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Résumeé :
Effets de perturbateurs endocriniens sur le dévelggement du squelette.

Les polluants environnementaux, en particulier degturbateurs endocriniens (PE), agissent a trés
faibles doses sur des cibles multiples. Les effapportés portent en majorité sur les organes de
reproduction. Tres peu d’études ont porté sur lelefte alors que le cartilage et I'os sont sous un
puissant contréle hormonal, depuis le stade fogtdesysteme hormonal se met en place jusqu’au
vieillissement, en passant par la naissance (hamdhyroidiennes, hormone de croissance), la
puberté et la ménopause chez la femme (stéroidaslsg

L'objectif de ce travail est d'étudier les effets de polleaahti-androgénes (vinclozoline, V et
métabolite actif M2) ou xenestrogenes (génistéi@e, bisphénol A, BPA),in vivo sur le
développement du squelette du rat Wistariretvitro sur les marqueurs de différenciation
chondrogéniques.

Les effetsin vivo ont été étudiés a des doses inférieures aux “Nse®bd Adverse Effect Levels ”
(NOAEL) fixés par les instances européennes (ER&A)ternationales (US EPA). Des rattes ont été
exposées a 'V, G seuls, combinés (GV) et/ ou assatiBPA (BGV), et ce de la conception des petits
jusqu’a leur sevrage (J30) ou leur sacrifice (J31,0). Les effets ont été recherchés sur des pletits
meres et portées différentes, quatre pour chagitertrent, age et sexe.

Les effetsin vitro du métabolite M2 de la Vinclozoline, associé ou avec G et BPA, ont été étudiés
sur I'expression de marqueurs chondrogéniquesilisant : 1) un modéle murin de cellules souches
inductibles vers la voie chondrogénique (Cl) pag éffets sur la différenciation chondrogénique
précoce et 2) des chondrocytes de souriceaux nownées différenciés en culture primaire ou
dédifférenciés (passages répétés). Comparaisonlesedfets du bFGF, facteur de dédifférenciation
chondrogénique.

Résultats: In vivo, I'exposition a V, seule ou associée a G ou au BRIt chez les rattes F1
exposeées, une cannelure de la queue, discretepmaisptible a la palpation en regard de chaque
articulation intervertébrale. Les xénestrogeneddaha réduire cet effet de V. Les rats et les anin

F2 ne sont pas atteints. L’examen par micro CT-soantre une augmentation significative de la
largeur des apophyses transverses (ITA) des vegglet une diminution de la hauteur des corps
vertébraux chez les rattes F1 exposées en regardcatdroles. Ces modifications anatomiques
rappellent certaines pathologies génétiques ddagéules dysplasies épiphysaires) chez 'homme
Elles sont absentes chez les rats F1 et les aniF2ui&lles sont en partie transitoires car préseate
J30 (effets sur ITA et longueur) quand seul I'effet I'l'TA perdure a J110.

L’examen histologique des cartilages de croissalesecorps vertébraux montre un déséquilibre entre
les zones de prolifération et d’hypertrophie qugive une modification de la maturation du cartilage
de type estrogénique. Ces effets sont ici ausssita@res et majoritairement observés chez leggatt
L'effet plus prononcé du BPA lisse toutes les autaetivités. Cela suggere que les PE pourraient
moduler la différenciation du cartilage de croisgarC’est ce qui a été étudievitro.

In vitro. Le premier objectif était d'évaluer les effets deg sur la dynamique d’induction
chondrogénique (cellules C1). Nous montrons quidition de M2 seul ou avec G ou BPA modifie le
processus de maturation du collagene?2 sans efféésautres marqueurs (SOX9, Agrécane, Col10).
M2 prolonge I'expression de COL2A immature et ré¢gason remplacement par I'isoforme COL2B.
Le second objectif était d’étudier les effets dé&s dair la régulation de I'expression de COL2A au
cours du processus de dé-différenciation des clowgtlrsin vitro. L'expression de COL2A augmente
avec le degré de dédifférenciation cellulaire (pges successifs) et double en présence de M2, G et
BPA. Cet effet dépend des récepteurs aux estrogeiRyset des voies p38-MAPK. Les PE pourraient
donc agir par lintermédiaire de I'bRmembranaire couplé au systéme caveéoline/p38. [ets e
similaires sont observés en présence de bFGF. dlosds suggérent que le bFGFet les PE modulent
la différenciation chondrogénique au niveau degdiession de COL2A sans effet sur le COL2B. Ces
effets pourraient étre en partie médiés par ungim® du splicing.

Conclusion: Les PE pourraient interférer avec la différeticradu cartilage de croissance et donc le
développement du squelette, en retardant la matardu collagéne de type 2. La persistance du
COL2A pourrait induire une fragilisation ultérieusiebas bruit de I'ossature, lors du vieillissemé&.
COL2A en exces, ayant une affinité pour les facteler croissance, pourrait séquestrer ces facteurs e
influer sur la vitesse de dégradation du cartikdges des pathologies telles que I'arthrose.
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Abstract :
Effects of Endocrine Disruptors on skeletal develapent

Environmental pollutants, particularly Endocrinesidiptors (ED), show effects on multiple targets at
very low doses. Mostly known effects target repaiihe organs. Very few studies are conducted on
skeleton, although cartilage and bone are undeznpdiormonal control, from fetal stage, where
hormonal system takes place, until aging, througth Istage (thyroid hormones, growth hormones),
puberty and menopause for women (steroid hormones).

The aim of this work is to study effects of anti-androgepbllutants (vinclozolin, V, and its active
metabolite M2) or xenoestrogens (genistein, G; Hespl A, BPA),in vivo on Wistar rat skeletal
development anih vitro on chondrogenic differenciation markers.

In vivo effects were studied at doses below the “No Observed Astvéffect Levels” (NOAEL)
established by European and American agencies (BRESAJS EPA respectively). Female Wistar rats
were exposed to V and G alone, in combination (@N)/or associated to BPA (BGV), from pups
conception until weaning (d30) or sacrifice (d301d). Effects were investigated on offsprings from
different mothers and litters, on four animals ®atment, age and gender.

In vitro effectsof M2 metabolite of Vinclozolin, combined or not @& and BPA, were studied on
chondrogenic markers expression using : 1) indacilhurine stem-cells model towards
chondrogenesis (C1) to sudy effects on early cragedric differentiation and 2) post-natal mouse
differentiated chondrocytes, in primary culture dedifferenciated chondrocytes by successive
passages. Comparison with bFGF, a dedifferentidtiotor for chondrocytes.

Results : In vivo, exposure to V, alone or combined to G or BPA, imdudiscrete but palpable
annealing in F1 treated female rat tails, in frohéach intervertebral articulation. Xenoestrogems

to decrease V effect. Male rats and F2 offspringsewnot affected. Micro-CT Scan analysis shows
significative increase of vertebrae inter transgexpophyses (ITA) distance, and decrease of vaitebr
body height in F1 female rats comparing to conaiimals._Anatomical modifications recall human
collagen genetic diseases (epiphyseal dyspladiagy are absent in F1 male rats and F2 offsprings.
Furthemore they are partly transient, ITA and heigffects being present at d30 whereas ITA effect
alone remains until d110. Histological analysisveftebral body growth plate shows unbalance
between proliferative and hypertrophic zones, whelokes estrogenic acceleration of cartilage
maturation. Those effects are still transient araintg observed in female rats. BPA activity is
dominant above G and V effects. This result sugg&dd can modulate growth plate cartilage
differentiation, which was studied vitro.

In vitro : First, we aimed to evaluate eventual role of &b the dynamic of the chondrogenic
differentiation process. We show that M2 additialone or in combination with G or BPA, modifies
collagen 2 maturation process without any effectotrer markers (SOX9, Agrecan, COL10). M2
addition extends immature isoform COL2A expressiad delays its replacement by mature isoform
COL2B. Second, we studied the effects of ED onrggulation of COLA expression through the
dedifferentiating process of chondrocytés vitro. COL2A expression increases with cell
dedifferenciation degree (successive passages) damutble with M2, G and BPA. No other
chondrogenic marker was modified. This effect delgseon estrogen receptors (ER) and p38-MAPK
pathway. Thus ED could act though membrane: EBupled to p38/caveolin system. Similar effects
were observes with bFGF. Our data suggest that t@EFED modulate chondrogenic differentiation
at the level of COL2A expression, without effect ©@L2B. These effects could be partly mediated
through a splicing protein.

Conclusion: ED could interfere with growth plate cartilage difénciation and in consequence with
skeletal development, by delaying type 2 collagextunation. COL2A persistence could induce later
weakening through aging. COL2A in excess could fefiaity for growth factors and sequester them,
and then modify degradation speed in pathologikesdsteoarthritis.

Mots clés (francgais) : cartilage, plaque de croiss&e, collagéne de type 2, maturation, NOAEL,
vinclozoline, xenestrogenes.

Keywords : cartilage, growth plate, type 2 collagenmaturation, NOAEL vinclozolin,
xenoestrogens
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Introduction

|. LES PERTURBATEURS ENDOCRINIENS

1. Généralités

Certaines substances xénobiotiques (étrangeresgaiiisme) sont désignées sous le
terme de «Perturbateurs Endocriniens» (PE) cars eliderférent avec les systémes
hormonaux. La définition de base est celle de Wdygher (1996) et a été énoncée lors d’'un
colloque organisé par I'Union Européenne, 'OCDEd#@&hisation pour la coopération et le
développement économique), 'OMS et l'industrie ncigjue européenne : un perturbateur
endocrinien est Wne substance étrangére a l'organisme qui produdétsdeffets déléteres sur
I'organisme ou sa descendance, a la suite d'une ifiodtion de la fonction hormonale».

Les PE sont considérés comme responsables de elivat®rations de la santé, les plus
fréequentes étant des modifications du systéme depteur male mais aussi femelle, ainsi que
le développement de cancers hormono-dépendants, (@eistate). Cependant, a de rares
exceptions pres, le lien de causalité chez I'honmest insuffisamment démontré et les
mécanismes d’action des PE sur la fonction de demtion et d’autres tissus cibles

demeurent assez peu connus.

Nous nous intéressons plus particulierement angstéogenes et aux anti-androgéenes.
Les xénestrogenes les plus fréquemment rencordrésdes pesticides et des produits issus
de l'industrie (plastiques, détergents) qui songdaent répandus dans I'environnement de
par leur utilisation ou leur rejet. On rencontralégent des composés provenant de plantes
comme les phytestrogénes dont les isoflavones disgsja, présentes dans I'alimentation.

Le but de notre étude est de savoir si des xémgstes peuvent altérer la formation du
squelette, sur quels criteres, et si les doses NOAIB Observed Adverse Effet Level) (dose
a laquelle aucun effet indésirable n’est obseref)adles doivent étre revues a la baisse en

vue de ces effets.
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1.1. La notion de mélange

L’approche toxicologique vise a évaluer des effaitentiels d’'une molécule donnée
sur différents systémes biologiguasvivo, ex vivoou in vitro. Un degré supplémentaire dans
cette complexité apparait avec la notion de mékngjest-a-dire de cocktails de substances
toxiques pouvant avoir, tant au niveau de la cellpli’au niveau de I'organisme, voire des
populations et des écosystemes, des effets adolitils/nergiques (Christiansen et al., 2009;
Hass et al., 2007; Kortenkamp, 2008, 2007).

