé un syndrome myélodysplasique et une leucémie myéloide
aigué. Cette dysplasie semble étre en lien avec des mutations affectant le gene Shwachman-—
Bodian—Diamond syndrome ribosome maturation factor (SBDS) qui est impliqué dans la

régulation du raccourcissement des téloméres (Liu, Liu, et al., 2018).

La dysplasie spondylométaphysaire de type MAGMAS / Mégarbané (OMIM 613320),
provoquée par une mutation du géne Presequence translocase-associated motor 16 (PAM16)
également nommé Mitochondria-associated granulocyte macrophage colony stimulating factor-
signaling molecule (MAGMAS). Ce géne code pour une protéine mitochondriale impliquée dans
la signalisation du facteur stimulant les colonies de granulocytes et de macrophages (GM-CSF). 1l
joue un rdle dans le transfert de protéines vers la mitochondrie et dans 1’homéostasie des dérivés

réactifs de I’oxygéne (ROS) (Sinha et al., 2010). MAGMAS est spécifiquement exprimé dans 1’os
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trabéculaire (ostéoblastes) et le cartilage (chondrocytes hypertrophiques) dés les stades précoces du
développement. Les mutations ciblant PAM16 induisent une instabilité de la protéine MAGMAS
ce qui perturbe I’importation de pré-protéines matricielles dans la mitochondrie et induit de la mort
cellulaire (Mehawej et al., 2014). Les patients atteints présentent un retard de croissance pré et
postnatal, des fontanelles élargies, une dysmorphie faciale (front proéminent, pont nasal déprimé,
nez court, des narines antéversées), un thorax étroit, un abdomen distendu, des membres courts,
une platyspondylie sévére, des os longs raccourcis, un élargissement des métaphyses distales, une
ossification épiphysaires retardées, des anomalies du bassin (ilium carrés, acetabula horizontaux,
ischium hypoplasiques...) (Mégarbané et al., 2014). Aucune information sur d’éventuelles

anomalies histologiques n’est disponible dans la littérature.

En plus de ces maladies, il existe d’autres chondrodysplasies qui touchent 1’homme et également
d’autres especes. Les plus fréquentes sont celles qui impliquent des formes mutées du récepteur FGFR3.
Il existe plusieurs variantes en fonction du type de mutation rencontré et de la séveérité : 1’achondroplasie
(Figure 20), les dysplasies thanatophores de type | (Figure 21) et II, I’hypochondroplasie, la dysplasie
squelettique platyspondylique létale de type San Diego ou encore le syndrome SADDAN (Ornitz &
Legeai-Mallet, 2017).

Parmi celles-ci, I’achondroplasie (OMIM 100800) a fait 1’objet d’une plus grande attention de la part de
la communauté scientifique dii au fait qu’elle est la forme la plus fréquente de nanisme disproportionné
avec une prévalence évaluée entre 1 :10000 et 1 :30000 1:25000 (Shirley & Ain, 2013; Waller et al.,
2008). Elle se distingue de 1’OPS par certains signes cliniques caractéristiques. Les patients sont
hypotoniques, présentent un tronc long et étroit, des membres raccourcis, du genu varum, une
macrocéphalie avec un front bombé, une hypoplasie de la face médiane et une configuration en trident
des mains. lls présentent également une hyperextensibilité de la plupart de leurs articulations et une
cyphose thoracolombaire/hyperlordose lombaire qui s’accentue avec 1’age. Le développement cognitif
est parfois altéré et en lien avec la présence d’hydrocéphalie. L’achondroplasie est une maladie
progressive dont le phénotype évolue avec 1’dge. Avec le temps, on observe une désorganisation
progressive de la plague de croissance et une accélération de la croissance osseuse (Baujat et al., 2008;
Cui et al., 2016; Pauli, 2019).

A ladifférence de I’OPS, cette chondrodyslasie est provoquée pour pres de 97% des cas par une mutation
autosomale dominante (p.Gly380Arg) située dans la séquence codante pour le domaine
transmembranaire du récepteur FGFR3 (Shiang et al., 1994; Webster & Donoghue, 1996; Wilkin et al.,
1998). Il en résulte une stabilisation du récepteur FGFR3, une dimérisation accentuée et une activité
tyrosine kinase augmentée. Ces phénomeénes induisent 1’activation continue du récepteur (indépendante
de son ligand) avec une perturbation des voies de signalisation situées en aval du récepteur (MAPK,

PI3K/AKT, PLCy et STATS) qui sont a I’origine d’une diminution de la prolifération et de la maturation
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des chondrocytes de la plaque de croissance. (Y. Li et al., 1997; Ornitz & Legeai-Mallet, 2017; Su et
al., 2010). Dans un modeéle de souris exprimant une forme mutée du récepteur FGFR3 (p.Gly374Arg),
il a été montré que FGFR3 active ERK1/2, p38 et STATL dans la plaque de croissance, prévient
I’inhibiton de SOX9, induit la formation d’une zone germinale étandue et des zones prolifératives et
hypertrophiques réduites. La densité osseuse est également diminuée a la suite d’une activité
ostéoclastiques augmentées (L. Chen et al., 1999; Legeai-Mallet et al., 2004; C. Li et al., 1999; Ornitz
& Legeai-Mallet, 2017; Raucci et al., 2004; Z. Q. Zhou et al., 2015).

Figure 20: Illustration de I’achondroplasie. A. Phénotype corporel d’un nouveau-né atteint
d’achondroplasie, avec raccourcissement rhizomélique des membres et une macrocéphalie. B.
Radiographie antéro-postérieure du pelvis d’un enfant atteint d’achondroplasie. On distingue un bassin
carré, des acetabula horizontaux, des encoches sacrosciatiques étroites et des fémurs courts et robustes.
C. Mains en trident d’un patient atteint d’achondroplasie illustrant la brachydactylie. Adapté de (Pauli,
2019)
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Figure 21 : lllustration de la dysplasie thanatophores de type I. A. Phénotype corporel d’un
nouveau-né atteint de la dysplasie thanatophores de type I. Les symptémes sont beaucoup plus séveres
que lors d’achondroplasie. B. Radiographie antéro-postérieur du pelvis, les caractéristiques sont
similaires a I’achondroplasie mais sous une forme beaucoup plus sévere. Adapté de (Pauli, 2019)
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3 LIPIDES ET SIGNALISATION CELLULAIRE

Ce chapitre va se focaliser sur la description des différentes fonctions de I’enzyme SHIP2 et d’une
présentation sommaire de I’ensemble des autres protagonistes impliqués autour du métabolisme de
SHIP2. Mais avant de les exposer, nous allons brievement aborder le fonctionnement des deux
principales voies de signalisation intracellulaire dans lesquelles SHIP2 est impliqué, la voie PI3BK/AKT
et la voie MAPK/ERK.

3.1 Lavoie de signalisation PI3K/AKT

La communication cellulaire est une caractéristigue fondamentale des organismes

pluricellulaires. Elle permet I’intégration de I’ensemble des activités des cellules qui les constituent.
Cette faculté est organisée en un réseau dynamique de signaux extracellulaires reconnus par des cellules
cibles qui expriment une protéine réceptrice : un récepteur membranaire. Son extrémité NH; se trouve
a D’extérieur de la cellule alors que son extrémité COOH est localisée dans la partie intracellulaire. I
existe trois types de récepteurs : des récepteurs canaux-ioniques, de récepteurs enzymes et des récepteurs
couplés.
La classe des récepteurs enzymes existent sous forme de monomeéres, dimeres et tétrameres. Ils
possédent une double fonction de reconnaissance du signal et d’effecteur. Ils sont sous-classés en 3
familles : les récepteurs a activité tyrosine kinase (RTK), les récepteurs a activité sérine-thréonine
kinase, les récepteurs a activité guanylate cyclase. Au total 55 génes codant pour des RTK ont été
repertoriés dans le génome humain. Ceux-ci sont repartis dans 20 familles en fonction du type de ligand
auqguel ils se lient, de leur séquence homologue, de la structure moléculaire de leur domaine
extracellulaire : EGFR, InsR, PDGFR, VEGFR, FGFR, PTK7/CCK4, Trk, Ror, MuSK, Met, Axl, Tie,
EphA/B, Ret, Ryk, DDR1/2, Ros, LMR, ALK et SURTK106/STYK1. (De Meyts, 2000; Lemmon &
Schlessinger, 2010).

La voie PI3K/AKT est une cascade de signalisation centrale du métabolisme cellulaire impliquée dans
d’importants processus comme la croissance, la prolifération, la survie, la transcription et la synthése
protéique. Cette voie est activée par des récepteurs transmembranaires : récepteurs a activité tyrosine
kinase (RTK), des intégrines, des récepteurs immunitaires (lymphocytes B et T), des récepteurs a
cytokines et des récepteurs couplés a des protéines G (GPCR) (De Meyts, 2000; Mayer & Arteaga,
2016).

L’activation des récepteurs a activité tyrosine kinase est obtenue par leur liaison avec un ligand
spécifique (récepteur a insuline), ou par la stabilisation du récepteur (récepteur a ’EGF (EGFR) ) (Figure
22).
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Dans le cadre de la voie de I’insuline, son récepteur spécifique est un récepteur enzyme a activité
tyrosine kinase. Il fait partie de la méme famille que le récepteur de I’'IGF-I (capable de lier I’'TGF-I et
1) et de I’Insulin receptor-related receptor (IRR) (jouant le r6le de capteur de pH) (De Meyts, 2000;
Petrenko et al., 2013). Il est composé de deux sous-unités o extracellulaires, reliées par des ponts
disulfures a deux sous-unités P transmembranaires faisant saillies dans le cytoplasme. Il est capable de
lier I’insuline, un peptide anabolique sécrété par les cellules B des ilots de Langerhans du pancréas
(Guntur & Rosen, 2013).

Ligand-bound dimeric RTK-induced
“active” RTK Signalosome

Monomeric RTK
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Figure 22 : Structure du prototype du récepteur tyrosine kinase et mécanisme d'activation (Butti
et al., 2018). Les récepteurs tyrosine kinases (RTK) sont composés des segments suivants (de N- a
I’extrémité C-terminal) : replis d'immunoglobuline, région transmembranaire, région juxtamembranaire,
N-lobe, boucle d'activation, lobe C et queue cytoplasmique. Les RTK résident dans la membrane
plasmique en tant que monomere. La liaison du ligand fait dimériser des monoméres RTK et induit des
changements conformationnels qui conduisent a I'autophosphorylation et a I'activation du récepteur. Le
RTK phosphorylé sert de site d’amarrage pour des protéines adaptatrices (B.) ou peut directement
phosphoryler des molécules de signalisation (A.). Les protéines adaptatrices ou les molécules de
signalisation se lient au récepteur phosphorylé via le site 'homologie Src 2 (SH2) ou le domaine de
liaison a la phosphotyrosine (PTB). Les protéines adaptatrices ancrées au RTK transmettent alors le
signal en phosphorylant d'autres effecteurs (C-D.). Source : (Butti et al., 2018).

En se fixant sur les sous-unités o, I’insuline va provoquer un changement de conformation du récepteur
et activer la fonction tyrosine kinase intrinséque des deux sous-unités 3, ce qui va provoquer une série
de réactions d’autophosphorylation sur des résidus tyrosine présents dans la partie intracellulaire des

sous-unités B du récepteur. Ces tyrosines phosphorylées vont permettre le recrutement de protéines
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possédant des domaines PTB comme les protéines Insulin receptor substrate (IRS). Elles peuvent
également recruter des protéines possédant des domaines SH2: SHC, GRB2 associated binding protein
1 (GAG-1), Adaptator protein with PH and SH2 domain (APS), Casitas B-lineage lymphoma proto-
oncogene (CBL), SH2B adaptator protein 1 (SH2B1). Ces protéines adaptatrices vont permettre de
propager le signal et d’activer différentes voies dont la voie PI3K/AKT (Manning & Toker, 2017;
Taniguchi et al., 2006) (Figure 23).

Les protéines IRS sont phosphorylées et vont étre reconnues par les domaines SH2 de la sous-unité
régulatrice p85 de la PI3K de classe I, ce qui permet d’amener la sous-unité catalytique p110 prés de
son substrat principal, le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PI(4,5)P.), et de générer du
phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (P1(3,4,5)Ps) (Vanhaesebroeck et al., 2010). Le PI(3,4,5)P3
induit le recrutement des formes inactives d’AKT et de la kinase dépendante de phosphoinositide 1
(PDK1) via leur domaine PH, depuis le cytoplasme vers la membrane plasmique. Le recrutement de
PDKZ1 induit son activation ce qui lui permet de phosphoryler partiellement PKB/AKT sur la thréonine
308 (T308), synonyme d’activation partielle (Rameh and Cantley 1999).

L’activation d’AKT peut étre fortement améliorée via la phosphorylation additionnelle sur la sérine 473
(S473), ce qui permet de stabiliser la phosphorylation sur T308. Cette phosphorylation est obtenue par
le recrutement de la cible mécanistique du complexe de rapamycine 2 (MTORC2) et dans d’autres
contextes, médiée par la protéine kinase dépendante de I’ADN (DNA-PK), la kinase liée a I’intégrine
(ILK) (Osaki, Oshimura, and Ito 2004; Hemmings and Restuccia 2012). Le PI(3,4)P. serait également
un activateur alternatif d’AKT. Il peut étre synthétisé de trois facons : via la déphosphorylation du
P1(3,4,5)P3 grace a des 5-phosphatases (notamment SHIP1/2), par I’activation de la PI3K de classe II
qui va phosphoryler du P14P, et également par la PI3K de classe | a partir de PI4P (Ebner et al., 2017;
Goulden et al., 2019). L’hypothése de I’implication du PI(3,4)P, dans I’activation d’AKT provient du
fait qu’ AKT controle aussi directement des protéines (comme Forkhead box O (FOXO)) qui ne sont pas
présentes aux niveaux des surfaces membranaires, et ou il n’y aurait pas de PI(3,4,5)Ps. Il serait possible
qu’en réalité ces deux PI activent des pools différents d’AKT afin d’accentuer la spécificité du signal
transmis (Manning & Toker, 2017). Cette seconde hypotheése est supportée par le fait que la suppression
de la PI(3,4,)P, phosphatase Inositol polyphosphate-4-ohosphatase Type Il B (INPP4B) induit une
augmentation concommittante du PI(3,4)P: et de I’activation d’AKT2 (Li Chew et al., 2015).

Une fois activée, AKT contréle de trés nombreux substrats impliqués dans une multitude de processus
cellulaires et physiologiques majeurs (prolifération cellulaire, survie, croissance, migration cellulaire,
réponse immunitaire, angiogenése, réponse a I’insuline, fonction neuronale...) (Cain & Ridley, 2009;
Heras-Sandoval et al., 2014; Phan et al., 2019; Yu & Cui, 2016). AKT peut directement phosphoryler
des protéines, des enzymes Glycogen synthase kinase 3 (GSK3), Tuberous sclerosis complex 2 (TSC2),

des facteurs de transcription (FOXO), des régulateurs du cycle cellulaire...(Manning & Toker, 2017).
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La durée pendant laquelle AKT est entierement activée prés de la membrane plasmique est relativement
courte (quelgues heures post-stimulation), avec un pic d’activation allant de quelques secondes a

plusieurs minutes en fonction du types cellulaires (Kunkel et al., 2005).
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Figure 23 : La voie de signalisation PI3K/AKT (O’Donnell et al., 2018). La fixation de I’insuline
entraine ’activation du récepteur, la phosphorylation spécifique de tyrosines présentes dans ses portions
intracellulaires et le recrutement a leur niveau de nombreuses protéines adaptatrices. Les protéines IRS
vont étre recrutées, phosphorylées sur tyrosines et reconnues par le domaine SH2 de la sous-unité
régulatrice p85 de la PI3K. La sous-unité catalytique p110 de la PI3K peut alors phosphoryler le
phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate ~ (P1(4,5,)P2) et générer un second messager, le
phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate (P1(3,4,5)P3). Ce dernier va étre la cible de protéines possédant
des domaines pleckstrin homology (PH) comme PDK1 et AKT. AKT va étre phosphorylé sur T308 par
PDK1 et sur S473 par le complexe mTORC2. Une fois complétement activée, AKT va phosphoryler
une série de subtrats comme GSK3B, des facteurs de transcription FOXO, MDM2, BAD et p27KIP...
AKT est impliqué dans de nombreux processus cellulaires importants comme la survie et la prolifération
cellulaire. Les phosphatases SHIP2 et PTEN vont notamment contribuer a réguler négativement cette
signalisation en déphosphorylant le PI(3,4,5)P3. Source (O’Donnell et al., 2018).
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Comme toutes les voies de signalisation, la voie PI3K/AKT est sujette a des régulations et des
phénomeénes de feedback afin de s’assurer que les signaux stimulateurs sont transmis de maniére
transitoire et proportionnée (Manning & Toker, 2017). La concentration en PI1(3,4,5)P5 est régulée par
plusieurs enzymes comme la 3-phosphatase Phosphatase and Tensin homolog (PTEN) et des 5-
phosphatases (dont SHIP1/2). Ces enzymes peuvent réduire la concentration en PI(3,4,5)P; et par
conséquent 1’activation d’AKT, ce qui permet d’éviter une suractivation de la voie de signalisation
(Manning & Toker, 2017; Vanhaesebroeck et al., 2010). A noter qu’en plus des sites de phosphorylation
T308 et S473, il existe d’autres sites de phosphorylation et des modifications post-traductionnelles
d’AKT qui pourraient servir a phénotyper le signal transmis (Manning & Toker, 2017).

Faisant partie des cibles d’AKT, la cible mécanistique du complexe de rapamycine 1 (mMTORCL) joue
un role important d’inhibition de I’activation d’AKT en stimulant la dégradation des protéines IRS1/2
dans la voie de I’insuline et de I'IGF-1 (Shah & Hunter, 2006) (Figure 24). mTORCL1 peut également
stabiliser le Growth factor receptor bound protein 10 (GRB10), une protéine adaptatrice capable
d’atténuer le signal émanant des récepteurs a insuline/I’IGF-1 et des protéines IRS1/2 (Yu et al., 2011).
Il existe aussi des mécanismes de feedback faisant intervenir la régulation de I’expression protéique des
RTK, et exercés par les facteurs de transcription FOXO. Cet effet est notamment mis en évidence par
I’inhibition prolongée de la signalisation d’AKT engendrant une augmentation de 1’expression des
récepteurs a I’IGF-1 (Chandarlapaty et al., 2011; Manning & Toker, 2017). Enfin, il existe également
de maniere physiologique des protéines capables d’inactiver directement AKT. La protéine phosphatase
A2 (PP2A) est capable de déphosphoryler AKT sur T308, et les protéines phosphatases PH domain and
Leucine rich repeat Protein Phosphatase (PHLPP1/2) sont capables de déphosphoryler AKT sur S473
(Brognard et al., 2007; Padmanabhan et al., 2009).

A la suite de mutations génétiques, la voie PISK/AKT est régulierement impliquée dans le
développement de tumeurs. Typiquement, ces mutations peuvent conduire a I’amplification d’effecteurs
ayant des propriétés oncogéniques (EGFR, PDK1, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase
catalytic subunit alpha (PIK3CA) ), a I’inactivation d’effecteurs aux propriétés suppresseurs de tumeur
(PTEN, INPP4B, PH domain and leucine rich repeat protein phosphatase 1 (PHLPP) ), ou directement
affecter AKT (Mayer & Arteaga, 2016).
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3.2 Lavoie de signalisation MAPK/ERK

Les voies de signalisation des Mitogen-activated protein kinase (MAPK) sont composées de
protéines kinases spécifiques pour des résidus sérine/thréonine ou tyrosine, séquentiellement activées et
faisant partie intégrante d’une série de voie de transduction du signal qui régulent les processus de

prolifération, de différenciation et de mort cellulaire (Morrison, 2012) (Figure 25).

Chaque cascade d’activation débute par la phosphorylation et I’activation d’un récepteur RTK ou
GPCR, elle-méme initiée par des signaux extracellulaires spécifiques (Cuevas et al., 2007). La
transmission du signal depuis le récepteur va s’opérer par 1’activation séquentielle de trois a cinq
protéines kinases (pour lesquelles un nom générique leur a été attribué en fonction de leur position dans
la voie) : MAPK kinase kinase kinase (MAP4K), MAPK kinase kinase (MAP3K), MAPK kinase
(MAPKK), MAPK et MAPK-activated protein kinases (MAPKAPK). Les kinases MAP3K, MAPKK
et MAPK consitutent le corps commun présent dans toutes les cascades de signalisation des MAPK,
alors que les autres apparaissent seulement dans certaines d’entres elles (Guo et al., 2020). Les trois
principales cascades de signalisation sont la voies MAPK/ERK, MAPK/JNK et p38 MAPK. Les voies
c-Jun terminal kinase 1,2,3 (JNK1,2,3) et p38 MAPK (p38a, p38p, p38y, and p383) sont principalement

liées au stress cellulaire et a I’apoptose (Braicu et al., 2019). La voie MAPK/ERK est celle qui a été la
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plus étudiée et est étroitement liée a la prolifération et la différenciation cellulaire. Cette voie peut étre
activée de plusieurs fagons : (i) activation d’un recepteur tyrosine kinase ; (ii) activation méediée par
PKC ; (iii) activation par un récepteur couplé une protéine G ; (iv) activation par le Ca?* (Lawrence et
al., 2008).

Quand un signal extracellulaire se lie & un récepteur transmembranaire (typiquement FGF sur le
récepteur FGFR, ou EGF sur le récepteur EGFR), celui-ci devient phosphorylé sur une tyrosine ce qui
permet aux domaines SH2 de la protéine Growth factor receptor-binding protein 2 (GRB2) de s’y lier.
Celle-ci va ensuite interagir par ses domaines SRC homology 3 domain (SH3) avec la séquence C
terminale riche en proline du facteur d’échange de nucléotide Son of sevenless (SOS), afin de former le
complexe récepteur-GRB2-SOS (Bandaru et al., 2019).

Ce complexe induit I’activation de SOS qui va induire I’activation de la protéine kinase Rat sarcoma
viral oncoprotein (RAS). Cette petite protéine G est encodée par les oncogénes Harvey RAS proto-
oncogene (HRAS), Kirsten RAS proto-oncogene (KRAS) et Neuroblastoma RAS proto-oncogene
(NRAS). RAS alterne entre deux conformations (forme active GTP, forme inactive GDP) afin de réguler
la transduction du signal. L’interaction de RAS-GDP avec SOS activé induit le remplacement du GDP
par un GTP (Simanshu et al., 2017).
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Figure 25 : La cascade de signalisation MAPK/ERK (Guo et al., 2020). Les MAPK catalysent la
phosphorylation de dizaines de protéines cytosoliques et de nombreux facteurs de transcription
nucléaire. MAPK, protéine kinase activée par un mitogéne; MAP4K, MAPK Kkinase kinase kinase;
MAP3K, MAPK kinase kinase; MAPKK, MAPK kinase; MAPKAPK, protéine kinase activée par
mitogéne protéine kinase; MEK, Ras / Raf / MAPK; RSK, ribosomal s6 kinase; MSK, protéines kinases
activées par les mitogenes et le stress; MNK, sérine / thréonine-protéine kinases intéragissant avec MAP
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kinase; cPLA2, phospholipase A2 cytosolique; c-FOS, proto-oncogéne c-Fos; EIk1, protéine Elk-1
contenant un domaine ETS; Ets1, protéine C-ets-1; SP-1, facteur de transcription Spl. Adapté de (Guo
etal., 2020).

La forme active RAS-GTP va ensuite interagir et activer les oncogenes RAF. Cette famille de protéine
existe sous trois formes (RAF-1 proto-oncogene (RAF1), A-RAF proto-oncogene (ARAF) et B-RAF
proto-oncogene (BRAF)) dont leur activité, distribution et modalité de régulation different. Elles
peuvent étre activées de plusieurs maniéres : (i) par relocalisation prés de la face interne de la membrane
plasmique aprés interaction avec RAS ; (ii) par dimérisation ; (iii) par (dé)phosphorylation a différents
sites ; (iv) par dissociation de la protéine kinase inhibitrice de RAF ; (v) en se liant a une protéine kinase
inhibitrice de RAS (Roskoski, 2019).

L’activation de RAF permet a son domaine catalytique C-terminale d’interagir et d’activer la Mitogen-
activated protein kinase kinase (MEK), par phosphorylation du résidu sérine situé dans sa région
catalytique. MEK existe deux sous-types (MEK1 et MEK2) qui possédent une double spécificité kinase
pour les résidus tyrosine et thréonine de la kinase ERK. Cette caractéristique permet d’améliorer la
précision de la transmission du signal en réduisant les erreurs d’activation (Guo et al., 2020; Muta et al.,
2019).

Une fois activée, MEK ancre la protéine kinase ERK dans le cytoplasme, et induit la double
phosphorylation de ses résidus tyrosine et thréonine. Tout comme MEK, ERK existe sous plusieurs
formes (ERK1, 2, 3,5 et ERK6). ERK1 et ERK2 sont les formes impliquées dans la voie de signalisation
MAPK/ERK. La double phosphorylation de ERK1/2 stimule sa dimérisation et son ancrage dans le
cytoplasme. La forme activée peut également transloquer du cytoplasme vers le noyau (Avruch et al.,
2001; Guo et al., 2020).

Lorsque ERK1/2 est présent dans le cytoplasme, il va phosphoryler des composants du cytosquelette
(Microtubule associated protein (MAP), afin par exemple de participer a la régulation de la morphologie
cellulaire. Dans le noyau, ses cibles sont multiples : phosphorylation de facteurs de transcription afin
d’induire I’expression de gene, réguler la prolifération, la différenciation, I’apoptose (Eblen, 2018).
Cette voie de signalisation fait ’objet d’un controle homéostatique via des boucles de rétrocontroles
(Figure 26). lls existent un feedback rapide et un feedback retardé (McCubrey et al., 2007). Le feedback
rapide fait référence au fait que les protéines kinases ERK1/2 activées vont limiter la propagation du
signal en stimulant également des phosphorylations inhibitrices sur des molécules situées en amont de
la voie de signalisation (MEK, RAF, SOS, RTK) (Dougherty et al., 2005). Par exemple, ERK1/2
phosphoryle RAF1 et BRAF afin d’inhiber la phosphorylation de MEK (Eblen et al., 2004). Le feedback
retardé consiste en 1’expression de nouvelles protéines (Sprouty RTK signaling antagonist (SPRY),
phosphatases a double spécificité (DUSP)) afin de conduire a la déphosphorylation de ERK1/2 (Caunt
& Keyse, 2013). Les protéines SPRY inhibent le RTK et SOS en interférant avec un domaine catalytique
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de RAF. Les DUSP déphosphorylent le motif p-T-E-pY de ERK afin d’inactiver sa fonction (Liu, Yang,
etal., 2018).

Cette voie de signalisation est souvent impliquée dans la formation de tumeurs. En effet, I’apparition de
mutation génétique affectant ses intervenants peut conduire a une activation aberrante induisant des
effets prolifératifs et anti-apoptotiques excessifs. L’expression de la protéine kinase ERK et son niveau
de phosphorylation sont augmentés dans de nombreux cancers humains, comme le cancer du colon, du
sein, de I’ovaire et des poumous (Guo et al., 2020). Une activation continue de la voie MAPK/ERK
favorise la transformation néoplasique de cellules saines en cellules tumorales. Ce comportement
favorise également 1’invasion tumorale et le développement de métastases par augmentation de
I’expression des MMP2 et MMP9 et d’enzymes protéolytiques capablent d’hydrolyser la matrice
extracellulaire (Gialeli et al., 2011).
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Figure 26 : Activation et régulation par feedback de la cascade de signalisation MAPK (Liu, Yang,
et al., 2018). L’activation d’une récepteur tyrosine kinase (RTK) active RAS en recrutant des protéines
adaptatrices (par exemple, GRB-2) et des facteurs d'échange (par exemple, SOS). L'activation du RAS
favorise la formation de diméres de RAF, qui activent la cascade MEK-ERK par phosphorylation.
L'activité de la voie ERK est régulée par des feedbacks négatifs a plusieurs niveaux, y compris par
I'activation transcriptionnelle des protéines DUSP qui régulent négativement la voie. Par
phosphorylation directe, ERK régule aussi directement I'activité de CRAF et MEK. ERK, ou son substrat
immédiat RSK, phosphoryle également SOS sur plusieurs résidus, inhibant son activité et régulant ainsi
négativement l'activité du RAS. Adapté de (Liu, Yang, et al., 2018).
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Cette activation aberrante provient souvent de 1’apparition de mutations d’effecteurs de la voie de
signalisation. Par exemple, I’oncogéne RAS est muté dans 25% des cancers, notamment celui affectant
le pancréas (Hobbs et al., 2016). BRAF est également sujet au mutation gain de fonction. Cette kinase
est mutée dans 100% des leucémies a tricholeucocytes et dans la moitié des mélanomes (Holderfield et
al., 2014). Bien que I’utilisation d’inhibiteurs de I’activité de la voie de MAPK permettrait de ralentir
ce phénomene, leurs effets sont souvent inhibés par le développement de résistances médicamenteuses
(Liu, Yang, et al., 2018).

3.3 Cross-talk entre les voies PISK/AKT et MAPK/ERK

Les voies de signalisation ne sont pas des autoroutes cloisonnées. Il existe des bretelles
permettant a une voie d’exercer une régulation croisée sur une autre. Le sens de ces interactions differe
en fonction du point de régulation. Certains mécanismes permettent aux voies de s’inhiber
mutuellement, d’autres leur permettent de coopérer afin de fournir un signal plus intense (Manning &
Toker, 2017).

La voie PIBK/AKT posséde des points de régulation croisés avec d’autres voies, comme par exemple
avec la voie MAPK/ERK. AKT exerce un effet inhibiteur sur la voie MAPK/ERK en recrutant la
protéine 14-3-3 et en induisant la phosphorylation du motif S259 de RAF1 et de S364 de BRAF. Cela a
comme conséquence de prévenir leur activation, tout comme celle de ERK et d’inhiber la voie
MAPK/ERK (Dumaz & Marais, 2003).

Etant donné que ces deux voies de signalisation sont parfois activées par les méme RTK, les phénoménes
de feedback négatif exercés par 1’une d’entre elles sur le RTK et/ou ses protéines adaptatrices, peut
affecter également 1’autre voie de signalisation. En supprimant 1’activation médiée par le RTK par
I’intermédiaire des protéines adaptatrices Grb2-associated binder 1 and 2 (GAB1/2), ERK activé peut
abolir ’activation de la voie de PI3K/AKT (Mendoza et al., 2011). Enfin, en partageant certaines cibles
(mTORC1, FOXO, GSKa3.)) et en controlant des processus cellulaires parfois identiques, les voies
PI3K/AKT et MAPK/ERK peuvent agir de concert (Manning & Toker, 2017; Mendoza et al., 2011).

3.4 Phosphoinositides

Les phosphoinositides (PI) sont des glycérophospholipides anioniques présents dans les membranes des
cellules eucaryotes. Depuis leur découverte dans les années 70 et 80, ces lipides n’ont cessé de susciter
un grand intérét dans la communauté scientifique (Balla, 2013). En effet, malgré leur faible abondance,
ce sont des éléments de structure essentiels de toutes les membranes eucaryotes, car ils coordonnent de
nombreux aspects du trafic membranaire et des voies de signalisation. Ils sont constamment soumis a
des modifications métaboliques en fonction des besoins de la cellule afin d’assurer le maintien de son

intégrité structurale. Ils sont dés lors impliqués dans des fonctions variées et aussi essentielles que la
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prolifération, la division cellulaire, I’apoptose, la motilité, le trafic vésiculaire, la perméabilité et le
transport membranaire (Burke, 2018). De maniere générale, les P1 possédent deux groupes de fonctions :
d’une part leur role de second messager dans des voies de signalisation, et d’autre part les fonctions
découlant de leur capacité d’interaction avec d’autres protéines.

