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ControOle génétique
de la squelettogenese

Les progres de la génétique ont permis d’établir avec préci-
sion au cours de ces dix derniéres années la succession des
événements moléculaires et cellulaires présidant a la mise
en place du squelette. Dans I'embryon, les bourgeons sque-
lettiques s’individualisent a partir de trois régions: le méso-
derme de la plaque latérale, les somites et les cellules des
crétes neurales. Cette spécification des cellules mésenchy-
mateuses est sous le contrbéle de facteurs dits «organisa-
teurs» FGF, BMP, ou lhh dont l'altération conduit a des
troubles de la forme générale du squelette. Ces ébauches
évoluent ensuite indépendamment, et suivent deux voies
d’ossification tres distinctes : ossification dite membranaire,
ou les cellules mésenchymateuses se différencient in situ en
ostéoblastes ; ossification endochondrale, ou une population
centrale de chondrocytes se différencient et s’organisent en
une plaque de croissance cartilagineuse, primordiale pour la
croissance longitudinale des os. Chacun de ces processus
d’ossification est trés étroitement contrélé par des facteurs
de transcription (Sox-9, cbfal), des facteurs de croissance et
leurs récepteurs (FGFR3, PTHrP), chacun intervenant a une
étape tres précise de la cascade moléculaire assurant la dif-
férenciation chondrocytaire et ostéoblastique. L’altération
de la fonction de ces signaux, conséquence de mutations
souvent activatrices, entraine des anomalies du squelette
correspondant a des maladies humaines.

u cours des 10 dernieres
années, I'identification de
mutations de nombreux
ADRESSE génes dans des malforma-
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tions osseuses héréditaires
humaines et I’explosion des tech-
niques de manipulation génétique
chez la souris ont considérablement

fait progresser notre compréhension
des mécanismes moléculaires gouver-
nant la squelettogenése. Ainsi, les fac-
teurs de croissance ou de transcription
clés qui contrdlent la différenciation
des trois types cellulaires propres au
squelette, les chondrocytes dans les
cartilages, les ostéoblastes et les ostéo-
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clastes dans la partie ossifiée des os,
sont maintenant identifiés. Plus impor-
tant encore, au-dela de ces connais-
sances restées longtemps fragmen-
taires, il devient maintenant possible
d’établir une cascade génétique inté-
grant la fonction de ces différents fac-
teurs aux événements cellulaires et
structuraux qui président a la forma-
tion des éléments du squelette. Cet
article se propose de faire le point sur
ces récentes avancées et de présenter
la vision actuelle des étapes et des
régulations génétiques majeures parti-
cipant au développement embryo-
naire du squelette.

Morphogenese des futurs
éléments squelettiques

L’étude du processus initial de mor-
phogenése des futurs os occupe a
elle seule une branche particuliere
de la biologie du développement.
Plusieurs revues récentes ont fait un
point détaillé sur les derniéeres avan-
cées de cette discipline [1, 2]. Nous
nous limiterons donc a mettre en
valeur certains des principes géné-
raux caractérisant ce processus initial
en les illustrant d’exemples représen-
tatifs.

A l'instar de la plupart des autres
processus organogénétiques, la for-
mation du squelette débute par la
convergence et la condensation de
cellules en majorité mésenchyma-
teuses en lieu et forme de chacun de
ses futurs éléments. Trois régions de
I’embryon vont étre a I'origine du
squelette. Les membres dérivent du
mésoderme de la plaque latérale, le
squelette axial (colonne vertébrale et
cage thoracique) dérive des somites
et le squelette craniofacial est majori-
tairement formé par des cellules ori-
ginaires des crétes neurales [3]. Les
facteurs qui contrdlent cette pre-
miére étape jouent donc un role
d’organisateur a |I'échelle de
I’embryon et cette fonction sera plus
particulierement illustrée par le type
d’anomalies que leur absence
engendre. En effet, I’'absence de ces
facteurs se traduit par une altération
plus ou moins étendue de la forme
générale du squelette car elle
entraine I’absence, la malformation
ou l’apparition ectopique d’un ou
plusieurs éléments squelettiques. Ce
type de phénotype est différent de
celui qu’engendre la déficience en
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un facteur de différenciation cellu-
laire (voir plus loin): dans ce cas, la
forme générale du squelette est pré-
servée mais un type de cellules reste
bloqué a un stade donné de la diffé-
renciation, incapable de synthétiser
les molécules structurales nécessaires
a la constitution ou a la fonction d’os
mars.

Le processus de morphogenése ini-
tiale est orchestré par des facteurs de
croissance principalement du type
FGF (fibroblast growth factor), Hedge-
hog ou BMP (bone morphogenetic pro-
tein) [3]. D’une facon générale, ces
facteurs reglent souvent des processus
qui ne se limitent pas au squelette,
organisant par exemple la structure
générale d’une ou de plusieurs
régions de I’embryon. Ainsi, I'inacti-
vation chez la souris du géne codant
pour le FGF10 aboutit & la produc-
tion de souris sans membres [4]. Ces
facteurs peuvent aussi contréler des
processus morphogénétiques totale-
ment distincts de la squelettogeneése.
Dés lors, leur absence chez I’homme
ou chez la souris entrainera des ano-
malies souvent létales car affectant a
la fois le squelette et la formation
d’un ou de plusieurs autres organes
vitaux. Ainsi, les souris déficientes en
plusieurs des BMP n’atteignent
méme pas le stade embryonnaire qui
marque le début de la squelettoge-
nése [5]. Par exemple, les souris
Bmp4~- meurent entre les jours E6.5
et E9.5 de I'absence d’individualisa-
tion du mésoderme, et celles privées
de Bmp2 meurent avant le jour E10
car la morphogenése du canal préam-
niotique puis celle du coeur est défec-
tueuse [5].