Cette situation invite & prendre en compte les sitjpos concomittantes multiples
dans les modéles de causalité, en les considéeaiacdn combinée et non pas isolée comme
précédemment. Les organismes vivants sont tougyresés a une multitude de composés de
I'environnement présentant un caractéere toxiques. enposés interagissent entre eux ; leurs
effets sont également sous la dépendance de aéstigtées des individus (leur génotype par
exemple) et d’autres expositions comportement&lasexemple, si un aliment est contaminé
par une dizaine de PE aux cibles identiques etnamptes d’action semblables, mais a doses
juste en dessous de la valeur limite tolérablelasmesure de I'exposition est faite par
composé isolé, I'exposition sera admise comme s skamger ». En revanche, si le mode
d’action des dis PE est semblable, il est possiblealculer une dose équivalente « additive »
tenant compte de la dose réelle de chague PE sbmle« efficacité » a provoquer I'effet
toxique. Les valeurs-seuils seront alors largerdépissées et I'aliment contaminé ne pourra
plus étre considéré comme réellement sain. C’estmiedéle décrit notamment par
Kortenkamp (Kortenkamp, 2008, 2007). Il est possidblaller plus loin que cette premiére
approche additive avec I'approche convergente.rbagcules de cibles et action différentes
pourraient synergisser en ciblant des étapes distird’'un méme processus biologique : nous
en aurons un exemple avec les PE étudiés dangdhvests qui peuvent agir sur la p38-MAPK
ET le récepteur des estrogenes, deux cibles diffiésemais conjointes dans les effets
estrogéniques sur le développement du cartilagar€i49). En conclusion, c’est la démarche

intégrative qui s'impose désormais (revue dansrins911).
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1.2. La fenétre d’exposition

L’autre idée relativement récente, est que les glibrt de maniére plus sévere ou révéleront
une activité invisible aux essais classiques sdiémt physiologique de [lindividu
contaminé : il est intuitif qu’'un adulte en paréaisanté sera plus résistant aux effets
perturbateurs qu'un fcetus ou un nouveau-né, immatieur le plan métabolique et
immunologique, une femme enceinte, un malade diffaibun vieillard. Au niveau du feetus,
on sait que les effets de I'exposition sont dépetsddu stade du développement en cours au
moment de la contamination. Enfin, un enfant impalsera beaucoup plus sensible aux PE
reprotoxiques qu’un adulte ayant terminé sa pub€&tst le concept de fenétre d’exposition.

Il est & la base de I'accident bien connu de I'exjpon au diéthylstilbestrol (DES) de femmes
enceintes, et donc des fcetus dans les années @O revues : (Kebir and Krebs, 2012;
Korach and McLachlan, 1985; Lauver et al., 2005] dhlan and Dixon, 1977; McMartin et
al., 1978; Newbold, 2008; Schrager and Potter, p004

La littérature récente fait état essentiellemengffdts développementaux liés a
I'exposition durant la vie foetale a des composésrogéniques (Birnbaum and Fenton, 2003;
Den Hond and Schoeters, 2006; Hao et al., 201Zhiget al., 2002; Steinhardt, 2004). On
retrouve dans ces études, outre le DES, le bispAé(i®etancourt et al., 2010; Jedeon et al.,
2013) et les phthalates (Hao et al., 2013; Ivelblet 2013). Les effets sont extrémement
variés: développementaux, reprotoxiques, morphqglegs ou métaboliques, voire méme
psychiatriques dans le cas du DES (Kebir and Kr2®t2).

Le bisphénol A (BPA) étudié dans notre these esbom exemple de ce concept
appligué aux PE oestrogéniques. Des études detéogiez les rongeurs selon les protocoles
de 'OCDE (Organisation de cooperation et de dgy@onent economique) n’ont pas mis en
evidence d’effets significatifs sur la reproducties animaux et leur descendance, apres une
exposition au BPA dés la gestation et sur plusigérserations. Les doses utilisées étaient
comparables a une exposition environnementale themme (entre 3ug/kg/j et 300
mg/kg/j). A linverse, des travaux récents réalisés des animaux en tenant compte des
periodes d’exposition ont révélé les conséquencesedexposition au BPANn utero et

pendant la lactation (voir p28).
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1.3. La toxicité transgénérationnelle.

Enfin, la troisieme idée-force moderne fut initiéecore une fois par I'accident du
DES. Des effets toxiques sont apparus sont seutechez les enfants exposésutero mais
aussi chez leur descendance. Cet effet transgémdret a été lié au phénomeéne d’épigenese,
a savoir la modification « hors-mutation » du géeqmar méthylation de bases nucléotidiques
ou de protéines chromatiniennes (revue dans (Katd Krebs, 2012; Newbold, 2004)).
Désormais, les études développementales incluerdrezept et poussent les analyses au-dela
de la génération F1 (exposition directe) a F2 (sitjpm des cellules germinales et épigenése
possible) et F3 (épigenése certaine).

Dans notre étude, la vinclozoline est un pertudbraendocrinien dont la toxicité
épigénétique est connue, comme proposée par lepgrale Skinner (voir chapitre

vinclozoline page 27). Il en est de méme pour $plhénol A (voir chapitre BPA page 27).
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2. Molécules étudiées

2.1. La génistéine

Génistéine 0 H
(n] OH
HO
OH
: =
Estradiol |
HO =

Figure 1: Structure chimique plane de la génistéine (souec:
http://culturesciences.chimie.ens.fr/content/fruiest-legumes-polyphenols-et-sante-1026 et
analogie structurale avec I'estradiol.

2.1.1 Sources et données d’exposition

La génistéine, isoflavone estrogénique (Breinhiodtl.e 2000) surtout présente dans les
légumineuses, est majoritairement apportée vigprheduits dérivés du soja. Selon le rapport
de 'AFSSA (AFSSA, 2005), en Europe, ces appon swdérés (<a 1mg/kg/jour) sauf pour
les personnes consommant beaucoup de produitedéhvsoja (de 60 a 100 mg/kg/j) et les
enfants nourris au lait de soja (jusqu’'a 5mg/kglgBennetau-Pelissero et al., 2001). Celui-
ci contient environ 90 pug de génistéine/g de pnei(lrvine et al., 1998) soit prés de 10 000
fois plus que le lait de vache et 2 000 fois plus b lait d'une femme asiatique. A noter que
dans le lait de femme les taux varient selon lantjigaingérée : 20 g de soja (~37 mg
d’isoflavones) conduit a des taux de 50 pg/l, nmt&gwement des conjugués (Bluck and
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Bingham, 1997). Le lait maternel constituerait salone des sources d’exposition importante.
De plus, la génistéine passe facilement la barpéeentaire par rapport a I'estradiol, et est
retrouvée a des taux dix a vingt fois supérieurselui de l'estradiol dans le liquide
amniotique au cours du second trimestre de grosgEsster et al., 2002) . La consommation
de génistéine par la mere est donc une source farerd’exposition.

Dans I'environnement, la génistéine a aussi ét®ueée dans les eaux de surface,
dans les rivieres et les estuaires. Les concemiatietrouvées dépendent de I'endroit, de la
proximité d’'usines ou de cultures, et varient eB806ng a 2,5ug/L. Les eaux de rivieres ou de
fleuves peuvent donc constituer une source d’exposipour la faune sauvage et pour
I’'homme (Duong et al., 2010; Lundgren and Novak)@0Le NOAEL chez le rat Wistar a
ete defini a 100 mg/kg/j, on peut donc penser e @xposition est mineure, néanmoins elle
n'est pas a négliger en raison de I'étendue deolace d’exposition et des effets additifs

possibles avec d’autres PE. Nous utilisons une des¢100 du NOAEL.

2.1.2 Mécanismes d’action et effets de la génistéin

La génistéine a une affinité 100 fois moindre plesrrécepteurs aux estrogenes que
I'estradiol, de 10 a 20 nM (Santell et al., 199@htte 0.1 a 0.2 nM (Watson and Muldoon,
1985). Elle montre également une trés faible a#fipiour les récepteurs AR et PR (Pfitscher
et al., 2008; Rosenberg Zand et al., 2000; Takalesdl., 2004) et est également capable de
moduler l'expression de ces récepteurs dans phssiemganes (Diel et al., 2006;
Phrakonkham et al., 2007).

A coté de ces effets génomiques, des effets sutrd® cibles cellulaires et sur des
voies de signalisation cellulaires non génomiqueg décrits. La génistéine inhibe l'activité
de certaines tyrosine kinases et topo-isomérasedifien'activité de certaines enzymes du
métabolisme des stéroides et a un effet protesista-vis du stress oxydant (Dixon, 2004;
Phrakonkham et al., 2007). Elle peut interférercaleevoie des MAP-kinases par le biais
d’'une interaction avec les récepteurs @elRiembranaires (Jeng et al., 2009; Watson et al.,
2012). On notera que la génistéine provoque lahggeat extragonadique des estrogenes par

induction de 'aromatase (Ye et al., 2009).
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La génistéine est étudiée depuis longtemps et pguntsur de nombreux organes.
Historiquement, son effet prolifératif sur les odds de cancer du sein est connu depuis
longtemps (Matrtin et al., 1978), cependant cettefépend de la dose et des conditions de
traitementin vitro. En outre, la génistéine a démontré des effetdastéponse immunitaire
(Sakai and Kogiso, 2008) ainsi que sur I'obésitié eliabéte (Behloul and Wu, 2018).vivo,
son interférence avec le systéme reproducteuréesbutrée, occasionnant des malformations
des organes reproducteurs chez les animaux traités,qu’une baisse de la fertilité (Patisaul
and Jefferson, 2010). Ainsi, la génistéine seraisceptible d’inhiber la mobilité des
spermatozoides, la capacitation et la réaction saona@ue (Tomes et al., 2004). Une
exposition transplacentaire a des doses sub-NOAEL (ng/kg/jour) n’induit pas des
modifications morphologiques du testicule et depilddyme mais modifie de maniére
significative I'expression d’'une vingtaine de geraesniveau de ces organes (Naciff et al.,
2005). La génistéine peut donc modifier le phénetgpdes doses inférieures au NOAEL
actuel.

La consommation de produits a base de soja estléera une diminution de risque de
cancer du sein chez la femme asiatique, mais cal@uw étre reproduit en occident par la

supplémentation alimentaire (Patisaul and Jefferaoh0).

2.1.3 Devenir de la génistéine dans I'organisme

La génistéine est essentiellement absorbée son faglycone. La distribution dans
I'organisme est tres large. Par exemple, chezatesexposéper osa 100 pg/g de génistéine,
la génistéine est retrouvée dans 'utérus, la miam&vaire, la prostate et le testicule (Chang
et al., 2000). En dehors de la conjugaison averadital glucuronyl que la génistéine peut
subir au niveau des entérocytes, des bio-transtansanombreuses et variées s’effectuent au
niveau hépatique telles qu’hydroxylations, glucur@onjugaisons et sulfo-conjugaisons.
L'importance relative des conjugués varie en fanctiles especes animales. Seule la forme
libre est active. L'élimination est principalementnaire. La demi-vie se situe entre 6 et 8 h
chez 'homme (Shelnutt et al.,, 2002). Chez des femrayant consommeé du soja, les
concentrations maximales en génistéine sont atteisins le lait 10 a 14 h aprés l'ingestion,

en fonction des quantités de soja ingérées.
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2.2. La vinclozoline

Vinclozoline Métabolite M2
CH,
/ o . ||4 OH
HaC \‘( -CO, Cl N _
N —_—
g 0
Cl
Cl
Cl

Figure 2: Structure chimique plane de la vinclozoline et btention du métabolite M2 par
décarboxylation. (D’apres (Sierra-Santoyo et al., 20)2)

2.2.1 Sources et données d’exposition

La vinclozoline (Ronilan®) est un fongicide du gpeudes dicarboximides tres
largement utilisé pour la culture de nombreux #ut Iégumes depuis les années 1990. Son
interdiction est récente (Décembre 2007) mais pagetselle, on ne peut écarter sa présence
des denrées alimentaires via les produits d'expons:; elle reste présente dans
I'environnement ce qui justifie I'étude de son irnpaur la santé. Ainsi, diverses études et
rapports indiquent que les limites maximales daluss(LMR) pour ce composé sont souvent
dépassees (par exemple, (Petrelli and MantovafR)2@osant le probleme de 'impact sur la
santé humaine. Les études sur les niveaux d’exposibtamment alimentaire, les effets en
fonction de ces niveaux et les recommandationseroaat les doses tolérables indiquent des
effets développementaux pour des expositions courteteroa partir de 3 mg/kg/jour chez
le rat (Gray et al., 2001) et une dose sans dXfXAEL) de 12 mg/kg/jour pour la fonction de
reproduction male pour une exposition de 3 moigz daerat Wistar adulte (Hellwig et al.,

2000). Une autre dose NOAEL de 1,2 mg/kg/jour apétdosée mais sans spécifier I'espece
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de rat utilisée (https://federalregister.gov/a/@34). L’apport journalier tolérable chez
'homme (Acceptable Daily Intake ou ADI) se situatre 0,01 et 0,10 mg/kg selon les
rapports. Nous utilisons des doses de 1/12é e0Q&.@u NOAEL.