Précurseur de tous les phosphoinositides, le phosphatidylinositol (PtdIns) est constitué d’un cycle myo-
inositol-1-phosphate (Ins(1)P), représentant la téte polaire, liée par son groupement phosphate et via une
liaison phosphodiester a une molécule de diacylglycérol (DAG) (Figure 27A). Les deux chaines d’acide
gras qui composent le DAG et qui permettent 1’insertion dans la bicouche lipidique de la membrane sont
enrichies en acide stéarique (chaine en position sn-1) et en acide arachidonique (chaine en position sn-
2) (Berridge & Irvine, 1989; Blunsom & Cockcroft, 2020). Le cycle myo-inositol posséde cing
groupements hydroxyles et peut faire 1’objet de différentes phosphorylations (Burke, 2018). Seuls les
hydroxyles présents en position D3, D4 et D5 sont phosphorylés naturellement afin de générer les 7
différents phosphoinositides :

» Phosphatidylinositol monophosphates : PI(3)P, PI(4)P, PI(5)P
» Phosphatidylinositol bisphosphates : PI(3,4)P2, P1(3,5)P2, PI1(4,5)P;
» Phosphatidylinositol trisphosphate : P1(3,4,5)P3

A B PI(3,4,5)P.
Phosphodiester linkage E— (3,4,5)P;
T ~—— PI(4,5)P;
PI(3,5)P
@ PI(3,4)P;
sV f \
—~
CE)
R @ Yo
\ / \
Ry
EE
(' GA >\/' RE
\ MVB
O _JLE .
— — \
. N \ (O
D-myo-inositol Diacylglycerol \ oot kj, \¥//

Figure 27 : Structure et distribution cellulaire des phosphoinositides (Phan et al., 2019). A.
Structure chimique du phosphatidylinositol composé d’un cycle D-myo-inositol (Ins(1)P) lié par son
groupement phosphate a un diacylglycérol (DAG) par une liaison phosphodiester. Le DAG comprend 2
longues chaines d’acides gras (R1 et R2) qui permettent lorsque le phosphoinositide est membranaire,
son insertion dans la bicouche lipidique de la membrane plasmique. Les hydroxyles (OH) en position 3,
4 et 5 du cycle D-myo-inositol peuvent étre phosphorylés pour donner les différents phosphoinositides
(PI). B. Localisation des différents PI. Cette carte représente la localisation cellulaire des PI ou ils sont
présents majoritairement. CE : clathrin-dependant endocytosis, NCE clathrin independent endocytosis,
NCV non-clathrin endocytic vesicles, EE early endosomes, RE recycling endosomes, MVB
multivesicular bodies, LE late endosomes, L lysosome, ER endoplasmic reticulum, N nucleus, GA Golgi
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apparatus, SV secretory vesicles. Les fleches noires indiquent la progression du trafic vésiculaire.
Source : (Phan et al., 2019).

Le PtdIns est beaucoup plus abondant que les Pl car il représente entre 10 et 20% des phospholipides
cellulaires totaux. Les formes phosphorylées sont en revanche beaucoup moins abondantes. Le
phosphatidylinositol-4-phosphate (PI1(4)P) et le phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (P1(4,5)P2)
représenteraient moins de 1%. Les phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate  (P1(3,4,5)P3),
phosphatidylinositol-3,4-bisphosphate (P1(3,4)P,), phosphatidylinositol-3,5-bisphosphate (P1(3,5)P2)
constitueraient moins de 0,1% des phosphoinositides totaux. De plus, ces valeurs sont a pondérer en
fonction du type cellulaire, mais également en fonction de 1’espece dont il est question (Balla, 2013).
Le Ptdins est synthétisé dans le réticulum endoplasmique par la PtdIns synthase a partir de cytidine
diphosphate diacylgycérol (CDP-DAG) et de myo-inositol. Il est ensuite distribué a travers la cellule
par des protéines de transfert Phosphatidylinositol transfer protein (PIPT) et le trafic vésiculaire.

Les différents PI sont distribués dans la partie cytoplasmique de la membrane plasmique et dans les
membranes des différents organelles subcellulaires, ou ils sont impliqués dans différents processus
cellulaires (Phan et al., 2019). On les retrouve également dans le noyau sous une forme non-
membranaire (Shah et al., 2013) (Figure 27B).

Dans le cadre de cette introduction, nous focaliserons notre attention sur les phosphoinositides impliqués
dans le métabolisme de 1’enzyme SHIP2 : PI(4)P, PI(4,5)P,, PI(3,4)P, et PI(3,4,5)Ps.

341 PI(45)P,

Le P1(4,5)P2 (également appelé PIP,) est le Pl le plus abondant. 11 est présent sur la face cytosolique de
la membrane plasmique (principalement aux sites de remodelage), prés des domaines nucléaires enrichis
en facteurs d’épissage de pre-ARNmM (nuclear speckles), dans le reticulum endoplasmique, dans
I’appareil de Golgi, les cavéoles, les autophagosomes, les lysosomes et les endosomes, aux sites
d’adhésion focaux et pres des jonctions entre cellules épithéliales (Di Paolo & De Camilli, 2006;
Dickson et al., 2014). Il est principalement synthétisé dans la face cytosolique de la membrane plasmique
par la phosphorylation du PI1(4)P par les différentes isoformes de la kinase phosphatidylinositol-4-
phosphate 5-kinase (PIP5K), et ou chaque isoforme est responsable de la synthése d’un pool de
P1(4,5)P2 (Blunsom & Cockcroft, 2020; Kolay et al., 2016). A noter que grace a sa fonction 3-
phosphatase, I’enzyme PTEN est également a 1’origine de la synthése de PI(4,5)P,. PTEN est capable
d’hydrolyser le PI1(3,4,5P; pour former du PI(4,5)P2, ce qui diminue I’activation de I’axe
phosphoinositide 3-kinase / protéine kinase B (PI3K/AKT) et se traduit par un effet suppresseur de
tumeur (Gericke et al., 2013).

Le PI(4,5)P, est un messager intermédiaire essentiel dans deux voies de signalisation importantes car il

sert de substrat dans la voie Phosphoinositide-specific phospholipase C / inositol-1,4,5-trisphosphate
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(PLC/ IPs/DAG) et dans la voie PIBK/AKT (Phan et al., 2019). La PLC activée va hydrolyser le
P1(4,5)P, en DAG et IPs. Le DAG va rester prét de la membrane plasmique afin de recruter et activer la
protéine kinase C (PKC) qui va moduler de nombreux effecteurs impliqués dans des processus
importants comme la régulation de la transcription et la croissance cellulaire. L’IP3 va quant a lui migrer
vers le réticulum endoplasmique lisse, se fixer sur un récepteur a IPs; et provoquer la libération de
calcium dans le cytoplasme via 1’ouverture de canaux calciques afin d’induire une réponse cellulaire
(Berridge & Irvine, 1984; M, 1996; Meldrum et al., 1991; Phan et al., 2019).

L’activation de récepteurs membranaires provoque le recrutement et la phosphorylation du PI(4,5)P>
par la PI3K de classe | afin de former du P1(3,4,5)P3, ce qui va permettre le recrutement et 1’activation
d’AKT et le déclenchement d’une cascade de signalisation qui va orchestrer de nombreux processus
cellulaires et physiologiques (prolifération cellulaire, survie, croissance, migration cellulaire...) (Cain &
Ridley, 2009; Heras-Sandoval et al., 2014; Phan et al., 2019; Yu & Cui, 2016).

Tout comme la plupart des autres P1, le P1(4,5)P; est sujet aux interactions protéiques. Il régule I’activité
et la localisation subcellulaire de protéines capables de se lier a I’actine, ce qui en fait un acteur important
de la régulation du remodelage membranaire et du cytosquelette d’actine. De maniere générale,
I’interaction avec le PI(4,5)P; inhibe les protéines induisant le désassemblage/non-assemblage des
filaments d’actine (ADF, CAPZ), et stimule les protéines qui favorisent la polymérisation/nucléation
des filaments d’actine (EZRINE/RADIXINE/MOESINE, Wiskott-aldrich syndrome protein (WASP),
complexe Actin-related protein 2/3 (ARP 2/3)) (Phan et al., 2019; Saarikangas et al., 2010). Ces
propriétés permettent au P1(4,5)P, d’agir comme un régulateur de nombreux processus cellulaires
(endocytose, exocytose, migration, adhésion cellulaire). Il va notamment promouvoir 1’activation de la
Focal adhesion kinase (FAK) par la formation de cluster, et son autophosphorylation prés des adhésions
focales (Gofii et al., 2014). FAK est une protéine qui joue le réle d’intégrateur de signaux de facteurs de
croissance. En recrutant les protéines de la famille Proto-oncogene tyrosine-protein kinase Src (SRC),
elle contr6le des mécanismes clés comme la survie cellulaire, la migration et la prolifération. Elle est
d’ailleurs régulierement impliquée dans le développement de certains cancers et dans le processus de
métastases (Zhao & Guan, 2009).

Le P1(4,5)P, posséde un double réle dans la signalisation de récepteur de facteur de croissance car il est
parfois nécessaire pour 1’atténuation du signal des réactions qu’il propage. Par exemple, 1’interaction du
P1(4,5)P, avec les protéines adaptatrices de la clathrine provoque leur recrutement pres la membrane
plasmique ce qui conduit a l’internalisation de récepteurs membranaires activés. Mais apres
internalisation, le désassemblage des protéines adaptatrices de la clathrine sur les vésicules d’endocytose
nécessite la dégradation du PI(4,5)P par les phosphatases de la famille des synaptojanines (SYNJ) (Abe
et al., 2008; Grabon et al., 2019; Haffner et al., 2000; Zoncu et al., 2007).
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Le pool de PI(4,5)P, est régulé a plusieurs niveaux par une série d’enzymes. La phosphatase Inositol
polyphosphate-5-phosphatase 1 (OCRL1) dégrade le PI(4,5)P, prés endosomes précoces et des
lysosomes. La perte d’OCRL1 induit, par ailleurs, des anomalies dans la cinétique de I’endocytose
(Néndez et al., 2014). Au niveau de la membrane plasmique des synapses, le P1(4,5)P. est régulé par
synaptojanine 1 (SYNJ1) afin de réguler I’endocytose (McPherson et al., 1996). Le PI1(4,5)P, est
également dégradé par SHIP2 afin de donner du PI(4)P. Par ailleurs, en I’absence de SHIP2 dans un
modéle de cellules de glioblastome 1321 N1, on observe une augmentation de la concentration en
PI(4,5)P; se traduisant par une augmentation de la migration cellulaire. La protéine myosine-1c capable
de lier le PI(4,5)P, a notamment été identifiée comme un partenaire de SHIP2 (Elong Edimo et al.,
2016b).

342 PI@4)P

Le PI(4)P est un autre PI trés abondant qui est un composant essentiel pour la synthése, le
transport et la maturation de vésicules sécrétoires (Viaud & Payrastre, 2015). Il est présent dans les
membranes de I’appareil de Golgi, les compartiments endosomaux, sur les vésicules d’exocytose et prés
de la membrane plasmique (Dickson et al., 2014). Le PI1(4)P est généré par des phosphatidylinositol 4-
Kinase (P14K) de classe Il et 111 & la sortie du réticulum endosplasmique (RE) et prés de 1’appareil de
Golgi. Le rapprochement du RE avec I’appareil de Golgi (trans-Golgi) fait intervenir le PI(4)P qui est
échangé contre du cholestérol via les protéines Oxysterol-bingin protein (OSBP) (Mesmin et al., 2017).
Il constitue également le produit de I’hydrolyse du PI(4,5)P, par les phosphatases SHIP2, OCRL1 et
SYNJ1 (Ramos, Ghosh, & Erneux, 2019).

Le PI(4)P régule le transport vésiculaire de I’appareil de Golgi vers la membrane plasmique et les
compartiments endosomaux. Il participe a la formation de vésicules en créant des déformations
membranaires en recrutant le complexe de protéines adaptatrices de la clathrine (GGA) et ADP-
ribosylation factor 1 (ARF1) (Wang et al., 2007). Le PI(4)P permet le transport des protéines du trans-
Golgi vers la membrane plasmique via le recrutement et I’activation du facteur d’échange de protéines
Rab (SEC2) (Mizuno-Yamasaki et al., 2010). Enfin, le PI(4)P représente un substrat pour la synthese
du PI(4,5)P, pres de la membrane plasmique (Sohn et al., 2018).

343 PI(3,45)P;

Le PI(3,4,5)Ps (ou PIP3) est un lipide de signalisation présent en trés faible quantité dans la
membrane plasmique. Il est produit in vivo transitoirement a la suite de signaux extracellulaires par la
PI3K de classe | a partir de P1(4,5)P,. Le P1(3,4,5)P; est capable d’interagir avec une série de kinases,
de molécules adaptatrices et de facteurs d’échange pour des protéines G le transformant en un second

messager impliqué dans une large gamme de processus cellulaires (prolifération, apoptose, réponse
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immunitaire...). En se liant aux domaines homologues de la pleckstrine (PH) d’AKT, le PI1(3,4,5)P3 va
jouer le role d’effecteur positif sur son activité et sur la cascade de phosphorylation qui en découle
(Hirsch et al., 2020). Afin de prévenir I’hyperactivation des récepteurs et 1’hyperprolifération des
cellules, le PI(3,4,5)Ps est hydrolysé par une série d’enzymes et ou la 3-phosphatase PTEN est
certainement 1’une des principales grace a sa capacité a déphosphoryler le carbone en position D-3 du
cycle inositol du PI1(3,4,5)P; et de donner du PI(4,5)P,. Ce rble suppresseur de tumeur est 1'une des
fonctions clés de PTEN qui est d’ailleurs impliquée dans un grand nombre de cancer en cas de mutations
(Luongo et al., 2019). Certaines enzymes de la famille des 5-phosphatases (SHIP1, SHIP2, SYNJ2,
INPP5E, INPPJ, INPP5K) sont théoriquement également capables d’utiliser le PI(3,4,5)P3 afin de
produire du PI(3,4)P, (Ramos, Ghosh, & Erneux, 2019). Ce rdle a particulierement été étudié pour les
enzymes de la famille SHIP. En comparaison aux cellules controles SHIP2*"*, ’absence de SHIP2 dans
des fibroblastes embryonnaires de souris (MEF) SHIP2”- induit aprés stimulation avec du sérum une
augmentation de la concentration en PI1(3,4,5)Ps (Blero et al., 2005). Chez le zebrafish, SHIP1 limite la
motilité des neutrophiles et leur recrutement aux niveaux des plaies via son action catalytique sur le
P1(3,4,5)P; (Lam et al., 2012). Il semblerait néanmoins que ces enzymes ne soient pas impliquées de
maniere équitable dans la régulation du PI(3,4,5)Ps. L’utilisation de petits ARN interférents (SiRNA)
contre les phosphatases (PTEN, SHIP1, SHIP2, SYNJ1/2, INPP5E, INPPJ, INPP5K, INPP5B, OCRL1)
dans des lignées de cellules épithéliales de glande mammaire (MCF10A) a montré que seuls les sSiRNA
dirigés contre 1’acide ribonucléique messager (ARNm) de PTEN et de SHIP2 induisaient une
augmentation de la concentration de PI(3,4,5)Ps; consécutive a une stimulation avec du facteur de
croissance épidermique (EGF) (Malek et al., 2017).

En altérant I’activité des enzymes (PIPSK et PI3K classe I), la phosphatidylinositol 5-phosphate 4-
kinase (PIP4K) serait également un régulateur négatif de la synthése de PI(3,4,5)P3 et de la voie de
I’insuline (Sharma et al., 2019).

344 PI(3,4)P,

Le PI(3,4)P, est principalement présent sur les vésicules d’endocytoses et dans la membrane
plasmique. Le PI(3,4)P, a une origine multiple. Une partie de la synthese totale de PI(3,4)P, accompagne
la formation de PI(3,4,5)P; car il est généré a la suite de la déphosphorylation du PI(3,4,5)P3 par les 5-
phosphatases SYNJ2, INPP5J, SHIP1/2 (Ramos, Ghosh, & Erneux, 2019). Cette régulation permettrait
de réduire ’activation de la PI3K de classe I : par exemple, le recrutement de SHIP1 permet aux motifs
Immunoreceptor tyrosine-based inhibitory motif (ITIM) des récepteurs FcyRIIB de limiter la
signalisation de la PI3K de classe | et par conséquent limiter la réponse antigene-anticorps dans les
lymphocytes B et mastocytes (Daéron & Lesourne, 2006). Une autre partie du P1(3,4)P, proviendrait de
la phosphorylation directe du P1(4)P par la PI3K de classe | ou de classe 1l (Posor et al., 2013). Enfin,
le PI(3,4)P, pourrait également étre généré a partir de PI(3)P par la phosphorylation de la position D-4
du cycle inositol par une PIP4K de type Il (Vanhaesebroeck et al., 2010). Inversement, le PI(3,4)P; est
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principalement métabolisé par les inositol polyphosphate-4-Phosphatase Type | A (INPP4A) et type | B
(INPP4B) afin de former du PI1(3)P (Hawkins & Stephens, 2016; Marat et al., 2017).

Une signalisation spécifique au PI(3,4)P; a été mise en évidence par I’identification des protéines
Tandem PH domain-containing protein 1 & 2 (TAPP1 et TAPP2). Elles interagissent préférentiellement
via leurs domaines PH avec le PI(3,4)P,, afin d’agir comme régulateurs négatifs de la voie de
signalisation de I’insuline et de la PI3K, menant dans le cadre des lymphocytes B & une réduction de
I’activation et la production d’anticorps (Landego et al., 2012; Wullschleger et al., 2011).

Le PI(3,4)P, permet le recrutement direct ou indirect de protéines qui coordonnent le réarrangement des
filaments d’actine et la déformation de la membrane. Dans les principales voies d’endocytoses, le
PI(3,4)P, permet de recruter les protéines Sorting nexine 5 et 9 (SNX5 et SNX9) qui controlent la
maturation et la scission de la vésicule d’endocytose depuis la membrane plasmique dans le cadre de
I’endocytose médiée par la clathrine (CME) et la pinocytose (Lim et al., 2008; Posor et al., 2015).
L’endocytose rapide médiée par ’endophiline (FEME) nécessite la production de PI(3,4)P, par les
phosphatases SHIP1/2 afin de recuter la lamellipodine qui va elle recruter I’endophiline. Cette derniére
permet de recruter la dynamine et initier les filaments d’actine nécessaires a la formation de la vésicule
d’endocytose (Boucrot et al., 2015; Vehlow et al., 2013)

Le PI(3,4)P, intervient également via la lamellipodine en régulant I’organisation des filaments d’actine
dans la formation d’invadopodes, de podosomes, de lamellipodes et des renflements membranaires
« ruffling » (Bae et al., 2010; Hansen & Mullins, 2015; Yoshinaga et al., 2012). Un lien entre SHIP2, le
P1(3,4)P, et les invadopodes a par ailleurs été mis en évidence. En étant localisé dans le core de
I’invadopode, SHIP2 permet de réguler la quantité de PI(3,4)P2 produite localement au sein de la
structure et maintenir la maturation de I’invadopode (Sharma et al., 2013).

Comme nous venons de le voir, le métabolisme des Pl est complexe, car il existe parfois plusieurs voies
qui permettent de générer le méme PI. Etant donné I’importance des fonctions dans lesquelles les PI
sont impliqués, leur synthése est étroitement régulée afin d’assurer le bon fonctionnement cellulaire.
Cette régulation est orchestrée par un ensemble d’enzymes dont certaines ont déja été briévement citées
précedemment. Dans le cadre de cette introduction, nous focaliserons notre attention sur les enzymes de

la famille des inositol polyphosphate 5-phosphatases.

3.5 Famille des inositol polyphosphate 5-phosphatases

3.5.1 Généralités

Les inositol polyphosphate 5-phosphatases (également appelés phosphoinositides 5-
phosphatases) sont des enzymes capables de déphosphoryler le carbone en position 5 du noyau myo-
inositol des inositols phosphates et/ou PI. Dix enzymes différentes font partie de cette famille : OCRL1,
INPP5F, INPP5B, SHIP1/2, SYNJ1/2, INPP5E, INPP5J, INPP5K et INPP5A (Blero et al., 2007) (Figure

28). Elles partagent toutes un domaine catalytique central, le domaine 5-phosphatase, capable d’interagir
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avec des Pl et dont la structure et la composition en acides aminés sont relativement bien conservées
(Ramos, Ghosh, & Erneux, 2019).

A I’exception de INPP5A qui déphosphoryle exclusivement les inositol phosphates solubles [1’inositol
1,4,5-trisphosphate (Ins(1,4,5)Ps) et I’inositol 1,3,4,5-tétrakisphosphate (Ins(1,3,4,5)P4))], tous les
autres membres de cette famille catalysent essentiellement la déphosphorylation du phosphatidylinositol
4,5 bisphosphate (P1(4,5)P2) en phosphatidylinositol 4 phosphate (PI14P), et du phosphatidylinositol
3,4,5 trisphosphate (P1(3,4,5)P3) en phosphatidylinositol 3,4 bisphosphate (PI(3,4)P,). Par conséquent,
ces enzymes exercent un contréle négatif sur la concentration du PI(3,4,5)Ps et un contr6le positif sur la
production cellulaire du PI(3,4)P,. Malgré la similarité d’action du domaine catalytique entre les
différentes enzymes, elles semblent tout de méme avoir des fonctions spécifiques, non-redondantes dans
la cellule, suite probablement & des différences structurales et d’expression tissulaire, cellulaire et
subcellulaire (Ramos, Ghosh, & Erneux, 2019) (Tableau 2).

OCRL, INPPSF

-. 5-Phosphatase ASH h I cB

INPP5B, type Il

SHIP1, INPP5D

777« 5-Phosphatase IS IPR I |

SHIP2, INPPL1

| PH-R c2
SH2 | PHR 5-Phosphatase Cc2 | l PR I I ISAM‘ I NPxY

Synaptojanin 1, SYNJ1

s T | " |

Synaptojanin 2, SYNJ2
SAC 5-Phosphatase RRM l I PR

INPPSE, type IV, Pharbin

L PR | 5-Phosphatase CAAX

PIPP, INPP5J

_,l ER I —

SKIP, INPP5K

5-Phosphatase

INPP5A, type |

5-Phosphatase CAAX

Figure 28 : Famille des P1 5-phosphatases de mammiféres (Ramos, Ghosh, & Erneux, 2019). OCRL
et INPP5B sont tres similaires en termes d'organisation interne du domaine. Les deux présentent un
domaine PH a I'extrémité N et un domaine ASH suivi d'un domaine RhoGAP a I'extrémité C. OCRL a
également deux domaines CB. INPP5B n'a pas les domaines CB et a un domaine CAAX a I'extrémité
C. SHIP1 et SHIP2 sont également tres similaires en termes d'organisation; les deux contiennent un
domaine SH2 & l'extrémité N terminale; un domaine PH-R en amont du domaine catalytique et un
domaine C2 en aval de celui-ci. I1'y a un domaine PR avec deux motifs de séquence NPxY pour SHIP1
et un pour SHIP2. SHIP2 a également un domaine SAM a l'extrémité C. SYNJ1 et SYNJ2 ont un
domaine SAC a l'extrémité N terminale, un domaine RRM a c6té du domaine Pl 5-phosphatase; et un
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domaine PR a I'extrémité C. INPP5E ou pharbin est composé d'un domaine PR a lI'extrémité N et d'une
séquence CAAX a I'extrémité C. INPP5J/PIPP et INPP5K/SKIP ont en commun un domaine SKICH en
aval du domaine 5-phosphatase. INPP5J/PIPP a également un domaine PR a I'extrémité N et un SRD a
I'extrémité C. L'INPP5A ou 5-phosphatase de type | est la plus petite de la famille et est constituée, en
plus du domaine 5-phosphatase, d'une séquence CAAX a I'extrémité C terminale. ASH, ASPM-SPD2-
hydine; CB, liaison a la clathrine; PH-R, lié au PH; PIPP, inositol polyphosphate 5-phosphatase riche
en proline; PR, riche en proline; RhoGAP, protéine activant la Rho GTPase; RRM, motif de
reconnaissance d'/ARN; SAC, domaine phosphatase de type SACL1; SH2, homologie Src 2; Homologie
terminale SKICH, SKIP COOH; SRD, domaine riche en sérine. Source : (Ramos, Ghosh, & Erneux,
2019).

3.5.2 OCRL1

Inositol polyphosphate-5-phosphatase oculocerebrorenal syndrome of Lowe protein 1
(OCRL1) est une protéine de 105 kDa dont le gene associé est localisé sur le chromosome humain Xq25.
OCRLI catalyse I’hydrolyse du phosphate présent sur la position 5 du noyau myo-inositol du P1(4,5)P;
et, dans une moindre mesure, du PI1(3,4,5)Ps, de 1’ins(1,4,5)Ps et de 1’ins(1,3,4,5)P4 (Vicinanza et al.,
2011). OCRL1 présente une importante homologie de structure et de séquence avec INPP5B (Janne et
al., 1998).

OCRL1 régule le trafic endosomal par régulation spéficique du pool de P1(4,5)P associé aux endosomes
(Staiano et al., 2014; Vicinanza et al., 2011). I est également impliqué dans I’assemblage du cil primaire
et le controle de la phagocytose. OCRL1 est largement exprimé dans les tissus. Cette 5-phosphatase est
localisee pres des structures vésiculaires du systéme endosomal, de 1’appareil de Golgi et a la membrane
plasmique (Hakim et al., 2012). OCRL1 est composée d’un domaine Pleckstrin Homology Domain (PH)
a son extrémité N-terminale, du domaine 5-phosphatase, d’un domaine abnormal spindle like
microencephaly associated protein/spindle pole body 2/hydrin (ASH), et d’un domaine d’homologie
RhoGAP a son extrémité C-terminale (Ramos, Ghosh, & Erneux, 2019).

OCRL1 est associée au syndrome de Lowe (syndrome oculocérébrorénal). En 1992, il fut la premiere
maladie découverte a étre associée a une phosphoinositide 5-phosphatase. 1l est causé par des mutations
inactivatrices du gene OCRL1 présent sur le chromosome X, et est caractérisé par des dysfonctions
oculaires (cataracte congénitale), neurologiques (retard mental) et rénales (Attree et al., 1992). OCRL1
est également impliqué dans une autre maladie, la maladie de Dent de type 2, qui est une tubulopathie
rénale liée au chromosome X (Hichri et al., 2011). Afin de comprendre la pathologie liée a cette maladie,
des études génétiques ont été réalisées chez la souris qui ont mis en évidence une similarité fonctionnelle
partielle entre OCRL1 et INPP5B. Cependant, le syndrome de Lowe humain n’a pas pu étre reproduit
chez la souris lors de I’inactivation spécifique du gene murin correspondant. En effet, alors que les souris
OCRL1" sont asymptomatiques et que les souris INPP5B” présentent peu d’anomalies (seule une
dégénérescence testiculaire post-pubertaire), I’inactivation des deux génes conduit & une létalité

embryonnaire. Ce phénoméne s’expliquerait par le fait qu’il existe une compensation fonctionnelle entre
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ces deux enzymes (Janne et al., 1998) et rappelle que malgré les apparences, il existe parfois de grandes

différences inter-especes.

3.5.3 INPP5B

Inositol polyphosphate-5-phosphatase B (INPP5B) est une 5-phosphatase dont le géne codant
est localisé sur le chromosome humain 1p34. Comme la phosphatase OCRL1, elle élimine par hydrolyse
les phosphates présents en position D5 sur le noyau myo-inositol des P1(4,5)P,, PI(3,4,5)Ps, Ins(1,4,5)Ps,
Ins(1,3,4,5)P4 et Ins(1,2,4,5)Ps. La structure de la protéine INPP5B est la méme que celle de OCRL1, a
I’exception de 1’extrémité C-terminale ou un motif CAAX (cystéine — A (acide aminé aliphatique) — X
(résidu quelconque) est présent. Ce motif est impliqué dans sa localisation membranaire d’INPP5B.
INPP5B est principalement localisée pres de I’appareil de Golgi, dans le cytosol, au niveau de la
membrane plasmique et des endosomes. INPP5B est exprimée durant le développement embryonnaire
et chez I’adulte. Elle a un réle redondant avec OCRL1 (Bohdanowicz et al., 2012; Janne et al., 1998;
Ramos et al., 2018).

3.5.4 SYNJ1/2

Les synaptojanines 1 et 2 (SYNJ1 et 2) sont deux 5-phosphatases aux structures protéiques tres
similaires. SYNJ1 est encodée par le géne SYNJL/INPP5G sur le chromosome 21¢g22.11, et
SYNJ2/INPP5H sur le chromosome 6g25.3. Elles possédent un domaine SAC a I’extrémité N-terminale,
un domaine 5-phosphatase central et une région C-terminale riche en proline (Saito et al., 2001). Le
domaine SAC est responsable de la déphosphorylation du PI(3)P, PI(4)P et PI(3,5)P, en PI. Le domaine
5-phosphatase est principalement responsable de la déphosphorylation du PI(4,5)P,, mais également du
P1(3,4,5)Ps, de I'Ins(1,4,5)Ps et de I’Ins(1,3,4,5)P4 (Belle Chang-lleto et al., 2011).

Chaque isoforme posseéde ses propres variants d’épissage. Certains variants sont plus fortement
exprimés dans les terminaisons nerveuses et d’autres, plus ubiquitaires, seraient recrutés prés de la
mitochondrie (Mani et al., 2007; Miranda et al., 2018).

Des souris SYNJ1” ont été générées mais elles meurent majoritairement dans les 24h aprés la naissance,

au plus tard aprés 15 jours, suite a d’importantes anomalies neurologiques (Cremona et al., 1999).
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Chez I’homme, SYNJ1 est potentiellement impliquée dans le syndrome de Down (trisomie du
chromosome 21, caractérisée par un retard cognitif accompagné de malformations cardiaques et d’une
augmentation de la sensibilité a certains cancers), dans la maladie de Parkinson, d’ Alzheimer voire dans
la bipolarité (B. Chang-lleto & Di Paolo, 2009; Miranda et al., 2018). Concernant I’implication de
SYNJ2 dans des maladies humaines, peu de choses sont connues. Elle est moins exprimée que SYNJ1
dans les tissus nerveux mais aurait des fonctions similaires (Mani et al., 2007). Elle est potentiellement

impliquée dans I’audition chez la souris (Manji et al., 2011).

PI 5-Phosphatase Substrate(s) Identified on Isolated Enzyme Intact Cell Substrate (s)
OCRL, INPP5F P1(3,4,5)P;, P1(4,5)P,, P1(3,5)P,, PI(4,5)P,
Ins(1,3,4,5)P,4, Ins(1,4,5)P5

INPP5B, type Il PI(3,4,5)P5, PI(4,5)P,, Ins(1,3,4,5)P,, PI1(4,5)P,
Ins(1,4,5) Py

SHIP1, INPP5D P1(3,4,5)P3, Ins(1,3,4,5)P, PI1(3,4,5)P;

SHIP2, INPPL1 PI(3,4,5)Ps, PI(4,5)P,, Ins(1,3,4,5)P, PI(3,4,5)Ps, P1(4,5)P,

SYNj1 PI1(4,5) Py, PI(3,4,5)P, PI(4,5)P,, P1(3,4,5)Ps,

SYNj2 PI1(4,5)P,, PI(3,4,5)P, PI(4,5)P,, PI(3,4,5)P;

INPPSE, type 1V, pharbin PI1(4,5) Py, PI(3,5) Py, PI(3,4,5)P; PI(4,5) Py, P1(3,4,5)P,

PIPP, INPP5] P1(3,4,5)P,, P1(4,5)P,, Ins(1,3,4,5)P,, PI(3,4,5)P,
Ins(1,4,5)Py

SKIP, INPP5K PI(3,4,5)P3, PI(4,5)P,, Ins(1,3,4,5)P,, PI(3,4,5)Ps, P1(4,5)P,
Ins(1,4,5) Py

INPPSA, type 1 Ins(1,4,5)P3, Ins(1,3,4,5)P, Ins(1,4,5)P3, Ins(1,3,4,5)P,

Tableau 2 : Phosphoinositides 5-phosphatases et leurs substrats (Ramos, Ghosh, & Erneux, 2019).
Il est possible que ces substrats varient en fonction du contexte cellulaire. Adapté de (Ramos, Ghosh, &
Erneux, 2019).

3.5.5 INPP5J/PIPP

Le gene codant pour 1’inositol polyphosphate-5-phosphatase J (INPP5J ou proline rich inositol
polyphosphate 5-phosphatase (PIPP)) est situé sur le chromosome humain 22q12.2. Cette 5-phosphatase
est caractérisée par la présence d’une région N-terminale riche en proline, d’un domaine catalytique
central, d’un domaine SKIP carboxyl homology domain (SKICH) et d’un domaine riche en proline a
I’extrémité C-terminale de la protéine. Elle déphosphoryle le P1(4,5)P,, le PI(3,4,5)P3, 1’Ins(1,3,5)Ps et
1’Ins(1,3,4,5)Ps (Ramos, Ghosh, & Erneux, 2019).

Fonctionnellement, cette 5-phosphatase reste encore trés mal connue. Des modifications de son
expression ont été associées a certains cancers humains comme le mélanome et le cancer du poumon
(Ooms et al., 2015; Ye et al., 2013).