Au niveau transcriptionnel, la mor-
phogenése des condensations mésen-
chymateuses semble généralement
contrélée par les facteurs de trans-
cription a homéoboite, notamment
des sous-familles Hox, Pax et Msx
[3]. Le plus souvent, chacun de ces
facteurs ne contr6le la mise en place
gue d’une fraction limitée d’éleé-
ments squelettiques, et son absence
provoquera des dysostoses (modifica-
tion d’un o0s ou d’un nombre res-
treint d’os) plutdt que des dysplasies
(altérations généralisées sur tout le
squelette). Par exemple, la mutation
du géne codant pour Hoxd-13
engendre une synpolydactylie (fusion
et duplication des doigts) chez
I’lhomme comme chez la souris [1].

De méme, I’'inactivation de Msx1
cause les mémes anomalies chez ces
deux especes: absence de fermeture
du palais, malformation des os du
crane, du nez et de I'oreille interne,
absence de développement dentaire
[6, 7]. L’analyse du réle spécifique
de ces facteurs est frequemment
compliquée par la co-expression de
molécules de la méme famille au sein
de certains tissus et la redondance de
leur fonction. Ainsi, les facteurs de
transcription a paired-box, Paxl et
Pax9, sont tous deux exprimés dans
le sclérotome, c’est-a-dire la région
ventromédiale des somites qui don-
nera naissance aux vertebres, et
comme leur domaine de liaison a
I’ADN est conservé a 98%, ils peu-
vent se lier aux mémes promoteurs
cibles et y remplir la méme fonction.
De ce fait, les conséquences de I'inac-
tivation de Pax1 ou de Pax9 sur la for-
mation du squelette axial sont limi-
tées dans le premier cas, inexistantes
dans le second. En revanche, I'inacti-
vation simultanée des deux génes
empéche la formation des disques
vertébraux comme intervertébraux
[8]. De la méme facon, la co-expres-
sion et la redondance fonctionnelle
des facteurs appartenant a famille
Msx ont compliqué I’établissement
de leur rble dans la morphogenése
craniofaciale. Alors que les souris
déficientes soit en Msx1 [6], soit en
Msx2 [9], présentent seulement des
malformations de quelques éléments
osseux, celles ou les deux génes ont
été inactivés sont totalement dépour-
vues de toute la partie supérieure du
crane et de la majeure partie des
machoires [9], démontrant claire-
ment le réle critique que ces facteurs
jouent dans leur formation.

A I’évidence, les facteurs d’organisa-
tion des condensations squelettiques,
ou tout au moins certains d’entre
eux, vont éventuellement déclencher
I’expression du groupe suivant de
régulateurs, qui président a la diffé-
renciation des cellules. A I’heure
actuelle, peu de données démon-
trent la réalité d’une telle cascade
aux niveaux génétique et molécu-
laire, c’est-a-dire apportent la preuve
directe d’une régulation transcrip-
tionnelle. 1l existe trois explications a
cette relative absence d’informa-
tions: (1) les facteurs clés contrélant
la différenciation des chondrocytes

ou des ostéoblastes n'ont été identi- m——
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fiés que trés récemment alors que les
nombreuses études sur la morphoge-
nese sont antérieures. Une analyse
complémentaire du phénotype de
certains modéles de souris mutantes,
antérieurs aux 4 derniéres années,
pourra remédier & ce probléeme; (2)
beaucoup de ces mutants ayant des
phénotypes complexes et létaux, il
faudra probablement attendre la pro-
duction de nouveaux modeles d’inac-
tivation conditionnelle des génes
(soit tardive, soit spécifique du sque-
lette) pour détecter certaines modifi-
cations d’expression pertinentes; (3)
enfin, troisieme pierre d’achoppe-
ment, chez tout mutant, il est difficile
de faire la distinction entre I’'absence
d’expression d’un facteur de diffé-
renciation et I’absence ou la transfor-
mation des cellules qui seraient sup-
posées I’exprimer. Pour prouver
gu’un facteur morphogénétique par-
ticulier regle directement I’expres-
sion d’un facteur de différenciation,
il faudra vraisemblablement attendre
la caractérisation des régions régula-
trices présentes dans le promoteur
de ce dernier.

Chacune des condensations mésen-
chymateuses, une fois formées, va
évoluer pour son propre compte vers
la formation d’un élément ossifié,
indépendamment de son origine ou
de sa position. On distingue deux
processus distincts d’ossification,
I’ossification endochondrale et I'ossi-
fication membranaire, décrits séparé-
ment, en insistant sur les mécanismes
de régulation démontrés in vivo chez
la souris et ayant une correspon-
dance avec des maladies humaines.