2.2.2 Effets connus de la vinclozoline et mécansdiaction

Son activité directe est faible. Son principal rbétde M2 (le plus actif sur 5 en tout),
est essentiellemeanti-androgene mais M2, comme la vinclozoline, lie aussi lesegeurs
o et B des estrogenes (E3), ainsi que les récepteurs aux glucocorticidesa ea
progestérone (Molina-Molina et al., 2006). Les pr&@gs antiandrogéniques de la
vinclozoline on été découvertes il y a plus de @8 @elce et al., 1997). Certains stades du
développement embryonnaire des organes hormonadépes sont particulierement
sensibles aux effets de la vinclozoline (Gray amstb@ 1998). La majorité des effets publiés
portent sur I'appareil génital méle. Les risquess la une exposition a la vinclozoline sur
I'appareil de reproduction femelle trés peu docur@gnmais la vinclozoline pourrait avoir un
effet sur les cellules de la granulosa et sur ksgmce de kystes ovariens chez le rat,
ressemblant a la maladie humaine des ovaires pstigkyes (Nilsson et al., 2012). Des effets
épigénétiques sont également décrits lors d’exiposé la vinclozoline a fortes doses et les
anomalies seraient corrélées avec des modificatleagrofils de méthylation de 'ADN des
cellules germinales (Anway and Skinner, 2008). alé&rations épigénétiques observées suite
a une exposition a la vinclozoline touchent aus=i kes cellules germinales méales (Guerrero-
Bosagna et al., 2013) que les femelles (Nilss@i. £2012).

Les données disponibles sur ’lhomme sont limitéest on sait seulement la présence
de la vinclozoline dans le sang de cordon est &sa& une diminution du poids des
nouveaux-nés (Wickerham et al., 2012).

2.2.3 Devenir dans I'organisme
Peu d’informations sont disponibles sur le métamod de la vinclozoline. La
vinclozoline peut se dégrader, en fonction du ph,deux composés appelés M1 (acide

2[[(3,5-dichlorophenyl)carbamoyl]-oxyl]-2-methylH34tenoique) et M2 (acide N-(2-hydroxy-
2-methyl-1-oxobuten-3-yl)-3,5-dichlorophenyl-1-carbique). Les trois composés sont des
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antagonistes des récepteurs androgenes (Wong, 9896). Aprés administration par voie
orale a des rats, on voit apparaitre dans le pldsmaétabolites M1 et dans une moindre
mesure, M2 (Sierra-Santoyo et al., 2012). Ce skraitetabolite M2 qui serait le plus actif, en

tant qu’anti-androgene mais aussi cestrogéne.

2.3. Le bisphénol A

Bisphénol A
H,C CH,

HO OH

Figure 3 Structure chimique plane du bisphenol A (source
http://www.societechimiquedefrance)fr

2.3.1 Sources et données d’exposition

Le 4,4-isopropylidenediphenol, plus couramment Bppisphénol A (ou BPA), est un
composé chimique de synthese utilisé notamment danfabrication industrielle des
plastiques de type polycarbonates et de celle égras epoxy. Initialement inventé en tant
gu’'cestrogene de synthése, il fut abandonné poiailsa activité. Il entre aujourd’hui dans la
composition des emballages alimentaires (film,dsode conserves, bouteilles plastiques). |l
est produit par milliards de tonnes dans le moeti@Jus de 100 tonnes sont relarguées dans
I'atmosphére chaque année (Vandenberg et al., 20085t également présent dans les
ciments dentaires (Olea et al., 1996) et de nonslee@tudes sont en cours sur le relargage du
BPA par ces dispositifs. Le BPA a été retrouve d#s?% des échantillons urinaires humains
aux Etats-Unis (Calafat et al., 2005). Sa concéotradans le sérum humain s’échelonne
entre 0.2 etl.6 ng/ml (0.88-7.0 nM) (Sajiki et aB99; Takeuchi and Tsutsumi, 2002). De
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plus, le BPA a été détecté dans le liquide amnietide sang néonatal, le placenta, le sang de
cordon et le lait maternel (Richter et al., 2007).

Le BPA est principalement apporté par voie ordds taux varient de 40 pg/jour a 600
pg/jour selon le régime, I'age des individus etdtéde santé dentaire. Les nourrissons y sont
également exposés via le lait maternel ou des tenarient de 1 a 7 ng/ml, ou via les
biberons en polycarbonates (Vandenberg et al.,)2@¥puis la détermination de cette limite,
d’autres études montrent que le BPA peut interféraac les systemes endocriniens a des
doses inférieures, que I'exposition soit feetal@nadale, périnatale ou adulte (Richter et al.,
2007) Concernant le risque potentiel de ce compasdpse LOAEL a été determinée par
'USEPA a 50mg/kg/jourtttp://www.epa.gov/iris/subst/0356.hxm

Le NOAEL du BPA est encore I'objet de controverses valeurs classiques de 5

mg/kg/day chez le rat Sprague Dawley (Tyl et @02 et “inférieur a 1.5 mg/kg/day” chez

le rat Wistar (Kubo et al., 2001) font I'objet dés@dccords. Des travaux plus récents suggéerent
une valeur plus proche de 2-20 pg/kg/day (Howdésheall., 2008). Cependant, ces etudes ne
spécifient pas explicitement un NOAEL et ne presenpas de courbes dose-réponse (revue
dans (Arnich et al., 2011). Nous utilisons une darsiee 1 et 1/4 du NOAEL.

2.3.2 Effets connus du BPA et mécanismes d’action

Bien gue le caractére estrogénique du BPA ait é&émé, il est considéré comme un
estrogénique faible puisque son affinité aux rémagt aux estrogenes ER est estimée a
plus de 1000 & 10 000 fois inférieure & celle d& Bestradiol (EC50= 2—7x1M contre 1—
6x10"*M pour E2) (Alonso-Magdalena et al., 2012). Le B§&lie plus sélectivement a ER
(Kuiper et al., 1997) et n’est pas un agoniste pans certains types cellulaires, il est proposé
que le BPA ait une activité d’'agoniste par sa tinisavec ER et une activité mixte
agoniste/antagoniste par &fKurosawa et al., 2002). Le bisphenol A interagissi avec les
récepteurs nucléaires des androgénes (Kruger, &08I8). Ses dérivés halogénés, également
présents dans les aliments, sont des ligands deptedirs thyroidiens et entrainent des
dysfonctionnements de la thyroide chez les rongé&sller et al., 2005). Une expertise
collective récente de 'ANSES reprend la littératet met I'accent sur ses effets avérés dans
des modeles animaux sur la reproduction, les ogya@exuels et leurs annexes (glande

mammaires).
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Des études de toxicité chez les rongeurs seloprtgecoles de 'OCDE (Organisation
de coopération et de développement économique)t mpas mis en évidence d’effets
significatifs sur la reproduction chez les males, femelles et leur descendance, aprés une
exposition au bisphénol A des la gestation et dusigurs générations, a des doses
comparables a une exposition environnementale themme (entre 3ug/kg/j et 300
mg/kg/j). Plus récemment, des travaux réaliséslssranimaux en tenant compte des périodes
d’exposition ont révélé les conséquences d’une &Eipo au bisphénol An uteroet pendant
la lactation. Ont été observés des effets sur &egip génital (hypotrophie testiculaire,
hypertrophie prostatique, distance anogénitale plosirte ...), sur la production de
spermatozoides, sur le taux des hormones males &t fertilité avec des doses de 'ordre de
quelquesug/kg/j. Chez la femelle, le BPA a provoqué, par asifion gestationnelle et
postnatale, une puberté précoce, des altération$uttgus, du vagin, de l'ovaire, de
I'endometre (doses de 0,2 a 500/kg/j). Des anomalies du comportement materneluet/
sexuel sont observées dans les deux sexes. D'afite¢s sont démontrés sur le métabolisme,
le systeme nerveux et notamment le comportemengz Gthomme, 'ANSES rapporte
globalement les mémes effets (reproduction, méisbe) ainsi que des effets cardio-
vasculaires mais reste pridente sur l'interprétaties études épidémiologiques humaines. En
conclusion, il est préconisé de classer plus séwemele BPA comme reprotoxique (passage
de la catégorie 3 a la catégorie 1A ou 1B selowl¢esaines d’action (ANSES, E.C. 2013)).

Enfin, le BPA est suspecté deffets épigénétiques de nombreux auteurs
(Kundakovic and Champagne, 2011; Sekizawa, 2008Sand Li, 2012). Les cibles sont
variées telles que le tractus génita (Prins e28D8; Rosenfeld, 2012; Trapphoff et al., 2013),
le cerveau (Itoh et al., 2012) et le métabolisméigsiu adipeux (Vom Saal et al., 2012).

2.3.3. Devenir dans l'organisme

Le BPA est rapidement absorbé et métabolisé pawugbnidation par des enzymes
présentes dans le foie et la paroi intestinale.BBA est alors inactivé, son métabolite
glucuronidé étant dépourvu d’activité cestrogéniiatthews et al., 2001). Le BPA circule
principalement sous sa forme glucuronidée ; cheafme il ne subit pas de premier passage

hépatique et est rapidement éliminé par les vaiesives avec ce qui reste de la forme non
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conjugée. Chez le rat la forme conjuguée subit iemfer passage hépatique, ralentissant
I'excrétion du BPA (Vdlkel et al., 2002).

En conclusion I'exposition humaine a ces trois perturbateurdoenniens existe
depuis longtemps, surtout en ce qui concerne lisg#me et la vinclozoline. Concernant le
BPA, sa présence dans I'environnement a été réeéleeernieres années et a fait I'objet de

nombreuses polémiques.
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Il. LE CARTILAGE

Le tissu cartilagineux a comme particularité détm& ni vascularisé, ni innervé.
L’absence de vaisseaux influe sur des facteurs aupsrtants que lI'apport de nutriments,
I'état d’hypoxie du tissu, dont le réle est primiatdors de la chondrogenése chez I'embryon,
ainsi que chez lI'adulte sur la capacité de répamatu cartilage.

Il est composé d'un seul type cellulaire, le chroggite, qui va synthétiser la matrice
extracellulaire (MEC) qui assure le maintien entBigrité du tissu en entier. La MEC est
indispensable au bon fonctionnement du cartilaga.r8le et sa nature différent selon I'age et
la localisation anatomique du cartilage.

Il existe trois types de cartilage (Mallein-Gerimdavan der Rest, 2012) (figure 4) :

Pavillon da l'oreille —\F\

Trompe dEustache —— | Cantimges

- -
Cartilage : X Q dunez
élastique | Epiglotte ———————————— /4 S
: E Cartilages des voies
Certains cartilages / v ety “g S
du larynx o respralores superieuwres
Cartiages
COosiaux
C o Carnlage

hyalin

Cartilage

fibraux

Figure 4 : Topographie des cartilages chez 'homme.