3.5.6 INPP5K/SKIP

L’Inositol polyphosphate 5-phosphatase K (INPP5K ou Skeletal muscle and kidney enriched
inositol phosphatase (SKIP)) est une enzyme de 51.1 kDa dont le géne est localisé sur le chromosome
17p13.3. Elle est exprimée de maniére ubiquitaire, mais est tres abondante dans les muscles, le coeur,

le cerveau, les reins, les testicules et les yeux. Plusieurs variants de la protéine ont été mis en évidence,
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et la présence et I’abondance de ces variants dépendent de I’espece et du tissu cible (Pernot et al., 2011).
La structure de la protéine INPP5K est relativement simple. Elle est composée du domaine catalytique
5-phosphatase a son extrémité N-terminale et d’un domaine SKITCH a I’extrémité carboxy-terminale.
INPP5K déphosphoryle a la fois le PI1(3,4,5)Ps et le PI(4,5)P,, mais a une plus grande affinité pour ce
dernier. Aucune activité phosphatase n’a été detectée envers les PI(5)P, PI(3,5)P,, Ins(1,4,5)P; ou
Ins(1,3,4,5)P4 (Schmid et al., 2004). Le domaine SKITCH est dédié aux interactions protéiques et régule
la localisation intracellulaire de I’enzyme. Par exemple, & la suite d’une stimulation par des facteurs de
croissance, le domaine SKITCH induit la translocation d’INPP5K du réticulum endoplasmique vers la
membrane plasmique. La présence de mutations inactivatrices dans le géne codant pour cette protéine
conduit a une forme rare, congénitale de dystrophie musculaire associée a de la cataracte, une petite
taille et a un retard mental (Osborn et al., 2017; Wiessner et al., 2017). L’expression de I’ARNm codant
pour INPP5K est parfois augmentée ou diminuée dans certains types de cancers spécifiques. En effet,
le géne INPPSK fait fréquemment 1’objet de mutations inactivatrices dans certains cancers comme le
carcinome de I’endométre. (ljuin, 2019; Ramos, Ghosh, & Erneux, 2019). Chez la souris, I’inactivation
des deux alléles du gene INPP5K conduit a une létalité embryonnaire a E10. Les souris hétérozygotes
sont viables mais présentent des anomalies, comme une augmentation de la masse musculaire, une
hypersensibilité a I’insuline et une phosphorylation accrue de PKB/AKT (ljuin et al., 2008). Les souris
transgéniques surexprimant INPP5K de maniére ubiquitaire sont viables mais présentent une excrétion
Urinaire retardée a la prise de boisson et une diminution de I’osmolalité plasmatique a son niveau basal

(Pernot et al., 2011).

3.5.7 INPP5E

L’inositol polyphosphate-5-phosphatase E (INPP5E ou Pharbin) est une enzyme de 72 kDa dont
le gene correspondant est localisé sur le chromosome humain 9q34.3. Elle est composée d’une région
riche en proline, du domaine catalytique 5-phosphatase et d’un motif CAAX dans sa région C-terminale.
D’expression ubiquitaire, on la retrouve majoritairement dans le cerveau, le cceur et les testicules. Dans
la cellule, elle se localise au niveau de la membrane plasmique et de ’appareil de Golgi, mais
principalement au niveau du cil primaire (Ramos, Ghosh, & Erneux, 2019). INPP5E est capable de
déphosphoryler le PI(3,4,5)Ps, et dans une moindre mesure le PI(3,5)P; et le P1(4,5)P.. A la différence
des autres 5-phosphatases, elle ne posséde pas d’activité a I’encontre des inositol phosphates solubles
(Hardee et al., 2017; Jacoby et al., 2009).

Chez la souris, I’inactivation d’INPPSE est a I’origine d’une ciliopathie responsable d’importantes
anomalies (anophtalmie, polydactylie, reins polykystiques, exencéphalie, anomalies du squelette) se
traduisant par la mort embryonnaire ou périnatale des nouveaux-nés (Jacoby et al., 2009).

Chez I’homme, INPP5E est impliquée dans des ciliopathies comme les syndromes de Joubert et MORM.
Le syndrome de Joubert est caractérisé par une malformation congénitale du tronc cérébral et une

agénesie/hypoplasie cérébelleuse entrainant des troubles respiratoires, du développement moteur et une
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ataxie. Le syndrome de MORM se caractérise par un retard mental, une obésité du tronc, une dystrophie

rétinienne et un micropenis (Bielas et al., 2009; Hardee et al., 2017; Jacoby et al., 2009).

3.5.8 SHIP1/2
A. SHIP1

Src homology 2 (SH2) domain-containing inositol 5-phosphatase 1 ou phosphatidylinositol
3,4,5-trisphosphate 5-phosphatase 1 (SHIP1) est une enzyme exprimée majoritairement dans le systeme
hématopoiétique et dans les cellules spermatogéniques. Sa structure est composée d’un domaine SH2 a
son extrémité N-terminale, suivi du domaine catalytique 5-phosphatase, d’un domaine C2, d’une région
riche en proline et de tyrosines dans des motifs NPXY. Elle est capable de déphosphoryler le P1(3,4,5)P3
et le PI(4,5)P; en P1(3,4)P; et P1(4)P, respectivement. A la suite d’épissages alternatifs, quatre isoformes
de SHIP1 sont potentiellement générées : SHIP1a, SHIP1B, SHIP16 et s-SHIP1. SHIP1 est une enzyme
régulatrice clée de I’axe PI3K/AKT par sa capacité a hydrolyser le PI(3,4,5)Ps.

La déficience en SHIP1 induit une accumulation de PI(3,4,5)P;, provoguant une réponse
hyperproliférative a une série de facteurs de croissance via la voie PI3/AKT et affectant les cellules et
organes du systéme hématopoiétique (lymphocytes B et T, macrophages, ostéoclastes, plaquettes,...)
(Balla, 2013). Les souris SHIP1™” présentent une activation d’AKT augmentée dans les neutrophiles et
les mastocytes. Elles meurent prématurément aprés avoir développé une pseudoleucémie myéloide
chronique avec prolifération myéloide dans les poumons et une splénomégalie (Helgason et al., 1998;
Liu et al., 1999). Ces souris présentent également une perte osseuse Sévére consécutive a une
hyperactivation des ostéoclastes, un déficit d’agrégation plaquétaire et un augmentation du nombre de
cellules dendritiques spléniques (Antignano et al., 2010; Artemenko et al., 2009; Takeshita et al., 2002).
Récemment, des chercheurs ont montrés que SHIP1 était impliquée dans la régulation de 1’ossification
endochondrale par son expression dans les ostéochondroprogéniteurs. En 1’absence de SHIP1, les souris
présentent un retard de croissance, une hypertrophie accélérée des chondrocytes avec fermeture
prématurée des centres d’ossification secondaires de la plaque de croissance. Ces souris présentent
également une augmentation de la vascularisation de la moelle osseuse. Il a été observé qu’en réponse
a I’hypoxie, les cellules souches mésenchymateuses SHIP17- présentent une activation diminuée d’AKT

et Extracellular signal-regulated kinase 1 and 2 (ERK) comparé aux cellules contréles (So et al., 2020).
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B. SHIP2
1) Structure

SH2 domain-containing inositol 5-phosphatase 2 ou phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate 5-
phosphatase 2 (SHIP2) est encodée par le géne INPPL1 qui est situé chez ’homme sur le chromosome
11923 (Pesesse et al., 1997). La séquence de la protéine chez la souris ou le rat est similaire a 96% a
celle de I’homme (Ishihara et al., 1999; Schurmans et al., 1999).

Bien qu’il existe 2 isoformes générées par ¢pissage alternatif (une isoforme longue de 1258 acides
aminés et une isoforme courte de 1016 résidus dont les résidus 1-242 sont manquants), de nombreux
mutants de la protéine ont été répertoriés chez I’homme comme énoncé précédemment. La protéine
SHIP2 a un poids moléculaire de 155-kDa et est structurée en plusieurs domaines dont I’agencement est
proche de ceux de SHIP1 : un domaine SH2 a I’extrémité N-terminale (manquant chez I’isoforme courte
de la protéine), un domaine catalytique 5-phosphatase, un domaine C2, des régions riches en proline
(motifs PxxP), des sites de phosphorylation sur tyrosine (motifs NPXY) et un domaine Sterile alpha
motif (SAM) a son extrémité C-terminale (Wisniewski et al., 1999).

Le substrat principal de SHIP2 est le P1(3,4,5)Ps dont elle déphosphoryle le carbone en position D-5 du
cycle myo-inositol en PI(3,4)P, (Giuriato et al., 2002) (Figure 29). Ce produit de réaction est capable
d’interagir avec les domaines PH de certaines protéines (comme TAPP1) et est impliqué dans plusieurs
processus physiologiques importants, comme 1’endocytose, la fomation des lamellipodes, la maturation
des invadopodes. (Krause & Gautreau, 2014; Sharma et al., 2013)

Plusieurs groupes de chercheurs ont également montré que le PI(4,5)P; est aussi un substrat de SHIP2,
le transformant en PI1(4)P aprés déphosphorylation (Elong Edimo et al., 2016a; Giuriato et al., 2002;
Nakatsu et al., 2010a). Sans étre sr que ces réactions se produisent également in vivo, il a été rapporté
qu’in vitro, SHIP2 est capable de déphosphoryler I’ins(1,3,4,5)P4 (Pesesse et al., 1998), 1’Ins(1,4,5,6)Pa,
1’Ins(2,4,5,6)P4, 1’Ins(1,2,3,4,5)Ps et le DIC4PI(3,5)P, (Chi et al., 2004; Thomas et al., 2017).
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Figure 29 : Réaction catalysée par
SHIP2 (Thomas et al., 2017). SHIP2
catalyse la  déphosphorylation  du
P1(3,4,5)P3 en PI(3,4,)P2. Le site de la
réaction est identifié par des pointillés
bleus.

Phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate  Phosphatidylinositol 3,4-bisphosphate
Ptdins(3,4,5)P5 Ptdins(3,4)P5

Le domaine SH2 de SHIP2 a la capacité d’interagir avec des protéines contenant des domaines a
phosphotyrosines, comme les protéines adaptatrices P130CAS, I’immunorecepteur FcyRIIb ou le
récepteur tyrosine kinase MET (c-MET) (Bruhns et al., 2000; Koch et al., 2005; Prasad et al., 2001).
Les tyrosines situées dans le motif NPXY de la portion C-terminale de SHIP2 offrent des sites de liaison
aux protéines contenant des domaines Phosphotyrosine binding (PTB) et SH2. La tyrosine Y986 du
motif NPXY fait notamment office de site de phosphorylation (Blero et al., 2001; Thomas et al., n.d.).
La région terminale riche en proline facilite la liaison de kinases, protéines adaptatrices et récepteurs
membranaires contenant des motifs ITIM ou Immunoreceptor tyrosine-based activation motif (ITAM).
Le domaine C2 serait impliqué dans la liaison avec le calcium ou les lipides (Thomas et al., 2017). Le
domaine C-terminal SAM est un domaine d’interaction protéique capable de se dimériser et d’interagir
avec le récepteur EPH receptor A2 (EPHAZ2), ce qui conféere a la protéine SHIP2 des propriétés pro-
oncogéniques (Mercurio et al., 2017; Thomas et al., 2017). Le tableau 3 regoupe I’ensemble des

interactions protéiques répertoriées pour SHIP2.
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SHIP2 protein Method used
interactors for identification
Receptors
EGF co-immunoprecipitation [Pesesse et al., 2001]
PDGF co-immunoprecipitation [Taylor et al., 2000]
FcyRITb (ITIM) co-immunoprecipitation [Muraille et al., 2000]
FcyRIIA (ITAM) co-immunoprecipitation [Pengal et al., 2003]
CSE mass spec [Wisniewski et al., 1999]
cMET yeast two hybrid [Koch et al., 2005]
Abl mass spec [Brehme et al., 2009]
Ephrin A2 yeast two hybrid [Zhuang et al., 2006]
Adaptors/regulators
Shc co-immunoprecipitation [Habib et al., 1998]
p130%s co-immunoprecipitation [Prasad et al., 2001]
p85a mass spec [Brehme et al., 2009]
APS yeast two hybrid [Onnockx et al., 2008]
DOK1 mass spec [Cunningham et al., 2010]
JIP1 yeast two hybrid [Xie et al., 2008a]
Cytoskeletal proteins and/or regulators of endocytosis
c-Chl yeast two hybrid [Vandenbroere et al., 2003]
vinexin yeast two hybrid [Paternotte et al., 2005]
filamin yeast two hybrid [Dyson et al., 2001]
intersectin 1 yeast two hybrid [Xie et al., 2008b]
ARAP-3 yeast two hybrid [Raaijmakers et al., 2007]
CIN-85 mass spec [Havrylov et al., 2009]
Protein phosphatases and subunits
PTP1B mass spec [Mertins et al., 2008]
PR130 mass spec [Zwaenepoel et al., 2010]

Tableau 3 : Protéines interagissant avec SHIP2 (Erneux et al., 2011).

2) Modifications post-traductionnelles

La protéine SHIP2 présente plusieurs sites potentiels de phosphorylation sur des résidus sérines,
tyrosines et thréonines (S132, T165, S241, T958, Y986, Y1135, Y1162, T1254, S1258) (Artemenko et
al., 2007; Deneubourg et al., 2014; Dephoure et al., 2008; Elong Edimo et al., 2011, 2012; Olsen et al.,
2006; Pesesse et al., 2001; Steen et al., 2002). Huit sites de phosphorylation ont été identifiés dans des
cellules COS-7 surexprimant SHIP2, 3 dans des astrocytomes humains avec un niveau endogéne de
SHIP2 (Elong Edimo et al., 2012). Bien que tous n’ayant pas encore été confirmés, ceux-ci seraient
impliqués dans les interactions avec d’autres protéines, dans la modulation de I’activité de la fonction
catalytique et dans la signalisation des PI.

La premiere preuve de phosphorylation de SHIP2 sur sérine/thréonine a été identifiée dans des
préadipocytes 3T3-L1 stimulés avec du Platelet-derived growth factor (PDGF) et surexprimant SHIP2.
Cette stimulation induit la phosphorylation de SHIP2 sur T958, diminuant la phosphorylation de SHIP2
sur tyrosine et sa capacité d’interaction avec d’autres protéines adaptatrices comme Src homology 2
domain containing transforming protein 1 (SHC) (Artemenko et al., 2007; Elong Edimo et al., 2012).
La phosphorylation de SHIP2 sur S132 jouerait un role dans la régulation de la localisation de SHIP2 et
sur sa stabilité. Lorsque phosphorylé sur S132, SHIP2 se concentre prés des granules nucléaires

(speckles), ce qui pourrait moduler le pool de PI(4,5)P nucléaire et avoir un impact sur I’expression de
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genes en ayant un controle sélectif des ARNm via la régulation d’une polymérase poly(A) (Elong Edimo
etal., 2011; Mellman et al., 2008).

Ces modifications post-traductionnelles seraient dépendantes du type de stimulation. Ce phénomene a
notamment été montré dans des cellules COS-7 surexprimant SHIP2 et marquées a I’isotope 2P, et ol
la stimulation avec EGF provoque une phosphorylation sur tyrosine de maniére plus intense qu’une
stimulation par I’insuline (Elong Edimo et al., 2011).

SHIP2 peut également étre le site d’ubiquitination ce qui pourrait influencer sa stabilité protéique.
Lorsque des cellules COS-7 sont stimulées avec du EGF, SHIP2 est ubiquitinisé sur K315,
conjointement a la perte d’interaction entre le domaine SH2 de SHIP2 et la protéine c-CBL (De Schutter
et al., 2009). Plus récemment, lorsque S-phase kinase-associated protein 2 (SKP2), un composant du
complexe de I’E3-ubiquitine-ligase, est augmenté dans des cellules de carcinome hépatocellulaire
(HCC) surexprimant la protéine Hepatitis B virus x protein (HBx), on observe une augmentation de la
polyubiquitinisation de SHIP2 conjointement a une diminution de son expression protéique sans
diminution de son taux d’ARNm (Su & Yu, 2019).

3) Localisation

La protéine SHIP2 est exprimée de maniére ubiquitaire durant la vie embryonnaire et adulte (Muraille
etal., 2001; Schurmans et al., 1999). En effet, chez la souris, I’ARNm de SHIP2 a été retrouvé dans tous
les tissus analysés, dont le cartilage (Schurmans et al., 1999). L utilisation du géne rapporteur LacZ chez
des souris INPPL1” a permis de mettre en évidence une trés forte expression dans le cerveau, les
muscles et le ceeur, et une plus faible expression dans les poumons, le rein et le foie (Sleeman et al.,
2005). Les fonctions physiologiques de SHIP2 seraient modulées en fonction de sa location
intracellulaire. Par exemple, SHIP2 aurait préférentiellement comme substrat le PI(3,4,5)P; lorsque
présente au niveau de la membrane plasmique, et le PI(4,5)P, lorsque présente dans le noyau prés
granules nucléaires (speckles) (Elong Edimo et al., 2011). SHIP2 est cependant majoritairement
cytoplasmique. Comme évoqué précédemment, des modifications post-traductionnelles peuvent
influencer sa localisation. A la suite de la stimulation par divers stimuli, elle est déplacée vers la
membrane plasmique ou vers les points focaux d’adhérence grace a ces différents domaines. En effet,
les interactions protéiques faisant intervenir le domaine SH2 permet a SHIP2 de se connecter a des voies
de signalisation spécifiques et de relocaliser I’enzyme dans le compartiment cellulaire adéquat, mettant
en évidence d’autres fonctions de la protéine (Wang et al., 2018). Par exemple, SHIP2 a une localisation
périnucléaire dans les cellules HeLa maintenues dans du sérum. En présence d’EGF, une fraction du
pool de SHIP2 est déplacée vers la membrane plasmique (Deneubourg et al., 2010). La présence de
SHIP2 a également été identifiée au niveau du noyau cellulaire, principalement pres granules nucléaires
des astrocytomes 1321 N1 et des cellules musculaires lisses vasculaires de porc (Déléris et al., 2003;
Elong Edimo et al., 2011).
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4) Fonctions
a. SHIP2 dans la voie de signalisation de l'insuline

Les premiers travaux sur SHIP2 1’ont impliquée dans la voie de signalisation de I’insuline. En
effet, via sa fonction catalytique (qui déphosphoryle le PI(3,4,5)Ps en P1(3,4)P,) (Figure 30), SHIP2
affecte négativement I’activation de la PKB/AKT et la voie des MAPK, réduisant la synthése de
glycogene, la translocation du transporteur de glucose Glucose transporter type 4 (GLUT4) a la
membrane plasmique et 1’asborption du glucose par la cellule (Blero et al., 2001; Ishihara et al., 1999;
Sasaoka et al., 2003; Wada et al., 2001). 1l a été montré que la présence de mutations affectant le géne
INPPL1 augmente notamment la susceptibilité au diabéte de type 2 chez le rat et I’homme (Kagawa et
al., 2005; Marion et al., 2002). Chez la souris, ’absence de SHIP2 procure une résistance a 1’obésité
(Sleeman et al., 2005), alors que la surexpression de SHIP2 altére leurs performances cognitives, réduit
les effets neuroprotecteurs de 1’insuline dans le cerveau, module la sensibilité a I’insuline et I’expression
des enzymes hépatiques phosphoénolpyruvate carboxykinase (PEPCK) et glucose-6-phosphatase
(G6Pase) (Accardi et al., 2014; Fukui et al., 2005; Grempler et al., 2007; Soeda et al., 2010). Les souris
diabétiques expriment par ailleurs plus de protéine SHIP2 dans leur cerveau que les non diabétiques.
Les effets délétaires liés a cette augmentation peuvent étre réduits dans un modele de souris

transgéniques exprimant une protéine SHIP2 catalytiquement inactive (Soeda et al., 2010).
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Chez le rat soumis a un régime riche en graisse, 1’administration d’'un ARN anti-sens ciblant
spécifiquement SHIP2 améliore la sensibilité des muscles a I’insuline (Buettner et al., 2007). Toujours
chez le rat, des mutations dans le géne SHIP2 ont été identifiées dans la lignée d’individus diabétiques
et hypertendus Goto-Kakizaki. L’une d’entre elles situées dans le domaine riche en proline (R1142C)
induit la diminution de la phosphorylation de la PBK/AKT et des MAPK in vitro (Marion et al., 2002).
Chez I’homme, plusieurs études se sont interessées a 1’assocation entre le diabéte de type 2 et SHIP2. Il

en ressort que différents polymorphismes affectant les portions 5> ou 3’ non traduites du géne INPPL1
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sont associés au diabete de type 2 dans plusieurs cohortes de patients. Un autre polymorphisme situé
dans le domaine 5-phosphatase de SHIP2 serait capable de moduler ’activité de la protéine et de
protéger d’une insulinorésistance (Kagawa et al., 2005). SHIP2 serait par conséquent une cible
thérapeutique a investiguer pour le traitement de cette maladie (Ishida et al., 2006; Kaisaki et al., 2004;
Marion et al., 2002).

b. SHIPZ et le cytosquelette

La protéine SHIP2 est également impliquée dans différents processus cellulaires contrélant le

cytosquelette comme I’endocytose, 1’adhésion cellulaire, la prolifération et 1’apoptose. Ces fonctions
s’exécutent notamment via I’intération avec d’autres partenaires protéiques.
La direction que peuvent prendre les effets de SHIP2 dans ces processus cellulaires est fortement
dépendante du type cellulaire dont il est question. Par exemple, dans le cadre du cancer de I’estomac ou
I’expression de SHIP2 est généralement diminuée, la surexpression de SHIP2 induit I’apoptose, inhibe
la prolifération cellulaire et supprime la motilité cellulaire et I’invasion (Ye et al., 2016). A I’inverse,
une diminution de I’apoptose est observée dans des cellules de myélome multiple ou de cancer du
poumon (déficiente en SHIP1) traitées avec un inhibiteur total de SHIP1/2 (Fuhler et al., 2012).

L’effet de SHIP2 sur 1’adhésion et la prolifération cellulaire nécessite I’interaction avec la protéine
adaptatrice p130CAS qui jouerait le role de médiateur entre le domaine SH2 de la forme phosphorylée
de SHIP2 et I’organisation du cytosquelette d’actine (Prasad et al., 2001). Des cellules HeLa exprimant
un mutant de R47G du domaine SH2 de SHIP2 présentent une adhésion cellulaire fortement réduite par
rapport aux cellules exprimant la protéine sauvage. Cet effet a également été observé avec une protéine
SHIP2 catalytiquement inactive. Ces effets de SHIP2 dépendent notamment de sa phosphorylation sur
tyrosine par la kinase SRC (McKinley et al., 2013; Prasad et al., 2002).

Via sa partie C-terminale, SHIP2 interagit avec la vinexine, protéine impliquée dans la prolifération
cellulaire et I’organisation du cytosquelette. Leur interaction permet de relocaliser SHIP2 en périphérie

de la cellule, ce qui favorise I’adhésion cellulaire (Vandenbroere et al., 2003).

Dans les cellules COS-7, SHIP2 s’associe par sa région riche en proline avec la protéine Intersectin-1,
ce qui a pour conséquence de concentrer SHIP2 prés des vésicules d’endocytose en formation. On
observe que la durée de vie de ces vésicules d’endocytose est raccourcie si I’expression de SHIP2 est
réduite, ou que la synthése des substrats de SHIP2 est augmentée (Nakatsu et al., 2010b). Dans un
modeéle de cellules N1 de glioblastome, la régulation du P1(4,5)P; et du PI(4)P par SHIP2 permet de
contrdler la migration cellulaire via 1’organisation d’adhésion focale (Ramos et al., 2018). SHIP2

interagit également avec la filamine, une protéine impliquée dans 1’organisation du cytosquelette. Leur
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interaction permet de concentrer SHIP2 prés des renflements membranaires (ruffling) et d’y réguler
I’actine sous-membranaire via le PI(3,4,5)Ps et la PI3K (Dyson et al., 2001).

La formation de lamellipode est associée a la présence d’un complexe protéique qui inclut SHIP2, la
lamellipodine et la filamine. SHIP2 intervient également dans la synthése du P1(3,4)P2 qui est un ligand
spécifique de la lamellipodine (Krause & Gautreau, 2014; Venkatareddy et al., 2011).

SHIP2 se lie au récepteur HGF (c-MET) qui stimule la prolifération cellulaire. En présence d’un mutant
catalytiqguement inactif de SHIP2, ce phénomeéne est aboli (Koch et al., 2005).

Les invadopodes sont des protrusions de la membrane plasmique riches en actine en direction de la
matrice extracellulaire. Elles seraient impliquées dans certains processus tumoraux. La formation
d’invadopodes est associée a ’augmentation de [’activité de la PI3K et de SHIP2 ayant pour
conséquence une augmentation de la concentration de PI(3,4)P.. SHIP2 régule leur maturation en
s’associant avec le complexe d’intiation composé de ’actine, la N-WASP, la cortactine et la cofiline
(Hoshino et al., 2012; Sharma et al., 2013).

SHIP2 intervient également dans I’expansion et la migration cellulaire via I’interaction avec la protéine
RhoA. Dans les cellules MDCK exprimant la protéine core du virus de I’hépatite C, la surexpression de
SHIP2 permet de rétablir la polarité cellulaire et I’activité de RhoA (Awad et al., 2013). Le domaine
SAM situé a I’extrémité carboxy-terminale de SHIP2 permet d’établir une interaction hétérodimeérique
avec ARAP3 qui module le remodelage du cytosquelette d’actine (Raaijmakers et al., 2007). En
augmentant la concentration de PI(3,4)P,, SHIP2 permet d’accélérer la dégradation de la protéine
ARAP3, provoquant une hyperactivation de RhoA et favorisant la neurodégénérescene liée a la maladie
d’Alzheimer (Lee et al., 2019).

La déplétion de SHIP2 dans les cellules PC12 stimulées par le facteur de croissance nerveuse (NGF)
induit une augmentation du nombre et de la longueur des neurites (Aoki et al., 2007).

Dans les adipocytes 3T3-L1, la stimulation par le PDGF phosphoryle SHIP2 sur tyrosine T958 ce qui
améliore son interaction avec SHC et augmente la prolifération cellulaire. L ’expression d’un mutant
catalytiqguement inactif de SHIP2 conduit a I’effet inverse : une accumulation de PI(3,4,5)P; est
observée, provoquant la dégradation du récepteur PDGF (Artemenko et al., 2007, 2009).

L’absence d’activité catalytique de SHIP2 dans les tubes proximaux rénaux induit une augmentation de

la densité de microvillosités et de la réabsorption en solutés (Sayyed et al. 2017).

Plusieurs travaux ont mis en évidence des fonctions pro- ou anti-tumorales de SHIP2 chez I’homme et
dans des modeles murins. Par exemple, I’interaction de SHIP2 avec IQ motif containing GTPase
activating protein 2 (IQGAP2) via son domaine SAM, conduit a une augmention de son activité 5-
phosphatase, ce qui inhibe la migration et I’invasion de cellules gastriques cancéreuses (Xu et al., 2020).
L’expression de la protéine SHIP2 est augmentée dans les échantillons de carcinomes laryngés a cellules

squameuses, de carcinomes hépatocellulaires, de cancers bronchiques non a petites cellules (NSCLC),
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de cellules de cancer colorectal et de cancer du sein. Dans ces contextes, SHIP2 pourrait devenir un outil
diagnostic et une cible thérapeutique car son expression a été correlée positivement avec la gravité de la
maladie (stade métastatique, survie...) (Fu et al., 2014; Fu, Fan, et al., 2013; Fu, Gu, et al., 2013; Yang
etal., 2014; X. Zhou et al., 2011). Mais cette association/corrélation est parfois inversée. Par exemple,
une correlation négative entre I’expression protéique de SHIP2 et de I’agressivité du processus

néoplasique est rapportée dans le cadre du carcinome papillaire thyroidien (Zhou et al., 2018).

Dans les cellules HelLa et les cellules cancéreuses MDA-MB-231, il a été montré que I’ubiquination de
SHIP2 sur K315 empéche la liaison de son domaine SH2 avec c-Cbl, liaison qui a normalement pour
fonction de maintenir 1’activation du récepteur EGF en masquant le site d’ubiquination du récepteur
destiné a cibler sa dégradation par le protéasome. La réduction de I’expression de SHIP2 par ARN
interférent accroit la dégration du récepteur a I’EGF, ce qui diminue in vitro la prolifération cellulaire.
Cette diminution de I’expression de EGF diminue la phosphorylation d’AKT et I’expression du
récepteur CXCR4 impliqué dans le développement de métatastases (Prasad, 2009; Prasad et al., 2008).
De la méme maniére, la sous-unité PR130 de la protéine phosphatase A2 (PPA2) est capable de se lier
a SHIP2, ce qui prévient la dégradation du récepteur EGF (Zwaenepoel et al., 2010).

c. SHIP2 et le systéme immunitaire

SHIP2 interagit avec deux types de récepteurs de faible affinité pour les immunoglobulines G
(FcyR) qui possedent des motifs ITIM et ITAM : ITAM-containing FcyRlla et ITIM-containing
FcyRIlb. Ces deux récepteurs sont notamment présents sur les monocytes et les macrophages. Lorsque
des ligands se fixent sur les récepteurs FcyRlIla, leurs motifs ITAM sont phosphorylés, conduisant a
I’activation des voies de signalisation menant a la phagocytose. Il a été montré que SHIP2 inhibe la
réponse proliférative découlant de I’activation du récepteur FcyRIIb (Fong et al., 2000). Dans un modéle
murin de maladie d’Alzheimer, I’inhibition de la protéine SHIP2 permet de réduire le trouble de

mémoire associé a cette pathologie (Kam et al., 2016).

En interagissant avec la protéine d’adhésion aux cellules vasculaires 1 (VCAM-1) impliquée dans
I’adhésion leucocytes-cellules endothéliales, SHIP2 serait impliquée dans la reconnaissance
immunitaire et I’interaction cellulaire (Byron et al., 2012).

Chez le poisson zebre, SHIP2 limite ’activité et le recrutement des neutrophiles en modulant leur
motilité via la régulation de la concentration en P1(3,4,5)P3 (Lam et al., 2012).

SHIP2 régule négativement la tyrosine kinase TEC impliquée dans la liaison antigene-récepteur aux
antigenes des lymphocytes T (TCR) (Tomlinson et al., 2004). SHIP2 interagit également avec la tyrosine
kinase Discoidin domain receptor 1 (DDR1) impliquée dans 1’adhésion, la migration, la survie et la

prolifération cellulaire (Wang et al., 2006).
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4 LA SOURIS SHIP24A

4.1 Origine

Afin d’étudier le réle de SHIP2 in vivo chez la souris, plusieurs groupes ont construit des souris
génétiquement modifiées présentant une diminution ou une absence d’expression de 1’enzyme SHIP2.
En 2005, Sleeman a généré une souris déficiente pour Inppll chez laquelle les 18 premiers exons du
gene ont été supprimés. Bien que les exons 19 a 28 soient intacts, cette souris ne produit aucun ARNm
ni proteine SHIP2. Cette souris SHIP2" est viable, présente un retard de croissance corporel d’environ
15-20% par rapport a la souris contrdle, ainsi que des anomalies de développement et de forme du crane
(museau raccourci). Ces anomalies apparaissent vers 3-4 semaines, au moment du sevrage. La souris
SHIP2- est résistante a la prise de poids lorsque soumise a un régime riche en graisse et présente
également des concentrations sanguines plus élevées en cholestérol et triglycérides (Sleeman et al.,
2005).

Pour la réalisation de ce travail, nous avons utilisé une autre souris disponible dans le laboratoire héte,
la souris SHIP2%2 construite par Dubois en 2012. Comme pour beaucoup de souris génétiquement
modifiées, cette souris a été construite sur base du systéme de recombinaison Cre-Lox qui permet
d’induire une inactivation partielle ou totale du géne d’intérét dans un type cellulaire spécifique et/ou
contrdlée dans le temps par I’expérimentateur. Ce systéme comporte une enzyme dérivée du
bactériophage P1, la recombinase Cre, qui va recombiner le matériel génétique encadré par de courtes
séquences LoxP, également nommées « flox » (contraction de « Flanked by LoxP sites » = encadré par
des séquences LoxP). Cette méthode permet de réaliser des délétions, translocations, inversions ou
insertions dans I’ADN a des sites choisis par I’expérimentateur. 11 est dés lors possible d’activer,
réprimer ou d’échanger des fragments de géne. L’expression de la recombinase Cre peut étre controlée
afin de restreindre son action dans un type cellulaire spécifique, ou d’étre exprimée par un stimulus
externe comme un agent chimique ou un choc thermique.

La souris SHIP2%A a été générée a la suite du croisement entre une souris SHIP2fox(18+19)flox(18+19) gyec
une souris PGK-Cre (phosphoglycérate kinase (PGK) ).