ContrGle génétique
de I'ossification
intramembranaire

Quelques structures, dont la plupart
des os plats du crane et la partie laté-
rale des clavicules par exemple, se
forment selon un processus ou les
cellules mésenchymateuses indiffé-
renciées proliferent d’abord au sein
de la condensation puis se différen-
cient in situ et directement en ostéo-
blastes. C’est le processus d’ossifica-
tion membranaire. Dans ce cas, faire
la distinction entre un phénotype
causé par I'absence d’un morpho-
géne et celui causé par I’absence
d’un facteur de différenciation cellu-
laire est le plus souvent difficile. En

effet, I'absence de formation des
condensations, I'absence de prolifé-
ration cellulaire en leur sein, et
I'impossibilité des cellules de se dif-
férencier en ostéoblastes, causeront
toutes une absence des os d’origine
intramembranaire. En fait, seules
des études poussées analysant spécifi-
quement le taux de prolifération
et/ou d’apoptose des cellules, de
méme que leur capacité d’exprimer
ou non certains marqueurs des cel-
lules différenciées ou non, permet-
tent d’établir une distinction exacte
entre ces trois origines. Alternative-
ment, quand un facteur joue un roéle
dans les deux types d’ossification,
intramembranaire et endochon-
drale, il est plus facile de déterminer
s’il appartient au groupe des organi-
sateurs ou a celui des différencia-
teurs. Le facteur de transcription
Cbfal est un exemple représentatif
de cette catégorie de régulateurs.
Chez la souris, son absence bloque
toute possibilité de différenciation
ostéoblastique. Au niveau du crane,
elle cause la persistance de la struc-
ture membranaire formée par les
condensations mésenchymateuses
jusqu’a la naissance [10], période au
cours de laquelle les mutants homo-
zygotes meurent (voir plus loin). Ce
phénotype, associé a I’absence de
clavicules, formées également par
ossification intramembranaire chez
la souris, est causé par I’absence
compléte de différenciation des cel-
lules mésenchymateuses en ostéo-
blastes fonctionnels, seules cellules
capables de sécréter une matrice
osseuse. Comme dans le cas de I’ossi-
fication intramembranaire, aucun
moule cartilagineux n’est déposeé
avant la formation d’une matrice
osseuse (voir plus loin, ossification
endochondrale), aucune structure
matricielle ne vient imposer sa cohé-
sion a I'intérieur des condensations
mésenchymateuses et le résultat est
I’absence de structure visible par les
méthodes usuelles de mise en évi-
dence du squelette. Dans ce cas,
I’absence totale d’une structure n’est
pas le reflet d’'une morphogenése
défaillante mais plutét celui d’une
absence de différenciation cellulaire.
En deca de la difficulté de classifica-
tion des phénotypes et des facteurs
leur correspondant, il existe une rai-
son biomédicale qui a déterminé
I’orientation de la majeure partie

des études réalisées sur I’ossification
intramembranaire. Parce que plus
d’un nouveau-né sur 2 500 présente
une malformation cranienne due a
une fusion accélérée ou ralentie des
os plats craniens [11], la plupart des
études ont été centrées sur I’étude
non pas de la formation des ces os
mais de la dynamique de formation
et d’ossification des sutures les sépa-
rant. Les os du crdne grandissent
dans un premier temps de facon
centrifuge puis se rejoignent finale-
ment au niveau de régions appelées
sutures (figure 1). Tant que les os
grandissent, ces sutures ne s’0ssi-
fient pas afin que I’élargissement de
la bofte cranienne s’adapte a la
croissance du cerveau. Une fois la
taille finale de ce dernier atteinte,
les sutures vont s’ossifier et les os
fusionner. Quand cette fusion se fait
prématurément, il s’ensuit une cra-
niosynostose qui se manifeste par
une réduction/déformation de la
taille de la boite cranienne et dont
la sévérité dépend de la précocité
de la fusion. A I’inverse, un retard
de croissance des os ou de la capa-
cité d’ossification des sutures
entraine la persistance post-natale
d’espaces entre certains 0s. L’étude
de plusieurs maladies génétiques
humaines présentant I'une ou
I’autre de ces anomalies a permis
I'identification de facteurs contro-
lant ce processus.

La soudure précoce des sutures coro-
nales est notamment observée dans
les syndromes de type Crouzon,
Apert, Pfeiffer et Jackson-Weiss
(Tableau 1). Dans toutes ces maladies,
des mutations dominantes activa-
trices ont été détectées chez les
membres du syteme FGF/FGF récep-
teur (FGFR) (pour revue, voir [11]),
suggérant que cette voie de signalisa-
tion favorise I’ossification des sutures.
La mutation correspondant au syn-
drome de Pfeiffer (Pro250Arg) a été
reproduite chez la souris, ou elle
induit le méme phénotype que chez
I’lhomme, et ou la nature activatrice
de la voie de signalisation FGF/FGFR
a pu étre confirmée au niveau molé-
culaire [12]. Le syndrome de Sae-
thre-Chotzen (acrocéphalodactylie
type 111), qui se caractérise aussi par
une fusion prématurée des sutures
coronales, est causé par la présence
d’'une mutation inactivant I'un des
deux alléles codant pour Twist, un
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Figure 1. Dynamique des sutures craniennes. Chacun des os plats du crane
(en gris clair) se formant par ossification intramembranaire commence par
s’étendre de fagon centrifuge par rapport a son futur point central. Sitdt que
deux os en formation se rejoignent, leurs fronts émettent des signaux qui
dévient leur course et établissent un espace non ossifié entre eux, la suture.
Les os grandissent ensuite de facon centrifuge par rapport a cette suture.
Une fois leur croissance achevée, les fronts des deux os fusionnent et la

suture s’ossifie (gris foncé).