Le cartilage le plus répandu dans I'organismeesstttilage hyalin se situe
au niveau du nez, des c6tés, des bronches, dadaét et du cartilage
articulaire. Le cartilage fibreux se situe au niveales disques

intervertébraux, de la symphyse pubienne, des mpéesset des insertions
tendineuses. Le cartilage élastigue est composéfites élastiques

(élastine), et constitue le pavillon de l'oreillggrne, la trompe d’eustache
et I'épiglotte.(Mallein-Gerin and van der Rest, 2012)
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- Le cartilage le plus répandu dans I'organismeeesartilage hyalinSa matrice est

riche en collagenes : le collagene de type 2 egiritare, c’est lui qui assure I'architecture et
la résistance de la matrice. Deux autres type Hagemes, les collagénes de type 9 et de type
11, sont des petites molécules qui viennent étayenllagéne de type 2. Autour du collagene
de type 2 viennent se greffer les molécules deépgbycanes qui adsorbent les molécules
d’eau et assurent I'élasticité du cartilage. Cdilage hyalin est situé au niveau du nez, des
cOtés, des bronches, de la trachée et du cartldigelaire.

- Le cartilage fibreux fibrocartilage) est composé des marqueurs chondiggés

classiques, mais contient en plus une trame dedfide collagene de type 1. Il se situe au
niveau des disques intervertébraux, de la symppyb&nne, des ménisques et des insertions
tendineuses.

- Enfin, le cartilage élastiqueontient lui aussi une trame protéique particaliér

composée de fibres élastiques (élastine), et ¢oada pavillon de l'oreille interne, la trompe

d’Eustache et I'épiglotte.

Nous parlerons plus particulierement du cartilageulaire qui tapisse la surface des
articulations, ainsi que du cartilage de croissaacssi appelé cartilage de conjugaison, qui

permet la croissance des os longs.

1. Composition du cartilage

1.1. Le chondrocyte

Les chondrocytes représentent 5 a 10% du volureelaise total dans le cartilage articulaire
et environ 50% dans le cartilage de croissance v(#,02000; Stockwell, 1978). Les
chondrocytes possédent tous les organites nécessaila synthése et a la maturation des
protéines indispensables a leur bon fonctionnemeat’intégrité de leur matrice.

Le substrat énergétique du chondrocyte est le gluic€omme le tissu n’'est pas
vascularisé, les chondrocytes se trouvent danfhymexie relative au sein de leur matrice, et

la glycolyse se fait en anaérobie. Les chondrocstes nourris par diffusion de nutriments a
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partir du liquide synovial et, de fagcon minoritaiéepartir de I'os sous chondral (Malinin and
Ouellette, 2000).

L’hypoxie est un facteur important pour le maintiga I'intégrité du cartilage. Le
facteur de transcription qui régule I'adaptationlaeellule aux variations d’oxygénation est
HiFla. Ce facteur de transcription est indispensabla aukvie et a la différenciation des
chondrocytes (revue dans (Araldi and Schipani, P010 régule aussi les enzymes qui
procedent aux modifications post-traductionnelles dollagénes (Aro et al., 2012; Schipani,
2010).

1.2. La matrice extracellulaire

Il existe trois types de régions dans la matregepelées régions structuro-
fonctionnelles de la MEC (Aigner and Stove, 20085trées sur la figure 5 .
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Figure 5. Organisation de la matrice autour du chondrocyte dns le cartilage
articulaire normal sain (Heinegard and Saxne, 201l)a matrice péricellulaire,
localisée autour des chondrocytes contient du gefla de type 6, des protéoglycane:
I'acide hyaluronige et des protéines non collagéniques. Le chontiroel la matric
péricellulaire forment le chondron. La matrice iteriale est la zone d’ancrage ¢
macromolécules de la matrice. La matrice intettmidle est la matrice la plus abonda
Elle estcomposée des fibres de collagéne et les agréggisotioglycanes, et confere
cartilage ses propriétés de résistance et d’élgstic
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Les protéines les plus abondantes sont situéeslaame interterritoriale : le collagene de
type 2 en fibrilles (50 a 60% du poids sec), dengliantité diminue en profondeur dans le
cartilage, les protéoglycanes (35% du poids sem)t & contenu varie de maniére inverse, et

les protéines non collagéniques.

1.2.1. Les protéoglycanes

Les protéoglycanes sont des macromolécules qut stamarrer aux fibres de
collagene et retenir 'eau au sein de la matrite.contiennent de nombreuses chaine de
glycosaminoglycanes (GAG) qui sont attachés a uoné&ime-coeur (Muir, 1978). Il existe
cing types de chaines GAG :

- le chondroitine sulfate (CS) ; I'héparane sulfatS); le kératane sulfate (KS); le
dermatane sulfate (DS) ; I'acide hyaluronique desnpas sulfaté.
Le nombre de chaines de GAG est variable, de Sujaplusieurs centaines de chaines, et la
substitution se fait par des xylosyl-transférak&cide hyaluronique est spécifique au sein du
cartilage, il peut lier jusqu’a 250 fois son pois protéoglycanes et la liaison entre I'acide
hyaluronique et la protéine-coeur est trés rédistania dénaturation. La perte d’interaction
entre les deux est réversible. Une petite protémknk-protéine, stabilise la liaison entre les

deux.

Il existe deux types de protéoglycanes : les pgijeanes extracellulaires de haut et
de bas poids moléculaires, et des protéoglycanesbnamaires.

Parmi les protéoglycanes extracellulaires de haut gids moléculaire, le plus
abondant esfagrécane (Hardingham and Fosang, 1992). La protéine-coese @aviron
250kDa. L’'agrécane peut former de gros aggrégatsediant a I'acide hyaluronique qui le
protége de la dégradation par les protéinasesnkatotéine est présente pour stabiliser cette
liaison. Les GAG représentent 90% de la masse atgéitane ; le chondroitine sulfate est
majoritaire et donne a lI'agrécane la capacité diese@ux fibres de collagenes. L'agrécane
peut aussi contenir des chaines de kératane sulfast composé de 3 domaines globulaires
G1, G2 et G3 qui ont une structure en feuiflesimilaire a des immunoglobulines. Le
domaine G1 contient un site de liaison a I'acidaltmonique et a la link-protéine. La fonction
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de G2 est inconnue. Le domaine G3, lui, semble iéi@iqué dans linteraction cellule-
cellule et dans la liaison de facteurs de croissanc

L’eau se lie aux protéoglycanes chargés néegativememiveau des GAG et représente au
moins 70% de la matrice, lui conférant ses pro@rdélasticité et de résistance aux stress

mécaniques.

collagen fiber

Aggrecan

Hyalurenan

Syndecans Hyaluronan

Figure 6: Localisation des différentes catégories de protégglanes autour du chondrocyt
(en bas)et du collagéne 2(en haut). Autour du chondrocyte se situent lastémglycane
membranaires : syndécanes, glypicanes. La matrixtea ecellulaire contient: -de:
protéoglycanes de haut poids moléculaire, comnged@ane, qui forme de gros aggpés en <
liant & l'acide hyaluronique ; - des protéoglycardss bas poids moléculaireomme |
biglycane, le perlecamais aussi la décorine et la fiboromoduline quliset au collagéne
Les chaines d’héparane sulfate présentes surdeugdes dgrotéoglycanes sont capable:
lier des facteurs de croissance, comme le bFGF.
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Les protéoglycanes extracellulaires de bas poids méoulaires
comptent quatre types de protéoglycanes : la dégole biglycan, le lumican, le perlecan, la
fibromoduline. Les core-protéines ont un poids diean 40kDa et leur particularité provient
de leur richesse en leucine. Ces protéoglycanela @apacité de lier les collagenes 1 et 2 afin
d’en réguler le diametre. lls peuvent égalememtdiautres molécules comme d’autres types

de collagéne et des facteurs de croissance combie€3E ou le TGE (Roughley, 2006) .

Les protéoglycanes membranaires (parmi lesquels les syndécanes ou la
thrombomoduline) sont des protéoglycanes dontédaifipité réside dans leur substitution par
les chaines GAG. De par les différents types ddénelaprésentes, les protéoglycanes
membranaires peuvent étre modulés par des cytokinedes facteurs de croissance. Des
résidus tyrosines sur la core-protéine permetttaaensi de se lier a des tyrosines-kinases et

activer des cascades de signalisation.

1.2.2. Le collagene

Chez les hauts eucaryotes dont 'hnomme, la fardéke collagenes compte 26 genes au
moins, codant pour 13 types de collagenes. lls abohdants dans les tissus squelettiques
(os, cartilage, ligaments, tendons), et appartiehgénéralement a la matrice extracellulaire.
Les collagenes sont tous constitués de triplecdglpolypeptidiques trimériques avec des
domaines répétés Gly-X-Y ( X et Y étant des résiguslconques) riches en proline. Leur
remaniement intervient entre autres dans les psasephysiologiques de développement
embryonnaire, mais également dans des processoslqmtues a I'age adulte (dysplasies,
arthrose, ostéoporose). C’est pourquoi il est imgsortant de connaitre leur structure, leur
assemblage mais aussi leur dégradation et leubwiétae.

a. Structure des collagénes

Selon les travaux de Gelse (Gelse et al., 2088)cbllagenes se répartissent en trois
grands types en fonction de leur structure protiges collagenes fibrillaires, les collagenes
microfibrillaires, et les FACIT (Fibril Associatedollagens with Interrupted Triple helices).
Les collagenes sont synthétisés sous forme de lfagenes, dont la structure est illustrée
figure 7.
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Sites de clivage des propeptides lors de la maturation du procollageéne

Figure 7: Schéma d’'une molécule de procollageng’apres (Gelse et al., 200))
Les collagénes sont synthétisés sous forme de lfggeénes qui sont composésd’un
domaine Npropeptide qui entre en jeu dans la régulationidmétre des fibrilles, sui
du site de clivage puis du télopeptide N-termin&h triple hélice dont les chaines al
sont assemblées en honma+ hétérotrimeéres, supporte la majeure parti@deriction d
la molécule de collagéne au sein de la matricejaelie elles appartiennent.Enfin le
télopeptide C-terminal et la zone de clivage peisgdmaine C-propeptide gaiun rol
dans l'initiation de la formation de la triple hedi Les télopeptides sont des dome
non hélicaux situés entre les propeptides et Ipke¢r chaines, a chaque extrémité
sont impliqués dans les liaisons des collagenes daeitres molécules de la matrice.

b. La biosynthése des collagenes.

La biosynthese des collagénes se passe en pluétapes (Figure 5):

RER .
translation T 2:'"‘ o
OH OH
Gal-0) O-CGal Glc
ERand Golgi ¥
modification S gnon oy Gleine
Ol H OH O
O H
(o]
intracellular - wlr procollagen

enersessesssss=h-

RIS

extracellular N 'lr c

= smesesseTISSE T
protease cleavage ¢

] s T—1

assemby

collagen [ 1 [ ] [ 1
fibrit  _f 7

Figure 8: Les différentes étapes de la biosynthése du cakene(Source :
http://php.med.unsw.edu.au/cellbiology/index.php?tle=File:Collagen-

synthesis.ipg
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- Leur transcriptiors’effectue de maniére classique : un ou plusigares vont coder

pour 'ensemble d’une molécule de préprocollagémraprenant chacun des domaines cités
plus haut. Les transcrits sont exportés sous faiARN de transfert en dehors du noyau.
Pour I'ensemble des collagénes, il existe de nombianscrits alternatifs.