Chez la souris SHIP2 flox(18+19)/flox(18+19) (que nous simplifierons « souris SHIP2f1o¥fox ) “les exons 18 et
19 du géne Inppll sont encadrés par des séquences LoxP. Ces exons sont situés dans une région
essentielle du domaine catalytique de 1’enzyme SHIP2 et représentent par conséquent la cible de la
recombinase Cre (Wada et al., 2001) (Figure 31A). En croisant cette souris avec une souris exprimant
une recombinase Cre sous la dépendance d’un promoteur fort et ubiquitaire dés les premiers stades du
développement embryonnaire (PGK-Cre), le groupe de Dubois a obtenu une souris exprimant une
protéine SHIP2 tronquée de 57 acides aminés, la protéine SHIP2 A. Alors que la protéine sauvage

comptabilise 1257 acides aminés, la protéine tronquée ne compte en effet que 1200 acides aminés
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(Dubois et al., 2012). Ce sont ces souris a 1’état homozygote, les souris SHIP2 2’4, qui ont fait I’objet

des analyses dans ce travail.
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Figure 31. Génération de la souris SHIP24* mutante catalytiquement inactive (Dubois et al., 2012).
A. Représentation du locus sauvage de SHIP2, du locus ciblé, du locus floxé et du locus A. Les barres
verticales noires sont les exons, NEO est la cassette de résistance a la néomyecine et les fléches blanches
les sites loxP. B. Analyse par Western Blot d’extrait protéique de tissu périgénital avec un anticorps
anti-SHIP2 : signaux détectés a 160kDa (SHIP2**), 153kDa (SHIP2~%). L’actine a été utilisée comme
contréle de charge. C. Quantification de Western Blot de souris sauvage SHIP2*"* et de souris mutante
SHIP242, Les résultats révelent que la souris mutante exprime une protéine SHIP2 qui a un taux
d’expression diminué de 65% par rapport & la protéine sauvage. Moyenne +-SEM de 8 expériences
indépendantes. D. La protéine tronquée détectée dans les souris SHIP222 est catalytiquement inactive :
Immunoprécipitation de SHIP2 depuis du lysat de cceur total incubé avec du PI(3,4,5)P3. La libération
de phosphate (en pmol) a été quantifiée. Moyenne +- SEM de triplicats d’une expérience représentative.
E. In situ hybridation du cerveau de souris SHIP2** et SHIP2~2 marqué avec une sonde tyrosine
hydroxylase : les points noirs de I’image du haut représente le locus coeruleus. Leur présence dans les
souris SHIP2Y2 certifie que le géne Phox2a est intacte dans ces souris. L’image du bas représente un
grossissement du locus coeruleus. Statistiques (non-parametric two-tailed Mann-Whitney U-test) :
***p<0.001. Adapté de (Dubois et al., 2012)

4.2  Caractéristiques

Les souris SHIP2 ~A sont viables et la fréquence des génotypes suit les lois de Mendel. Elles
expriment exclusivement une protéine SHIP2 tronquée de 57 acides aminés, mais a un niveau réduit

d’environ 65% comparé a la protéine sauvage exprimée par les souris SHIP2*"* (Figure 31B-C). La perte
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d’activité catalytique 5-phosphatase a été confirmée par un test de libération de phosphate en présence
du substrat PI(3,4,5)Ps (Dubois et al., 2012) (Figure 31D).

Le remplacement de la protéine sauvage par cette protéine SHIP2 A engendre une série d’anomalies
déveloptementales et métaboliques.

Les souris SHIP2 ~A présentent un retard de croissance : elles ont une taille réduite de 15% et un poids
corporel diminué de 20% en comparaisont aux souris SHIP2** de méme &ge et de méme sexe (Figure
33A-B). Elles présentent également des anomalies créniales : une téte arrondie et un museau court
associés a un créane arrondi et plus court mais ou les sutures osseuses craniennes sont normales (Figure
32A-B). Ces anomalies sont présentes indifféremment du sexe et apparaissent peu avant le sevrage
(Dubois et al., 2012).
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Figure 29. Phénotype de la souris SHIP2* générée par Dubois. A. Les souris SHIP2Y2 (A/A)
présentent un retard de croissance avec une taille réduite de 15% et un poids corporel diminué de 20%
comparés aux souris controles SHIP2** (+/+) de méme age et de méme sexe. Elles présentent également
une dysmorphie faciale composée d’une téte arrondie et un museau court associés a un crane arrondi
(B.) et plus court mais ou les sutures osseuses craniennes sont normales. Ces anomalies sont présentes
indifféremment du sexe et apparaissent peu avant le sevrage (Dubois et al. 2012). Adapté de (Dubois et
al., 2012; Vande Catsyne et al., 2020).

Le poids des muscles squelettiques (quadriceps fémoral) et I’adiposité (graisse périgonadique) sont
également diminués chez ces souris génétiquement modifiées par rapport aux souris contrdles. L’analyse
histologique de ces tissus a mis en évidence une réduction de la surface de section des fibres musculaires
et de la taille des adipocytes. Le nombre d’adipocytes est également diminué, mais uniquement chez
25% des souris SHIP2¥A analysées. Le tractus génital femelle des souris SHIP24* présente des
anomalies de développement (Dubois et al., 2012) (Figure 33C-H).

Les souris SHIP2Y2 présentent également une augmentation du taux d’adiponectine, une diminution du
taux de leptine, une hyperphagie, et un taux de cholestérol et de triglycérides diminués. Ces anomalies

semblent toucher plus intensément les souris males. Bien qu’aucune différence n’ait été identifiée sur la
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tolérance au glucose ni a la sensibilité a ’insuline, ces souris présentent des anomalies de sécrétion de

I’insuline (Dubois et al., 2012).
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Figure 33. Altérations développementales des souris SHIP2** (Dubois et al., 2012). Moyenne +-
SEM de la taille du corps (A.) et du poids (B.) de souris males (SHIP2** (+/+) n=15 ; SHIP2** (A/A)
n=12) agées de 16 semaines. Les souris SHIP242 sont significativement plus courtes et plus légéres que
les souris SHIP2**. C-D. Les poids du quadriceps fémoral et de la graisse périgénitale sont
significativement moins élevés chez les souris males SHIP2~2 (n=5) que les souris SHIP2"* (n=7).
Chaque colonne représente la moyenne +- SD et le poids de 1’organe relatif au poids de la souris. E-F.
Moyenne +-SEM de fibres musculaires du quadriceps (n=74 fibers) et de zones de coupes adipocytaires
périgénitales (n=100 adipocytes). Les fibres musculaires et la taille de la zone de coupe sont
significativement diminuées chez les souris SHIP2** par rapport aux souris SHIP2**. G. Images de
coupes hématoxyline/éosine de la graisse périgénitale d’une souris SHIP2*'* et de deux souris SHIP2%/4,
Le nombre et la taille des adipocytes sont significativement diminués chez les souris mutantes (Echelle :
100um). H. Images représentatives du tractus génital de souris dgées de 16 semaines SHIP2** et
SHIP244,  Statistiques (non-parametric two-tailed Mann-Whitney U-test) : *p<0.05 ;**p<0.01 ;
***n<(0.001. Adapté de (Dubois et al., 2012).
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Chapter 2 Objectifs

Lorsque 1’on parcourt la littérature sur la protéine SHIP2, on remarque que cette 5-phosphatase
a surtout été étudiée dans le cadre de son role dans des processus physiologiques comme 1’adhésion, la
migration, la prolifération et la survie cellulaire, ainsi que dans les voies de signalisation des facteurs de
croissance et de I’insuline. Les résultats de ces analyses publiées montrent que ces parameétres se
trouvent souvent altérés lorsque 1’enzyme SHIP2 est inactivée ou surexprimée selon le modele murin
étudié. Mais parmi les modéles murins d’inactivation de SHIP2, plusieurs présentent également des
modifications morphologiques, comme un retard de croissance et des anomalies faciales qui jusqu’a

présent avaient été peu abordées dans la littérature.

Bien qu’encore limité, le recensement croissant du nombre d’individus atteints d’opsismodysplasie
permet d’en dégager certaines caractéristiques. Un an avant le début de ce travail, plusieurs groupes de
chercheurs ont établi un lien entre D’inactivation de 1’enzyme SHIP2 chez I’homme et
I’opsismodysplasie. Il devenait important de comparer les anomalies de développement du squelette
présentes chez les souris SHIP22 avec celles publiées sur les patients souffrant d’opsismodysplasie.

On constate qu’il y a une ressemblance entre le phénotype des souris et celui des patients mais il reste
de nombreuses inconnues quant au mécanisme menant de la mutation inactivatrice de SHIP2 a la
maladie. Les quelques analyses histologiques réalisées chez les patients ont montré des altérations

séveres de la plaque de croissance, ce qui pourrait expliquer en partie le phénotype.

Par conséquent, les objectifs de ce travail sont :

1. Définir si la souris SHIP2Y* peut servir de modéle pertinent pour étudier I’OPS humaine.
Pour cela, ossification endochondrale d’os longs de souris SHIP242 a été étudiée afin
d’identifier d’éventuelles anomalies architecturales et de les comparer avec celles

précédemment identifiées dans 1’OPS.
2. La fonction de SHIP2 dans des chondrocytes murins. Sur base de cellules primaires et de

cellules ATDCS5, nous avons étudié ’effet de I’inactivation de 1’activité 5-phosphatase de

SHIP2 sur la formation de la matrice extracellulaire et la signalisation intracellulaire.
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Section expéerimentale

Etude :

Altered chondrocyte differentiation, matrix mineralization and
MEK-Erk1/2 signaling in an INPPL1 catalytic knock-out mouse model

of opsismodysplasia.
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Préambule

L’opsismodysplasie est une dysplasie squelettique sévere a transmission autosomale récessive
causée par des mutations inactivatrices du géne INPPL1/SHIP2. Le mécanisme moléculaire qui méne
de la mutation du gene a I’opsismodysplasie est totalement inconnu. Dans notre étude, nous avons utilisé
une souris SHIP2%2 exprimant de maniére réduite une protéine SHIP2 tronquée catalytiquement inactive
ainsi qu’une molécule inhibitrice de I’activité 5-phosphatase de la protéine afin d’investiguer in vivo, ex
vivo et in vitro le rble de cette 5-phosphatase dans le développement de la plaque de croissance et la
minéralisation. Premieérement, comme observé chez les patients opsismodysplasiques, 1’inactivation
catalytique de SHIP2 chez la souris conduit a une réduction de la taille du corps, une réduction des os
longs, un dysmorphisme cranio-facial, ainsi qu’a une réduction de la taille de la zone hypertrophique et
des anomalies dans la minéralisation de la plaque de croissance. Deuxiemement, les anomalies osseuses
intrinséques liées a la présence de la protéine SHIP2 A sont suffisantes pour induire ex-vivo les
altérations caractéristiques de 1’opsismodysplasie sur la croissance osseuse, I’histologie et la
minéralisation. Troisiémement, I’expression de 1’ostéocalcine est significativement augmentée lorsque
SHIP2 est inactivé dans des chondrocytes primaires en culture, et associée a une diminution de la
formation de nodules minéralisés. Le ciblage de I’ARNm de 1’ostéocalcine par un shRNA spécifique
augmente la production de nodules minéralisés. Quatriemement, les niveaux de phosphorylation de
MEK et ERK1/2 sont significativement augmentés lorsque I’activité catalytique de SHIP2 est diminuée
ou absente dans des chondrocytes primaires stimulés avec du sérum et de I’IGF-1, mais pas avec du
FGF2, comparés aux contrbles. Le traitement de chondrocytes et de métatarses en culture avec un
inhibiteur de la phosphorylation de MEK rétablit partiellement la formation de nodules minéralisés, la
taille de la zone hypertrophique et la croissance osseuse, permettant d’envisager un jour un traitement
qui pourrait permettre de réduire le phénotype observé.

Ensemble, ces résultats indiquent que les souris SHIP2%2 représentent un modeéle pertinent pour
I’opsismodysplasie humaine. IIs permettent de souligner le rdle de SHIP2 dans les chondrocytes durant
’ossification endochondrale. Finalement, nous avons mis en évidence le role de I’ostéocalcine dans la
synthése de nodules minéralisés et celui de la voie de signalisation MEK-ERK1/2 dans le phénotype

opsismodysplasique.
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Opsismodysplasia (OPS) is a rare but severe autosomal recessive skeletal chondrodysplasia
caused by inactivating mutations in the Inppl1/Ship2 gene. The molecular mechanism leading
from Ship2 gene inactivation to OPS is currently unknown. Here, we used our Ship2** mouse
expressing reduced amount of a catalytically-inactive SHIP2 protein and a previously reported
SHIP2 inhibitor to investigate growth plate development and mineralization in vivo, ex vivo and in
vitro. First, as observed in OPS patients, catalytic inactivation of SHIP2 in mouse leads to reduced
body length, shortening of long bones, craniofacial dysmorphism, reduced height of the hyper-
throphic chondrocyte zone and to defects in growth plate mineralization. Second, intrinsic
Ship2*/® bone defects were sufficient to induce the characteristic OPS alterations in bone growth,
histology and mineralization ex vivo. Third, expression of osteocalcin was significantly increased
in SHIP2-inactivated chondrocyte cultures whereas production of mineralized nodules was
markedly decreased. Targeting osteocalcin mRNA with a specific sShRNA increased the produc-
tion of mineralized nodules. Fourth, levels of p-MEK and p-Erk1/2 were significantly increased in
SHIP2-inactivated chondrocytes in response to serum and IGF-1, but not to FGF2, as compared to
control chondrocytes. Treatment of chondrocytes and bones in culture with a MEK inhibitor
partially rescued the production of mineralized nodules, the size of the hypertrophic chondrocyte
zone and bone growth, raising the possibility of a treatment that could partially reduce the
phenotype of this severe condition.

Altogether, our results indicate that Ship. mice represent a relevant model for human OPS.
They also highlight the important role of SHIP2 in chondrocytes during endochondral ossification
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and its different differentiation steps. Finally, we identified a role of osteocalcin in mineralized
nodules production and for the MEK-Erk1/2 signaling pathway in the OPS phenotype.

1. Introduction

Opsismodysplasia (OPS, OMIM 258480) is a rare but severe autosomal recessive skeletal chondrodysplasia clinically character-
ized by short stature, short limbs, small hands and feet, macrocephaly and a specific facial dysmorphism (Maroteaux et al., 1984;
Beemer and Kozlowski, 1994; Tyler et al., 1999; Cormier-Daire et al., 2003). The clinical outcome is variable, ranging from em-
bryonic or early postnatal lethality to longer survival, which may sometimes reach more than 20 years (Maroteaux et al., 1984;
Beemer and Kozlowski, 1994; Tyler et al., 1999; Cormier-Daire et al., 2003; Below et al., 2013; Huber et al., 2013; Iida et al., 2013).
Typical radiographic features include short long bones with markedly delayed epiphyseal mineralization, metaphyseal cupping, short
metacarpals and phalanges, and severe platyspondyly. Histological studies on bones from affected OPS individuals are scarce in the
literature, but growth plate alterations have been reported. Indeed, increased chondrocyte density and abnormal chondrocytes
clustering in the resting zone have been observed, as well as a nearly lack of columnar organization in the proliferative zone and a
reduced height and cell density of the hypertrophic zone. The mineralized matrix trabeculae were reported to be either thick or short
but always irregular (Tyler et al., 1999; Cormier-Daire et al., 2003; Huber et al., 2013). These histological alterations were observed
in all OPS cases analyzed, but varied markedly in severity among patients, paralleling the variability of the radiological and clinical
manifestations (Cormier-Daire et al., 2003). In 2013, it was reported that OPS is the consequence of homozygous or compound
heterozygous mutations in the Inppll gene, encoding for the SHIP2 protein (Below et al., 2013; Huber at al., 2013; lida et al., 2013).
More than 25 different mutations have been detected in OPS individuals, including nonsense, in-frame, missense, frameshift and
splice site mutations. Most of them are predicted to severely alter or inactivate the catalytic function of the SHIP2 protein, but the
molecular mechanisms of the disease are currently not understood (Below et al., 2013; Huber et al., 2013; lida et al., 2013; Fradet and
Fitzgerald, 2017). SHIP2 is a member of the inositol polyphosphate 5-phosphatases family and its catalytic activity is directed against
both phosphatidylinositol 3,4,5-trisphosphate (PtdIns(3,4,5)P3) and phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PtdIns(4,5)P2) (Giuriato
et al., 2002; Zhang et al., 2007; Elong Edimo et al., 2014, 2016; Thomas et al., 2017). In addition to its central catalytic domain, the
1258 amino acids SHIP2 protein contains several motifs known to be involved in protein-protein interactions, meaning that SHIP2 is
also a docking protein for specific intracellular molecules. The SHIP2 protein is largely expressed in hematopoietic and non-hema-
topoietic cells during embryonic and adult life (Schurmans et al., 1999; Muraille et al., 2001). Functionally, SHIP2 is important for
the control of many cellular processes, including cell migration, proliferation and adhesion, endocytosis, as well as for insulin and
growth factors signaling (Suwa et al., 2010; Hakim et al., 2012; Dyson et al., 2012; Elong Edimo et al., 2014; Thomas et al., 2017;
Ramos et al., 2019). Analysis of SHIP2 functions in vivo in genetically-modified mice and zebrafish revealed that PI3-kinase (PI3K)
and mitogen-activated protein kinases (MAPK) signaling pathways are altered upon SHIP2 total or catalytic knock-out, leading to
growth defects (Sleeman et al., 2005; Jurynec et al., 2010; Dubois et al., 2012). Despite the fact that inactivating mutations in the
Inppll gene are responsible for OPS chondrodysplasia, the presence of the Ship2 protein in chondrocytes and its role during en-
dochondral ossification are still largely unknown. In this study, we asked whether our Ship2 catalytic knock-out mouse would be a
relevant model for human OPS and to analyze the expression and whether this model would be suitable to analyze the role of SHIP2
in chondrocytes during endochondral ossification.

2. Materials and methods
2.1. Mice

Ship2*/* mice were generated on a mixed 129xC57BL/6 genetic background (Dubois et al., 2012). Ship2*/* mice have both Ship2
exons 18 and 19 deleted but still express a truncated and catalytically-inactive SHIP2 protein. All mice were housed in an animal

facility with a 12 h light/12 h dark cycle and had free access to food and water throughout the study period. All mouse studies were
authorized by the Animal Care Use and Review Committee of the Université de Liege.

2.2. Histological analysis
Tibias of 3 weeks old mice were isolated, formalin-fixed, demineralized during 12h in dc2 qpath solution (11028304; VWR),

paraffin-processed, cut, rehydrated and subjected to Hematoxylin-Eosin and Safranin-O Fast Green staining according to standard
procedures. Midsagittal sections of the proximal growth plate of the tibia were selected for measurements.

2.3. Micro-computed tomography analysis
Femurs were isolated, fixed and stored in 70% ethanol at 4 °C. Micro-computed tomography (uCT) was performed on the distal

femur with a Skyscan 1172 (Bruker). The scanner source was set at 50 kV and 200 pA, and a 0.5 mm aluminium filter was applied.
The pixel size was 5pm? Images were captured every 0.4° through 180 degrees of rotation using Skyscan software (Bruker).
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Reconstruction was performed with NRecon software (Bruker). Morphometric 3D analysis of trabecular bone was performed on a
1.5 mm section starting 0.5 mm from the growth plate using CT Analyzer software (Bruker). Morphometric 2D and 3D analysis of
cortical bone was performed on a 0.5 mm section starting 3 mm from the growth plate. 3D images of bones were generated using CT
Vol software (Bruker). The number of cortical perforations was counted manually on radiographs.

2.4. Monolayer culture of primary chondrocytes

Primary chondrocytes were prepared from 2 to 3 day-old newborn mice as described (Jonason et al., 2015). Briefly, newborn
sternum and ribs were dissected and predigested with 3 mg/ml collagenase D (11088866001; Roche) in 1:1 Dulbecco's modified
Eagle medium (DMEM)/F-12 medium (11514436; Gibco) at 37 °C for 60 min and further digested in 0.5 mg/ml collagenase D at 37 °C
overnight. Primary chondrocytes were cultured in chondrogenic differentiation medium containing 1:1 Dulbecco's modified Eagle
medium (DMEM)/F-12 medium (Gibco), supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS), 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml strep-
tomycin (Gibco), 0.25 g/ml Fungizone (Gibco), 1% L-glutamine (Gibco), 50 pg/ml L-ascorbic acid, 10 mM [-glycerophosphate for 5
days. All cultures were maintained at 37 °C in a humidified 5% CO2 incubator in the presence of 10 uM of AS1949490 Ship2 inhibitor
(Tocris) or DMSO. The medium was changed every two days. The last day, cells were starved for 4 h in absence of serum, L-ascorbic
and B-glycerophosphate. Cells were stimulated with 10 ng/mL mouse IGF-1 (I8779-Sigma) for 5min or mouse FGF-2 (SRP4038-
Sigma) for 30min then subjected for Western blotting and immunodetection. The viability of Ship2*/* primary chondrocytes was
tested using a MTT assay (CGD1-1 KT, Sigma).

2.5. Micromass culture of primary chondrocytes and ATDCS5 cells

Primary chondrocytes, prepared from 2 to 3 day-old newborn mice as described above, and ATDCS cells (Sigma, 1 x 10° cells/
cm?) were cultured in chondrogenic differentiation medium containing 1:1 Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM)/F-12
medium (Gibco), supplemented with 5% fetal bovine serum (FBS), 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin (Gibco), 1% L-
glutamine (Gibco), 1% ITS+1 (Sigma), 50 pg/ml L-ascorbic acid and 10 mM B-glycerophosphate. After 10 days of differentiation,
cells were centrifuged to obtain a density of 2 x 107 cells/ml. Cell suspension (10 pl) was then placed in 24-well plates (Corning) at the
center of each well for 2-3 h before adding chondrogenic differentiation medium, which allowed cells to form 3-dimensional (3D)
micromass (Thirion and Berenbaum, 2004; Seriwatanachai et al., 2012). All cultures were maintained at 37 °C in a humidified 5%
CO2 incubator in the presence of 10 uM of AS1949490 SHIP2 inhibitor (Tocris) or DMSO. The medium was changed every two days
until 14 days.

2.6. Transduction of chondrocyte micromass cultures with shRNA-expressing lentiviral preparations

Lentiviral plasmids expressing EGFP, a puromycine resistance gene and a shRNA were purchased to VectorBuilder. Two shRNAs
directed against the mouse osteocalcin (Bglap) mRNA (target sequences: 5'- CCTGCTTGTGACGAGCTATCA-3’ and 5- TGTCCAAGC
AGGAGGGCAATA-3’) and one control shRNA (non-target sequence: 5- CCTAAGGTTAAGTCGCCCTCG-3’) were used. Lentiviral
preparations were generated by the Viral Vectors platform of our institute. Briefly Lenti-X 293T cells (Clontech®, 632180) were co-
transfected with a pSPAX2 (Addgene®, Cambridge, MA, USA) and a VSV-G encoding vector. Culture supernatants were collected 48 h,
72h and 96 h post transfection, filtrated (0.2 uM) and concentrated by ultracentrifugation. The lentiviral preparations were then
titrated with a qPCR Lentivirus Titration Kit (ABM®, LV900, Richmond, BC, Canada) in order to estimate the number of transducing
unit per mL (TU/mL). ATDCS cells were transduced with lentiviral vectors (30 TU/cell) and then incubated with 5ug/mL pur-
omycine. Primary chondrocytes were transduced with lentiviral vectors (50 TU/cell) and then incubated with 1 pg/mL puromycine
for 3 days. Transduced ATDCS5 cells and primary chondrocytes were transferred into 24well plate in micromass and cultured for 14
days to allow mineralization of the matrix.

2.7. Quantification of proteoglycan accumulation and mineralizing nodule production

Cell micromasses were cultured in DMSO or 10 uM AS1949490 SHIP2 inhibitor containing differentiation media before pro-
teoglycan accumulation and mineralizing nodule production were quantified on day 7, 14 and 21. The micromasses were washed
twice with PBS and fixed for 20 min in 10% formalin (Sigma). They were then incubated with 0.1% alcian blue 8GX (Sigma) in 0.1 M
HCI for 2 h to stain proteoglycans, or with 2% alizarin red S (Sigma) in water pH 4.2 for 30 min to stain mineralizing nodules. After
being photographed with an Apple® iPhone 6S coupled with a stereomicroscope, the alcian blue dye was extracted with 6 M
guanidine-HCl and the alizarin red S dye was extracted with 10% acetic acid. The optical density was determined at 595 nm (alcian
blue) and 405 nm (alizarin red S) by standard spectrophotometric method.

2.8. Quantification of osteocalcin and osteopontin levels
Levels of mouse GLA-osteocalcin and osteopontin were measured in supernatants from primary sternal chondrocytes cultures

using ELISA kits (MK 127 from Takara Bio Inc, Shiga, Japan and EMSPP1from Thermo Fisher scientific, Massachusetts, USA, re-
spectively).
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2.9. Immunofluorescence

Mouse primary chondrocytes (250000 cells/well in 24-well plate) or ATDC5 cells (40000 cells/well in 24-well plate) were cul-
tured in differentiation medium for 4 days and fixed in 10% formalin (Sigma). Permeabilization was performed with 0.3% Triton X-
100 or with cold methanol (—20 °C) during 10 min. Non-specific binding sites were blocked by 10% FBS for 60 min at room tem-
perature. Thereafter, samples were incubated at 4 °C overnight with 1:200 polyclonal rabbit anti-mouse phospho-ERK primary an-
tibody (#9101 Cell Signaling) or 1:400 polyclonal mouse SHIP2 antibody (sc-166641 Santa Cruz) and then with 1:400 goat anti-
rabbit or anti-mouse coupled with FITC secondary antibodies (Sigma) and DAPI. Regarding the negative control slides, cells were
incubated without primary antibody. Images were captured with Nikon A1R microscope and processed with ImageJ®.

2.10. Ex vivo culture of mouse metatarsals

Metatarsal bones were isolated from 2 to 3 day-old newborn mice dissected under sterile conditions. The isolated neonatal bones
were cultured in alpha-MEM (Gibco) with 0.2% FBS, 100 U/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin (Gibco), 1% L-glutamine (Gibco),
50 pg/ml L-ascorbic acid, 1 mM f-glycerophosphate. Cultured bones were maintained at 37 °C in a humidified 5% CO2 incubator in
the presence of vehicle, 10 uM of AS1949490 SHIP2 inhibitor (Tocris) with or without 0.5 uM SL327 MEK inhibitor (Sigma). Bones
were measured daily with a stereo-microscope until day 8, fixed in 70% ethanol and stored at 4 °C. There were paraffin-processed,
cut, rehydrated and subjected to Safranin-O Fast Green and Von Kossa counterstained with Hematoxylin according to standard
procedures. 4 midsagittal sections per samples were selected for measurements.

2.11. RNA quantification

RNA was isolated from cells by collecting the aqueous phase after phase separation with TRI reagent (Sigma) and chloroform.
RNA was precipitated with isopropanol (30 min at —80 °C) and centrifuged for 15 min at 20000 X g at 4 °C. RNA pellets were washed
with 75% ethanol. After subsequent ethanol precipitation, RNA was dissolved in DNase/RNase free water. RNA quantity and purity
were determined spectrophotometrically (Nanodrop, Thermofisher). Total RNA was reverse transcribed using iScript Synthesis Kits
(Biorad). Real time quantitative PCR (RT-qPCR) was performed in 384-well optical plates. For each cDNA sample a mix was prepared
consisting of Hot Firepol Evagreen qPCR Mix Plus (Solis Biodyne) and 600 nM forward and reverse oligonucleotides. A Tagman
7900HT Fast Real-time PCR system was used for amplification using the following protocol: denaturation at 95 °C for 10 min, fol-
lowed by 40 cycles of amplification (45 s at 95 °C, 1 min at 60 °C, 1 min at 75 °C) followed by a dissociation curve. Data were analyzed
based on the relative quantification of mRNA expression of the target gene normalized to a housekeeping gene (Gapdh). Primer
sequences are shown in S1 Table. Gene expression analyses are from representative experiments of at least three independent ex-
periments.

2.12. Western blotting and immunodetection

Cells were lysed with protein lysis buffer (50 mM Tris-HCl pH7.4; 100 mM NaCl; 5 mM MgCl,; 5mM CaCly; 2% SDS, nuclease
(Thermofisher), Phostop (ROCHE) and Protease inhibitor EDTA-free (ROCHE)), briefly sonicated for 20 s and centrifugated at 4 °C for
5min at 10000 x g. Proteins were quantified by using the Biorad Protein Assay according to manual instructions. They were dena-
turated in Laemmi sample buffer at 95 °C for 5 min and equivalent amount of proteins were loaded for SDS-PAGE. Protein transfer to
nitrocellulose membranes was performed with Biorad Transblot turbo according to kit instructions. Thereafter, membranes were
blocked in 5% TBS-Tween 0.5% milk for 1 h prior to overnight incubation with primary antibody at 4 °C (1:2000 polyclonal rabbit
anti-mouse VINCULIN (#13901 Cell Signaling); 1:1000 polyclonal rabbit anti-mouse phospho-Akt™°® primary antibody (#2965 Cell
Signaling); 1:1000 polyclonal rabbit anti-mouse phospho-Akt5*”? primary antibody (#4060 Cell Signaling); 1:1000 polyclonal rabbit
anti-mouse Akt primary antibody (#4691 Cell Signaling); 1:1000 polyclonal rabbit anti-mouse phospho-MEK primary antibody
(#9154 Cell Signaling); 1:1000 polyclonal rabbit anti-mouse MEK primary antibody (#8727 Cell Signaling); 1:1000 polyclonal rabbit
anti-mouse phospho-ERK primary antibody (#9101 Cell Signaling); 1:1000 polyclonal rabbit anti-mouse ERK primary antibody
(#9102 Cell Signaling); 1:500 polyclonal mouse SHIP2 antibody; 1:1000 polyclonal rabbit anti-mouse OCN primary antibody
(AB10911 Merck). After several washes, horseradish peroxidase (HRP)-linked secondary antibody (A9169 Sigma) was added for 1 h
at room temperature.

2.13. Statistics
Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 7 Software (GraphPad Software, San Diego, CA). The statistical test

used in each analysis is mentioned in the figure legends. Mice of the same age and the same sex were compared. Data are reported as
means + SD of at least three independent experiments. p < 0.05 was considered significant.
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3. Results

3.1. Shortening of bones in Ship2*/* mice is associated with a shorter hypertrophic chondrocytes zone, a reduced matrix mineralization and
altered metaphysis architecture

After backcrosses for 10 generations with C57BL/6J mice, both male and female C57BL/6J Ship2*/* (Ship2*/*) mice still dis-
played reduced body length and body weight compared with age- and sex-matched C57BL/6J Ship2™/™* (Ship2*/™") mice, as pre-
viously reported for Ship2*/* mice on a mixed 129 x C57BL/6J genetic background (Supplementary Figs. 1A-B, left panels) (Dubois
et al., 2012). These Ship2*/* mice also exhibited the characteristic round skull and shortened snout (Supplementary Fig. 1B, right
panel). Skeletal preparations from 3 week-old Ship2*/* mice showed proportional shortening of femur and tibia long bones (Fig. 1A
and B). Histology of metaphyseal growth plates was examined in tibias of 3 week-old mice. The resting/proliferative chondrocytes
zone was similar in Ship2** and Ship2*/* mice. By contrast, the height of the hypertrophic chondrocytes zone was significantly
reduced in Ship2** mice, compared with Ship2*/* mice (Fig. 1C and D). Cell density was normal in resting/proliferative and
hypertrophic chondrocytes zones (Fig. 1D). In order to determine the structural parameters of trabecular bone, micro-computed
tomography (micro-CT) analysis of femurs harvested from 20 week-old mice was performed (Fig. 2A-C). The most impressive al-
terations detected in Ship2*/* femurs by micro-CT were a reduced length of the primary spongiosa and a decreased trabecular
thickness, number and connectivity, compared with Ship2*/* mice (Fig. 2C). By contrast, no difference was observed in femur bone
volume and cortical thickness (Fig. 2A-C).
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Fig. 1. Altered endochondral ossification, including matrix mineralization, in 3 week-old Ship2*/* mice. A. Representative images of femurs

and tibias isolated from 3 week-old Ship2*/* and Ship2*/* male mice. B. Mean * SD of femur and tibia length in 3 week-old male and female
Ship2*/™* and Ship2*’* mice, 8 to 14 mice per group. Statistics (t-test): *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***: p < 0.001. C. Hematoxylin and eosin
staining of proximal tibial metaphyseal growth plate sections from 3 week-old Ship2*/* and Ship2*/* mice at the same relative position through the
joint. RZ: resting zone; PZ: proliferative zone; HZ: hypertrophic zone. The arrows indicate the height of the HZ. Right panels represent higher
magnifications centered on the hypertrophic zone: the zone of hypertrophic chondrocytes is significantly reduced in Ship2** mice. Results are
representative of 5 independent experiments. Bars: 100 um in both panels. D. Height relative to the total bone size (upper graph) and cell density
(lower graph) of resting/proliferative (RZ/PZ) and hypertrophic (HZ) zones from the proximal tibial metaphyseal growth plate in 3 week-old
Ship2*/* and Ship2*/* mice. 3 sections from 5 mice were analyzed per group. Graphs show mean value + SD. Statistics (t-test): ***: p < 0.001.
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Fig. 2. Altered primary spongiosa length and trabeculae in Ship2*/* femurs. Micro-CT analysis of proximal femoral metaphysis from 20 week-
old Ship2*/* and Ship2*/* mice: reduced primary spongiosa length and trabeculae are observed in Ship2*/* mice. A. Three representative sagittal
sections are presented per genotype. B. Three-dimensional reconstruction of proximal metaphysis from frontal sections in Ship2** and Ship2*/*
femurs: the green lines represent the overlay of trabeculae detected in the primary spongiosa by micro-CT analysis (upper images). A representative
frontal section is presented per genotype in the lower images. C. Quantitative micro-CT analyses of proximal femoral metaphysis from 20 week-old
Ship2*/* and Ship2*/* mice revealed that trabecular thickness, number and connectivity, as well as primary spongiosa length were significantly
reduced in Ship2*/* mice, as compared to Ship2*/* mice. 3 mice were analyzed per group. Graphs show mean value + SD. Statistics (t-test): *:
p < 0.05.