facteur de transcription de la famille
des bHLH (basic helix loop helix) [13,
147 (voir p. 1281 de ce numéro). Ce
résultat implique que Twist agit
comme un inhibiteur de I’ossifica-
tion des sutures. Le méme phénotype
existe chez les souris Twist atteintes
d’haplo-insuffisance chez lesquelles il
a été corrélé avec une expression
ectopique du FGFR2 [13, 15]. Or,
chez la drosophile, Twist contréle
I’expression de I'un de ces récep-
teurs, suggérant I’existance d’une
cascade génétique dans laquelle
Twist réglerait négativement I’expres-
sion des récepteurs des FGF, induc-
teurs de la fusion des sutures. La cra-
niosynostose de type Boston est
quant a elle un syndrome trés rare
causé par une mutation activatrice
du facteur de transcription Msx2
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[16]. Des souris surexprimant cette
mutation dans Msx2 ont été pro-
duites qui, comme les patients
humains, présentent une fusion pré-
maturée des sutures [17], démon-
trant que Msx2 est un activateur de la
maturation des sutures. Cette fonc-
tion a été confirmée récemment par
I’analyse des conséguences provo-
quées par I'absence de Msx2 puisque
les souris Msx2~-, comme les patients
souffrant d’une haplo-insuffisance en
MSX2, présentent un retard d’ossifi-
cation des sutures frontales. Cbfal,
enfin, est autre activateur de la matu-
ration des sutures. En effet, I’haplo-
insuffisance en Cbfal cause un retard
de fusion des fontanelles associé a
une hypoplasie des clavicules chez la
souris comme chez I’homme (dyspla-
sie cléidocranienne) [10].

Controdle génetique
de I'ossification
endochondrale

L’ossification de type endochondral
est prépondérante chez les vertébrés
supérieurs. En effet, tout le squelette
appendiculaire (os longs des
membres) et axial se forme selon ce
processus. Contrairement a I’ossifica-
tion intramembranaire, le développe-
ment endochondral comporte plu-
sieurs étapes aussi bien au niveau
genétique, cellulaire, que tissulaire.
Au cours des 5 derniéres années,
notre connaissance de ces différentes
étapes, comme des mécanismes
moléculaires contrdlant leur enchal-
nement, a fait des progrés remar-
quables. Le déroulement de ce pro-
cessus est schématisé dans la figure 2.

Premiére étape:
production d’un modeéle
cartilagineux

Une fois chaque élément préfiguré
par une condensation, les cellules la
composant vont progressivement
acquérir une forme différente selon
leur position. En périphérie, elles
vont prendre un aspect allongé et
s’organiser en plusieurs couches ser-
rées. Cette structure lamellaire sera a
I’origine du périchondre et de la
structure primitive entourant la
région médiane des futurs os, appel-
Iée bone collar, dont les cellules se dif-
férencieront ultérieurement en
ostéoblastes. A I'inverse, les cellules
du centre de la condensation vont
s’arrondir et s’entourer d’une
matrice abondante, riche en protéo-
glycanes et en collagéne de type II.
Cette morphologie, comme la capa-
cité de sécréter ce type de matrice
extracellulaire, sont les manifesta-
tions d’une différenciation en chon-
drocytes. Cette premiére étape de
segrégation cellulaire est sous le
contréle de Sox9, un facteur de
transcription de la famille HMG (high
mobility group). L’importance de Sox9
dans la formation des cartilages pri-
mordiaux a été mise a jour par
I’identification de mutations dans le
géne humain SOX9, chez des patients
atteints d’une malformation létale
dominante des cartilages, nommée
dysplasie campomélique [18]. Une
explication plus moléculaire de ce

role est apparue par la suite aveC m—
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Figure 2. Représentation schématique des différentes étapes de I'ossification
endochondrale. Des cellules indifférenciées migrent et s’agrégent pour for-
mer les condensations a I'origine de chaque élément squelettique. Aprés une
phase de prolifération, les cellules des condensations subissent une premiére
différenciation. Tandis que les cellules situées en périphérie s’aplatissent et
s’organisent en une multi-couche qui sera a I'origine du «bone collar », celles
situées au centre se différencient en chondrocytes synthétisant une matrice
cartilagineuse. Une seconde phase de différenciation suit, lors de laquelle les
chondrocytes deviennent prolifératifs puis hypertrophiques, puis apopto-
tiques. Sous I'influence de facteurs sécrétés par les chondrocytes matures, les
ostéoprogéniteurs du «bone collar» se différencient en ostéoblastes et péne-
trent au niveau de la zone hypertrophique en méme temps que celle-ci est
vascularisée. Les ostéoclastes, dont les progéniteurs sont amenés par la cir-
culation sanguine, résorbent la matrice cartilagineuse qui est alors remplacée
par une matrice osseuse déposée par les ostéoblastes différenciés.

I’identification de Sox9 comme I'un Leur importance a également été

des facteurs de transcription contro-
lant I’expression spécifique du géne
de collagéne de type Il dans les chon-
drocytes [18]. Enfin, plus récem-
ment, I’analyse de souris chiméres
comportant des cellules Sox97 a mon-
tré que seules des cellules exprimant
Sox9 peuvent étre & l'origine des
chondrocytes primordiaux formant
le centre des modeéles cartilagineux
[19].