- La traductionse fait dans le reticulum endoplasmique rugueuyréprocollagéne
qui, apres clivage enzymatique, donne le procofiagé

- Une suite de modifications post-traductionnetlasprocollagéena lieu ensuite dans

le Golgi : les résidus lysine et proline sont hygités par les prolyl-3-hydroxylase, prolyl-4-
hydroxylase et la lysyl-2-hydroxylase. Cette réactiutiise des ions ferreux comme
cofacteurs, du 2-oxo-glutarate, de I'oxygéne etl’deide ascorbique. Environ 50% des
résidus proline ont un groupement hydroxyle entmosi4 (cette caractéristique dépend de
I'espéce), qui est indispensable pour la formatierliaisons hydroxyles intramoléculaire et
intermoléculaire entre les molécules de collagen@sla confére une grande stabilité
thermique, permettant de conserver I'intégrité danamere et de stabiliser la conformation
de la fibrille de collagene. En ce qui concerneréssdus d’hydroxylysine, ils sont glycosylés
et galactosylés et permettent la formation dedi@sintermoléculaires stables.

- L’assemblage des chaines de monomeéeepropeptide se fait dans la région en C-

terminal. La formation des triples hélices est pd&e par I'alignement des domaines C-
terminaux des trois chaines. L'isomérase disul{ldBl) est impliquée dans la formation de
ponts disulfure intra et intermoléculaire des molés de procollagéne.

- Production de collagéne mature et sécrétidprés I'assemblage des molécules de

procollagene les molécules de triple hélice sonpauetées dans des vésicules de sécrétion
et relarguées dans l'espace extracellulaire. Au eminde ce relargage, des peptidases
présentes a la membrane coupent les propeptidetedgsextrémités, permettant la libération
de collagéne mature et son assemblage en fibrilles.
Si la synthése des collagénes est similaire paus les collagenes, la longueur de ces fibrilles
et la fonction qui en découle peut varier.

Parmi les différents types de collagenes, nousciterons que ceux qui sont

majoritairement présents dans le cartilage.
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Les collagenes fibrillaires :

- Le collagéne de type 2 (COL8%t un homotrimere. Il est le composant spécifigjue

prédominant du cartilage hyalin (80% du contenucehagéne). Toutefois, il n'est pas
totalement restreint au cartilage adulte puisqusnrouve aussi dans le corps vitré, dans
I'épithélium cornéen, dans le noyau pulpeux du wisintervertébral mais également dans
I'embryon, au niveau de la notochorde et lors dassitions épithélio-mésenchymateuses. De
par sa présence dans la matrice extracellulairgpreinteraction avec les protéoglycanes qui
permet I'hydratation de cette matrice, il confere cartilage sa résistance aux différentes
forces et pressions auxquelles il est soumis. C&dtalonc un élément majeur conférant au
tissu son élasticité et sa capacité de déformation.

- Le collagene de type 11 (COL1&st un hétérotrimere de trois chaines alpha

différentes. Le COL11 est important car il est stibué dans le cartilage articulaire et le

corps vitré avec le collagene de type 2.

Les FACIT:
- Le collagene 9 (COLYjait partie des FACIT, dont le domaine collagémigest

interrompu par des domaines courts non hélicaux.A®@L9 est, comme le COL11,
codistribué avec le COL2 dans le cartilage articelat le corps vitré. C’est un hétérotrimere
qui est localisé périodiquement sur la surface filmdles de COL2 dans une direction
antisens a celle des fibrilles. COL9 et COL11 serwkamarrage a certaines protéines sur le
COL2. lIs sont aussi impliqués dans la régulatiardémétre des fibrilles de COL2, qui font
en moyenne 30 nm de diametre (entre 15 et 50nm).

- Le collagéne de type 16 (COLI1#3t associé a une fraction de fibrille du COL2 dans

le cartilage hyalin.

Les collagenes microfibrillaires:

- Le collagéne de type 10 (COL1@it partie des collagénes a courte chaine. Le

COL10 est un composant caractéristique du cartilaggertrophique dans la plaque de
croissance foetale et juvénile. C’est un homotrinaec un domaine C-terminal long et un
domaine N-terminal court. Il est impliqué dans I®gessus de calcification de la partie

hypertrophique la plus proche de I'apoptose.
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c. Dégradation des collagéenes

Les triples hélices natives sont résistantes &degmes comme la pepsine, la trypsine
ou la chymotrypsine. Pour altérer I'intégrité de taples hélices, il faut des métalloprotéases
particulieres. Dans le cartilage, plusieurs typesndtalloprotéases sont présents :

- Métalloprotéase 1 (MMP1) ou collagénase A : tcigee collagénase interstitielle qui
est exprimée dans une grande variété de cellulés.eBt impliquée dans le remodelage
tissulaire.

- Métalloprotéase 13 (MMP13) ou collagénase C MMP13 est exprimée par les
chondrocytes hypertrophiques, les ostéoblastes est dstéoclastes, et est impliquée
spécifiguement dans le remodelage des cartilagissabs.

- Métalloprotéase 3 (MMP3) ou stromélysine : cédP peut cliver la molécule de
COL2 dans son intégralité (Fukui et al 2002) ;

- Métalloprotéase 14 (MMP14) : cette MMP peut jolee role d’'une N-protéase et
d’une télopeptidase. Elle est liée a la membrarpetrait jouer un rbéle dans le processus de
maturation du procollagéne.

- Métalloprotéase 9 (MMP9) : cette MMP peut cliles propeptides.

d. Le collagéne de type 2 (COL2)

C’est, avec l'agrécane, I'un des deux marqueumnptypique du cartilage. Il est
exprimé des la période embryonnaire ou il formenoportant réseau matriciel au niveau des
bourgeons de membres et du rachis vertébral. ltribore ainsi a la formation du patron
cartilagineux de I'embryon, avant que celui-ci & semplacé par le tissu osseux selon le
processus d’ossification endochondrale. Le COL2 aemstsi exprimé dans I'ceil : pendant
I'embryogeneése, on le rencontre dans I'épithéliutmaire de la cornée, dans le cristallin, la
rétine et la sclere. A 'age adulte son expresdams I'oeil se restreint au corps vitré sous une
forme soluble, dont nous verrons plus tard qudg® d’'une isoforme immature de COL2
dont la fonction n’est pas connue. Enfin, il asdargesistance du cartilage articulaire a toutes

les forces auxquelles il est soumis.

- COL2 est codé par un géne unigdel2als
Le géne du COL2 humain a été complétement idéngifi 1985 (Cheah et al., 1985;

Sangiorgi et al., 1985). Il fait 30kb dans sa it#alLe géne de la souris a été étudié plus en
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détail. On constate 89,1% d’homologie entre lesusgges exoniques de la souris et de
'homme, et 95,2% sur la totalité du gene, ce quinet d’extrapoler ce qui est connu dans la
souris a ce qui peut se passer chez 'humain. be g COL2 murin a été étudié dans son
intégralité en 1991 par I'équipe de Metsaranta fdetinta et al., 1991). Il est composé de 54
exons et fait 28,9 kb du site de transcription jUaq site de polyadénylation (figure 9).

Comme pour tous les collagénes fibrillaires, sacstire exonique est tres conservée, surtout
en ce qui concerne la triple hélice et le domairr@inal. La partie N-propeptide de la

souris, quant a elle, comporte 88 a 90% d’idemk#erapport a la séquence humaine.

=|Exon 1| =|Exon 6 = Exon 7| —Exon 47+ —Exon 48— -Exon 51— -Exon 54 —
\ J \ J \ J
Y Y Y
Région N-propeptide  Chaine a Région C-propeptide

Figure 9: Séquence codante du géne de procollagenel2de souris(D’'aprés (Nah et al.,
2001) Seuls les exons 1 a 51 sont codants. La régipropNeptide est codée par les exons 1 a
6 ; la région de I'hélice alpha est codée par leme 7 a 47 ; enfin, la région C-propeptide est
codée par les exons 48 a 51. Les trois dernienssex® sont pas codants.

- Epissage alternatif du gér@ol2al: Il existe au sein du gén€ol2al un exon

cassette, I'exon 2. La transcription du géne peutndr lieu a deux isoformes, le COL2A,
comprenant I'exon 2, et le COL2B, qui ne lincluagy L'épissage alternatif a été mis en
évidence en 1990 par Ryan (Ryan et al., 1990). d&es isoformes du messager sont
traduites en deux protéines différentes. L'inclasie I'exon 2 donne naissance a un domaine
supplémentaire au sein du propeptide N-terminal, adpient alors un domaine riche en
cystéine. Dans le cartilage articulaire mature'adulte sain normal, seule I'isoforme COL2B

est exprimeée et traduite (figurel0).
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— Exon 1|Exon 2| Exon 3 ——

Propeptide N-terminal Domaine triple hélice Propeptide C-terminal

— Exon 1|Exon 3—

Propeptide N-terminal Domaine triple hélice Propeptide C-terminal

[ Il [ |
COL?B mﬂ@ﬂmﬁ&z&s&m%

Figure 10 L'existence d’un épissage alternatif au sein du géndu Col2a1 peut donner naissance
a deux isoformes COL2A et COL2B, transcrites et trduites. Le COL2A, par I'inclusion de I'exon
2, a un domaine riche en cystéine (DRC) supplénrenpar rapport a COL2B. D’apréSalentey et
al., 2009.

- La majorité des mutations affectant le COL2rsave au niveau de la séquence de la
chaine alpha et de la partie C-terminale. Ces moustpour la plupart perturbent la
croissance des os longs (dysplasies spondylo-éapieg, achondrogenéses...) mais elles
peuvent aussi favoriser une dégénérescence deacesirfarticulaires (syndrome de
Stickler ...).

40



Auxiétre Thuy-Anh - Thése de doctorat - 2013

Expression des isoformes COL2A et COL2fn vivo :

- Expression chez I'embryon : stades précoces

Au cours du développement, chez I'embryon humamroe chez la souris, I'expression de
collagene de type 2 est trés précoce, mais esemint représentée par I'expression de
I'isoforme COL2A, sans expression de COL2B.

COLZ2A est exprimé dans les cellules mésenchyrsatedes les premiers processus de
migration et de prolifération de ces cellules, amtipulier dans les structures qui donneront
plus tard les éléments du futur squelette o0sseursiACOL2A est exprimé dans le
sclérotome qui va donner les vertébres, le mésemehgranien et le mésenchyme des
bourgeons de membres.

La signification et le réle de I'expression de (X3La ce stade du développement ne
sont pas connus. Il a été montré que le COL2A jougdle important dans la dorsalisation de
'embryon de Xénope (Larrain et al., 2000). Il psatlier a la BMP4 grace a son domaine
riche en cystéines, tout comme a la chordine, urphugéne, et induire la dorsalisation de
'embryon. Plus tard, il a été montré que l'invalibhn méme partielle du COL2A chez la
souris conduit & de trés importantes malformatidas’ensemble de la face (mandibule,
septum nasal, encéphale). L'impact du COL2A suptmation de I'ensemble de la téte de
'embryon semble lié a I'expression de Shh (Sonedgkhog), autre morphogene impliqué
dans la dorsalisation de I'embryon (Leung et abl1®. Bien que cette fois I'activité de
COL2A ne passe pas par une liaison au récepteuses il est évident que le COL2A joue
un role important dans le développement précocéetebryon en interagissant avec un
ensemble de morphogénes et de facteurs de crogssamrésence.

Toutefois, COL2A est aussi exprimé dans des siresttissulaires autres que celles
du futur squelette osseux, comme par exemple dansndsonephros, la notochorde,

I'épimyocarde de l'oreillette, le pharynx et leyax.....Son réle est inconnu.

- Expression chez I'embryanDifférenciation chondrogénique, formation du patr

cartilagineux, ossification endochondrale.