Altogether, these observations indicate that SHIP2 inactivation in mice resulted in altered endochondral ossification characterized
by a shorter hypertrophic chondrocytes zone, a reduced matrix mineralization and altered architecture.

3.2. Intrinsic Ship2*’* bone factors are sufficient to alter bone growth, histology and mineralization after genetic or pharmacologic SHIP2
inactivation

In order to test if bone intrinsic and/or extrinsic defects resulting from SHIP2 inactivation are essential to induce bone alterations
in Ship2*/* mice, metatarsals were isolated from 3 day-old Ship2*/* and Ship2*/* mice and cultured in the same conditions for 8
days. Ex vivo culture of Ship2*/* metatarsals reproduced the growth defect observed in vivo in Ship2*/* mice (Fig. 3A). A similar
growth defect was observed when Ship2*/* metatarsals were cultured in the presence of the AS1949490 Ship2 inhibitor (Fig. 3B).
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This AS1949490 inhibitor had no significant effect on the viability of Ship2*/* primary chondrocytes which play an essential role in

endochondral ossification during bone growth (Supplementary Fig. 2). Histology of metaphyseal growth plates was examined in

metatarsals after 8 days of culture. No difference was detected in the resting/proliferative chondrocytes zone when SHIP2 was
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Fig. 3. Intrinsic bone factors are sufficient to induce metatarsal bone growth, histological and mineralization defects after genetic or
pharmacologic inactivation of SHIP2. Second metatarsals were isolated from (A) 3 day-old Ship2*/* and Ship2*/* mice or from (B) 3 day-old
Ship2™/* mice and cultured in the presence (AS1949490) or not (control) of the AS1949490 SHIP2 inhibitor. Bone length was analyzed every day in
a 8 day-culture. Results are representative of 3 independent experiments. Graphs show metatarsal bone length, relative to Ship2*/* (A) or DMSO-
treated (B) metatarsal bone length at day 1, presented as mean value + SD. Statistics (2way ANOVA test): *: p < 0.05; **: p < 0.01; ***:
p < 0.001. Safranin O and Fast-Green staining (C) and Von Kossa staining (D) of metaphyseal growth plate sections from metatarsals at the same
relative position through the joint after 8 days in culture when SHIP2 is genetically (Ship2*/* metatarsals) or pharmacologically (AS1949490 SHIP2
inhibitor-treated metatarsals, AS1949490) inactivated. RZ: resting zone; PZ: proliferative zone; HZ: hypertrophic zone. The arrows indicate the size
of the HZ (C) and the size of the mineralized HZ (D). Scale bars: 100 um. Results are representative of 3 independent experiments. E. Graphs show
mean value = SD of the HZ size (left) and the mineralized HZ size (right). Results are representative of 3 independent experiments. Statistics (t-
test): *: p < 0.05;*%:p < 0.01; ***: p < 0.001,

genetically or pharmacologically inactivated. By contrast, the height of the hypertrophic chondrocytes zone was significantly re-
duced, as observed above in tibias of Ship2*/* mice (Fig. 3C and E). The height of the mineralized hypertrophic zone was also
significantly reduced in cultured Ship2*/* and SHIP2 inhibitor-treated metatarsals, as compared with Ship2*/* and DMSO-treated
metatarsals, respectively (Fig. 3D and E).

Thus, our results indicated that intrinsic bone defects secondary to SHIP2 inactivation are sufficient to induce alterations in bone

growth, histology and mineralization in Ship2** mice; our data also confirmed AS1949490 to be a suitable pharmacological tool to
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Fig. 4. Genetic or pharmacologic SHIP2 inhibition decreases mineralized nodules formation in chondrocyte micromass culture. A and C.
Glycosaminoglycans accumulation (Alcian blue staining) in micromass culture of chondrocytes isolated from Ship2*/* and Ship2*/* thoracic
cartilage (A), or from Ship2*/™ thoracic cartilage and then treated with DMSO (control) or with 10 uyM AS1949490 SHIP2 inhibitor (AS1949490)
(C). B and D. Mineralized nodule formation (alizarin red S staining) in micromass culture of chondrocytes isolated from Ship2*/* and Ship2*/%
thoracic cartilage (B) or from Ship2*/* thoracic cartilage and then treated with DMSO (control) or with 10 uM AS1949490 SHIP2 inhibitor
(AS1949490) (D). Representative culture plates after 14 days (A-B, including higher magnifications in the 4 panels on the right) or after 7, 14 and 21
days (C-D) of culture are presented along with spectrophotometric data. Graphs show mean value + SD. Results shown are representative of 4
independent experiments. Statistics (paired t-test): **: p < 0.01; ***: p < 0.001.
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reproduce genetic SHIP2 inactivation on bone growth, histology and mineralization.

3.3. Genetic and pharmacologic inactivation of SHIP2 leads to reduced matrix mineralization in chondrocyte micromass culture

Chondrocytes play an essential role during endochondral ossification. In order to study the effects of SHIP2 inactivation on
chondrocyte differentiation in vitro, a chondrocyte micromass culture was developed from 3 day-old Ship2*/* and Ship2*/* mouse
thoracic cartilage. Using Western blotting followed by immunodetection, the expression of the SHIP2 protein was detected in Ship2*/
* chondrocyte preparations (Supplementary Fig. 3A). After 14 days of culture, chondrocytes isolated from Ship2*/* and Ship2**
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Fig. 5. SHIP2 inactivation in chondrocyte micromass cultures leads to altered expression of markers for chondrocyte differentiation and
matrix mineralization. After 14 days of culture, total mRNA was extracted from primary Ship2*/* and Ship2*/* chondrocyte micromass cultures
(A) as well as from primary Ship2*/* chondrocyte or ATDCS cell micromass cultures treated (AS1949490) or not (DMSO) with 5uM AS1949490
SHIP2 inhibitor (C). Messenger RNA was reverse transcribed and quantified by PCR. Levels of mRNA expression, relative to the Ship2*/™* culture (A)
or the DMSO-treated cultures (C), is presented as means + SD of 4 independent experiments. Statistics (paired t-test): *: p < 0.05; **: p < 0.01.
Abbreviations: ACAN: Aggrecan; ALP: Alkaline phosphatase; ANKH: progressive ankylosis protein homolog; ATF4: Activating transcription factor 4;
BSP: Bone sialoprotein; ENPP1: Ectonucleotide pyrophosphatase phosphodiesterase family member 1; MGP: Matrix gla protein; OCN: Osteocalcin;
OPN: Osteopontin; OSX: Osterix; PRG4: Proteoglycan 4; PTPRV: Protein tyrosine phosphatase receptor V; SPARC: Osteonectin. B. Means *+ SD of
carboxylated osteocalcin (GLA-OCN) and osteopontin (OPN) proteins levels in Ship2*/* and Ship2*/* chondrocyte micromass culture supernatants,
related to the time of culture. The graphs shown are representative of 2 independent experiments. The area under the curve (AUC) was calculated.
Statistics (Student's t-test): *: p < 0.05.
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mice showed similar accumulation of highly sulfated glycosaminoglycans, as measured by alcian blue staining and spectro-
photometric quantification (Fig. 4A). However, when compared with Ship2*/* chondrocyte cultures, Ship2*/* cultures showed
significantly decreased alizarin red S staining, indicative of a markedly reduced production of mineralized nodules (Fig. 4B). Similar
results were obtained when micromass cultures of primary chondrocytes isolated from Ship2*/* mice (Fig. 4C and D) or of the
ATDCS chondrocyte cell line (Supplementary Figs. 3B-C) were treated with 5-10 uM AS1949490. Indeed, after 7, 14 or 21 days of
culture, SHIP2 inhibitor-treated cultures showed a significant decrease in alizarin red S staining/production of mineralized nodules
whereas no difference was observed with DMSO-treated culture for alcian blue staining/glycosaminoglycans accumulation.

Altogether, the bone microCT observations in vivo in mice and the in vitro results obtained in chondrocyte micromass cultures
indicated that decreased matrix mineralization is an important and reproducible element of the Ship2*/* skeletal dysplastic phe-
notype.

3.4. SHIP2 inactivation leads to increased osteocalcin expression in chondrocyte micromass cultures

In order to define the molecular mechanisms of decreased matrix mineralization upon SHIP2 inactivation, the expression of a
large set of genes implicated in endochondral ossification was analyzed at the mRNA level in Ship2*/* and Ship2*/* chondrocyte
micromass cultures. Level of specific mRNAs encoding for proteins expressed in resting and proliferative chondrocytes (Acan, Sox-9,
PTHrP), prehypertrophic and hypertrophic chondrocytes (IHH) as well as during matrix mineralization (osteocalcin and osteopontin)
and osteogenesis (Collal) were altered upon genetic SHIP2 inactivation (Fig. 5A). At the protein level, when compared with Ship2*/
* chondrocyte micromass culture supernatants, concentrations of carboxylated osteocalcin (GLA-osteocalcin) and osteopontin, both
known to be important inhibitors of bone matrix mineralization in vivo (Ducy et al., 1996; Bailey et al., 2017), were also increased in
Ship2*/* supernatants (Fig. 5B). Level of osteocalcin mRNA was also higher in chondrocyte micromass cultures of Ship2*/* primary
chondrocytes and of ATDCS cells, a well-established in vitro model of endochondral ossification, upon treatment with 5uM
AS1949490, indicating that both genetic and pharmacologic inactivation of SHIP2 activity led to significant osteocalcin mRNA
overexpression (Fig. 5C).

3.5. Targeting osteocalcin mRNA with specific sShRNA in SHIP2-inactivated chondrocytes results in an increased matrix mineralization

In order to analyze the role of osteocalcin in the mineralization defect observed when SHIP2 is inactivated, ATDC5 chondrocyte
micromass cultures were transduced with lentivirus expressing osteocalcin-specific or scrambled shRNAs and analyzed for miner-
alized nodules production. In initial experiments, we showed that more than 90% of ATDC5 chondrocytes were GFP positive after
transduction with the different GFP-expressing lentiviral preparations (Supplementary Fig. 4A) and that two osteocalcin-specific
shRNAs led to a significantly decreased level of the osteocalcin protein in chondrocytes (Supplementary Fig. 4B) and in the chon-
drocyte culture supernatant (Supplementary Fig. 4C), on the contrary to the scrambled shRNA. When transduced with an osteocalcin-
specific shRNA-expressing lentivirus, SHIP2 inhibitor-treated ATDC5 cells produced significantly increased amounts of mineralized
nodules, as compared with scrambled shRNA-expressing lentivirus (Fig. 6A). Similar results were observed in Ship2*/* chondrocyte
micromass cultures after transduction with osteocalcin-specific ShRNA- or scrambled shRNA-expressing lentivirus (Fig. 6B).

Together, our results indicate that SHIP2 inactivation in chondrocytes increased osteocalcin level and decreased production of
mineralized nodules, and that targeting osteocalcin mRNA in these SHIP2-deficient chondrocytes with specific sShRNAs increased
matrix mineralization.
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Fig. 6. Targeting the osteocalcin mRNA with specific shRNA in SHIP2-inactivated chondrocytes results in a significant increase in matrix
mineralization. AS1949490 SHIP2 inhibitor-treated (5 uM, AS1949490) ATDCS cell micromass (A) or Ship2*/* chondrocyte micromass (B) cultures
were transduced with either a scrambled or an osteocalcin-specific (sShOCN) shRNA-expressing lentivirus. After 28 days of culture, mineralized
nodule formation (alizarin red S staining) was analyzed. Representative culture plates are presented along with spectrophotometric data. Results
shown are representative of 4 independent experiments performed with lentivirus expressing two different osteocalcin-specific shRNAs. Graph
shows mean value + SD. Statistics (paired t-test): *: p < 0.05.
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Fig. 7. Analysis of Akt and MAPK signaling pathways in SHIP2 inhibitor-treated chondrocytes. A. Western blotting with antibodies directed
against phospho- and total Akt"°8, Akt MEK and Erk1/2 proteins on extracts isolated from Ship2*/* chondrocytes treated (AS1949490) or not
(DMSO) with the AS1949490 SHIP2 inhibitor. Graphs show mean values of phosphoproteins level relative to total Akt, MEK and Erk1/2 protein
levels * SD. Statistics (paired t-test): **: p < 0.01; ***: p < 0.001. B. Ship2*/* chondrocytes were treated (AS1949490) or not (DMSO) with the
AS1949490 SHIP2 inhibitor and stimulated or not with 13 nM IGF1 for 5 and 30 min. Graphs show mean values of phosphoproteins level relative to
total Akt, MEK and Erk1/2 proteins level + SD. Statistics (paired t-test): *: p < 0.05; **: p < 0.01. A representative Western blotting is presented
in S5A Fig. C. Immunofluorescence analysis with an anti-Erk1/2 antibody (green) and DAPI (nuclei, blue) of Ship2*/* chondrocytes treated
(AS1949490) or not (DMSO) with the AS1949490 SHIP2 inhibitor and stimulated or not with 13nM IGF1 for 5 min. Scale bars: 40 um. Results
shown are representative of 3 independent experiments.

3.6. SHIP2 inactivation in chondrocytes leads to increased activation of the MEK-Erk1/2 MAP kinase signaling pathway

In various cell types and models, it has been reported that SHIP2 controls Akt and MAPK signaling pathways in response to
insulin, growth factors or serum (Sleeman et al., 2005; Jurynec et al., 2010; Dubois et al., 2012; Agollah et al., 2014; Fafilek et al.,
2018; Ramos et al., 2019). These two signaling pathways were analyzed with phospho antibodies directed against Akt (p-Akt™%® and
p-Akt>*7?), MEK (p-MEK) and Erk1/2 (p-Erk1/2). First, using Western blotting followed by immunodetection, it was observed that
levels of p-MEK and p-Erk1/2, but not of p-Akt, were significantly increased in Ship2*/* chondrocytes cultured with serum in the
presence of AS1949490, as compared with DMSO (Fig. 7A). Next, increased phosphorylation of Erkl/2 was also shown by im-
munofluorescence in serum-cultured Ship2*’* chondrocytes compared with Ship2*/* chondrocytes (Supplementary Fig. 5A), as well
as in serum-cultured AS1949490-treated ATDCS5 cells compared with DMSO-treated cells (Supplementary Fig. 5B). Finally, DMSO-
and SHIP2 inhibitor-treated Ship2*/* chondrocytes were stimulated for 5 and 30 min with IGF1 or FGF2, two growth factors that are
known to play an important role in chondrocyte differentiation during endochondral ossification (Su et al., 2008; Komori et al., 2011;
Wang et al., 2014; Yang et al., 2017) and analyzed for MEK, Erk1/2 and Akt activation. A significantly increased phosphorylation of
MEK and Erk1/2, but not of Akt, was observed by Western blotting and immunofluorescence when SHIP2 inhibitor-treated Ship2 ™/ *
chondrocytes were stimulated with IGF1, as compared to DMSO-treated cells (Fig. 7B and C and Supplementary Fig. 6A). By contrast,
no significant effect was observed on Akt, MEK or Erk1/2 phosphorylations when SHIP2 inhibitor-treated Ship2*/* chondrocytes
were stimulated with FGF2, as compared with DMSO-treated cells (Supplementary Fig. 6B).

Altogether, considering our Western blotting analysis and immunofluorescence data, it appeared that, in mouse chondrocytes,
when SHIP2 is inactivated, the MEK-Erk1/2 MAP kinase signaling pathway was significantly and reproducibly upregulated in re-
sponse to serum and IGF1, but not to FGF2.

3.7. Effects of MEK inhibition on in vitro mineralized nodules production and on ex vivo metatarsal bone growth defects resulting from SHIP2
inhibition

Since genetic and pharmacologic inactivation of SHIP2 in chondrocytes resulted in increased serum- and IGF1-stimulated Erk1/2
activation, the effect of MEK inhibition was tested on in vitro mineralized nodules production and on ex vivo metatarsal bone growth.
First, the minimal concentration of SL327 MEK inhibitor that restored in SHIP2 inhibitor-treated Ship2*/* chondrocytes a level of
Erk1/2 phosphorylation similar to DMSO-treated chondrocytes was identified as about 2 pM (Supplementary Fig. 7). Next, when
Ship2** chondrocyte micromass cultures were incubated with 2 uM SL327 MEK inhibitor, the production of mineralized nodules was
significantly increased, as compared with DMSO-treated Ship2*/ cells (Fig. 8A). Similar results were obtained in SHIP2 inhibitor-
treated chondrocytes when incubated with 2uM SL327 MEK inhibitor (Fig. 8B). Finally, when SHIP2 inhibitor-treated metatarsal
bones were cultured in the presence of 2 uM SL327 MEK inhibitor, a significant increase in metatarsal bone growth (Fig. 8C) and in
the size of the metatarsal hypertrophic zone (Fig. 8D) were observed, as compared with bones treated with the SHIP2 inhibitor only.

Altogether, these results indicate that targeting with a MEK inhibitor the overactivated MEK-Erk1/2 signaling pathway in SHIP2-
inactivated chondrocytes resulted in an increased production of mineralized nodules in vitro and an increased metatarsal bone growth
and hypertrophic zone size ex vivo.

4. Discussion

The mechanism leading to OPS, a severe skeletal chondrodysplasia characterized by growth plate defects and delayed bone
maturation, is currently unknown. Furthermore, the variability of clinical, radiological and histological manifestations in this rare
disease is high (Cormier-Daire et al., 2004; Below et al., 2013; Huber et al., 2013; Iida et al., 2013), and not all patients have Inppl1
variants, suggesting that OPS exhibits genetic heterogeneity (Below et al., 2013; lida et al., 2013). Animal models where SHIP2 is
genetically inactivated have been reported in mouse and zebrafish, but they have never been specifically analyzed for bone ma-
turation (Sleeman et al., 2005; Jurynec et al., 2010; Dubois et al., 2012). We used here our Ship2*’* mouse expressing reduced
amount of a catalytically-inactive SHIP2 truncated protein to investigate growth plate development and mineralization. As observed
in OPS patients, catalytic inactivation of SHIP2 in mouse leads to reduced body length, shortening of long bones, craniofacial
dysmorphism, reduced height of the hyperthrophic chondrocytes zone and to defects in growth plate mineralization. However, in our
Ship2** mouse, the diminished body and bone growth is relatively mild in severity and no cellular architectural alteration was
detected in the resting and the proliferative zones. This is in contrast to OPS in humans (Tyler et al., 1999; Cormier-Daire et al., 2004;
Huber et al., 2013). These phenotypic differences between human and mouse OPS may reflect interspecies variations, the scarcity and
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Fig. 8. MEK inhibition increases mineralized nodules production by chondrocytes and metatarsal bone growth after SHIP2 inactivation.
ShipZ‘V 4 (A) and AS1949490 SHIP2 inhibitor-treated (10 uM, AS1949490) Ship2 */* (B) chondrocyte micromass cultures were incubated (SL327) or
not (control) with 2puM SL327 MEK inhibitor. After 8 days of culture, mineralized nodule formation (alizarin red S staining) was analyzed.
Representative culture plates are presented along with spectrophotometric data. Results shown are representative of 3 experiments. Graph shows
mean value + SD. Statistics (t-test): *: p < 0.05. C. Second metatarsal bones were isolated from 3 day-old Ship2*/* mice and cultured for 7 days
in the presence of DMSO (control), 10 uM AS1949490 SHIP2 inhibitor (AS1949490) or 10 uM AS1949490 SHIP2 inhibitor and 1 uM SL327 MEK
inhibitor (AS1949490 + SL327). Each day, bone length was determined by microscopy quantification. Metatarsal bone length, relative to DMSO-
treated metatarsal bone length at day 1, is presented as mean + SD. Results are representative of 3 independent experiments. Statistics (2-way
ANOVA test): **: p < 0.01; ***: p < 0.001. D. Safranin O and Fast-Green staining of metaphyseal growth plate sections from metatarsals at the
same relative position through the joint after 7 days in culture in the presence of the SHIP2 inhibitor alone (AS1949490) or the SHIP2 inhibitor and
the MEK inhibitor (AS1949490 + SL327). The arrows indicate the size of the HZ. Scale bars: 100 um. The graph shows mean value *+ SD of the
hypertrophic zone size. Metatarsal bones of 6 mice per group were analyzed. Statistics (t-test): *: p < 0.05.

the variability of histological observations reported in OPS patients and/or the precise nature of the Inppll mutations in man and
mouse. Indeed, in Ship2*’* mice, only exons 18 and 19 of the Inppl1 gene are deleted, resulting in the decreased expression of a 57
amino acid-truncated SHIP2 protein, as compared with Ship2*/* mice expressing a 1257 amino acids wild type SHIP2 protein.
Removal of this 57 amino acid-region certainly results in a catalytically-inactive Ship2 protein, as predicted by the literature and
measured by a phosphate release assay using PtdIns(3,4,5)P3 as a substrate (Dubois et al., 2012). However, the effect of this specific
truncation on the binding to SHIP2 interacting partners was not investigated, preventing any conclusion on the role of SHIP2 docking
properties in OPS pathology. By contrast, in human OPS, the majority of mutations either creates a stop codon directly or results in a
downstream stop codon. These mutations are predicted to result either in a null allele after nonsense-mediated mRNA decay or in a
null catalytic activity (Below et al., 2013; Huber et al., 2013; Iida et al., 2013; Fradet and Fitzgerald, 2017). Inppll missense mutations
have also been detected in human OPS: they are located in the catalytic domain and presumably inactivate the 5-phosphatase
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function of the SHIP2 protein (Below et al., 2013; Huber et al., 2013; Iida et al., 2013; Fradet and Fitzgerald, 2017). Again, the effect
of these SHIP2 mutations detected in OPS patients on the binding to SHIP2 protein partners was not investigated. Nor was it
investigated on the SHIP2 protein incubated with the AS1949490 SHIP2 inhibitor which reproduces in this study most if not all
alterations detected after Ship2 genetic inactivation. Altogether, the high phenotypic variability within human OPS patients and with
murine OPS may be due to the diversity of the mutations involved and their effects on the persistence (or not) of a truncated/mutated
SHIP2 protein and on the binding to SHIP2 protein partners. It is noteworthy here that the complete absence of SHIP2 protein
expression in Sleeman's Ship2 knock-out mice did not show a severe skeletal phenotype either (Sleeman et al., 2005). An alternative
hypothesis is that the severity of the disease is a consequence of a deleterious ratio between the many different phosphatases and
kinases which finally control phosphoinositides levels in a specific cell type, like chondrocytes in our case. Thus, the inactivation of a
single phosphatase or kinase in different species may result in a small difference in the ratio between the different phosphoinositide
levels in a given cell type but in a significant difference in the severity of the phenotype. An extreme example of this concept is OCRL:
inactivating mutations in this 5-phosphatase result in the Lowe syndrome in man but in no obvious phenotype in mouse (Jinne et al.,
1998).

One noteworthy result in our study is the confirmation that SHIP2 plays an important role during endochondral ossification:
growth plate histology and mineralization are both affected in human and mouse OPS. These alterations can be the consequence of
SHIP2 inactivation in many cell types, both outside and/or inside the bone. Our results revealed that intrinsic Ship2*/* bone defects
are sufficient to induce characteristic OPS alterations in bone growth, histology and mineralization ex vivo. Thus, SHIP2 inactivation
in cells residing outside the growing bone does not seem to play a major role in the OPS phenotype, reinforcing the hypothesis that
bone cells including osteoprogenitor cells, osteoblasts, osteoclasts and/or chondrocytes are essential in OPS. Since in Ship2*/* mice no
obvious alteration was detected in cortical bone thickness, a parameter that is highly dependent on membranous ossification and, on
the contrary to endochondral ossification, does not implicate chondrocytes, we decided to concentrate our analyses on chondrocytes
in this study. Unfortunately, attempts to investigate if SHIP2 inactivation specifically in chondrocytes is sufficient to recapitulate the
skeletal OPS phenotype failed, due to an unexplained low level of Ship2 gene recombination in vivo and the consecutive persistence of
a large amount of the wild type SHIP2 protein in chondrocytes of SHIP2°*/71°* Cre mice. Thus, we cannot exclude that alteration in
other bone cells than chondrocytes also contribute to OPS pathology.

A second important and unexpected result in our study is the demonstration that osteocalcin plays an essential role in the
mineralization defect observed in vitro in chondrocytes when SHIP2 is inactivated and, possibly, in murine OPS. Indeed, expression of
osteocalcin is significantly increased in different models of SHIP2-inactivated chondrocyte cultures whereas production of miner-
alized nodules is systematically and markedly decreased. Targeting osteocalcin mRNA in cultured chondrocytes with specific shRNA
increased the production of mineralized nodules. These results are in agreement with results obtained in osteocalcin knock-out mice
which lack both osteocalcin genes expressed in the bone (Ducy et al., 1996). Indeed, in these osteocalcin null mice, the absence of
osteocalcin is associated with increased bone formation rate, bone mass and mineral to matrix ratio, as well as with larger hydro-
xyapatite crystal size, i.e. the opposite phenotype observed in cultured chondrocytes lacking SHIP2. Interestingly, the osteoblast
overexpression of osteocalcin in al(I)Col-Osteocalcin transgenic mice had no effect on bone mineralization (Murshed et al., 2004),
suggesting that chondrocyte-specific - and not osteoblast-specific - overexpression of osteocalcin is responsible for the decreased
mineralization observed in the absence of SHIP2 in our in vivo and in vitro models. Since both osteopontin and osteocalcin are
inhibitors of bone mineralization (Bailey et al., 2017), the finding that osteopontin mRNA and protein levels are also increased in
SHIP2-inactivated chondrocyte cultures reinforce the argument that loss of SHIP2 results in mineralization defect.

Finally, a third important result in our study is the role of the MEK-Erk1/2 signaling pathway in the OPS phenotype. Indeed, levels
of p-MEK and p-Erk1/2 are significantly increased in SHIP2-inactivated chondrocytes in response to serum and IGF-1, but not to
FGF2, as compared with control chondrocytes. Furthermore, treatment of SHIP2-inactivated chondrocytes and bones with a MEK
inhibitor partially rescues the production of mineralized nodules, the size of the hypertrophic chondrocytes zone and bone growth,
raising the possibility and the hope of a treatment that could partially reduce the phenotype of this rare but severe condition.
Constitutive activation of MEK-Erk1/2 signaling pathway in chondrocytes is known to cause dwarfism in transgenic mice, with
similar defects in growth plate differentiation as observed in Ship2*/* mice (Murakami et al., 2004). Indeed, transgenic mice that
express a constitutively active mutant of MEK1 specifically in chondrocytes show increased phosphorylation of Erk1/2, shortened
axial and appendicular skeleton, craniofacial dysmorphism with a round skull and shortened snout, delayed bone mineralization and
reduction of the hypertrophic chondrocyte zone, all very similar to Ship2*/4 mice. Chondrocyte proliferation and the proliferative
zone are not affected in these MEK1 transgenic mice (Murakami et al., 2004). Despite the fact that activating mutations in FGF
receptor 3 (FGFR3) also cause a similar short-limbed dwarfism with similar growth plate alterations in man and mouse (Su et al.,
2008, 2010), we found no evidence for increased MEK-Erk1/2 phosphorylation in SHIP2-inactivated chondrocytes in response to
FGF2. By contrast, IGF-1 stimulation of SHIP2-inactivated chondrocytes reproduced the MEK-Erk1/2 overactivation observed with
serum stimulation. IGF-1 has been reported to control key signaling pathways and differentiation steps during endochondral ossi-
fication, particularly in hypertrophic chondrocytes (Cooper et al., 2013; Wang et al., 2014; Yang et al., 2017). Many studies in the
literature clearly indicate that SHIP2 inhibition may lead to MAPK overactivation in response to growth factors or that, alternatively,
SHIP2 overexpression may lead to reduce MAPK activation (Blero et al., 2001; Sasaoka et al., 2003; Kagawa et al., 2005; Artemenko
et al.,, 2009; Jurynec et al., 2010; Dubois et al., 2012; Agollah et al., 2014; Fafilek et al., 2018). Several hypotheses have been
proposed and include non-catalytic and catalytic mechanisms. First, SHIP2 might function through its SH2 domain to compete with
and displace molecules such as Shc and Grb2 from the activated receptor tyrosine kinase, and thereby reduce the number of active
signaling complexes (Sasaoka et al., 2003; Kagawa et al., 2005). Similarly, functional studies on SHIP1, which is homologous to
SHIP2, have shown that this 5-phosphatase negatively regulates MAPK through inhibition of the binding of a Grb2/SOS Ras guanine
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nucleotide exchange factor complex to the Shc adapter protein, which is an event that is necessary for Ras activation (Tridandapani
etal., 1997; Sharma et al., 2005). Second, about the catalytic regulation of MAPK by SHIP2, PdtIns(3,4,5)P3 could potentially lead to
membrane recruitment of pleckstrin homology (PH) domain-containing proteins other than Akt that subsequently amplify growth
factor-induced activation of Ras, as reported for antigen receptor signaling in lymphocytes (Readinger et al., 2009) and suggested for
HGF and VEGF receptors in lymphatic endothelial cells (Agollah et al., 2014).

Many studies have established that SHIP2 negatively influences Akt activity, essentially by recognizing PdtIns(3,4,5)P3 as a
substrate (Ramos et al., 2018, 2019). However, the impact of SHIP2 on Akt activity is very much cell type-dependent: in the col-
orectal cancer HCT116 cell line, Akt phosphorylation was reduced when SHIP2 expression was decreased, without any change in cell
proliferation (Hoekstra et al., 2016). When cultured fibroblasts derived from OPS patients were stimulated during 5 min by EGF, p-
PKB%%73 was also decreased as compared to non-affected individuals (Ghosh et al., 2017). In SHIP2-inactivated chondrocytes, p-Akt
on S473 and T311 was not increased when stimulated with serum, IGF-1 or FGF2, as compared with control chondrocytes. This result
is in agreement with the fact that Akt deletion in knock-out mice - but not Akt overexpression or overactivation - is associated with
severe dwarfism and delayed bone ossification (Peng et al., 2003; Ulici et al., 2009).