Deux autres membres de la famille
HMG, L-Sox5 et Sox6, jouent égale-
ment un rble prépondérant dans la

mesmmms fOrmation des modéles cartilagineux.
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mise en évidence par I’étude du site
conférant au géne de collagéne de
type Il sa spécificité d’expression
dans les chondrocytes. Cependant, a
la différence de Sox9, L-Sox5 et Sox6
ne contiennent pas de domaine de
transactivation, et leur réle serait de
courber I’ADN afin de faciliter
I’acces, la liaison ou I’activité de Sox9
ou d’autres facteurs de transcription.
L’analyse trés récente des souris défi-
cientes en I'un et I'autre a montré
que leur rdéle n’en est pas moins
important. En effet, si chez ces souris
les condensations mésenchymateuses

se forment normalement, la prolifé-
ration puis la différenciation des
chondrocytes primordiaux y sont
considérablement ralenties, entrai-
nant une quasi-absence de dép6t de
la matrice cartilagineuse [20].

Seconde étape : différenciation
des chondrocytes hypertrophiques
et vascularisation

Cette seconde étape va mettre en
place la plaque de croissance, une
structure cartilagineuse qui persistera
jusqu’a la puberté chez I’'hnomme et
dont la fonction est primordiale pour
la croissance longitudinale des os
(figure 2). Dans un premier temps, les
chondrocytes présents dans la partie
la plus médiane des condensations
vont rapidement proliférer, formant
des colonnes de cellules juxtaposées.
Cette région est appelé zone proliféra-
tive. Les cellules situées a la partie
inférieure des colonnes vont ensuite
s’élargir et leur production de colla-
géne de type Il commencer a
décroitre. Ces cellules sont dites pré-
hypertrophiques. S’élargissant encore,
elles vont ensuite cesser de synthétiser
ce type de collagene et lui substituer
le collagéne de type X. Ce change-
ment marque le dernier stade de dif-
férenciation des chondrocytes, qui
sont alors dénommés chondrocytes
hypertrophiques. Enfin, les chondro-
cytes hypertrophiques présents dans
la partie la plus centrale vont mourir
suivant un processus apparemment
différent de I’apoptose convention-
nelle, mais encore mal connu. La
galectine 3, une molécule pouvant se
lier au B-galactose, s’oppose a cette
mort cellulaire puisque son absence
accélére le processus [21].

Les deux formes les plus sévéres et
fréquentes d’ostéochondrodysplasies
- I'achondroplasie et la dysplasie tha-
natophorique — sont associées a des
mutations dans le géne codant pour
le FGFR3, et cette observation a
apporté I'un des premiers éléments
génétiques de notre compréhension
moléculaire de la maturation des
chondrocytes [22]. Comme lors du
contréle de la fusion des sutures créa-
niennes, toutes ces mutations sont
dominantes et activatrices. Elles pro-
voquent I’activation constitutive du
récepteur FGFR3 et il a été démontré
que plus cette activation indépen-
dante du ligand était forte plus le
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Tableau I. Facteurs impliqués dans des anomalies héréditaires du squelette.

Facteur

Type de mutation

Facteurs de transcription

TWIST Haplo-insuffisance
MSX2 Suractivation
Haplo-insuffisance
CBFAl Haplo-insuffisance
SOX9 Haplo-insuffisance

Récepteurs de facteurs de croissance

FGFR1 Suractivation
FGFR2 Suractivation
FGFR3 Suractivation
PPR* Absence

Suractivation

Maladie humaine

Acrocéphalodactylie de type llI
(syndrome de Saethre-Chotzen)

Mutation de type Boston
Foramina pariétale

Dysplasie cléidocranienne

Dysplasie campomélique

Syndrome de Pfeiffer

Syndrome de Pfeiffer

Syndrome de Crouzon

Syndrome de d’Apert

Syndrome de Jackson-Weiss

Syndrome de Muenke
Achondroplasie

Dysplasie thanatophorique

Chondrodysplasie de — nanisme
type Bloomstrand
Chondrodysplasie de — nanisme

type Jansen

— craniosynostose
- brachydactylie et syndactylie cutanée

— craniosynostose
— délai de fusion des sutures craniennes
— délai de fusion des sutures craniennes

— hypoplasie des clavicules

- hypoplasie létale des cartilages
— féminisation

— craniosynostose
— anomalies des doigts et des pieds
— craniosynostose
— élargissement des pouces
et des orteils

— craniosynostose

— craniosynostose
- syndactylie des mains et des pieds

— craniosynostose
— élargissement des gros orteils

— craniosynostose coronale
— hypoplasie des cartilages (nhanisme)

— hypoplasie létale des cartilages

Présentation clinique générale

* PPR: récepteur PTH/PTHIP.

phénotype induit était sévére [23].
Les mutations activatrices du FGFR3
entrainent un raccourcissement des
os, principalement détectable au
niveau des membres, dd a une réduc-
tion de la longueur des colonnes cel-
lulaires de la zone proliférative. Il faut
remarquer que la surexpression de
FGF in vivo produit un phénotype
similaire [24, 25]. En revanche, chez
les souris déficientes en FGFR3, la
plaque de croissance est élargie par
une augmentation considérable du
nombre de chondrocytes prolifératifs
expliquant I’accroissement de taille
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souris [26, 27]. La production de
modeéles murins surexprimant ou
reproduisant certaines des mutations
activatrices présentes chez I’homme a
permis d’analyser la fonction de la
voie de signalisation du FGFR3 a un
niveau moléculaire. 1l a notamment
été montré, qu’apres la naissance, la
prolifération des chondrocytes est
ralentie chez ces mutants et qu’il y a
une augmentation de la localisation
nucléaire de Statl [28], un facteur de
transcription activé par FGFR3 [29,
30], induisant justement I’expression
de plusieurs inhibiteurs du cycle cel-

lulaire dont p21WAMCIP A [inverse,
durant I’embryogenese, il semble que
la prolifération est accélérée dans les
chondrocytes mutants tandis que leur
maturation est ralentie [31-33].