Au cours des stades suivants de développemens nous sommes focalisés sur

I'expression de COL2A et COL2B au niveau 1) de lordrogenese (différenciation
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préchondrogénique puis chondrogénique des celimésenchymateuses) qui aboutit a la
formation du patron cartilagineux du futur squeetpuis 2) au cours du processus de
maturation des chondrocytes du cartilage et dessaoice (prolifération, hypertrophie et
dégenérescence des chondrocytes) qui donne ligmoaessus d’ossification endochondrale

des os longs (remplacement du patron cartilagipamdu tissu 0Sseux).

Peu de travaux ont été réalisés, mais I'étude ueet al. (Lui et al., 1995) chez
I'embryon humain par hybridatian situ a différentes étapes de I'embryogenése, ainsingu’u
étude similaire chez I'embryon de souris par Sdneéelal. (Sandell et al., 1994, 1991),
permettent de dégager les points suivants :

1. Lors dd’induction chondrogénique, I'expression de COL2A est observée
dans les cellules mésenchymateuses non différencigdans les cellules
préchondrogéniques en voie de différenciation et peu seulement dans les
chondrocytes en prolifération. A ce stade, COL2Bneisioritaire, il n’est exprimé que

dans les chondrocytes différenciés.

2. Lorsque leprocessus de maturation des chondrocytesurvient, la
structure typique d'un cartilage de croissancemseé avec la séquence de cellules
guiescentes, prolifératives, et hypertrophiques.exptession de COL2A est
essentiellement observée au niveau des chondrogutescents, puis elle diminue
progressivement au cours du processus de maturailuaire pour disparaitre dans les
chondrocytes hypertrophiques. Le phénomene inv&eféectue pour I'expression de
COL2B qui augmente progressivement. L'expressio@@&2A est donc transitoire au
cours de la différenciation chondrogénique et de maturation cellulaire des
chondrocytes dans le cartilage de croissance embay@ et s’accompagne d’un switch
vers I'expression de COL2B. Fait intéressant, ihBle que la protéine COL2A soit
piégée dans des fibrilles de collagénes formég@0L2B en péricellulaire ainsi qu’en
interterritorial, dans la matrice, comme cela a ébServé dans les bourgeons de

membres chez 'embryon de poulet de 7 jours (Naih.e2001).

3. Le processus d'ossification endochondralea lieu aprés pénétration
vasculaire des patrons cartilagineux. Les chondesciiypertrophiques entrent alors

en différenciation terminale et meurent par apapt@ermettant le remplacement du
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cartilage par le tissu osseux. Au niveau du pracese différenciation terminale, les
données de la littérature concernant I'expressmC@L2A ne sont pas claires. Pour
certains il y aurait réexpression de COL2A dangztewes profondes du cartilage, pour
d’autres non.

A ce stade chaque patron cartilagineux est entalmée membrane, le
périchondre ou périoste, qui contient des cellyeasgénitrices chondrocytaires et

ostéocytaires. La protéine COL2A est fortement iex@e dans cette membrane.

4. Le processus d'ossification endochondralecggquit ensuite chez le foetus,
puis aprés la naissance jusqu’a la puberté. Chieetlgs, on note alors une diminution
progressive de I'expression de COL2A dans toutesteictures chondrogéniques. A
24 semaines chez 'lhomme I'expression de COL2A emésente plus que 6% du
COL2 total.

En_conclusion : Au cours du développement embryonnaire, COL2A estx@rimée dans

les cellules mésenchymateuses multipotentes et plyarticulierement les cellules
préchondrogéniques et préosteogéniques (périchondralors qu’aucune expression de
COL2B n’est observée. COL2A est exprimé en tant gespéce moléculaire majoritaire
dans les étapes précoces de différenciation chondemique, puis diminue au profit de
I'expression de COL2B au cours du processus de maation et d’hypertrophie des

chondrocytes de cartilage de croissance. Seul COL28st exprimé dans le cartilage

adulte normal.

1.2.3. Les protéines non collagénigues

Les protéines non collagéniques sont les protéleesmoins bien connues de la
matrice extracellulaire. Des molécules comme larofiectine interviennent dans
I'organisation de la matrice extracellulaire ; di@s, comme la matrix Gla protéine (MGP),

régulent la calcification de la matrice (Stheneuale 2003).
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2. Le renouvellement des protéines matricielles

Le renouvellement des protéines matriciellesrést lent ; si I'on prend en compte les
deux protéines majoritaires, il est de I'ordre delques années pour l'agrécane et de I'ordre
de 100 ans pour le collagene de type 2 (KnudsorKandson, 2001; Maroudas et al., 1998).
Ce renouvellement est le résultat entre la syntleéda dégradation de la matrice qui est
toujours en équilibre.

De nombreuses enzymes interviennent dans cet léquitrs de la dégradation de la matrice.
Elles se divisent en deux groupes, les métallopset® (MMPs, matrix metalloproteinases) et
les agrécanases (ADAMTS, a disintegrin and a nogtadteinase with thrombospondin
motif).

Les ADAMTs peuvent cliver les protéoglycanes. Eltestiennent un domaine qui se lie aux
intégrines et qui empéche les interactions celteléile.

Les MMPs peuvent cliver les collagénes. Pour ceefalles ont la capacité de se lier aux
héparane-sulfates des protéoglycanes. Certainekimgs comme I'lILB et le TNFe peuvent
induire leur synthése. Elles sont synthétisées $oumes de proenzymes qui doivent étre
activées. Cette activation peut passer par d’'a@ngymes comme des sérines protéases ou
méme des métalloprotéases elles-mémes. Au seiartliage articulaire, la MMP13 peut étre
induite par ILB dans des conditions inflammatoires et cliver lkageéne de type 2.

Enfin, il existe des inhibiteurs spécifiques dest@ases, les TIMPS, qui se lient aux MMPs
pour les inhiber (Cawston and Young, 2010; Murphg Blagase, 2008).

Il est indispensable de connaitre le déroulement dia formation du squelette et de la
mise en place du cartilage pour étudier les effetséventuels de molécules

environnementales sur le cartilage et/ou sur le déloppement du squelette.

3. Le développement du squelette osseux

Le squelette des os longs (les os des membregefEbres, les petits os des oreilles,

ainsi que la cage thoracique et la machoire infiéeleainsi que les os du crane dérivent du
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tissu mésenchymateux embryonnaire par deux prosed&ssification différents. Les
premiers subissent d’abord un double processusphogénique et chondrogénique, qui
donne lieu a un patron entierement cartilagineuXutur squelette. Ce patron cartilagineux
sera replacé progressivement par du tissu osseshdéola croissance en longueur des 0s :
c’est l'ossification endochondrale. Au niveau desdo crane, le tissu mésenchymateux se
différencie directement en tissu osseux ; c’essdification membranaire. Ces différentes
étapes ainsi que les principaux régulateurs denhésg en place sont schématisés sur la figure
11 (Day et al., 2005).

Masenchymal Precursor/Stam Cells

!

Mesenchymal Condensabon

Figure 11 : Représentation schématique desdifférentes étapes menant a |
construction du squelettesous l'influence des facteurs de transcription Sek Runx2
(Day et al., 2005)

45



Auxiétre Thuy-Anh - Thése de doctorat - 2013

Les cellules mésenchymateuses a l'origine du squideproviennent de différentes
régions de 'embryon : les cellules de la créteralevet le mésoderme latéral pour le squelette
cranio-facial ; le mésoderme latéral uniquementrges membres ; enfin, le mésoderme
latéral, le mésoderme para-axial et la notochorder pa colonne vertébrale et la cage
thoracique (Lefebvre and Bhattaram, 2010). La faiona des bourgeons de membre
commence dés la quatrieme semaine de gestation.c€lledes mésenchymateuses sont
souvent appelées ostéochondroprogéniteurs, caeliees engendrées par la suite vont étre
de deux types : ostéoblastes et chondrocytes, anti donner respectivement une partie du
tissu osseux, et le cartilage. Elles peuvent néammdonner d’autres types cellulaires ou
rester mésenchymateuses. Nous nous intéresserdiositsaux origines et devenirs des

cellules qui vont donner des chondrocytes.

3.1. Facteurs de transcription impliqués dans Feggion des marqueurs

chondrogéniques.

De nombreux facteurs, pas tous connus, sont néasgaur définir le destin de ces
cellules. Une famille de protéines est particuliéeat connue pour endosser ce role dans la
direction de la différenciation chondrogénique :

- la famille Sox SRY-related HMG box). Ces protéines sont liées @él@rmination

du sexe de I'embryon et a la présence d’'une HMGehoxeprésente un domaine de liaison a
'’ADN. Les protéines de cette famille ont un rbéhlaportant dans de nombreux tissus dans
I'embryon et sont codées par 39 genes. Etant dqoiefles peuvent se lier a I'ADN cela leur
donne, entre autres propriétés, celle de facteuragscription. Parmi elles, la protéine Sox9
est impliquée dans le développement en regle giendibe est exprimée dans de nombreux
organes lors de la morphogenese (créte neuraldi(Hahd LaBonne, 2010), progéniteurs des
valves cardiaques (Chakraborty et al., 2010), da, fdu pancréas exocrine, de l'intestin
(Furuyama et al., 2011) et joue un réle primordiahs le développement des testicules de

I'embryon male (Barrionuevo and Scherer, 2010).sAides mutations au sein de la séquence
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de Sox9 peuvent engendrer une inversion du sexpalients XY, transformant les males en
femelles (Foster et al., 1994; Meyer et al., 1993agner et al., 1994).

- Le facteur Sox9 est le facteur majeur de différenciation chondrogque Les mémes

mutations qui engendrent une inversion du sexesomzaent également un syndrome
appelé dysplasie campomeélique. Il en résulte userate de synthese de cartilage qui
donne une hypoplasie des os longs, entrainant woré anla naissance en raison
d’insuffisance respiratoire (la cage thoraciquet womme la totalité du squelette, ne
peut pas se développer normalement). D’autres exp@&s d'invalidation chez la
souris ont montré que l'absence d’expression de9Sertraine |'absence de
développement du squelette (Bi et al., 1999).

Enfin, sur le plan moléculaire, il a été montré @ox9, avec le recrutement de deux
cofacteurs L-Sox5 et Sox6, est indispensable ardastription des marqueurs
phénotypiques spécifiques du cartilage comme lagehe de type 2 (Lefebvre et al.,
1998; Zhao et al., 1997; G. Zhou et al., 1998prEgane (Han and Lefebvre, 2008), et
également les collagénes de type 9 et 11 (Bridgaveatal., 1998).

Sox9 est donc le facteur de transcription indispblesa la chondrogenése ; et il est
exprimé tout au long de la différenciation chonemigue et contréle sa maturation et
sa mort (Dy et al., 2012).

- Un_autre facteur de transcriptiohe facteur Runx2, joue un rble dans la

différenciation terminale des chondrocytes, et régfulé par Sox9. Il favorise la

formation de I'os endochondrale suite a la mortaemndrocytes.

3.2. La maturation du cartilage de croissanceostlfication

endochondrale.

Aprés la phase de condensation mésenchymateudiéfélenciation chondrogénique
survient et les chondrocytes envahissent totalectegadue €lément du futur squelette sous la
forme d’'un patron uniquement cartilagineux. Pouagetie membre et chaque os, les ébauches
cartilagineuses apparaissent selon une séquencienprdistale et le processus d’ossification

survient selon un schéma extrémement précis.
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3.2.1. Pénétration vasculaire et formation deguel de croissance épiphysaire.

Chaque futur os du squelette se trouve d’abord &forme d’'un patron uniquement
cartilagineux qui grandit, illustré dans la figud€. Apres pénétration vasculaire, les
chondrocytes subissent un processus de maturaltutage qui les conduit & 'apopoptose :
c’est la naissance du cartilage dit « de croissande tissu osseux néoformeé va remplacer

progressivement le tissu cartilagineux.