In conclusion, our results indicate that Ship2** mice represent a relevant model for human OPS. They also highlight the im-
portant role of SHIP2 in chondrocytes during endochondral ossification and its different differentiation steps. A role of osteocalcin in
mineralized nodules production is firmly established. Finally, our data point out to a role of the MEK-Erk1/2 signaling pathway in the
OPS phenotype as observed in our mice model.
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Supplementary Figure 1: Developmental alterations in Ship2** mice. A. Mean and SD of body weight and
body length in 3 week-old male and female Ship2** and Ship2** mice, 5 to 12 mice per group. Statistics (t-test):
*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<0.001. B. Representative image of 3 week-old male Ship2** and Ship2** mice: the
Ship2%* mouse is shorter than the Ship2** mouse (left panels) and has a round skull with a shortened snout (right
panel).
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Supplementary Figure 2: Effects of the AS1949490 SHIP2 inhibitor on SHIP2** primary chondrocytes
viability. Culture medium or SHIP2** primary chondrocytes isolated from 3 day-old mouse thoracic cartilage
were incubated with 1-20 uM AS1949490 (AS19) SHIP2 inhibitor or DMSO for 5 days. Cell viability was
analyzed in a MTT assay and results were expressed as mean of absorbance values + SD.
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Supplementary Figure 3: Pharmacologic inhibition of SHIP2 decreases mineralized nodules formation in
ATDCS5 cell micromass culture. A. Western blotting with a SHIP2 antibody on protein extracts from 5 cell
preparations isolated from 3 day-old mouse thoracic cartilage. Vinculin served as loading control.
Glycosaminoglycans accumulation (Alcian blue staining, B) and mineralized nodule formation (alizarin red S
staining, C) in micromass culture of ATDCS5 cells treated (AS1949490) or not (control) with 5 uM AS1949490
SHIP2 inhibitor. Two representative culture plates after 28 days of culture are presented along with
spectrophotometric data (D). Results shown are representative of 3 independent experiments. The graph shows the
mean value + SD. Statistics (paired t-test): *: p<0.05.
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Supplementary Figure 4: Lentivirus expressing GFP plus an osteocalcin-specific or a scrambled shRNA. A.
ATDCS cells were transduced with lentivirus expressing GFP plus an osteocalcin-specific (ShOCN) or a scrambled
shRNA. Twenty four hours after transduction, more than 90% of the cells were GFP positive. Scale bars: 30 um.
Results are representative of the 2 osteocalcin-specific ShRNA-expressing lentivirus used in the study. B and C.
Western blotting with an osteocalcin antibody on protein extracts isolated from ATDC5 chondrocytes (B) and
concentrations of carboxylated osteocalcin (GLA-OCN) protein in ATDCS5 chondrocyte culture supernatants (C).
Vinculin served as loading control in the Western blot. A decreased level of the osteocalcin protein is observed in
ATDCS5 chondrocytes and in ATDC5 chondrocyte culture supernatant when cells are transduced with the
osteocalcin-specific ShRNA (shOCN)-expressing lentivirus, as compared with the scrambled shRNA-expressing
lentivirus. Results are representative of the 2 osteocalcin-specific ShRNA-expressing lentivirus used in the study.
The graph in B shows means (relative to the corresponding vinculin signal and to control = 1) + SD. Statistics
(paired t-test): **: p<0.01. The graph in C shows means + SD of carboxylated osteocalcin (GLA-OCN) in the
culture supernatant, related to the time of culture. The area under the curve (AUC) was calculated. Statistics
(Student’s t-test): ***: p<0.001.
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Supplementary Figure 5
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Supplementary Figure 5: Immunofluorescence analysis of phospho-Erk1/2 in SHIP24% and SHIP2
inhibitor-treated ATDC5 chondrocytes. Phosphorylation of Erk1/2 (p-ERK) was analyzed by
immunofluorescence in SHIP2** and SHIP2% chondrocytes (A) as well as in 5 uM AS1949490 SHIP2 inhibitor
(AS1949490)-treated and DMSO-treated ATDCS5 cells (B). Cells were incubated with a phospho-Erk1/2 (p-ERK)
antibody (green) and DAPI (nuclei, blue). Scale bars: 40 um. Representative images are shown. Results are
representative of 3 independent experiments.
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Supplementary Figure 6: Akt, MEK and Erk1/2 phosphoproteins analysis in SHIP2 inhibitor-treated
SHIP2** chondrocytes stimulated with IGF1 or FGF2. A. Representative Western blotting on extracts isolated
from SHIP2** chondrocytes treated (AS1949490) or not (DMSO) with the AS1949490 SHIP2 inhibitor and
stimulated or not with 13 nM IGF1 for 5 minutes with antibodies directed against phospho- (p)- and total Akt™,
Akt$*7®, MEK and Erk1/2 proteins. Corresponding graphs are presented in Fig 7B. B. SHIP2*"* chondrocytes were
treated (AS1949490) or not (DMSQO) with the AS1949490 SHIP2 inhibitor and stimulated or not with 20 nM FGF2

for 5 and 30 minutes. Graphs show mean values of phosphoproteins level relative to total Akt, MEK and Erk1/2
proteins level + SD. Statistics (paired t-test): *: p<0.05.
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Supplementary Figure 7: Determination of the MEK inhibitor concentration that restores in SHIP2
inhibitor-treated chondrocytes a level of Erk1/2 phosphorylation similar to DMSO-treated chondrocytes.
SHIP2** chondrocytes were treated with 10 pM SHIP2 inhibitor (AS1949490 +) or with DMSO (AS1949490 -)
in combination with increasing concentrations of the SL327 MEK inhibitor. Phospho-Erk1/2 (p-ERK) level

relative to total Erk1/2 level in each condition are presented as mean values + SD. Results are representative of 2
independent experiments.

113



Chaptitre 3

Section expérimentale — Etude 1

Supplementary Table 1:

Sequence of primers used for RNA quantification.

Mouse gene Forward Reverse
Hdac4 CAGATGGACTTTCTGGCCG CTTGAGCTGCTGCAGCTTC
Mef2c ACGAGGATAATGGATGAGCGT ATCAGTGCAATCTCACAGTCG
Alp CCAACTCTTTTGTGCCAGAGA GGCTACATTGGTGTTGAGCTTTT
Col2al TTGAGACAGCACGACGTGGAG AGCCAGGTTGCCATCGCCATA
Prg4 TGGAGTGCTGTCCTGATTTCAAGAG | GGTGATTTGGGTGAGCGTTTGGTA
Runx2 GACTGTGGTTACCGTCATGGC ACTTGGTTTTTCATAACAGCGGA
Acan CCCTCGGGCAGAAGAAAGAT CGCTTCTGTAGCCTGTGCTTG
Collal GCAACAGTCGCTTCACCTAC GTGGGAGGGAACCAGATTG
Mmpl3 TGTTTGCAGAGCACTACTTGAA CAGTCACCTCTAAGCCAAAGAAA
Gapdh AAGCCCATCACCATCTTCCAGGAG [ ATGAGCCCTTCCACAATGCCAAAG
VefgA GCACATAGAGAGAATGAGCTTCC CTCCGCTCTGAACAAGGCT
Ihh GACGAGGAGAACACGGGTG GCGGCCCTCATAGTGTAAAGA
Coll0al GGTGTGAATGGGCGGAAAG GCTTCCCAATACCTTCTCGTC
Sox9 GAGCCGGATCTGAAGAGGGA GCTTGACGTGTGGCTTGTTC
Opn AGCAAGAAACTCTTCCAAGCAA GTGAGATTCGTCAGATTCATCCG
Ocn CCAGCGACTCTGAGTCTGACAA CCGGAGTCTATTCACCACCTTACT
Bmp2 TCTTCCGGGAACAGATACAGG TGGTGTCCAATAGTCTGGTCA
Atf-4 CCTGAACAGCGAAGTGTTG TGGAGAACCCATGAGGTTTCAA
Enppl CTGGTTTTGTCAGTATGTGTGCT CTCACCGCACCTGAATTTGTT
Tnap CCAACTCTTTTGTGCCAGAGA GGCTACATTGGTGTTGAGCTTTT
Ank CAGTCAAGGAGGATGCAGTAGA CACTGTAGGCTATCAGGGTGT
Osx TTCTGTCCCCTGCTCCTTCTAG CGTCAACGACGTTATGCTCTTC
Trap CACTCCCACCCTGAGATTTGTG ACGGTTCTGGCGATCTCTTTG
Bsp TTGAGTTAGCTGCACTCCAACTG CGTCGCTTTCCTTCACTTITG
Ptprv GCCAGGTGGATTTGACTATGC GACTCGTTGGTATGAGCTTGG
Mgp GGCAACCCTGTGCTACGAAT CCTGGACTCTCTTTTGGGCTTTA
Sparc GTGGAAATGGGAGAATTTGAGGA CTCACACACCTTGCCATGTTT
TgfR2 TCGACATGGATCAGTTTATGCG CCCTGGTACTGTTGTAGATGGA
Pthrp CATCAGCTACTGCATGACAAGG GGTGGTTTTTGGTGTTGGGAG
Ship2 ACTCTGCGTCCTGTATCAAAAG CAGGGCACAAACAAGACCC
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Parmi les dysplasies humaines figure 1’opsismodysplasie, une chondrodysplasie congénitale
sévere caractérisée notamment par une micromélie, des anomalies de la face, des os longs raccourcis,
une minéralisation épiphysaire retardée et une altération de la plaque de croissance. En 2013, plusieurs
groupes de chercheurs émettent I’hypothése que la 5-phosphatase SHIP2 est un candidat potentiel a
I’origine de ce nanisme particulier. Cependant, les mécanismes cellulaires et moléculaires qui
conduisent des mutations identifiées dans le gene INPPL1, a I’opsismodysplasie sont actuellement
totalement inconnus. La variabilité des signes cliniques, radiologiques et histologiques (Below et al.,
2013; Cormier-Daire et al., 2003; Huber et al., 2013; lida et al., 2013b), ajouté au fait que les patients
atteints d’opsismodysplasie n’ont pas tous des mutations dans le géne INPPL1, suggérent que cette
maladie présente une hétérogénicité génétique (Below et al., 2013; lida et al., 2013b). Plusieurs modéles
animaux (souris et poisson zébre) ont été créés dans lesquels SHIP2 a été génétiquement partiellement
ou totalement inactivé, mais aucun n’a été¢ spécifiquement étudié dans le cadre de la maturation osseuse
(Dubois et al., 2012; Jurynec & Grunwald, 2010; Sleeman et al., 2005). Nous avons utilisé une souris
SHIP242 exprimant une quantité réduite de protéine SHIP2 tronquée et catalytiquement inactive afin
d’analyser le développement de la plaque de croissance et la fonction de SHIP2 dans des chondrocytes

in vitro.

La souris Ship2*, un modéle pour I’étude de ’OPS ?

- Aspect macroscopique et différences phénotypiques
En commengant ce travail, I’une de nos premiéres approches a été de comparer les caractéristiques
des souris SHIP2%2 générées par Dubois, avec celles associées a I’OPS. 1l y a clairement des similitudes
entre les deux modeles, comme le retard de croissance, les anomalies faciales et des anomalies
histologiques. Il existe cependant des caractéristiques divergentes entre les deux modéles qui sont peut-
étre la conséquence d’une variation inter-espéce, de la rareté et la variabilité des observations

histologiques répertoriées chez ’homme, et/ou de la nature précise des mutations affectant I’OPS.

A la différence de la maladie humaine, les souris SHIP2%2 ne semblent pas présenter de phénotype a la
naissance. En effet du point de vue macroscopique, le retard de croissance et la dysmorphie faciale des
souris SHIP2* commencent distinctement a apparaitre a partir de la fin de la 2°™ semaine de vie. Cette
disparité pourrait étre expliquée par la chronologie du développement. Par exemple, les centres
secondaires d’ossification se forment a partir de la fin de la 1°® semaine post-natale chez la souris, alors
que chez I’homme 1’ ossification est plus précoce car ils apparaissent avant la naissance aux alentours de
la 35°™ semaine de grossesse (revu dans (Kobayashi et al., 2005; Kronenberg, 2003; Peterson, 2007).
En commencant plus t6t, le développement osseux serait proportionnellement plus avancé a la naissance
chez I’homme que chez la souris, ce qui favoriserait peut-étre I’apparition du phénotype. En vue de cette

hypothése, il serait intéressant de réaliser des coupes histologiques d’embryons de souris SHIP2%2 et de
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les comparer aux embryons contrdles afin d’y détecter d’éventuelles anomalies microscopiques. A noter,
qu’au cours de nos expériences de culture de métatarsiens issus de souris SHIP2*, nous avons constaté
un retard de croissance significatif déja au 2°™ jour de culture, ce qui correspondrait au jour 4 de vie
post-natale. En revanche, méme une fois la croissance terminée, le phénotype murin SHIP2% ne semble

jamais égaler la séverité du phénotype décrit chez I’OPS.

Nous n’avons pas identifié de métaphyses évasées dans le modéle murin comme ce qui a été décrit dans
I’OPS. L’origine de ce phénomene est inconnue dans le cadre de I’OPS mais il pourrait provenir d’un
déficit de minéralisation. En effet, il a été montré dans le cadre du rachitisme que 1I’échec de
minéralisation induit une désorganisation des chondrocytes, et 1’hypophosphatémie associée retarde
I’apoptose des chondrocytes hypertrophiques. Cela se traduit par des colonnes de cartilage
excessivement longues et une accumulation de tissu ostéoide non-minéralisé sur les c6tés de la plaque
de croissance (Calder, 2015; Chang et al., 2016; Sabbagh et al., 2005; Tiosano & Hochberg, 2009).

Dans I’OPS, on observe parfois une mortalité post-natale qui a été mise en lien avec un thorax étroit car
celui-ci favoriserait ’apparition de complications respiratoires (Beemer & Kozlowski, 1994; Below et
al., 2013; Cormier-Daire et al., 2003; Huber et al., 2013; lida et al., 2013a; Tyler et al., 1999). Comme
I’a mentionné Dubois, les souris SHIP2%2 suivent les lois de Mendel ce qui semble écarter une mortalité
embryonnaire, et leur mortinatalité ne semble pas plus élévée que celle des souris contrdles (Dubois et
al., 2012). Nous n’avons pas investigué plus en profondeur ce paramétre mais selon la littérature,
certaines mutations génétiques sont capables d’induire chez la souris un thorax étroit favorisant une
mortalité postnatale. Cela signifie probablement que si le phénotype murin était de la méme intensité
que 1’OPS, nous aurions probablement constaté ce genre d’anomalies (Karaplis et al., 1994; Segev et
al., 2000; Vega et al., 2004).

Un point que nous avons peu abordé durant notre travail est la dysmorphie faciale présente a la fois chez
les individus OPS et les souris SHIP242, La formation du crane est élaborée selon un mécanisme
complexe faisant intervenir des cellules de la créte neurale a I’origine des structures principales dont le
neurocrane (os frontal, pariétal, occipital, sphénoide et temporal) et le viscérocrane (mandibule, 0s
maxillaire, zygomatique, et nasal) (Nakamura et al., 2009). Il semblerait que I’existence d’une
signalisation anormale (MAPK) au sein des cellules de la créte neurale peut aboutir au développement
d’anomalies craniofaciales a la suite de troubles de différenciation cellulaire. En effet, 1’expression
d’une forme mutée active de ERK1/2 dans ces cellules neurales induit un phénotype craniofacial
caractérisé par un raccourcissement du crane, un hyperthélorisme, une macrocéphalie, une mandibule
plus courte. Ces anomalies sont par ailleurs partiellement restaurées par 1’administration d’inhibiteurs
de ERK1/2 durant la gestation (Nakamura et al., 2009). Les RASopathies sont également décrites chez

I’homme et la souris comme responsables d’anomalies craniofaciales. Elles sont toutes caractérisées par
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des formes mutées de génes encodant des composants du complexe RAS de la voie MAPK (BRAF,
SOS1/2, RAS, SHP2...) (Cao et al., 2017). Des mutations activatrices de RAF1, SOS1, KRAS
responsables d’une suractivation de la voie MAPK induisent chez la souris un retard de croissance, une
dysmorphie faciale caractérisée par une dépression de 1’os frontal, une macrocéphalie et une
hyperthélorisme (Chen et al., 2010; Herndndez-Porras et al., 2014; Wu et al., 2011).

Bien que le phénotype craniofacial lié & ces mutations ne refléte pas toujours parfaitement celui des
souris SHIP2%2, cela montre que cette voie joue un réle primordial pour la conformation du créne. Il
semble par conséquent envisageable d’imaginer que la dysmorphie faciale des souris SHIP2*, et peut-
étre aussi celle des patients OPS, proviendrait d’une suractivation de la voie MAPK.

- Altérations microscopiques de la plaque de croissance

Afin de compléter I’étude réalisée par Dubois, nous avons analysé des souris SHIP242 4gées de 3
semaines, au moment ou le phénotype apparait. A cet age, les fémurs et tibias sont déja significativement
plus courts d’environ 20-25%. Au sein de la plaque de croissance, nous avons observé une réduction de
25% de la taille de la zone hypertrophique par rapport a la taille de celle des os contréles, mais aucune
différence au niveau de la zone proliférative.
Connaissant I’implication de SHIP2 en amont de voies de signalisation trés ubiquitaires comme la voie
PI3K/AKT dans d’autres types cellulaires, il est étonnant de constater que la zone proliférative ne soit
pas plus affectée alors que tres active métaboliquement. Dans le cadre de 1’OPS, les chondrocytes
prolifératifs présentent principalement une altération d’organisation (absence d’arrangement en
colonne), alors que nous n’avons pas relevé de différence entre les souris SHIP2 et SHIP2*"*. Si I’on
part de ’hypothése que le modéle murin est moins sévere que I’OPS, le défaut organisationnel des
chondrocytes prolifératifs est peut-étre beaucoup plus subtil, voir absent chez la souris.
Bien qu’aucune analyse quantitative n’ait été encore effectuée, les quelques images histologiques
publiées issues de fémurs de patients OPS nous indiquent que la zone hypertrophique est trés sévérement
atteinte, avec une réduction presque totale de sa taille (Huber et al., 2013). Cette région constituée de
chondrocytes (pré)hypertrophiques est la zone responsable de la majorité de 1’allongement en longueur
des os longs, il est donc quelque part attendu d’y constater des anomalies. Nous avons mis en évidence
une réduction d’environ 65% de la taille de la portion minéralisée de la zone hypertrophique des
métatarsiens des souris SHIP2* par rapport aux os des souris SHIP2*"*, Les mécanismes exacts régulant
la minéralisation de la MEC ne sont pas encore totalement compris, mais ils feraient intervenir des
vésicules matricielles produites par les chondrocytes hypertrophiques qui viendraient s’intercaler entre
les composés du cartilage. Celles-ci deviendraient des sites de précipitations d’ions calcium/phosphate

a I’origine des cristaux d’hydroxyapatite (Hasegawa et al., 2017; Kirsch et al., 1997).
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- Une zone hypertrophique a deux vitesses ?

Une étude de la plaque de croissance par immunomarguage permettrait certainement d’identifier
de nouveaux éléments du mécanisme. Il serait par exemple intéressant d’identifier les marqueurs
exprimés dans les différentes zones, comme la zone préhypertrophique afin de savoir si cette zone est
par exemple plus affectée que la zone hypertrophigue. Il se pourrait que les chondrocytes prolifératifs
soient freinés dans leur différenciation en chondrocytes pré-hypertrophiques et/ou qu’une fois entrés en
phase hypertrophique ceux-ci terminent prématurément leur différenciation. En revanche selon la
littérature, il semble peu probable que la zone hypertrophique soit réduite a la suite d’une résorption
accélérée du cartilage calcifié par I’action des ostéoclastes (Touaitahuata et al., 2014).

Des éléments de réponse se trouvent peut-étre dans notre analyse transcriptionnelle. Nous n’avons pas
identifi¢ de modification dans 1’expression d’ARNm codant pour des facteurs (MMP13, COL10al,
VEGFA, TNAP, RUNX2) caractérisant les chondrocytes hypertrophiques. En revanche, nous avons
remarqué que I’ARNm codant pour les facteurs IHH et PTHrP est diminué dans des chondrocytes
primaires SHIP2%2 cultivés in vitro. Ces facteurs participent dans une boucle de feedback qui va réguler
la plaque de croissance et le développement des os longs. PTHrP est exprimé par des chondrocytes
périarticulaires et diffuse dans la plaque de croissance. Sa synthése est controlée par IHH qui lui est
exprimé par les chondrocytes pré-hypertrophiques et ostéoblastes (Murakami & Noda, 2000; Yang et
al., 2015). Les chondrocytes prolifératifs sont imprégnés de PTHrP ce qui stimule leur prolifération mais
inhibe leur différenciation. En se divisant ceux-ci s’éloignent de la source de PTHrP ce qui léve le
blocage de différenciation car PTHrP régule négativement 1’hypertrophie des chondrocytes. En
déphosphorylant I’histone déacétylase 4 (HDAC4), PTHrP permet a HDAC4 de migrer dans le noyau
et réprimer le facteur amplificateur spécifique des myocytes 2C (MEF2C). Ce dernier est un facteur
favorisant 1’hypertrophie et la différenciation des chondrocytes, mais aussi la différenciation des
ostéoblastes (Z. Chen et al., 2020). Les chondrocytes prolifératifs commencent a exprimer IHH ce qui
leur permet de se différencier en chondrocytes pré-hypertrophiques. IHH bloque par contre le stade final
de leur différenciation hypertrophique (Yang et al., 2015). Etant donné qu’IHH contrdle la synthése de
PTHrP, en I’absence d’ITHH on observe une diminution de PTHrP. La déplétion postnatale totale en
facteur IHH chez la souris induit une série d’anomalies qui pour certaines sont également présentes chez
les souris SHIP2~2: un retard de croissance, des anomalies de la plaque de croissance (perte
d’organisation en colonne des chondrocytes, apparition de chondrocytes hypertrophiques ectopiques,
fermeture prématurée de la plaque de croissance, invasion vasculaire prématurée) et une diminution de
I’os trabéculaire (Maeda et al., 2007). Tout comme certains patients OPS, les souris PTHrP-KO et
HDAC4-KO meurent rapidement a la naissance a la suite de complications respiratoires favorisées par
un thorax étroit. Bien qu’a la finalité similaire, ce processus est cependant associé chez les souris PTHrP-
KO aune augmentation de I’hypertrophie des chondrocytes et a une minéralisation prématurée des cotes
notamment en lien avec une augmentation de 1’expression de IHH (Karaplis et al., 1994; Vega et al.,

2004). Par conséquent, des taux réduits de PTHrP et IHH traduisent une situation ou la zone
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préhypertrophique serait inhibée et ou les chondrocytes présenteraient une accélération de leur phase
hypertrophigue. La diminution en facteur PTHrP pourrait provenir d’une réduction d’expression en
facteur IHH, et vu que la voie MAPK semble réguler négativement la synthése d’IHH, on pourrait
imaginer que la suractivation de ERK observée dans notre modéle soit 1’origine de ces anomalies
(Minina et al., 2002; Zhou et al., 2016).

Nous avons également constaté une diminution de I’ARNm codant pour SOX9, un facteur qui stimule
la prolifération des chondrocytes et qui est nécessaire pour le passage au stade hypertrophique. Une fois
a ce stade de différenciation, il exerce un rdle inhibiteur sur les chondrocytes hypertrophiques ce qui
inhibe la minéralisation du cartilage (Amano et al., 2009; Lefebvre & Dvir-Ginzberg, 2017). Chez la
souris SOX97, on observe d’ailleurs une diminution de la taille de la zone hypertrophique provoquée
par un arrét de la maturation des chondrocytes par absence de différenciation hypertrophique, et se
terminant par une apoptose cellulaire prématurée (Hargus et al., 2008). SOX9 régule également
I’expression de I’aggrécane (ACAN), un facteur pour lequel son transcrit est également diminué dans
nos expériences (Cheng et al., 2009; Ikegami et al., 2011). SOX9 nécessite des signaux FGF et BMP
pour étre initié et maintenir son expression (Lefebvre & Dvir-Ginzberg, 2017). Etant donné que les voies
MAPK/ERK et PI3BK/AKT régulent positivement SOX9 (Murakami et al., 2000), nous n’expliquons pas
sa diminution. SOX9 est également réprimé par la voie des WNT cependant des études réalisées dans
d’autres modéles ont suggéré que SHIP2 aurait peu d’effet sur la voie des WNT, voir un effet activateur
(Jurynec & Grunwald, 2010; Zhou et al., 2019).

- SHIP2 régule Dossification endochondrale

Les résultats histologiques et I’imagerie par micro-CT des o0s des souris SHIP2*2 nous indiquent
que D’ossification endochondrale est principalement affectée par 1’expression de la protéine SHIP2
mutée, a I’opposé de I’ ossification intramembraneuse. En effet, ce processus responsable de la formation
des os longs par I’intermédiaire d’une maquette cartilagineuse nécessite I’intervention des chondrocytes.
Il aboutit a la formation de la zone spongieuse primaire composée de spicules de cartilage calcifié
entouré de vaisseaux sanguins, de chondrocytes en fin de maturation et de précurseurs ostéogéniques a
’origine de I’os trabéculaire (Aghajanian & Mohan, 2018). Les analyses par micro-CT des fémurs issus
de souris SHIP2%2 ont permis d’identifier une réduction de la taille de la zone spongieuse primaire, du
nombre de travées osseuses et de leur d’interconneXxion. Le fait que les travées osseuses soient touchées
aussi bien chez la souris SHIP2%2 que chez les patients OPS signifie probablement que les ostéoclastes,
ostéoblastes et ostéocytes sont également impliqués dans le phénotype. Etant donné que la moitié des
chondrocytes hypertrophiques deviennent des ostéoblastes par transdifférenciation, on pourrait imaginer
qu’il y ait une modification du nombre d’ostéoblastes découlant de chondrocytes (Aghajanian & Mohan,
2018; Zhou et al., 2014). Via leurs actions anaboliques et cataboliques, les cellules ostéogéniques vont
déposer de I’ostéoide a la place du cartilage calcifié et ils vont modeler 1’0s cortical et trabéculaire afin

de lui conférer sa forme définitive (Sims & Vrahnas, 2014). Nous ne pouvons pas dire que 1’os cortical
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est sain car nous n’avons pas analysé sa formation et sa composition ni étudié sa résistance mécanique,
mais le fait qu’aucune différence significative n’ait été identifiée dans I’épaisseur de 1’os cortical (formé
par ossification intramembraneuse) signifie probablement que le phénotype de retard de croissance
provient plus d’une altération de 1’ossification endochondrale, que de I’ossification intramembraneuse.
Une étude longitudinale permettrait de compléter nos résultats en analysant des invididus d’ages plus
variés car nos résultats portent uniquement sur des souris SHIP242 agées de 2-3jours, 3 semaines et 20
semaines. Une vision longitudinale permettrait de voir I’évolution histologique de la taille de la plaque
de croissance, du développement des épiphyses et de 1’os trabéculaire. Cela permettrait par exemple de
savoir si les plagues de croissance des souris SHIP2%2 fusionnent prématurément étant donné leur taille
totale réduite par rapport a celles des souris SHIP2**. 11 serait également intéressant d’étudier ’effet de
la délétion de I’activité phosphatase de SHIP2 sur d’autres types cellulaires intervenant dans
I’ossification, comme les ostéoblastes, ostéoclastes et les cellules endothéliales qui jouent des roles trés

importants avec les chondrocytes.

Variabilité dans les phénotypes humains et murins

La forte variabilité entre patients opsismodysplasiques et les différences observées aprés
I’inactivation de SHIP2 dans le modéle murin pourraient étre aussi expliquées par la diversité des
mutations et leurs effets sur la persistance ou non d’une forme tronquée/mutée de la protéine SHIP2,
ainsi que les éventuelles modifications d’interactions avec d’autres partenaires protéiques.
En effet, chez la souris SHIP2*4, seuls les exons 18 et 19 du gene Inppll sont supprimés. La protéine
tronquée résultante est raccourcie de 57 acides aminés par rapport a la protéine SHIP2 sauvage qui en
comporte 1257, et posséde un niveau d’expression réduit. L’élimination de cette région de 57 acides
aminés entraine tres certainement 1’inactivation catalytique de 1’enzyme, comme prédit par la littérature
et mesuré par le test de libération de phosphate en utilisant le P1(3,4,5)P; comme substrat (Dubois et al.,
2012). Cependant, les effets de la troncation de 57 acides aminés sur les capacités d’interaction de la
protéine SHIP2 avec d’autres partenaires n’ont pas été investigués, ce qui ne permet pas de savoir si les
fonctions d’interaction sont impliquées dans le mécanisme moléculaire conduisant a I’opsismodysplasie.
Il faut cependant noter que 1’absence totale de protéine SHIP2 chez la souris knock-out de Sleeman ne
semble pas générer une dysmorphie faciale ni de phénotype dysplasique plus sévere que ceux de notre
souris SHIP242 (Sleeman et al., 2005). Dans la maladie humaine, la plupart des mutations répertoriées
sont responsables de 1’apparition d’un codon stop, et sont prédites pour générer un alléle non fonctionnel
a la suite de la dégradation de I’ARNm non fonctionnel ou sans activité catalytique (Below et al., 2013;
Fradet & Fitzgerald, 2017; Huber et al., 2013; lida et al., 2013b). Des mutations faux-sens du géne
INPPL1 ont également été décrites chez ’homme. Elles sont localisées dans le domaine catalytique et
conduisent également a I’inactivation de la fonction 5-phosphatase de la protéine SHIP2 (Below et al.,
2013; Fradet & Fitzgerald, 2017; Huber et al., 2013; lida et al., 2013b).
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On pourrait également expliquer ces différences par une modification du ratio de 1’implication des
différentes phosphatases et kinases qui contrdlent le niveau des phosphoinositides des types cellulaires
particuliers, comme les chondrocytes dans notre cas. Comme introduit précédemment, SHIP2 n’est pas
la seule 5-phosphatase a avoir une affinité pour le P1(3,4,5)P; et le PI(4,5)P,, et il existe également
d’autres phosphatases comme PTEN qui interviennent également dans la régulation des PI.
L’inactivation d’une seule phosphatase ou kinase dans différentes especes peut légerement modifier le
ratio entre les différents phosphoinositides avec comme conséquence de fortes différences dans
I’expression de la sévérité du phénotype. La phosphatase OCRL1 est une illustration de ce phénomeéne :
les mutations inactivatrices de la 5-phosphatase OCRL1 se traduisent par le développement d’un
syndrome de Lowe chez I’homme, mais pas chez la souris qui ne présente pas de phénotype majeur suite
a cette inactivation (Janne et al., 1998). Comme l'expression du mutant SHIP2 A est diminuée (+-65%)
chez les souris mutées SHIP244, il serait intéressant de s'assurer que ni I'expression, ni l'activité des
autres membres de la famille des 5-phosphatases et de la 3-phosphatase PTEN ne soient modulées dans

notre modéle. Ceci nous permettrait d'exclure une compensation par l'un d'entre eux.

Alternatives au modele murin SHIP242

Afin de discriminer I’impact des fonctions catalytiques et non-catalytiques de SHIP2, il serait
intéressant de générer un modéle murin SHIP2% exprimant une protéine catalytiqguement inactive mais
ne présentant pas de réduction d’expression protéique, afin de le confronter avec le modéle de souris
SHIP2"- générées par Sleeman. Bien que le phénotype dysplasique des souris SHIP2” générées par
Sleeman ne semble pas plus sévere que celui présenté par les souris SHIP2*2, il semble en revanche y
avoir une différence entre les souris hétérozygotes (Sleeman et al., 2005). En effet, alors que Dubois n’a
pas identifié de différence entre la croissance des souris SHIP2*"* et SHIP2"2, Sleeman a rapporté un
retard de croissance significatif entre les souris SHIP2*"* et les souris SHIP2*" (Dubois et al., 2012;
Sleeman et al., 2005). En se basant sur le fait que I’alléle A permet tout de méme 1’expression d’un tiers
de protéine SHIP2, la souris SHIP2*" exprimerait par conséquent moins de protéine SHIP2 que les souris
SHIP2"A, Cette hypothese pourrait expliquer pourquoi on voit apparaitre un retard de croissance
seulement chez les souris SHIP2*". Cette réflexion permet également d’appuyer I’hypothése que le
phénotype observé impliquerait également d’autres fonctions non-catalytiques de SHIP2 étant donné
que D’activité catalytique 5-phosphatase devrait étre théoriquement similaire dans ces deux modeles
hétérozygotes.

Pour générer un modele murin encore plus proche de I’OPS, il pourrait étre intéressant
d’introduire les mutations rencontrées dans I’OPS. Cette méthodologie est d’ailleurs fréquemment
utilisée. Par exemple, il existe des souris exprimant la mutation activatrice (p.Gly374Arg) du récepteur
FGFR3 afin de reproduire la mutation activatrice correspondante (p.Gly380Arg) rencontrée dans plus
de 95% des patients humains atteints d’achondroplasie humaine (Wang, Spatz, et al., 1999). Cette

méthologie est cependant assez incertaine dans le cadre de I’OPS ou, & la différence de I’achondroplasie
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par exemple, il n’y a pas une mutation largement prédominante (Tableau 1, page 35). En revanche, il
serait intéressant d’introduire des codons stop a différents niveaux du gene de SHIP2 afin de générer
des modéles produisant des protéines trongquées de certains de leur dormaine. Il serait d’ailleurs
particuliérement judicieux de générer un modéle murin produisant une protéine SHIP2 tronquée de
I’entiéreté de son domaine catalytique car la plupart des mutations répertertoriées dans 1’OPS sont
prédites pour affecter ce domaine ce qui laisse penser que ce domaine présente bien une place
prédominante dans la maladie (Tableau 1, page 35). Enfin, il serait également intéressant d’éudier
I’impact du domaine C2 de SHIP2 car il semblerait que ce domaine augmente I’activité du domaine 5-

phosphase (Le Coq et al., 2017).

Les chondrocytes comme modele cellulaire pour I’étude de SHIP2

La confirmation de I’implication de SHIP2 dans le processus d’ossification endochondrale est
un élément important de notre travail. La plaque de croissance est altérée histologiquement et sa
minéralisation présente des altérations aussi bien chez la souris que chez ’homme. Ces altérations
peuvent étre la conséquence de I’inactivation de SHIP2 dans plusieurs types cellulaires intrinséques et
extrinséques a 1’os. Mais les résultats obtenus sur base du modele de culture de métatarsiens ex-vivo
permettent de dire que les altérations intrinséques a 1’os suffisent a induire des anomalies caractéristiques
de I’ospismodysplasie au niveau de la croissance osseuse, de I’histologie et de la minéralisation. Par
conséquent, I’inactivation de SHIP2 dans des cellules situées en dehors de 1’os en croissance ne semblent
pas avoir un role majeur dans la genése du phénotype chez des souris juvéniles, renforcant I’hypothése
que les cellules osseuses incluant les ostéo-progéniteurs, les ostéoblastes, ostéoclastes et/ou
chondrocytes jouent un role essentiel dans la pathologie.
Nous avons décidé de nous focaliser sur 1’étude de SHIP2 dans les chondrocytes, le type cellulaire
central de la plaque de croissance ou se concentrent les anomalies et car aucune autre anomalie
significative n’a été détectée dans 1’épaisseur de 1’os cortical, un paramétre fortement dépendant de
I’ossification intramembraneuse faisant peu intervenir les chondrocytes (Breeland & Menezes, 2019).
Nous avons tenté d’inactiver spécifiquement 1’activité 5-phosphatase de SHIP2 dans les chondrocytes
afin de savoir si ce type cellulaire est seul responsable du phénotype dysplasique. En effet, il suffit de
parcourir la littérature pour constater que des manipulations génétiques affectant spécifiquement les
chondrocytes peuvent suffire a induire d’importantes anomalies du développement (Murakami et al.,
2004; Stanton et al., 2004; Zhang et al., 2006). En croisant des souris SHIP2o/flox gyec des souris Col2al
Cre, nous avions obtenu une souris exprimant spécifiquement la protéine tronquée SHIP2 A dans les
chondrocytes. De la méme maniére, nous avions généré une souris SHIP2M¥/flox Col2al CrefRT?
inductible nous permettant d’abolir I’activité 5-phosphatase de SHIP2 dans les chondrocytes a 1’aide
d’hydroxytamoxiféne. Malheureusement, nos essais d’inactivation n’ont pas abouti a la suite de taux de
recombinaison in vivo et in vitro trop faibles, se traduisant par la persistance d’une grande quantité de

protéine SHIP2 sauvage dans les chondrocytes des souris SHIP2M19¢flox Col2al Cre et SHIP2flo¥/flox
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Col2al CrefR™, Nous avions en quelque sorte généré 1’équivalent d’une souris hétérozygote ship2**
qui ne présente pas d’anomalie. Par conséquent, nous ne pouvons pas exclure gque des altérations dans

d’autres types cellulaires peuvent aussi contribuer au phénotype opsismodysplasique.