Deux autres facteurs sécrétés, PTHrP
(parathyroid hormone related peptide) et
Ihh, vont jouer un réle prépondérant
dans I’équilibre entre la vitesse de
prolifération des chondrocytes et leur
maturation. Les études génétiques qui
ont permis de décrypter avec autant
de précision les fonctions et les inter-
actions des chondrocytes sont particu-

lierement complexes et émanent de m—
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I’étude d’au moins une douzaine de
modeles de souris déficientes, transgé-
niques ou chimeres. PTHrP est un fac-
teur sécrété par les chondrocytes de la
partie la plus distale de I’élément
squelettique, c’est-a-dire la région qui
forme ou formera le périchondre de
I’os. Les souris déficientes en PTHrP
ont des membres courts, morphologie
caractéristique d’une chondrodyspla-
sie [34]. Ce phénotype est d( a une
réduction de la zone proliférative
associée a une augmentation de la
vitesse de maturation des chondro-
cytes hypertrophiques. Les souris sur-
exprimant PTHrP dans les chondro-
cytes présentent également des
membres courts mais cette fois en rai-
son d’un ralentissement considérable
de la différenciation des chondrocytes
hypertrophiques [35]. Ces résultats
indiquent que PTHrP agit a la fois
comme un activateur de la proliféra-
tion et un inhibiteur de la différencia-
tion terminale des chondrocytes.

Le récepteur de PTHrP, PPR
(PTH/PTHTP receptor) est exprimé a
bas niveau par les chondrocytes proli-
fératifs et a haut niveau par les chon-
drocytes pré-hypertrophiques et les
ostéoblastes [36, 37]. Outre PTHTrP,
PPR se lie a la PTH (parathyroid hor-
mone), qui agit positivement sur les
ostéoblastes différenciés [38], ce qui
a compliqué I'interprétation des phé-
notypes causés par son inactivation
ou sa suractivation [39]. Ces deux
anomalies fonctionnelles sont respec-
tivement la cause, en pathologie
humaine, des chondrodysplasies de
type Blomstrand [40, 41] et Jansen
[42], mais c’est leur introduction
dans des modeles murins classiques
ou chimeres qui a permis la
meilleure compréhension du réle de
ce récepteur. En accord avec la fonc-
tion de PTHrP, I’activation constitu-
tive de PPR [43] induit un retard de
conversion des chondrocytes prolifé-
ratifs en chondrocytes hypertro-
phiques tandis que son absence
cause une accélération de ce proces-
sus [36]. A noter que, comme dans le
cas de PTHrP, activation constitutive
et inactivation vont aboutir au méme
résultat phénotypique - la diminu-
tion de la taille des os — ce qui illustre
bien I'importance de I’équilibre
entre prolifération et différenciation
des chondrocytes pour I'ossification
endochondrale. L’analyse de souris

msmmmm Chimeéres possédant des cellules
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PPR- au sein d’une majorité de cel-
lules normales [44] a montré que les
chondrocytes déficients marissent si
rapidement qu’ils peuvent étre
encore localisés au-dessus de la zone
de prolifération quand ils adoptent
ce phénotype. Signes moléculaires de
cette différenciation précoce, ces cel-
lules expriment le collagene de type
X, un marqueur des chondrocytes
hypertrophiques, ou Ihh, un mar-
queur des chondrocytes pré-hyper-
trophiques.

C’est a l'origine grace a des expé-
riences d’expression ectopique chez
I’embyon de poulet qu’il a été
démontré que I'expression d’lhh par
les chondrocytes pré-hypertro-
phiques prévient leur hypertrophie
en induisant la production de PTHrP
par les cellules du périchondre [37].
L’analyse des souris déficientes en
Ilhh a permis de confimer cette
boucle de régulation car PTHrP n’y
est pas exprimé et il y existe une
maturation anormale des chondro-
cytes [45]. De plus, en accord avec
un phénotype plus sévére que celui
des souris PTHrP~-, I’étude des souris
Ihh~- a mis en évidence d’autres
fonctions d’lhh dans I'ossification
endochondrale. Ainsi, leur étude a
notamment montré qu’lhh contrdle
la prolifération des chondrocytes
avant le déclenchement de leur diffé-
renciation, selon un mécanisme indé-
pendant du systeme PTHrP/PPR [45,
46].