Periosteal Primary Growth Epiphysis
bone . centre of plate
collar ossification Ty ihh'
Vild Metaphysis
Ll
“ P ] ‘ Diaphysis
Second.ary
centre of
ossrhcatlm
D Cartilage
. Bone
D Bone marmrow (including blood vessaels) S:rﬁf;;

Figure 12 Les différentes étapes de l'ossification endochondie (Mackie et al
2011)) Au départ chaque futur os du squelette se traotes la forme 'dn patror
uniqguement cartilagineux. Les cellules de cartiltayenent le « cartilage de croissange
ou cartilage métaphysaire, siege d’'un processugraldération puis de maturation ¢
chondrocytes, qui les conduit vers la mort apogtei L'ossifiation se fait a partir
points d'ossification différents. En regle générdlexiste un point d'ossification primi
diaphysaire et deux points secondaires épiphysdes points sont le siége d'une pl
de pénétration vasculaire. Autour des vaisseawarapgsent les premieres cellt
ostéoblastiques qui vont déposer le tissu osténidées cadavres des chondrocytes.
centres d'ossifation secondaires vont délimiter le cartilagdcataire a la surface
I'épiphyse, et le cartilage de croissance, enseal&ix centres d’ossification.
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Certaines cellules vont rester en périphérie ehérune enveloppe cartilagineuse : le
périchondre, composé de deux couches : une coatdrae contenant des cellules de réserve
pour la chondrogenése, et une couche externe quiowaer le périoste et contenir la
formation osseuse (Kronenberg, 2007).

A l'intérieur de cette enveloppe, les chondrocgesganisent de maniére trés précise,
sous la forme d’'une plaque de croissance, contdaardrtilage de croissance (cartilage de
conjugaison) qui persistera jusqu’a la fin de ldgte, et duquel il ne subsistera que le
cartilage articulaire. La plague de croissance semaplacée petit a petit par le squelette
osseux définitif. C'est pendant la période de caice que les chondrocytes sont
métaboliquement le plus actifs par comparaison dwecartilage articulaire adulte, ou les

chondrocytes ne proliférent pas et ont une acthat@éeostasique.

3.2.2. Le cartilage de croissance, siége d’'un psaede maturation cellulaire
des chondrocytes.

Au niveau des os longs, la plague de croissantegee dans la partie métaphysaire
et délimite I'épiphyse des os. Le cartilage estsd#iven zones successives correspondant a la

progression des stades de maturation cellulaireceadrocytes. La figure 13 illustre les

différentes zones du cartilage de croissance éadtsurs de contrdle de ce processus.
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Figure 13 Les différentes étapes de la différenciation chondgénique @ sein de [
plague de croissance, et les facteurs qui la conteit (D’apres(Mackie et al., 2011)A
gauche une image histologique de cartilage de saonge hyalin. A I'extréme droite
schéma représentatif desfdientes étapes de maturation cellulaire des chogtls. Al
centre (sur fond vert) la liste des facteurs quit@ent la maturation des chondrocytes.

De I'épiphyse a la métaphyse (le plus pres de tggpasseuse), on note :

- la zone de réserve, ou quiescente. Les chondrosgtéspeu actifs et sont organisés
en une couche parallele a la surface. Le renoumel de cette zone est assuré par le
recrutement de chondroblastes d’origine périchdadra

- La zone proliférative : les chondrocytes se divisespidement et forment des
colonnes qui proliferent perpendiculairement audase épiphysaire. lIs synthétisent de la
matrice qui contient les protéines types du phé®thondrocytaire (COL2, 9, 11, agrécane).
- La zone hypertrophique : les chondrocytes s’élagyis s’arrondissent et produisent
une grande quantité de matrice, mais elle est diutme type. La matrice de COL2 et

d’agrécane est remplacée progressivement par duCOL
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En paralléle pour favoriser le remplacement dericeatde COL2 par le COL10, et
plus tard par la matrice osseuse, les chondrosg@a®tent aussi des protéines de dégradation
comme les agrécanases et les MMPs 1, 3 et 13. (li@sdse rapprochent de I'apoptose les
cellules produisent aussi de la phosphatase adcglinfavorise la minéralisation ultérieure de
la matrice. Elles commencent également a expriméadteur angiogénique VEGF (vascular
endothelial growth factor), qui va favoriser la p&ration des vaisseaux sanguins. Enfin les
chondrocytes meurent et la matrice est le siege pfocessus de micro-calcification,qui sera

suivi de la formation de la matrice osseuse (o$éstds) et de son remodelage (ostéoclastes).

La zone osseuse nouvellement synthétisée qui eultaégst appelée centre
d’ossification primaire. Elle débute au centre dedlaphyse et progresse en direction des
epiphyses. Les centres d'ossification secondairpargissent ensuite, au niveau des
épiphyses, a la suite de la pénétration d’autressgaux sanguins. Ces centres d’ossification
secondaires vont délimiter le cartilage articulaérda surface de I'épiphyse, et le cartilage de
croissance, entre les deux centres d’ossificatiercartilage de croissance disparait vers I'age
de 20 ans, a la fusion des deux centres d’ossdit&piphysaires et diaphysaires. Il ne reste

donc chez I'adulte que le cartilage articulaire.

3.2.3. Facteurs intervenant dans le controle dedigsance

a. Facteurs de croissance

Bien que non vascularisé, le cartilage est capddlstocker au sein de sa matrice des
facteurs de croissance produits par les chondrecgted’autres cellules environnantes
(périoste), et qui vont agir de maniere autocringaracrine.

Parmi eux, le facteur lhh (Indian Hedgehog) queiiagit avec un récepteur spécifique,
Patched-1 (Ptc-1) (Kronenberg, 2007). Ihh coordmeprolifération des chondrocytes et
accélere la conversion des cellules de réserveedinles prolifératives. Ihh stimule la
sécrétion de PTHrP dans les cellules périarticegaiPTHrP effectue un rétrocontrdle sur Ihh
et régule la prolifération et la mise en place ae@lifférenciation terminale.Enfin, Ihh induit
I'ossification du périchondre.
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Les BMPs (bone morphogenic protein) jouent un raleplusieurs étapes de la
chondrogenese. Elles représentent un importantnggalateur de la signalisation induite par
Ihh et s’opposent aux effets des FGFs. Elles modluie prolifération et I'apoptosedes
chondrocytes, et sont requises pour I'aboutissechetd différenciation terminale (Pogue and
Lyons, 2006; Yoon et al., 2006).

Les médiateurs de la voie Whtkaténine exercent un contrdle négatif sur la
différenciation des chondroprogéniteurs alors gqu’ifavorisent la différenciation
ostéogénique. Plus tardivement, ils permettentales@ge des chondrocytes prolifératifs au
stade hypertrophique (Day et al., 2005; Pogue atthd, 2006; Tamamura et al., 2005).

Tout au long du processus d’ossification endochaadet lors du maintien de
I’'homéostasie du cartilage articulaire, la matest soumise a des remaniements qui ont déja
été evoqués grace aux métalloprotéases.

A I'age adulte, lors de pathologies concernarmtldilage articulaire comme l'arthrose,
les métalloprotéases peuvent étre induites parcge&ines comme I'lLE et le TNF. Le

remaniement pathologique du cartilage s’accompatpre de phénomenes inflammatoires.

b. Facteurs sériques, role des hormones.

Bien que les vaisseaux ne pénéetrent jamais dazegtitage de croissance, leur arrivée
au niveau diaphysaire et aux deux exptrémités gpgtes change I'environnement des
chondrocytes. Les facteurs apportés par le sangmeoles hormones et les nutriments,
peuvent pénetrer par diffusion et atteindre lelilesd. C’est un point important dans notre
recherche car les polluants environnementaux peuvemtteindre le cartilage par cette

voie.

En effet, de nombreuses hormones influent le dgpaiment du cartilage.

Tout d’'abord, 'hormone de croissance (GH, growtinmone) stimule la prolifération des
chondrocytes par l'intermédiaire de I'lGF1 (Insekhke growth factor 1) (Demarquay et al.,
1990; Hunziker et al., 1994). Les hormones thyesides agissent sur la maturation des
chondrocytes, par I'intermédiaire de la voie \Boaténine (Mackie et al., 2011). La vitamine
D, indispensable a la fixation du calcium sur lssjoue également un réle dans la maturation
des chondrocytes et dans la vascularisation dilaggatcalcifié (Boyan et al., 2001; Dean et
al., 2001; Garabedian et al., 1978).
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Enfin, les_stéroides sexuelsent un role essentiel dans le développement diilacg. La

suppression des estrogenes par ovariectomie emtdda troubles de développement du
cartilage (Strickland and Sprinz, 1973). Au momaéatla puberté, les stéroides et surtout les
estrogenes stimulent la sécrétion de GH, et dopooliEération des chondrocytes (Grumbach,
2000). La plaque de croissance du cartilage canliésnrécepteurs nécessaires a I'action des
hormones estrogéniques (Dayani et al., 1988) rdespteurs aux estrogénes offRR sont
présents majoritairement dans la zone quiescenta ebne proliférative chez 'homme
comme chez la femme (Morishima et al., 1995; Swiithl., 1994).

Il N’y a pas de récepteurs aux androgénes darartiéage. Les effets des androgénes
sur la fermeture du cartilage chez 'homme, paspantieur transformation métabolique en
estrogenes via I'aromatase (Oz et al., 2001; Vauthereren et al., 2004). En revanche ces
récepteurs sont présents dans I'os, le périodaraiut dans les muscles. L'imprégnation des
androgénes chez I'homme permettrait de renforcerfolanation d'os périostéal en
comparaison de la femme, diminuant le risque detdra (Duan et al., 2001). Les effets des
estrogenes sur le cartilage ont depuis longtenggléntifies au sein du laboratoire : le 3-7-
estradiol a un effet stimulant sur la synthese ieépglycanes (Corvol et al., 1987) et des
effets chondroprotecteurs en présence de cytokiflasnmatoires (Richette et al., 2007). Les
effets des estrogenes sont dépendants de la coateamsérique : a I'approche de la puberté,
cette derniere augmente, entrainant la fusion eeses d’'ossification primaire et secondaire.
Des données plus récentes indiquent que les esrsgeduisent la sénescence de la plaque
de croissance, causant I'épuisement du pool dedchowtes et la fusion de la plaque de
croissance épiphysaire (Borjesson et al., 2018kt donc logique de penser que les dérivés
des stéroides comme les perturbateurs endocriniergeuvent avoir un effet sur le

cartilage. Mais cela reste a démontrer.
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I11. CARTILAGE ARTICULAIRE ADULTE
PATHOLOGIQUE : 'ARTHROSE.

Les pathologies qui touchent le cartilage (artbreispolyarthrite) atteignent plus de
25% de la population dans les pays développés ratlaccause majeure des handicaps
physiques de la population adulte de plus de 40laaghrose représente plus de la moitié
de ces pathologies et le nombre de personnes taleva en augmentant avec le
vieillissement de la population.

L'arthrose est une maladie dégénérative, mulbidelle qui induit des
modifications morphologiques, biochimiques, moléagls et biomécaniques du cartilage
et entraine la perte d’homéostasie du cartilagdteQaathologie, longtemps considérée
comme une maladie du cartilage, touche en faiséemble de l'articulation, et inclut une
dégradation du cartilage articulaire, ainsi qu’umfeammation synoviale, une dégénération
des ligaments et un épaississement de I'os souwddcdlo avec néoformation

d’excroissances osseuses appelées ostéophytesi(GoRD12)

1. Dégradation du cartilage

L'érosion de la surface du cartilage arthrosigasulte d’'une fragmentation de la
matrice, et plus précisément une dégradation dagage de type 2 et de I'agrécane, ce qui
entraine une fragilisation du tissu.