Durant ce travail, nous avons étudié les fonctions de SHIP2 in vitro dans un modele cellulaire murin. Il
serait cependant judicieux de réitérer nos expériences avec des chondrocytes humains. En effet, il est
possible que I’espéce soit a I’origine de différences phénotypiques. Nous nous sommes d’ailleurs posé
cette question en cours de doctorat. Nous avons traité des chondrocytes articulaires humains avec
I’inhibiteur de SHIP2 (AS1949490) et évalué ERK par western blot. Les résultats préliminaires ont
montré une augmentation significative de la phosphorylation de ERK dans les cellules traitées avec
I’inhibiteur. Bien que ces résultats confirment nos observations précédemment obtenues avec les
chondrocytes murins, nous ne sommes pas aller plus loin pour deux raisons. Premierement car ces
cellules ont peut-étre une capacité de prolifération et de différenciation différentes que les chondrocytes
de la plaque de croissance. Deuxiément, vu que les cellules que nous nous sommes procurées étaient
issues de patients arthrosiques, elles présentaient de base une augmentation de la phosphorylation de

ERK par rapport aux cellules saines, ce qui aurait pu interférer avec la suite de nos expériences.

Inhibiteur AS1949490 et protéine SHIP2 A

Nous avons confronté des résultats d’expérience faisant intervenir I’inhibiteur AS1949490, avec
ceux obtenus depuis des cellules SHIP2%2, Cette molécule inhibitrice reproduit presque I’entiéreté des
altérations engendrées par I’inactivation génétique de SHIP2. Néanmoins, nous avons obtenu des
résultats que nous n’expliquons pas.
L’inhibiteur AS1949490 semble induire plus d’effet que I’inactivation génétique de I’activité 5-
phosphatase de SHIP2 dans le modéle de culture de métatarsiens. De plus et de maniere inattendue,
AS1949490 n’induit pas d’augmentation significative de la phosphorylation d’AKT comme observé
dans des chondrocytes SHIP2%2 stimulés avec de I’IGF1, alors que la suractivation de ERK est en
revanche présente dans les deux modéles. En effet, en observant les coupes histologiques réalisées sur
des métatarsiens de souris sauvages traités avec 10uM d’AS1949490, on constate que la zone
hypertrophique est plus de deux fois plus petite que dans les coupes issues de métatarsiens de souris
SHIP2%2, Ce résultat se rapproche d’ailleurs de ce qui a été observé chez certains patients OPS. Parmi
les hypothéses envisageables, il serait possible qu’en plus d’inactiver I’activité 5-phosphatase de SHIP2,
I’inhibiteur interfére avec des interactions protéiques que SHIP2 pourrait avoir avec d’autres partenaires
et/ou qu’il interfére avec d’éventuelles modifications post-traductionnelles de I’enzyme. Comme pour
les protéines SHIP2 mutantes détectées dans la maladie humaine et chez la souris SHIP2%2, les capacités
d’interaction de la protéine SHIP2 incubée avec I’inhibiteur AS1949490 n’ont pas été évaluées. Nous

avons par ailleurs observé un effet synergique sur le retard de croissance de métatarsiens de souris
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SHIP2%2 Jorsque 1’on ajoute I’inhibiteur AS1949490. La spectrométrie de masse sur des échantillons
incubés ou non avec I’inhibiteur permettrait d’évaluer cette hypothése. Une autre explication de nos
résultats serait liée a une éventuelle toxicité de 1’inhibiteur, mais 1’évaluation de 1’activité métabolique
(MTT assay) de chondrocytes traités avec des concentrations croissantes d’AS1949490 (jusqu’a 20 uM)
ne semble pas étayer cette hypothése.

Une autre raison pouvant expliquer les différences histologiques obtenues avec I’inhibiteur serait
d’intégrer I’absence de suractivation d’AKT évoquée précédemment. Alors que la voie MAPK/ERK
semble réguler négativement 1’hypertrophie des chondrocytes, la voie PI3K/AKT I’influencerait
positivement. En effet, I’utlisation d’inhibiteur pharmacologique de PI3K (LY294002) sur des tibias
embryonaires de souris induit un retard de croissance, dont une réduction de la taille de la zone
hypertrophique (Ulici et al., 2008). Il se pourrait que la combinaison d’un niveau d’activation normal
d’AKT combiné a la suractivation de la voie MAPK/ERK contribuerait davantage a réduire la taille de
la zone hypertrophique et par conséquent la croissance.

L’ostéocalcine serait impliquée dans le retard de minéralisation

Un autre résultat important et inattendu de nos recherches a été de montrer que 1’ostéocalcine
(OCN) joue un réle dans le défaut de minéralisation observé in vitro dans les chondrocytes lorsque
SHIP2 est inactivé, et probablement aussi dans la souris opsismodysplasique. En effet, I’expression de
I’OCN est significativement augmentée dans les différents modéles de culture de chondrocytes testés
ou SHIP2 est inactivé, et oll la production de nodules de minéralisation est systématiquement diminuée.
En ciblant I’ARNm de I’OCN dans des chondrocytes en culture avec un shRNA spéficique, nous avons
induit une augmentation significative de la formation de nodules de minéralisation.
Ces résultats sont en accord avec ceux obtenus chez les souris déficientes pour I’OCN, ou les deux genes
codant pour I’OCN dans les os sont délétés (Ducy et al., 1996). Chez ces souris OCN KO, I’absence
d’OCN est associée a une augmentation de la croissance osseuse, de la masse osseuse, et la formation
de larges cristaux d’hydroxyapatite, c’est-a-dire le phénotype opposé a celui observé dans les cultures
de chondrocytes déplétées en SHIP2. Etonnamment, la surexpression de I’OCN dans des ostéoblastes
de souris transgéniques a.1(I)Col-Osteocalcine n’a pas d’effet sur la minéralisation osseuse (Murshed et
al., 2004), ce qui suggere que le phénotype de défaut de minéralisation observé en I’absence de SHIP2
serait peut-étre dd a un effet chondrocyte-spécifique et non pas ostéoblaste-spécifique. Sachant que
’ostéopontine (OPN) et ’OCN sont tous deux des inhibiteurs de minéralisation osseuse (Bailey et al.,
2017), le fait que les concentrations d’ARNm et de protéines d’OPN soient aussi augmentées dans les
cultures de chondrocytes ou SHIP2 est inactivé renforce I’hypothése que 1’absence de SHIP2 induit un
défaut de minéralisation.
L’OCN ne semble pas agir seule pour controler la minéralisation. Par exemple, elle est capable de
s’associer a I’OPN et d’autres études ont montré que la présence concommittante d’OCN et de fétuine

(02HS-glycoprotéine) inhibe in vitro la formation et la morphologie de cristaux sphéroides
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(calcospherite) durant le processus de calcification (Libouban et al., 2009; Nikel et al., 2013, 2018). Par
conséquent, une étude approfondie de ’expression des protéines « environnantes » a I’OCN pourrait
permettre de mieux comprendre le mécanisme de retard de minéralisation observé dans nos modéles.
La synthése de I’OCN est induite par la voie MAPK/ERK via RUNX2 a la suite d’administration de
FGF2 a des ostéoblastes (Xiao et al., 2002), et a I’administration de leptine a des cellules ATDC5 (Han
et al., 2016). Les voies p38 MAPK et PIBK/AKT influencent également positivement 1I’expression
d’OCN dans des ostéoblastes et des myoblastes (Hu et al., 2003; Liu et al., 2017). Il est donc tout a fait
possible que ces résultats soient la conséquence de la suractivation de ERK que nous avons observé. Les
chondocytes n’étant pas les seules cellules a synthétiser de I’OCN, il faudrait aussi étudier son
expression dans les ostéoblastes pour d’avantage affiner nos hypothéses.

L’OCN est présente dans 1’0s sous une forme inactive (GLA-OCN) ayant une grande affinité pour les
cristaux d’hydroxyapatite et le Ca%", et a I’inverse sous une forme active (GLU-OCN) circulante dans le
sang (Rossi et al., 2019). Interpelé par nos résultats, nous avons décidé d’évaluer par ELISA la
concentration sanguine en OCN dans les souris SHIP2*2, Nous avons identifié que les deux formes
(GLU-OCN, GLA-OCN) sont présentes en concentration significativement réduite dans le serum des
souris SHIP2* agées de 3 semaines, comparées aux souris SHIP2** (résultats non publiés). Vu que la
production sérique de GLU-OCN nécessite I’activit¢ des ostéoblastes, nous pourrions émettre
I’hypothése que les souris SHIP2%2 présentent une réduction de la résorption osseuse (Rossi et al.,
2019). Ce parametre est d’ailleurs utilisé en médecine humaine pour évaluer le remodelage osseux, par
exemple dans le cadre de 1’ostéoporose (Liu et al., 2019). Le r6le du GLA-OCN sérique n’est pas encore
connu, mais cette tendance inverse (serum/os) a déja été identifiée dans un modéle murin d’ostéogenése
imparfaite exprimant une forme mutée dominante de COL1AL. Dans ce cadre, I’auteur a identifié¢ des
taux élevés d’OCN sériques avec une expression transcriptionnelle osseuse basse (Boraschi-Diaz et al.,
2017). 1l semble par ailleurs y avoir un lien entre COL1A1 et I’OCN (Boraschi-Diaz et al., 2017; Chen,
Guo, et al., 2014; Kalajzic et al., 2002).

Si I’implication de I’OCN dans le modéle SHIP2%* se confirme in vivo, il pourrait étre intéressant de
croiser a I’avenir les souris SHIP2%* avec des souris OCN”- dans le but d’obtenir une souris SHIP2%/
OCN*". Celle-ci produirait un taux réduit d’OCN par rapport aux souris SHIP2~2 ce qui, selon notre

hypothese, pourrait permettre de restaurer le retard de minéralisation.

La voie MAPK/ERK, principal acteur du phénotype des souris SHIP242 ?

A la vue des différentes anomalies répertoriées, il semblerait que la voie MAPK/ERK joue un
role majeur dans le phénotype dysplasique des souris et probablement des patients OPS. Les niveaux de
phospho-MEK et phospho-ERK1/2 sont significativement augmentés dans les chondrocytes inactivés

génétiquement et pharmacologiquement pour SHIP2 en réponse a la stimulation au sérum ou a I’'IGF-1.
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De plus, le traitement de ces cellules ou des os entiers avec un inhibiteur de phospho-MEK rétablit
partiellement la production de nodules de minéralisation, la taille de la zone hypertrophique et la
croissance osseuse.

L’activation constitutive des voies MAPK dans les chondrocytes est un élement décrit dans la littérature
comme conduisant parfois a un phénotype trés semblable a celui des souris SHIP242, Le phénotype qui
se rapproche le plus de notre modele murin est représenté par les souris transgéniques qui expriment de
maniére constitutive une forme mutée active de MEKZ1 spécifiquement dans les chondrocytes. Celles-ci
présentent une augmentation de la phosphorylation de ERK1/2 dans leurs chondrocytes, un
raccourcissement du squelette axial et appendiculaire, un dysmorphisme facial avec un arrondissement
du crane, une réduction de la zone hypertrophique et un retard de la minéralisation osseuse (Murakami
et al., 2004). La suractivation de MKK®6 dans les chondrocytes induit, via la kinase p38, un nanisme
caractérisé par une prolifération réduite des chondrocytes, une réduction de la taille de la zone
hypertrophique, un retard de la formation des centres d’ossification, une diminution de 1’expression de
IHH, PTHrP (Zhang et al., 2006). En revanche, ces souris ne présentent pas le dysmorphisme facial des
souris de Murakami ni des souris SHIP244, suggérant que le phénotype que nous observons ferait
intervenir la voie MAPK/ERK et non pas la voie p38 MAPK. A I’inverse la délétion de ERK1/2 dans
plusieurs types cellulaires dont les chondrocytes hypertrophiques conduit une expansion de la zone
hypertrophique. Etonnamment, ces souris présentent tout de méme vers 1’age de 3 semaines un retard
de croissance et des os longs plus courts (Chen et al., 2015). Ces derniers résultats sont cependant a
pondérer car pour inactiver ERK1/2 les auteurs ont utilisé le promoteur de I’OSTERIX, un facteur de
transcription en aval de RUNX2. En plus de n’étre exprimé qu’a partir des chondrocytes
hypertrophiques, ce promoteur est également exprimé par d’autres types cellulaires comme les cellules
de lignées ostéoblastiques, des cellules stromales, des adipocytes, des cellules de I’épithelium intestinal
(Chen, Shi, et al., 2014; Oh et al., 2012).

Les voies de signalisation FGF font intervenir la cascade des MAPK. Des mutations activatrices du
recepteur FGFR3 induisent également un nanisme et des altérations relativement similaires au
phénotype des souris SHIP2% (Su et al., 2008, 2010). Il nous a paru étonnant de ne pas observer
d’augmentation significative de la phosphorylation de MEK-ERK1/2 dans les chondrocytes inactivés
pour SHIP2 lorsqu’ils sont stimulés avec du FGF2. Nous avons choisi ce facteur de croissance car il est
synthétisé par les chondrocytes et qu’il est reconnu par le récepteur FGFR3 (également par les récepteurs
FGFRL1 et FGFR2). Ces trois récepteurs sont exprimés de maniere différente par les chondrocytes. Par
exemple les chondrocytes prolifératifs et pré-hypertrophiques expriment fortement FGFR3, alors que
les chondrocytes hypertrophiques expriment fortement FGFR1 et peu FGFR3. Ils sont également
capables de reconnaitre d’autres ligands, comme Fibroblast growth factor 9 and 18 (FGF9 et FGF18)
qui eux sont synthétisés par le périchondre et le périoste (Ornitz & Marie, 2015). Il serait intéressant de
réitérer ces expériences en stimulant cette fois-ci les cellules avec du FGF9/ FGF18 car ils ont des effets

différents par rapport au FGF2. Alors que FGF2 et FGF9 favorisent tous deux la prolifération des
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chondrocytes, FGF2 blogue également leur différenciation (préhypertrophique) tandis que FGF9 inhibe
leur différenciation terminale. (Hung et al., 2007; Liu et al., 2007; Ornitz & Marie, 2015; Weksler et al.,
1999). Récemment, Fafilek a identifié dans un modéle in-vitro de chondrosarcome Swarm rat
chondrosarcoma (RCS) que SHIP2 exerce une fonction régulatrice dans la voie FGF en modulant la
forme du signal d’activation de ERK. Etonnamment, la perte de SHIP2 transforme 1’activation soutenue
de ERK en un signal transitoire, se traduisant par des effets inverses a ceux que nous avons obtenus. Ces
résultats contredisent également 1’augmentation de la phosphorylation de ERK et AKT que ’auteur a
observeée apres traitement avec I’inhibiteur AS1949490 (Fafilek et al., 2018).

A Tinverse, la stimulation de ces cellules avec de I’IGF1 reproduit la suractivation de la voie
MAPK/ERK observée aprées stimulation avec du sérum. Le récepteur Insulin-like growth factor 1
receptor (IGF1R) activeé est connecté a la voie MAPK/ERK via le recrutement du complexe GRB2/SOS.
Une fois ce complexe recruté pres du récepteur, il va mener a ’activation de RAS chapeautant la voie
MAPK/ERK. Le récepteur IGF-1R peut également induire I’activation de la voie PI3K/AKT via le
recrutement des protéines IRS qui vont interagir avec la protéine GRB2, et la sous-unité P85 de la PI3K
(Y. Wang et al., 2013). La voie IGF1 a été identifié comme impliquée lors de différentes étapes de la
différenciation pendant 1’ossification endochondrale, notamment celle des chondrocytes
hypertrophigques (Cooper et al., 2013; Mohan & Kesavan, 2012; Wang et al., 2014; Yang et al., 2017).
Comme cité précédemment, ce sont les souris de Murakami exprimant une forme active de MEK1 dans
les chondrocytes qui représentent le modéle le plus proche du phénotype des souris SHIP2%2 (Murakami
et al., 2004). Nous pourrions expliquer cette observation par le fait que le phénotype dysplasique
SHIP2%2 serait la résultante des altérations de différentes voies de signalisation en présence de la
protéine tronquée. En effet, des mutations affectants SHIP2, MEK1 ou ERK engendreraient une
signalisation cellulaire anormale dans plus de voies différentes (EGFR, FGFR, IGFR, PDGFR, ...) que

des mutations affectant directement un seul récepteur RTK spécifique (FGFR3 par exemple).

Implication de la voie PI3K/AKT ?

Plusieurs études ont montré que SHIP2 régulait négativement 1’activit¢ d’AKT en
déphosphorylant le P1(3,4,5)P3 (Erneux et al., 2011; Ikubo et al., 2009; Ramos et al., 2018; Ramos,
Ghosh, Dedobbeleer, et al., 2019; Zhang et al., 2007). Cependant, I’impact de SHIP2 sur ’activité
d’AKT est intimement lié au type cellulaire : dans les cellules HTC116 issues de cancer colorectal, la
phosphorylation d’Akt est réduite quand I’expression de SHIP2 est diminuée, et n’affecte pas la
prolifération cellulaire (Hoekstra et al., 2016). Cet effet est également observé dans des cellules de
cancer du sein MDA-MB-232 (Prasad, 2009). Lorsque des fibroblastes primaires issus de patients OPS
sont stimulés pendant 5 min avec de ’EGF, une diminution de phospho-AKT (S473) est détectée,
comparée aux cellules des individus sains (Ghosh et al., 2017). Dans notre modele de chondrocytes
primaires ou SHIP2 est inactivé avec AS1949490, la phosphorylation d’AKT sur S473 et T318 n’est

pas augmentée apres stimulation avec du sérum, de I’IGF1 ou du FGF2, comparés aux cellules controles.
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Ce résultat est en accord avec la déplétion d’AKT1 chez la souris (et non pas la
surexpression/suractivation d’AKT) qui est associée avec un nanisme sévere et un retard d’ossification
(Peng et al., 2003; Ulici et al., 2009). De maniere assez étonnante, les anomalies histologiques de la
plaque de croissance identifiées chez les souris AKT1" sont relativement semblables a celles que nous
avons identifiées chez les souris SHIP2** : les souris AKT1” présentent une diminution de taille de la
zone hypertrophigue, en particulier au niveau de la portion calcifiée, sans présenter d’anomalie dans les
couches supérieures de la plaque de croissance. En revanche, ces souris ne présentent pas de dysmorphie
faciale associée au nanisme (Fukai et al., 2010; Peng et al., 2003; Ulici et al., 2009).

Nous ne pouvons pas exclure que la voie PI3K/AKT ne soit pas impliquée dans le phénotype. Elle
pourrait par exemple expliquer pourquoi nous observons un phénotype plus sévére en présence
d’AS1949490 que de la protéine A. Comme expliqué dans I’introduction, la voie PI3K/AKT est capable
d’influencer I’activation de la voie MAPK/AKT via un phénoméne de cross-talk. Par conséquent,
d’autres expériences sont nécessaires pour définir I’implication réelle de la voie PI3K/AKT, en
commengant par stimuler des chondrocytes en présence d’inhibiteur de la voie PI3K/AKT et de Vvérifier

si ’activation de ERK est affectée.

Investiguer les autres fonctions du P1(3,4,5)P3

Les fonctions du PI(3,4,5)P3 (en partie régulé par SHIP2) ne se limitent pas seulement a induire
I’activation d’AKT. En effet, I’action du P1(3,4,5)P3 permet également d’activer une série de GTPases
de la famille Rho, dont RhoA.

Cette famille de GTPases joue des rbles trés importants car les protéines qui la composent régulent
I’organisation du cytosquelette en contrdlant la (dé)polymérisation de I’actine a travers de multiples
voies de signalisation. Selon la littérature, I’adhésion intercellulaire et cellules-MEC est tres importante
car elle régule la différenciation cellulaire (revu par (Woods et al., 2007). C’est 1’'une des raisons qui
explique pourquoi il est important de cultiver les chondrocytes primaires en culture in vitro tri-
dimensionelles, afin de maximiser les contacts intercellulaires et réduire 1’apparition d’une
dédifférenciation cellulaire trop importante (Woods & Beier, 2006).

La GTPase RhoA est impliquée dans la polarisation cellulaire des chondrocytes. En effet, il a été montré
que le complexe RhoA/ROCK inhibe a la fois la chondrogenése en inhibant le facteur de transcription
SOXO9, et la différenciation hypertrophique (Woods et al., 2005, 2007; Woods & Beier, 2006). Il a
également été montré dans un modéle ATDC5 que la surexpression de RhoA augmente la prolifération,
retarde la différenciation cellulaire et réduit la production de composés de la MEC. A I’inverse, sa
répression induit un diminution de la prolifération et accélere la différenciation hypertrophique (G.
Wang et al., 2004).

Plusieurs travaux ont établi des liens entre SHIP2 et RhoA. Premiérement, SHIP2 régule indirectement

I’action de RhoA en modulant I’accumulation de P1(3,4,5)P3 au niveau du front membranaire afin de
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maintenir la polarité avant-arriére de la cellule. (Kato et al., 2012). Deuxiément, dans un modéle de
gliome U-251, il a été montré que SHIP2 interagit aussi directement avec GTP-RhoA via son extrémité
N-terminale pour réguler la migration et 1’étalement cellulaire. La perte de cette interaction par la
déplétion totale de SHIP2 atténue par ailleurs la migration et la polarisation cellulaire. Enfin, il a été
montré que lorsqu’on augmente I’activité de SHIP2 avec de I’amyloide oligomérique 3, cela augmente
I’accumulation du PI(3,4)P2 au niveau des endosomes tardifs et des lysosomes, favorisant la dégradation
d’ ARAP3 (qui est un régulateur négatif de RhoA) ce qui induit une hyperactivation de RhoA (Lee et al.,
2019).

Par conséquent, il serait tout a fait pertinent d’étudier I’interaction RhoA-SHIP2 dans notre modéle et
analyser les capacités de migration des chondrocytes, de mesurer les concentrations du P1(3,4,5)P3 et
PI(3,4)P2 dans plusieurs conditions (inhibiteur de SHIP2, inhibiteur de MEK..). Les résultats de ces
expériences pourraient permettre de progresser dans de nouvelles « directions » afin de mieux
comprendre certains éléments du phénotype comme I’absence d’organisation en colonne des

chondrocytes de la plaque de croissance des patients OPS.

Hypothéses sur le mécanisme de régulation de la voie MAPK/ERK par SHIP2

Il ressort de notre travail que la plupart des traits phénotypiques apparus a la suite de I’expression
du mutant SHIP2 A (ou en présence d’AS1949490) pourraient étre expliqués par 1’identification du
mécanisme par lequel SHIP2 régule la voie MAPK/ERK. Plusieurs études ont suggéré que 1’inhibition
de SHIP2 pouvait mener a une suractivation de la voie MAPK en réponse aux facteurs de croissance,
ou inversément que la surexpression de SHIP2 pouvait réduire I’activité de la voie MAPK (Agollah et
al., 2014; Artemenko et al., 2009; Blero et al., 2001; Fafilek et al., 2018; Jurynec & Grunwald, 2010;
Kagawa et al., 2005; Sasaoka et al., 2003). La stimulation a I’insuline induit en I’absence de SHIP2 une
suractivation de la voie PI3K/AKT et de la voie MAPK dans des cellules issues d’ovaire de hamster
chinois (Blero et al., 2001). Chez le poisson zebre, Ship2a (I’homologue le plus probant de SHIP2) est
requis pour 1’établissement du pattern dorso-ventral et atténue la voie de signalisation du FGF chez
I’embryon pré-gastrula car son inhibition induit une augmentation de 1’activation de pMAPK (Jurynec
& Grunwald, 2010). SHIP2 a également été identifié comme un régulateur négatif de la voie MAPK
dans des cellules endothéliales lymphatiques (Agollah et al., 2014) et dans des cellules RCS comme
énoncé précédemment (Fafilek et al., 2018).
Plusieurs hypothéses ont été proposées qui incluent des mécanismes catalytiques et non-catalytiques de
la protéine SHIP2. Des études menées sur des cellules issues d’ovaire de hamster chinois et des cellules
de muscle lisse vasculaire suggerent que via son domaine SH2, SHIP2 pourrait entrer en compétition
avec I’association des molécules adaptatrices SHC et GRB2, ce qui réduirait la transmission du signal
en aval du recepteur tyrosine kinase activé (Kagawa et al., 2005; Sasaoka et al., 2003). De la méme

maniére, des études fonctionnelles sur SHIP1, ont montré que le domaine 5-phosphatase régule
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négativement la voie MAPK via I’inhibition de la liaison du complexe d’échange nucléotide GRB2/SOS
avec la protéine adaptatrice SHC, ce qui est un élément nécessaire a 1’activation de RAS (Sharma et al.,
2005; Tridandapani et al., 1997).

Des études ont également identifié SHIP2 comme un activateur de la voie MAPK. Par exemple, dans
des préadipocytes 3T3-L1, I’expression d’un mutant SHIP2 catalytiquement inactif (PDR/AAA) induit
une réduction de ’activation de ERK1/2 médiée par le récepteur des facteurs de croissance dérivés des
plaquettes (PDGFR) (Artemenko et al., 2009). La perte d’activité phosphatase de SHIP2 dans des
cellules RCS et dans le cadre de la voie FGF, transforme une activation soutenue de ERK en un signal
transitoire (Fafilek et al., 2018). Le mécanisme sous-jacent ferait appel aux fonctions non-catalytiques
de SHIP2 en recrutant les kinases de la famille SRC afin de promouvoir la phosphorylation des
récepteurs FGFR et d’assembler le complexe protéique permettant de transmettre le signal vers ERK.
Dans ce modele, SHIP2 est également capable d’interagir directement avec les récepteurs FGFR, d’étre
phosphorylée par les récepteurs FGFR activés, de phosphoryler les protéines adaptatrices Fibroblast
growth factor receptor substrate 2 (FRS2) et de recruter la tyrosine phosphatase Protein tyrosine
phosphatase non-receptor type 11 (PTPN11) (Fafilek et al., 2018).

SHIP2 pourrait également réguler la voie MAPK par une interaction directe avec un effecteur de la
cascade de signalisation, comme SHIP1 régule la protéine tyrosine kinase TEC. Celle-ci joue un rdle
essentiel dans ’activation de la phospholipase Cy (PLCy) en aval du TCR dans les lymphocytes T. En
I’absence d’activation, TEC est déphosphorylé ce qui permet a SHIP1 d’interagir avec et de bloquer sa
translocation vers le PI(3,4,5)Ps. A l’inverse, une fois activé par un ligand, la protéine TEC est
phosphorylée réduisant I’affinit¢ de SHIP1, lui permettant de se lier au P1(3,4,5)Ps (Tomlinson et al.,
2004).

En fonction du contexte, I’effet de SHIP2 sur la voie MAPK/ERK pourrait étre aussi médié par la
fonction catalytique de la protéine. Le PI(3,4,5)P3 pourrait induire le recrutement membranaire de
domaines d’homologie de la pleckstrine (PH) liés a d’autres protéines qu’AKT, ce qui amplifierait
I’activation de facteur de croissance lié a RAS, comme rapporté pour la voie du récepteur aux antigénes
des lymphocytes (Readinger et al., 2009) et suggéré pour HGF et VEGF dans les cellules endothéliales
lymphatiques (Agollah et al., 2014).

Par conséquent, I’identification du mécanisme exact par lequel SHIP2 régule la voie MAPK passera par
I’identification des fonctions non-catalytiques de la protéine. Dans ce cadre, il pourrait étre intéressant
de réaliser des immunoprécipitations et de la spectrométrie de masse afin de comparer les résultats avec
la protéine sauvage dans différentes conditions de stimulation et voir s’il y a une modification éventuelle
de I’affinité de la protéine SHIP2 A avec des partenaires protéiques. L utilisation de Short hairpin RNA

(shRNA) ciblant des partenaires connus a SHIP2 permettrait de compléter ces résultats.
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Conclusions

La souris SHIP24* se caractérise par I'expression diminuée d'une protéine SHIP2 tronquée
dépourvue d'activité catalytique. Cette souris présente un retard de croissance, une dysmorphie faciale
et un raccourcissement des os longs. La plaque de croissance des os longs exhibe des anomalies
structurelles se traduisant notamment par une réduction de la taille et de la minéralisation de la zone
hypertrophigue ainsi que la formation des travées osseuses. La plupart des éléments du phénotype murin
sont compatibles avec les anomalies identifiées chez les patients opsismodysplasiques rendant ce
modéle pertinent pour 1’étude de cette maladie, tout en tenant compte qu’il présente une sévérité
moindre.
Dans le cadre de I’ossification endochondrale, SHIP2 contréle la différenciation hypertrophique des
chondrocytes et la minéralisation de la MEC en inhibant la cascade de signalisation MAPK/ERK via un

mécanisme qui reste a déterminer. Il semble par ailleurs exister un lien entre SHIP2 et 1’ostéocalcine.

Bien que de nombreuses incertitudes persistent dans notre compréhension du phénotype de la souris
SHIP244) T’ensemble des traits phénotypiques observés aprés invalidation de SHIP2 chez la souris
reflete probablement la complexité des fonctions de la protéine in vivo. En effet, celle-ci semble
contréler les concentrations de plusieurs phosphoinositodes et étre capable d’interagir avec de multiples

partenaires protéiques différemment en fonction du contexte cellulaire.
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Annexe

Abstract :

INPP5K (Inositol Polyphosphate 5-Phosphatase K, or SKIP (for Skeletal muscle and
Kidney enriched Inositol Phosphatase) is a member of the phosphoinositide 5-phosphatases
family. Its protein structure comprises of a N-terminal catalytic domain which hydrolyses both
PtdIns(4,5)P2 and PtdIns(3,4,5)P3, followed by a SKICH domain at the C-terminus which is
responsible for protein-protein interactions and subcellular localization of INPP5K. Strikingly,
INPP5K is mostly concentrated in the endoplasmic reticulum, although it is also detected at the
plasma membrane, in the cytosol and the nucleus. Recently, mutations in INPP5K have been
detected in patients with a rare form of autosomal recessive congenital muscular dystrophy with
cataract, short stature and intellectual disability. INPP5K functions extend from control of
insulin signaling, endoplasmic reticulum stress response and structural integrity, myoblast
differentiation, cytoskeleton organization, cell adhesion and migration, renal osmoregulation,
to cancer. The goal of this review is thus to summarize and comment recent and less recent data
in the literature on INPP5K, in particular on the structure, expression, intracellular localization,

interactions and functions of this specific member of the 5-phosphatases family.

166



Annexe

Introduction:

Phosphatidylinositol (PtdIns) is composed of a glycerol backbone esterified to two fatty acid
chains and a phosphate, and attached to a polar head group, the cyclic polyol myo-inositol, that extends
into the cytoplasm. This inositol head group has free hydroxyl groups at positions D2 through D6, and
those at positions D3, D4 and D5 can be phosphorylated into 7 potential combinations by 3-, 4- and 5-
kinases, respectively. The 7 phosphorylated forms of phosphatidylinositol are named phosphoinositides,
are present in cell membranes and play important role in many biological processes, essentially by
interacting with specific proteins (Grabon et al., 2019). Indeed, each cellular membrane compartment
has a characteristic composition of phosphoinositide species, and this phosphoinositide signature attracts
a specific set of functionally important proteins to that membrane, or directly regulates the activity level
of integral membrane proteins (Falkenburger et al., 2010). Beside kinases, phosphoinositide metabolism
is also regulated by members of phospholipases C and phosphatases families. Phosphates added at
positions D3, D4 and D5 of the inositol head group by kinases can be removed by 3-, 4- and 5-
phosphatases, respectively (Blero et al., 2007). The mammalian 5-phosphatases family comprises 10
members. These members share an inositol 5-phosphatase domain with a set of conserved amino acids
and a general comparable structural organization. Except for one member, INPP5A, they all catalyze
the dephosphorylation of PtdIns(4,5)P2 and/or PtdIns(3,4,5)P3 at the 5- position, generating PtdIns(4)P
and/or PtdIns(3,4)P2, respectively (Ramos et al., 2019a). Interestingly, 5-phosphatase isoenzymes have
been individually implicated in human diseases, such as ciliopathies (INPP5E), the oculo-cerebrorenal
syndrome of Lowe (INPP5F) or opsismodysplasia, a rare congenital skeletal dysplasia (INPPL1)
(Ramos et al., 2019). The goal of this review is to summarize and comment recent and less recent data
in the literature on INPP5K, in particular on the in vivo function of this member of the 5-phosphatases

family in man and genetically-modified animals.
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Official full name/symbol and synonym:
The official full name for the INPP5K gene is Inositol Polyphosphate 5-Phosphatase K.
However, SKIP (for Skeletal muscle and Kidney enriched Inositol Phosphatase) was first used when

this 5-phosphatase was discovered by Takenawa’s team in 2000 (Ijuin et al., 2000).