On a récemment mis en évidence
gue le facteur de transcription Cbfal
réglait positivement la différencia-
tion hypertrophique des chondro-
cytes [47, 48]. Au cours du dévelop-
pement, Cbfal est initialement
exprimé dans toutes les cellules de la
condensation squelettique en voie de
maturation, puis son expression se
restreint aux chondrocytes pré-hyper-
trophiques et aux cellules formant le
bone collar [10, 47]. Outre I'absence
de différenciation ostéoblastique
(voir plus loin), la déficience en Cbfal
cause un blocage de la maturation
des chondrocytes dans certains élé-
ments squelettiques [10]. La restau-
ration de I’expression de Cbfal dans
les chondrocytes pré-hypertro-
phiques par un transgéne supprime
ce blocage, permettant I’expression
d’lhh, et la poursuite normale de la
maturation des chondrocytes vers
I’hypertrophie [47]. A noter que tan-

dis que la boucle de régulation
PTHrP/Ihh se perpétue apres la nais-
sance et jusqu’a ce que la plague de
croissance se résorbe, Cbhfal n’est
requis que pendant le développe-
ment et donc vraisemblablement seu-
lement au démarrage du processus
de maturation des chondrocytes
puisque I’expression de ce géne
devient indétectable dans ces cellules
aprés la naissance [10, 47].

Enfin, un autre facteur de transcrip-
tion, Msx2, est lui vraisemblablement
impliqué dans la régulation du pro-
cessus de prolifération des chondro-
cytes plutét que de leur maturation
car les souris Msx2- présentent une
réduction globale de I’épaisseur des
cartilages de croissance due & une
diminution du nombre total de
chondrocytes [9]. Son rdéle molécu-
laire reste néanmoins a préciser car
seule une réduction mineure de
I’expression de PTHrP a été décelée
chez ces souris, réduction qui a elle
seule ne permet pas d’expliquer clai-
rement leur phénotype.

Troisiéme étape : vascularisation,
résorption des modéles cartilagineux
et ostéogenése

A ce stade de la squelettogenése, les
os en formation peuvent étre identi-
fiés par une juxtaposition en miroir
des deux plagues de croissance
(figure 2). Au fur et & mesure du déve-
loppement, ces structures régresse-
ront vers les deux extrémités du futur
0S jusqu’a n’en occuper qu’une
région tres restreinte. Ces deux zones
cartilagineuses seront responsables
de la croissance longitudinale des os
en période post-natale. Elles ne se
résorberont qu’a la puberté, entrai-
nant I’arrét de la croissance.

Une fois leur maturation achevée, les
chondrocytes hypertrophiques sont
encastrés dans une matrice calcifiée
enrichie notamment en collagéne de
type X. Outre la synthése de cette
matrice, un élément important du
programme génétique propre aux
chondrocytes hypertrophiques est la
capacité de sécrétion du VEGF (vas-
cular endothelial growth factor) [49]. Le
VEGF est un puissant facteur angio-
génique dont I’expression dans les
chondrocytes est sous le controle de
Cbfal [50]. L’haplo-insuffisance en
VEGF étant létale trés tét au cours du
développement (E11-E12), ce sont

m/s n°12, vol. 17, décembre 2001



des expériences d’administration
post-natale d’un récepteur soluble
inactivant le VEGF endogene [49] et
d’inactivation spécifique du géne
dans les chondrocytes [51] qui ont
permis de caractériser son impor-
tance dans le processus endochon-
dral. En I'absence d’activité VEGF,
bien que toute la cascade de diffé-
renciation des chondrocytes s’accom-
plisse normalement, la formation des
os va étre défectueuse. (1) Les ostéo-
blastes, qui expriment le récepteur
du VEGF a leur surface, ne migrent
pas du bone collar vers les centres
hypertrophiques des condensations
par chimiotactisme et le dépét de
matrice osseuse ne se produit pas.
(2) En I'absence de vascularisation,
la migration des ostéoclastes dans les
modeles cartilagineux ne peut se
faire non plus. En effet, c’est par voie
vasculaire que transitent les précur-
seurs des ostéoclastes, ces cellules
multinucléées d’origine myéloide
capable de résorber la matrice
osseuse pour permettre le modelage
et le remodelage de ce tissu rigide.
En leur absence, la matrice cartilagi-
neuse calcifiée déposée par les chon-
drocytes hypertrophiques ne pourra
pas étre digérée afin d’étre rempla-
cée par une matrice osseuse synthéti-
sée par les ostéoblastes.

Deux facteurs, Ihh et Cbfal, dont on a
déja vu I'importance dans la matura-
tion des chondrocytes, interviennent
aussi dans le contrdle de la différen-
ciation des ostéoblastes. En effet, c’est
en réponse a la production d’lhh par
les chondrocytes hypertrophiques que
les cellules mésenchymateuses situées
a la périphérie de la condensation
vont commencer a se différencier en
ostéoblastes, individualisant histologi-
quement le bone collar par leur capa-
cité de synthétiser une matrice
osseuse [45]. Comme nous I'avons vu,
des souris chimeres sauvages compor-
tant des cellules PPR- présentent des
chondrocytes pré-hypertrophiques
(comme hypertrophiques) ectopiques
[52]. Si ces cellules sont par ailleurs
normales, I’expression d’lhh y sera
induite et des bone collar se formeront
de maniere ectopique. Si en revanche
ces cellules sont également lhh~-, il
n’y aura pas de formation ectopique
de bone collar. En fait, il est possible
qgu’en I'absence d’lhh les cellules du
bone collar soient incapables de se dif-
férencier en ostéoblastes parce que
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Cbfal n’y est pas exprimé [45]. En
effet, Cbfal est un activateur obliga-
toire de la différenciation ostéoblas-
tique. Ce facteur de transcription a
été a I'origine isolé grace a sa capacité
de régler I’expression de génes spéci-
fiqguement exprimés dans les ostéo-
blastes [10]. En son absence, la diffé-
renciation ostéoblastique ne se fait
pas, ni selon le mode intramembra-
naire ni selon le mode endochondral,
et le squelette des souris reste entiere-
ment cartilagineux [10]. Le r6le joué
par Cbfal sur la différenciation ostéo-
blastique est complétement distinct
de celui qu’il a lors de I’hypertrophie
des chondrocytes. En effet, des souris
Chfal~- dans lesquelles la présence de
Cbfal est restaurée dans les chondro-
cytes mais pas dans les cellules ostéo-
progénitrices du bone collar présentent
une absence de différenciation ostéo-
blastique alors que toutes les autres
étapes de la squelettogenese, hyper-
trophie, vascularisation et ostéoclasto-
genese peuvent se produire normale-
ment [47].

Enfin, il a tout derniérement été pro-
posé que le basculement entre proli-
fération et différenciation des cellules
pré-ostéoblastiques soit contrdlé par
pRb, un facteur anti-tumoral clé qui
regle le cycle cellulaire dans de nom-
breux types de cellules. pRb exerce-
rait en outre un effet différenciateur
dans les ostéoblastes en interagissant
avec Chfal pour activer I’expression
des genes caractéristiques de ce pro-
cessus [53]. Cette hypothése est
confortée in vivo par le fait que chez
les patients haploinsuffisants pour
I’expression de pRb, le second type
de tumeur observé apres les rétino-
blastomes sont les ostéosarcomes et
que dans 60% des cas d’ostéosar-
comes sporadiques, il y a déficience
du gene codant pour pRb [54].

| Perspectives

Les données présentées dans cet
article illustrent bien la puissance des
analyses génétiques quand il s’agit de
disséquer des mécanismes complexes
de régulation. En effet, les interac-
tions qui se passent par exemple
entre chondrocytes de la plaque de
croissance et les ostéoblastes du bone
collar auraient été trés difficiles a
déceler si des modéles in vivo
n’avaient pas été utilisés. A noter éga-
lement que dans la majorité des cas

ol la comparaison a pu étre faite, les
mémes facteurs remplissent les
mémes fonctions chez I’homme et
chez la souris, validant I’utilisation de
ce modéle dans I’étude de la squelet-
togenése. Il est donc prévisible que
ce type d’étude va se multiplier dans
les années & venir et que d’autres fac-
teurs vont étre identifiés, puis leur
fonction et leurs interactions avec les
régulateurs déja connus caractérisées.
Il est néanmoins important de souli-
gner que les études purement géné-
tigues non seulement n’excluent pas
mais nécéssitent des études complé-
mentaires soit biochimiques, soit
d’analyse de régulation transcription-
nelle ou post-translationnelle. Ces
études seront précieuses notamment
pour clarifier le caractere direct ou
mettre en évidence I’existence
d’intermédiaires au sein d’une cas-
cade génétique connue m
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Summary
Genetic control of skeletogenesis

Thanks to the progresses of
human genetics and to the explo-
sion of genome manipulations in
mice, our understanding of skele-
togenesis has made tremendous
advances during the last 10 years.
For instance, growth factors and
transcription factors have been
identified that trigger and regulate
the differentiation of the 3 cell
types specific to the skeleton:
chondrocytes, osteoblasts and
osteoclasts. Furthermore, in seve-
ral instance, genetic cascades can
now be drawn that integrate both
cellular and structural events
during skeletogenesis. This review
will summarize the most recent
advances of the field of skeleton
development, trying to present a
comprehensive view of the steps
and regulatory events that geneti-
cally control skeletogenesis.
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445 Jour nées de Biologie Clinique

Necker — Institut Pasteur
Institut Pasteur, Paris — 21-23 janvier 2002

Présidées par le Pr Pierre Kamoun (Biochimie, Necker), les 44% Journées de
Biologie Clinique Necker — Institut Pasteur comprendront deux journées de
conférences (21-22 janvier), au Centre d’ Information Scientifique de I’ Institut
Pasteur, et une journée de démonstrations pratiques (le 23 janvier), dans les
laboratoires de I’ Hopital Necker et de I’ Institut Pasteur.

Quelque 250 participants — biologistes hospitaliers, biologistes privés, indus-
triels—y sont attendus.
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Des conférences (21-22 janvier)

« Evolution des concepts de |’ auto-immunité et de la détection
des auto-anticorps

» Génétique et cancer

» Geénétique et infertilité

* Actualités sur le Purpura Thrombopénique Idiopathique (PTI)

» Renouveau des images mi croscopiques numeéri sées en hématologie

* Les nouveaux antithrombotiques

* Les anémies macrocytaires

» Immunoglobulines monoclonales — Diagnostic biologique

* Nouveaux immuno-suppresseurs

* Les marqueurs du remodel age osseux

* Exploration des lipides sériques: les examens d’ aujourd’ hui et
de demain

* Légionelloses

« Helicobacter pylori et cancers gastriques

* Listeria

* Biologie moléculaire en virologie

Des démonstrations pratiques (23 janvier)

* Cas cliniques d’ hématologie

« Difficultés diagnostiques en hémobiologie (groupes sanguins,
RAI)

« Staphylocoques

* Diagnostic biologique de la grippe

Rappelons que, depuis leur création en 1958 par le Pr Jean Hamburger, ces
Journées aident la recherche en finangant une bourse d' éudes a un jeune cher-
cheur du CHU Necker ou de I’ Institut Pasteur.
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