INPP5K gene, transcripts and proteins in man and mouse:

The human INPP5K gene is located on the telomeric region of the short arm of chromosome 17
(17p13.3), on the reverse strand between nucleotides 1,494,577 and 1,516,742. The gene comprises 12
exons and generates a 2,706 bp transcript coding for a 448 amino acids protein with a theoretical 51.1
kDa molecular mass (Figure 1; e!lEnsembl). Many splice variants of INPP5K are reported in public
databases, giving potential proteins of 84 to 229 amino acids in length. However, the in vivo relevance
of these transcripts is currently unknown. By contrast, two interesting transcripts containing insertions
of 231 and 390 bp between exon 1 and 2 of the 2,706 bp transcript described above have been reported
(ljuin et al., 2000; e!lEnsembl). They both lead to the production of the same 372 amino acids/42.7 kDa
protein that lacks the first 76 amino acids of the 51.1 kDa INPP5K protein, probably by using a second
Start codon present in exon 3. Both ~51.1 and ~42.7 kDa signals were detected in tissue and cell line
protein extracts by Western blotting using an affinity-purified rabbit antibody directed against amino
acid residues 137-448 of the human INPP5K protein (ljuin et al., 2000). An additional ~36 kDa signal
of unknown amino-acid sequence was also detected by Western blotting using an affinity-purified rabbit
antibody raised against a fusion peptide representing the N- and C-terminal seven amino acids of human
51.1 kDa INPP5K protein (Gurung et al., 2003).

In mouse, the Inpp5k gene is located on the long arm of chromosome 11 (119B5), on the forward
strand between nucleotides 75,630,988 and 75,648,871. The mouse Inpp5k gene also comprises 12
exons, as in man, and generates a 2,679 bp transcript coding for a 468 amino acids protein with a
theoretical molecular mass of 54.2 kDa (e!Ensembl). Two splice variants giving potential proteins of 39
and 112 amino acids in length are reported in the databases, but their in vivo relevance is unknown.
When mouse tissues protein extracts were probed by Western blotting with an affinity-purified rabbit
antibody raised against the RSFLREDTLYEPEPQI carboxy-terminal peptide of the INPP5K mouse
protein, ~54 and ~42 kDa signals were clearly detected (Pernot et al., 2011). A third ~51 kDa signal was
specifically observed in testis and brain and, in the kidney, a fourth ~36 kDa signal was also present in
addition to the ~42 kDa signal (Pernot et al., 2011). The exact amino-acid sequence and origin of these
51, 42 and 36 kDa signals are currently unknown.

In conclusion, these results indicate that mouse and human INPP5K genes have a very similar
structure and lead to the production of full length 54.2 and 51.1 kDa catalytically active INPP5K
proteins, respectively. Additional truncated INPP5K proteins probably also arise from either alternative

splicing, the use of alternative Start codon or simply from partial proteolysis, which are also detected by
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Western blotting with specific antibodies. The exact biological activity of these truncated proteins is

currently unknown.

Expression of INPP5K mRNAs and proteins in human and mouse tissues and cells:

Results from Northern blotting, RT-PCR and Western blotting indicate that expression of
INPP5K mRNA and protein is rather ubiquitous in human and mouse tissues and cells lines (ljuin et al.,
2000; Pernot et al., 2011). Importantly, INPP5K is particularly abundant in skeletal muscle, heart, brain,
kidney, testis and eye (see below). Hematopoietic cells also express INPP5SK mRNA and protein,
including resting and activated lymphocytes, neutrophils, macrophages and dendritic cells (Pernot et al.,
2011).

In addition to the full length 54.2 kDa mouse and 51.1 kDa human INPP5K proteins, mouse 51,
42 and 36 kDa signals as well as human 42.7 and 36 kDa signals were detected by Western blotting
(ljuin et al., 2000; Gurung et al., 2003; Pernot et al., 2011). Intriguingly, tissues and cell lines express
either a single INPP5K protein or a combination of full length and/or truncated INPP5K proteins. For
example, the mouse C2C12 cell line and mouse ovary only express the 42 kDa truncated protein. By
contrast, full length 54.2 kDa and truncated 42 kDa proteins are both detected in mouse spleen. The
most intriguing combination is probably in the mouse kidney where a very strong 36 kDa signal is
associated with faint 54.2, 51 and 42 signals in the cortex, whereas faint 42 and 36 kDa signals are
detected in the medulla (Pernot et al., 2011).

Physiological and physiopathological conditions associated with an increased INPP5K
mRNA/protein expression include skeletal muscle cell differentiation (Xiong et al., 2011; ljuin and
Takenawa, 2012a), endoplasmic reticulum stress and activation of the unfold protein response (ljuin et
al., 2015a) as well as insulin resistance, obesity and diabetes (ljuin et al., 2015a). In cancer, INPP5K
MRNA expression was found either significantly increased (endometrial carcinoma (Hedberg Oldfors
et al., 2015), prostate cancer (Flaig et al., 2017), glioblastoma (Davies et al., 2015), renal cancer (Jones
et al., 2005)) or decreased (lung adenocarcinoma (Gao et al., 2017), glioblastoma (Davies et al., 2015)),

depending on the cancer cell type.

Human and mouse INPP5K protein structure and catalytic activity:

When compared to the human 448 amino-acids/51.1 kDa INPP5K protein, the mouse 468
amino-acids/54.2 kDa INPP5K protein is characterized by the presence of an additional peptide of 18
residues of unknown function at the N-terminus. With the exception of this peptide at the N-terminus,
human and mouse INPP5K protein structure is identical and simple: a catalytic domain comprising of
the two conserved and specific motifs of the 5-phosphatases family is present at the amino-terminus of
the protein (residues 12-326 of the human 51.1 kDa protein and 30-345 of the murine 54.2 kDa protein),
followed by a SKICH domain at the carboxy-terminus (residues 332-431 of the human 51.1 kDa protein
and 351-450 of the murine 54.2 kDa protein) (Figure 1). Accordingly, the human 372 amino acids/42.7
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kDa protein described above, which lacks the first 76 amino acids of the 51.1 kDa full length INPP5K
protein, is unlikely to harbor 5-phosphatase activity.

INPP5K hydrolyses both PtdIns(4,5)P2 and PtdIns(3,4,5)P3, but exhibits greatest activity
towards PtdIns(4,5)P2 (ljuin et al., 2000; Gurung et al., 2003; Schmid et al., 2004; Pernot et al., 2011).
No phosphatase activity was detected against PtdIns(3,5)P2, PtdIns(5)P, Ins(1,4,5)P3 or Ins(1,3,4,5)P4
(Gurung et al., 2003; Schmid et al., 2004).

The ~100 amino-acid SKICH domain (for SKIP carboxy-homology domain) has an Ig-like -
barrel structure and a molecular surface dominated by negatively charged regions which may interact
with components of the plasma membrane (Yang et al., 2015). The SKICH domain and surrounding
sequences present at the C-terminus of INPP5K mediates interactions with specific proteins and regulate
intracellular localization (Gurung et al., 2003; Dong et al., 2018). For example, after growth
factor/insulin stimulation, the SKICH domain mediates INPP5K translocation from its endoplasmic
reticulum localization in basal conditions to the plasma membrane. The SKICH domain of INPP5K is
composed of a core sequence allowing a constitutive plasma membrane association and of surrounding
sequences specific to INPP5K that contribute to endoplasmic reticulum localization of the protein in
basal conditions (Gurung et al., 2003, Dong et al., 2018).

INPP5K interacting proteins:

Lists of proteins potentially interacting with the INPP5K protein are available in BioGRID (37
potential interactors), CORUM (1 potential complex: ID 2639, the HES1 promoter-Notch enhancer
complex), IntAct (38 potential interactors), MINT (7 potential interactors) and STRING (10 predicted
functional partners) public databases and are summarized on www.uniprot.org/uniprot/Q9BT40. The
present review will be limited to 6 interacting proteins which have been carefully analyzed by different

teams as part of specific studies on INPP5K.

GRP78/BiP/HSP5a and activated PAK1:

ljuin and collaborators proposed a model in which, in basal conditions, cytosolic INPP5K
directly interacts via its SKICH domain with GRP78/Glucose regulated protein 78, a luminal ER
chaperone protein involved in ER stress and the UPR (ljuin and Takenawa, 2012b, 2015a, 2015b, 2015¢c
and 2016). However, in this model, the unresolved issue is how INPP5K which is present in the cytosol
and at the cytosolic side of the ER membrane interacts with luminal ER GRP78 (ljuin et al., 2016). After
insulin stimulation, the INPP5K-GRP78 complex migrates from ER to the plasma membrane, where
activated PAK1/p21-activated protein kinase 1 competitively binds through a 11 amino-acids peptide
within its kinase domain to INPP5K in place of GRP78, linking INPP5K to the complex of proteins
associated with the insulin receptor. Binding of INPP5K to activated PAK1 and this complex via its
SKICH domain leads to PtdIns(3,4,5)P3 dephosphorylation, decreased AKT2 phosphorylation and

insulin signaling inactivation (see below for the physiologic effect of this regulation). The co-
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immunoprecipitation of expressed tagged INPP5K and GRP78 proteins was reproduced by another team
(Wiessner et al., 2017).

SODD/BAG4:

According to Rahman and collaborators, the direct interaction between the molecular co-
chaperone SODD/Silencer of Death Domains and INPP5K following growth factor stimulation exerts
an inhibitory effect on INPP5K PtdIns(3,4,5)P3 5-phosphatase catalytic activity. Consequently, this
interaction enhances the recruitment of Ptdins(3,4,5)P3-effectors at the plasma membrane and reduces
that of PtdIns(3,4)P2, resulting in a tight regulation of actin polymerization, cell adhesion, spreading
and migration (Rahman et al., 2011). Upon growth factor stimulation, SODD co-localized with INPP5K
both in the cytosol and at the plasma membrane. No interaction was detected in basal conditions. In
contrast, SODD™ mouse embryonic fibroblasts exhibited reduced AKT phosphorylation following
growth factor stimulation, associated with increased INPP5K PtdIns(3,4,5)P3-5-phosphatase activity
(Rahman et al., 2011).

ARLG6IP1:

ARLG6IP1/ADP Ribosylation Factor Like GTPase 6 Interacting Protein 1 is a protein with
reticulon-like features whose mutations result in hereditary spastic paraplegia, a pathology frequently
associated with dysfunction of proteins that control ER morphology (Blackstone et al., 2011; Novarino
et al., 2014; Yamamoto et al, 2014; Nizon et al., 2018). ARL6IP1 is embedded in the ER membrane via
4 transmembrane domains but its N- and C-terminal regions protrude in the cytosol (Dong et al., 2018).
Dong and collaborators convincingly demonstrated that the interaction with ER ARL6IP1 protein is
responsible for INPP5K recruitment from the cytosol to the cytosolic side of the ER membrane and that,
like ARL6IP1, INPP5K is enriched in newly formed ER tubules. Importantly, knockdown of either
protein resulted in structural ER alterations (Dong and al., 2018; Ramos et al., 2020). The ARL6IP1
cytosolic N-terminal region and a surface of INPP5K at the interface of the catalytic domain and the
SKICH domain were implicated in the INPP5K-ARLG6IP1 interaction (Dong et al., 2018).

MAD2L1BP/p31(comet)/CMT2:

Yeast-two-hybrid analysis revealed MAD2L1BP/MAD?2L1 binding protein, a nuclear-enriched
protein binding to the mitotic spindle assembly checkpoint MAD2A protein during cell cycle
surveillance, as a potential INPP5K interactor (Rual et al., 2005). In EGFP-INPP5K-expressing HelLa
cells, mCherry-MAD2L1BP co-expression resulted in a massive translocation of INPP5K from ER to
the nucleus and in a marked nuclear INPP5K accretion (Dong et al., 2018). However, the interaction
between native proteins was not analyzed and interacting domains in INPP5K and MAD2L1BP proteins

were not defined. Thus, the physiological relevance of this interaction remains to be defined.
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2/5C HBV core protein:
Interestingly, the SKICH domain of INPP5K was reported to interact with amino acids 116-149
of the 2/5C human hepatitis B virus (HBV) core protein (Hung et al., 2009). The interaction with 2/5C

HBV core protein induces INPP5K migration from ER to the nucleus.

Intracellular localization of INPP5K:

In non-stimulated conditions, immunofluorescence studies revealed that both endogenous and
exogenous tagged INPP5K proteins are mostly concentrated in the ER, co-localizing with calreticulin
and calnexin ER markers, and that little or no staining is detected at the plasma membrane (ljuin et al.,
2000; Gurung et al., 2003, Dong et al., 2018, Ramos et al., 2018, 2020). As mentioned above, at the
cytosolic side of the ER membrane, INPP5K binds to the N-terminal region of ARL6IP1 which
protrudes in the cytosol (Dong et al., 2018). Interaction of INPP5K with luminal ER GRP78 has also
been described, but the molecular mechanism is still unresolved (ljuin et al., 2016). It is noteworthy here
that mammalian INPP5K shares this ER localization with the yeast phosphoinositide 5-phosphatase
Inp54p. Inp54p is a 44 kDa protein which consists of a N-terminal PtdIns(4,5)P2 5-phosphatase domain
and a C-terminal leucine-rich tail that is sufficient to target the protein to the cytosolic side of the ER
membrane (Wiradjaja et al., 2001). After growth factor or insulin stimulation, INPP5K is transiently
translocated from the ER to the plasma membrane, where it could bind to activated PAK1, SODD or
still undefined plasma membrane ligands via its SKICH domain (see above). At the plasma membrane,
INPP5K co-localizes with submembranous actin at the leading edge of the cell, specifically at membrane
ruffles (Gurung et al., 2003; ljuin and Takenawa, 2003, 2012b, 2016). Finally, Ramos and collaborators
recently reported that INPP5K, beside its known ER, plasma membrane and cytosolic localizations, is
also present in the nucleus of the human U-251 malignant glioblastoma (MG) cell line (Ramos et al.,
2020). In this cell line, about half of the nuclear INPP5K staining co-localized with SC-35* speckiles,
where PtdIns(4,5)P2 has been previously detected.

INPP5K mutations are responsible for a rare form of autosomal recessive congenital
muscular dystrophy with cataract, short stature and intellectual disability in man:

In 2017, 2 research teams reported that biallelic mutations in the INPP5K gene cause a form of
congenital muscular dystrophy with early-onset cataract, short stature and cognitive impairment
(gene/locus MIM: 607875; phenotype MIM: 617404) (Wiessner et al., 2017; Osborn et al., 2017). A
total of 9 causative INPP5K alleles were identified: 7 in the catalytic region and 2 in the SKICH domain
(Figure 1). All 7 catalytic mutants and one of the SKICH domain mutant (p.Asn417Lysfs*26) exhibited
moderate to severe decrease in PtdIns(4,5)P2 phosphatase activity in vitro, as compared with control
INPP5K protein (Wiessner et al., 2017; Osborn et al., 2017). The second SKICH domain mutant,
p.11e363Thr, had normal PtdIns(4,5)P2 phosphatase activity but displayed a striking tendency for a more

diffuse intracellular distribution in transfected cells than control INPP5K protein (Wiessner et al., 2017).
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It is noteworthy here that patients homozygous for the p.11e50Thr catalytic mutant had a variable
penetrance for muscular dystrophy and intellectual disability, leaving in one patient the ocular
manifestation as the main phenotype and suggesting a role for epigenetic factors and/or genetic
modifiers in the phenotype (Yousaf et al., 2018). Electromyography showed myopathic changes in the
muscles of all affected individuals tested, in association with normal sensory and motor nerve
conduction. Muscle pathology was largely non-specific, showing variable degrees of dystrophic
features, including increased range of muscle fiber size and diameter, muscle fibrosis, excess adipose
tissue, occasional fibers with centrally located nuclei or vacuoles, rare necrotic fibers, and a few
basophilic regenerating fibers. There were no abnormalities of blood vessels, inflammatory changes, or
group atrophy. Immunohistochemical analysis of classical skeletal muscle markers was normal, except
for a-dystroglycan expression, which was reduced in 2 of the 12 affected individuals tested (Wiessner
et al., 2017; Osborn et al., 2017). Transmission electron microscopy revealed several fibers with
pronounced reduction of myofibrils and disrupted Z line material (Wiessner et al., 2017). Unfortunately,
attempts to identify alterations in biological processes in which INPP5K had been previously implicated
(see below) were unsuccessful, and thus the pathogenic mechanism of this rare congenital muscle
disease remains totally unknown. Indeed, skin fibroblasts from individuals homozygous for the
p.11e50Thr INPP5K mutation and from control subjects showed no difference in AKT phosphorylation
in response to IGF-11 stimulation, in the expression of markers of the unfolded protein response (UPR,
an ER stress reaction), nor in the levels of autophagy markers in response to rapamycin and bafilomycin
Al treatment. Finally, all 4 INPP5K mutant proteins tested, including p.l1le363Thr in the SKICH domain,
bound to GRP78 in a similar way to control INPP5K (Wiessner et al., 2017). In connection with the
congenital muscular dystrophy observed in human INPP5K mutants, it is important to note that 3 single
nucleotide polymorphisms (SNPs) located in intron 1 and 6 as well as in exon 12 of the porcine INPP5K
gene have been associated with some meat traits, including muscle fiber number (Xiong et al., 2011,
2012). Furthermore, INPP5K gene-modified PpsB™* heterozygous mice had higher amounts of

quadriceps muscle compared with wild-type mice (ljuin et al., 2008).

INPP5K functions in cellular and animal models:

The zebrafish as a model for the human congenital muscular dystrophy caused by biallelic
mutations in the INPP5K gene:

Inpp5k is present in two copies in the zebrafish genome: inpp5ka and inpp5kb, with 48 and 44%
identity to human INPP5K, respectively. At 1 and 2 days post-fertilization (dpf), mRNA quantification
indicated that inpp5ka is respectively 7- and 16-fold higher expressed than inpp5kb (Osborn et al., 2017).
In vivo experiments were conducted either by injecting inpp5ka-, inpp5kb- or inpp5ka- and Inpp5kb-
specific morpholinos (MOs) in embryos (Osborn et al., 2017; Wiessner et al., 2017), or on a zebrafish

line carrying an inpp5ka nonsense allele (p.GIn440%, resulting in a C-terminal 12 amino acids deletion,
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a probable hypomorph allele) (Yousaf et al., 2018). Injections of inpp5ka or inpp5ka and inpp5kb MOs
in fertilized oocytes led to a phenotype that closely resembles the human presentation, including
myopathy, reduced mobility, lens disorganization, microphtalmia, reduced growth, and microcephaly.
In contrast, inpp5kb MOs alone showed only a very mild phenotype. Histologically, sparser and
disorganized myofibers, altered sarcomere assembly, and reduced synaptic formation were observed in
skeletal muscle of inpp5k knockdown embryos. In inpp5k morphans, the lens cortex was disorganized
and cell nuclei were present in the center of the lens nucleus, a phenotype reminiscent of congenital
cataracts in man. The p.GIn440* zebrafish line displayed a very similar lens phenotype, while the
skeletal muscle phenotype was much less severe than observed in MOs-injected embryos (Yousaf et al.,
2018).

Insulin signaling and insulin resistance:

As already mentioned above, according to ljuin and collaborators, INPP5K is localized at the
cytosolic side of the ER membrane in non-stimulated conditions, directly interacting with ER luminal
GRP78 (ljuin and Takenawa, 2012b, 2015a, 2015b, 2015c and 2016). Following insulin stimulation, the
INPP5K-GRP78 complex migrates to the plasma membrane, where activated PAK1 competitively binds
to INPP5K in place of GRP78, linking INPP5K to the complex of proteins associated with the insulin
receptor. Binding of INPP5K to this complex through activated PAK1 leads to PtdIns(3,4,5)P3
dephosphorylation, decreased AKT2, p70 S6 kinase and Glycogen Synthase activation, GLUT4
translocation, membrane ruffle formation and results in insulin signaling inactivation. Inversely,
decreasing INPP5K expression in cells or in INPP5K gene-modified Pps®™/* heterozygous mice
resulted in an increased insulin signaling and sensitivity in muscle cells and, in PpsE™* mice, a reduced
diet-induced obesity (ljuin and Takenawa, 2003, 2008; Xiong et al., 2009). Finally, INPP5K expression
was increased in skeletal muscles isolated from high fat diet-fed mice and diabetic/obese db/db mice, as
compared to wild-type mice, linking INPP5K to these diseases (ljuin et al., 2015a). In this context, it is
noteworthy that culture medium supplementation with a synthetic peptide containing the amino acids
sequence of the PAK1 kinase domain which interacts with INPP5K increased insulin signaling in muscle
cell lines, probably by interfering with the formation of the INPP5K-PAK1 complex (ljuin and
Takenawa, 2015b).

ER stress, the unfolded protein response (UPR) and insulin resistance:

The UPR is triggered essentially in response to ER defects in N-linked glycosylation and
disulfide bond formation, leading to accumulation of unfolded/misfolded proteins in the ER lumen (i.e.
ER stress). ER stress can be secondary to intracellular alterations (e.g., calcium or redox imbalances,
glucose deprivation), microenvironmental conditions (e.g., hypoglycemia, hypoxia, acidosis, viral

infection), high-fat diet/obesity, a variety of natural compounds (e.g., thapsigargin, tunicamycin), and
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several prescription drugs. Physiological processes like a vigorous protein production and secretion (e.g.
immunoglobulins in plasma cells, digestive enzymes in exocrine pancreas and intestine) or muscle cell
contraction during intense/prolonged exercise also trigger the UPR. The GRP78 molecular chaperone,
one of the INPP5K interacting proteins (see above), plays a central role in the UPR by binding to and
inactivating 3 stress sensors present in the ER membrane: IREla, ATF6 and PERK. Briefly,
accumulation of unfolded/misfolded proteins in the ER lumen displaces the GRP78 chaperone from
these sensors to exposed hydrophobic residues on abnormally folded proteins. Activation of these 3
sensors results in fine in a decreased protein translation, increased production of molecular chaperones
involved in protein folding, degradation of unfolded proteins by the proteasome and cell cycle arrest. If
the UPR is prolonged or failed, cellular apoptosis occurs. ljuin and colleagues showed that UPR
activation lead to an increased expression of INPPSK mRNA and protein in C2C12 muscle cells and
this contributed, as explained above, to decreased insulin signaling, i.e. insulin resistance. (ljuin et al.,
2016). XBP1 transcription factor was involved in this increased expression. Increased skeletal muscle
INPP5K expression was also observed in diet-induced and genetic models of obesity in mice where the
UPR is chronically activated, suggesting a link between high-fat diet, obesity, the UPR (including

XBP1), INPP5K expression and insulin resistance.

ER structural integrity:

Dong and collaborators elegantly demonstrated that INPP5K interacts with the N-terminus of
ARLGIP1 at the cytosolic side of the ER membrane (Dong et al., 2018). Both proteins are enriched in
highly motile, elongating peripheral ER tubules, relative to perinuclear ER sheets, and were absent from
the nuclear membrane. Interestingly, knock-down of INPP5K or ARLG6IP1 resulted in a similar decrease
in ER tubules and expansion of ER sheets at the cell periphery. Both the INPP5K SKICH domain and
5-phosphatase activity were shown to be essential to keep a normal ER structure. Yet, using GFP-PH
PLC41 as a fluorescent probe to monitor PtdIns(4,5)P2 levels, no change in the localization and/or level
of the fluorescent signal was detected in INPP5K knock-down cells (Dong et al., 2018). Defects in ER
architecture and lower abundance of peripheral ER tubules were also observed in C. elegans neurons
and human glioblastoma cell lines when INPP5K (or CIL-1, its C. elegans orthologue) was silenced
(Dong et al., 2018; Ramos et al., 2020). Importantly, three CIL-1 mutations (I139T, Y261C, and 1327T)
corresponding to INPP5K mutations found in human muscular dystrophic patients did not rescue the
ER morphology phenotype when expressed in C. elegans CIL-1-deficient neurons, on the contrary to
the wild type CIL-1 protein (Dong et al., 2018).

Myoblasts differentiation and control of the IGF-II autocrine regulatory loop:
Expression of INPP5K mRNA and protein increased during C2C12 cell differentiation into
myotubes. In addition, MyoD, a transcription factor essential for myoblast specification during

embryogenesis and in adults, induced INPP5K mRNA expression in these cells, partly via cis-acting
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elements in the INPP5K promoter (Xiong et al., 2011; ljuin and Takenawa, 2012a). C2C12 cell
differentiation into myotubes was decreased when INPP5K was overexpressed and, inversely,
endogenous INPP5K silencing was associated with increased myotubes formation. A model was
proposed by ljuin and colleagues where INPP5K controls the IGF-I1 autocrine regulatory loop and thus
myoblast differentiation (ljuin and Takenawa, 2012a). Indeed, during myoblast differentiation, IGF-II
up-regulates its own gene expression through the Pl3kinase/Ptdins(3,4,5)P3/AKT/mTOR signaling
pathway, leading to IGF-I1 production and secretion in the extracellular space. Secreted IGF-I1 binds to
IGF-1 receptor on myoblasts and initiate an autocrine/paracrine loop that plays a major role during
differentiation (Ren et al., 2008; Duan et al., 2010; Jiao et al., 2013, and references therein). In the
proposed model, INPP5K dephosphorylates Ptdins(3,4,5)P3 in the IGF-11 signaling pathway, leading to
decreased AKT/mTOR phosphorylation and IGF-1I mRNA and protein production, acting thus as a
brake on this positive autocrine loop. This mechanism could explain why INPP5K overexpression in
C2C12 cells decreased myoblast differentiation and why decreased endogenous INPP5K expression in
these cells and in INPP5K gene-modified PpsB™* heterozygous mice led to significantly increased
differentiation into myotubes and quadriceps muscle weight compared to controls (ljuin et al., 2008,
2012a).

Cytoskeleton organization, cell adhesion and migration:

Following cell stimulation by growth factors like Epidermal Growth factor (EGF) or integrin
activation during cell adhesion, INPP5K translocates from the ER to the plasma membrane and co-
localized with submembranous actin and membrane ruffles (Gurung et al., 2003; ljuin and Takenawa,
2003; Davies et al., 2015; Ramos et al., 2019b). In these conditions, decreasing INPP5K expression in
cancer cell lines had no impact on cell proliferation or survival, but resulted in increased PtdIns(4,5)P2
levels and decreased cell migration (Davies et al., 2015; Ramos et al., 2019b). By contrast, INPP5K
overexpression suppressed growth factor-induced Ptdins(3,4,5)P3/AKT signaling and cell growth, and
reduced the recruitment of PI(4,5)P2-binding proteins to the plasma membrane, lamellipodia formation

and Talin incorporation into focal adhesions (Davies et al., 2015).

Renal osmoregulation:

Transgenic mice ubiquitously overexpressing tagged mouse INPP5K protein presented defects
in water metabolism characterized by a reduced plasma osmolality at baseline, a delayed urinary water
excretion following a water load, and an increased acute response to vasopressin. These defects were
associated with the expression of the Inpp5k transgene in renal collecting ducts and with alterations in
the arginine vasopressin/aquaporin-2 signalling pathway in this tubular segment. Analysis in a mouse
collecting duct mCCD cell line revealed that INPP5K overexpression lead to increased expression of
the arginine vasopressin receptor type 2 and increased cAMP response to arginine vasopressin,

providing a basis for increased aquaporin-2 expression and plasma membrane localization with
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increased osmotically-induced water transport. Altogether, these results indicated that INPP5K is
important for the control of the arginine vasopressin/aquaporin-2 signalling pathway and water transport
in kidney collecting ducts.

INPP5K association with other biological processes and human diseases:

As mentioned above, INPP5K mRNA expression was found either increased or decreased in
cancer, depending on the cancer cell type, but the exact consequence on cancer physiopathology remains
unclear. By contrast, Ramos and colleagues recently showed that INPP5K depletion in the U-87 MG
glioblastoma cell line resulted in increased viability and decreased apoptosis, and that these cells
generated significantly larger tumors when injected in SCID mice, compared with controls (Ramos et
al., 2020).

Association studies also revealed links between the INPP5K gene and autophagy (Zirin et al.,
2015), Parkinson (Nazeri et al., 2015; Zhu et al., 2018; Liu et al., 2019) and Alzheimer diseases (Rahman
et al., 2020).

Conclusion, questions and future directions:

In 2017, mutations in INPP5K have been detected in patients with a rare form of autosomal
recessive congenital muscular dystrophy. All causative INPP5K alleles detected so far result in
decreased catalytic activity or altered subcellular localization of the protein. Muscle pathology is largely
non-specific in patients as in inpp5k knockdown zebrafish, a model used to mimic the human disease.
Unfortunately, the pathogenic mechanism of this muscle disease remains totally unknown. In particular,
no difference in AKT phosphorylation was detected between patients and control fibroblasts in response
to IGF-1I stimulation, even though numerous cellular studies seemed to point this growth factor (or
insulin)/PI3kinase/ PtdIns(3,4,5)P3/AKT axis as a good candidate for the pathogenic mechanism of this
disease. The precise intracellular localization of INPP5K in muscle cells will probably give some ideas
about the mechanism of action of INPP5K in this cell type and the physiopathology of this muscular
dystrophy. Precisions about the human phenotype are also needed: why do patients with the same
INPP5K mutation have so variable penetrance of muscular dystrophy and intellectual disability? Are
INPP5K patients also insulin hypersensitive, like INPP5K gene-modified Pps®“™/* heterozygous mice?
Conversely, do these INPP5K heterozygous mice have muscle histological alterations similar to
INPP5K patients or INPP5K-depleted zebrafish?

More generally, in light of the information in this review, it will be important to discover the
specific physiological and functional relevance, if any, of human 42.7 and 36 kDa as well as mouse 51,
42 and 36 kDa INPP5K proteins, to further analyze the interaction of INPP5K with MAD2L1BP and

the transfer of this complex into the nucleus, as well as the physiological and functional role of INPP5K
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in this specific subcellular compartment, in relation with nuclear Ptdins(4,5)P2 levels. In the same line
of thought, the impact of INPP5K inactivation on ER functional integrity, beside structural integrity
(e.g. protein and lipid syntheses, protein glycosylation, calcium signaling,...) and on ER
phosphoinositide levels should also be investigated. Finally, ljuin and colleagues reported that INPP5K
gene-modified PpsBdm/Brdmi homozygous mice died early during embryonic life of unknown causes
(ljuin et al., 2008). We have generated Inpp5k floxed and then Inpp5k®2 mice and we could confirm that
the latter mice died during embryonic life, as PpsBdm/Brdml mice, Our floxed mice as well as those
recently generated by McCabe (McCabe et al., 2019) will certainly help to answer to most of the above
questions and will probably allow discovering the exact INPP5K function during eye development and
in lens cortex, neurons and brain as well as skeletal muscle. The analysis of INPP5K floxed mice will
probably reveal a wider phenotype than in INPP5K patients, with alterations involving more biological
processes and organs, given that human INPP5K mutations do not completely abolish the 5-phosphatase

catalytic activity or function.
Altogether, the analysis of this original phosphoinositide 5-phosphatase will certainly give some

surprising and interesting results about its role and its Ptdins(4,5)P2 and PtdIns(3,4,5)P3 substrates in

physiology and physiopathology in many organs, cells and subcellular localizations.
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Figure :

DNA:

1 23 4 5 6 7 8 910 11 12

5-Phosphatase SKICH

PROTEIN :

12 326 332 431

substrates : PtdIns(4,5)P2 and PtdIns(3,4,5)Ps  protein-protein interaction

subcellular localization

MUTATIONS:

12 326 332 431

448 aa
p.Val23Met p.Met93Val p.Asp269Asn p.Asn417Lysfs*26
p.1e50Thr  p.Gly140Ser p.Ser294del/ p.lle363Thr
p.Tyr300Cys

Figure 1: The human INPP5K gene and protein, as well as mutations discovered in patients.

The top panel represents the relationship between exons (blue boxes) and the 5-phosphatase and SKICH
domains of the INPP5K protein. White boxes are 5 and 3 untranslated regions. The central panel
represents the different domains of the Rasa3 protein with their known functions. The lower panel shows
the 9 mutations discovered so far in patients with a rare form of autosomal recessive congenital muscular
dystrophy.
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