De fait, I'arthrose se caractérise par un désimaikentre la synthése et la dégradation
de la matrice. La dégradation est accrue par umailsition de I'expression des MMPs et des
ADAMTSs par des cytokines comme I3kt le TNFe, qui sont produits par les chondrocytes
et les cellules de la synoviale. La production péees réactives de I'oxygene (ERO) et de
NO intervient aussi dans la réaction inflammataieservée au sein du cartilage et de la

synoviale.
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De nombreuses voies de signalisation cellulaioes activées par les cytokines 1[3-1
et TNFuo. Entre autres, la voie MB et la voie des MAPK sont impliguées dans |'expias
des MMPs et des ADAMTs (Goldring and Marcu, 2009)

1.1 Causes de I'arthrose

La ou les causes de l'arthrose ne sont pas connufésce jour I'arthrose ne bénéficie
que de traitements symptomatiques (anti-douleurs;irgflammatoires, rééducation...). La
prévention de I'aggravation ou de I'accélérationlaelégradation du cartilage est capitale
pour reculer la mise en place d’'une prothese diiralte, seul traitement curatif.

1.2. Facteurs de risque de 'arthrose

De nombreux facteurs de risques sont liés a I'appdion de I'arthrose :

1) les facteurs généragwmme I'age, le sexe, 'obésité, les mutations2ggoes.

L’arthrose n’est pas une maladie génétigue matsioes mutations altérent la synthése de la
matrice et favorisent I'apparition de I'arthrosensi de nombreuses pathologies congénitales
sont liées a des mutations du gene de collageHall 2002; Kannu et al., 2012). La majorité
des mutations se situe au niveau de la séquenantcpdur la chaine alpha ou pour le
propeptide C-terminal et beaucoup sont dominanfeEs mutations donnent souvent des
codons stop qui engendrent une protéine raccoataien fonctionnelle comme les mutations
a l'origine d’'une dysplasie spondyloépiphysairajctzant les extrémités des os longs et les
vertebres ou le syndrome de Stickler de type 1 dprine un tableau clinique variable
(hypermobilité des articulations, anomalies dealeefdont la formation d’une fente palatine,
perte importante de I'audition due a des problédesspetits os de I'oreille, détachement de la
rétine (Banerjee et al., 2007). Ces syndromes fseatr tous la survenue précoce de l'arthrose
( Hall, 2002).

Quand des mutations affectent plus précisémemnbiie2, on observe des effets
systémigues moins importants, avec des arthroathieeures et moins fréquentes (Donoso
et al., 2003; Richards et al., 2000).

2) les facteurs locausont aussi des éléments importants dans la swevetiou

I’évolution de l'arthrose, comme par exemple lesdas mécaniques dues a une blessure ou
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une charge répétée au niveau de l'articulation,adéisités sportives intenses, des anomalies

anatomiques...

Les lésions du cartilage ne se réparent pas.

Dans un premier temps, un processus de réparigfororce, caractérisé par la reprise
de la prolifération des chondrocytes (images dpes de clusters cellulaires) ainsi que
'augmentation de [I'expression de COL2, mais ceftt@atrice néoformée n’est pas
fonctionnelle (Goldring and Marcu, 2009). Les chamuytes subissent un changement de
phénotype et expriment des marqueurs de progésitadsenchymateux comme Notch 1
(Grogan et al., 2009) otiisoforme immature COL2A du collagéne 2, normalement

absente du cartilage adulte sain.

2. Expression de COL2A chez I'adulte et implicatiordans I'arthrose.

En effet, a 'dge adulte, COL2A n’est plus expFirdans le cartilage normal chez
I’'hnomme. On le retrouve dans les fibrilles de ogp#lae du corps vitré chez la souris adulte
(Savontaus et al., 1997), chez le bceuf (Reardah,e2000) et chez le chien dans la rétine
(Du et al., 1998).

En revanche, la protéine COL2A a été observée tamartilage arthrosique, plus
précisément dans le fibrocartilage et le cartilageondaire des ostéophytes (Aigner et al.,
1999). Le réle et la fonction de COL2A ne sont pasnus. Plusieurs hypothéses ont été

émises concernant un rbéle éventuel dans l'arthrose

- La persistance de COL2A dans le cartilage ddssapce pourrait avoir un

retentissement tardif sur la formation de l'os.

Selon une expérience menée par Lewis en 2012 ¢Letval., 2012), sur des souris
knock-in pour le COL2A, la persistance de I'expressde cette isoforme n’affecterait pas
directement la croissance du cartilage. En revantles formé présente une masse
trabéculaire métaphysaire plus basse chez les arirkaock-in que chez les animaux

normaux.
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- COL2A pourrait étre un margueur de tentativeéaration du cartilage avec reprise

du processus d'ossification endochondrale.

Dans un modele de souris transgénique arthrosiG@d,2A est exprimé dans le
cartilage articulaire dés les étapes précoces géndéescence et plus particulierement dans
les surfaces qui supportent les charges (Salmihah,2001). Trois constats ont pu étre faits
dans ce modele :

1. Aux marges des lésions dégénératives, certdinadcocytes semblent produire de la
matrice, avec un fort marquage de Sox9, de COLRAe@rotéoglycanes ;

2. D’autres zones sont complétement inactives etoné pas du tout marquées, ni pour Sox9
ni pour COL2A ;

3. COL2A est détectee dans les zones profondds, aartilage est calcifié.

- COL2A pourrait étre un marqueur de dédifféreticrachondrocytaire.

In vitro, Gouttenoire et al apportent des arguments expé@taox qui suggerent que
COL2A pourrait étre un marqueur de dédifféerencratolondrogénique (Gouttenoire et al.,
2010). lls montrent que des chondrocytes embryoesale souris en culture, expriment des
quantités importantes de COL2A apres amplificatides chondrocytes par passages
successifs. Cette augmentation de COL2A s’acconmgame diminution progressive de
COL2B alors que des marqueurs de dédifférenciatomme le collagéne de type 1, sont
induits et fortement exprimés. Un résultat simdaast observeé lorsque les chondrocytes sont
mis en présence d’'un facteur de dédifférenciatmmme le TGB. Ce facteur augmente
COL2A, alors gu’en présence de BMP2, facteur ddédihciation, COL2A diminue
(Gouttenoire et al., 2010; Valcourt et al., 2003pDL2A étant capable de lier des facteurs de
croissance par son extrémité N-terminale riche gstéme, pourrait jouer le role de
présentateur de ces facteurs aux cellules envimesaet moduler ainsi le niveau de

différenciation des chondrocytes (Zhu et al., 1999)

- COL2A, marqueur de gravité de I'arthrose.

Le dosage du propeptide aminoterminal du procetiagde type 2A (PIIANP) dans le
sang ou le liquide synovial de sujets atteintstiase plus ou moins avancée, pourrait donc
étre un marqueur de gravité de ces pathologiess®aw et al., 2004). Les données d’'une
étude effectuée sur 5 ans, sur une cohorte denpatteints d’'arthrose du genou, sont en
faveur de cette hypothése. Elle met en évidence awggnentation du niveau sérique et

urinaire de PIIANP au cours de I'évolution de ldhmdogie. Cette augmentation est d’autant
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plus importante que la maladie progresse. Et gusdeau sérique et urinaire de PIIANP est
élevé au début de I'étude, plus le patient a dpuds d’avoir une arthrose grave (Sharif et al.,
2007).

3. Régulation de I'expression de COL2A

Peu d’éléments sont connus sur la régulationedgiession de COL2A.
En ce qui concerne le transcrit alternatif, la pnee d’éléments cis-introniques au niveau des
introns 1 et 2 (encadrant donc I'exon 2) semble t@portante pour I'épissage alternatif
(Nishiyama et al., 2003). A ce jour, une seule ¢ira est candidate pour la régulation de
I'épissage alternatif de COL2A : la protéine TIAMcAlinden et al., 2007). Cette protéine,
impliquée dans d’autres épissages alternatifs,rpise lier a TARN messager, permettant

ainsi l'inclusion de I'exon 2_en stabilisant sortesd’épissageElle pourrait également

stabiliser le transcrit en lui-méme, empéchantimitdnt sa dégradation.

En ce qui concerne la protéine, cette dernierarpiblétre processée par différentes
métalloprotéases (MMP3, 9, 13, 14) de maniere pegique par rapport a COL2B. Seule la
MMP7 serait susceptible de cliver la molécule decpilagene au niveau du domaine riche en
cystéines spécifiquement codé par I'exon 2, ayansi & possibilité de libérer des facteurs de
croissance potentiellement lié a ce domaine (Fakal., 2002).

En conclusion,COL2A est une molécule majoritairement impliquéesdie développement
de 'embryon dans son ensemble : On la retrouves @nnombreux organes a différents
temps de la morphogenése. COL2A est présent datestles structures préchondrogéniques
de I'embryon, et il est certain qu’il joue un rd@f&me si celui-ci est encore inconnu, de par sa
possible interaction avec des facteurs de croissaw le développement du squelette. Il est
absent du cartilage adulte normal. Il est fortenexprimé dans le cartilage arthrosique et les
taux de propeptide circulant sont proportionnelslegré de gravité de I'arthrose.

On peut émettre I'hypothese que son affinité a lesr facteurs de croissance pourrait le
conduire a séquestrer puis libérer un nombre inapbde facteurs parmi lesquels des facteurs

tels que bFGF, susceptibles d’accélérer le prosedsulégradation.
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V. LES FACTEURS FGFs.

Les FGFs ou Fibroblast Growth Factor sont desigeptdont les rbéles au sein de
I'organisme sont variés. Les premiers membres coneula famille FGF ont été caractérisés
a partir des années 1970. lls ont été tout d'alswhkks a partir de I'hypophyse bovine par
Gospodarowicz (Gospodarowicz, 1975).

Depuis, vingt-deux FGF ont été identifies chez meammiferes (Matsuo and Kimura-
Yoshida, 2013)lls proviennent tous d’un ancétre commun.

Selon Itoh et Ornitz (Itoh and Ornitz, 2011), ilt gsossible de classer les FGFs des
mammiféres en trois catégories selon leur modeneibnnement :

- les FGF paracrines ou « canoniques » : ils socdlisés hors de la cellule, soit dans la
matrice extracellulaire soit a la surface des ¢=dlu

- Les FGF endocrines ou « hormonaux » qui sonliksadans le cytoplasme.

- Les FGF intracrines qui sont situés hors de llaleecomme les FGF paracrines.

Il a été démontré depuis longtemps qu’ils jouentale dans la prolifération cellulaire
(Gospodarowicz and Moran, 1975), I'angiogenesestBret al., 2005; Schweigerer et al.,

1987), la différenciation, la migration et la s@rgellulaires.

Certains FGFs, dont le FGF2 ou bFGF ainsi que lesrrécepteurs (R-FGFs) sont

particulierement impliqués dans la formation du sqelette axial et des os longs.

1. Structure protéique des FGFs

Tous les bFGF comportent une protéine-coeur dealP40 acides aminés (Dorey and
Amaya, 2010). Les sous-familles different par ldsence ou non de certains signaux détaillés

dans la figure 14.
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Receptor

binding

1 181-247
Intracrine FGF FGF11/1213/14 subfamily | HB I No

g : 155-267
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1 20721
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1 205-251
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Figure 14: Tableau des sous-familles des FGFs et leurs séques protéiquegselon (Iltoh and
Ornitz, 2011) Tous les FGFs comportent une protéine-coeur (e¥),ras signal de sécrétion pouvant
étre clivé (SP) ou non (SP*), ainsi que la présencaon d’'un site de liaison a I'héparine. Les FGFs
intracrines ne possédent pas de site de liaisanréaepteur et les FGFs endocrines n’ont pas de sit
de liaison a I'hnéparine.

2. Les récepteurs aux FGFs (FGF-R)

Les rbles des FGFs sont variés au sein de I'osgami L’absence de pathologie grave
observée lors de l'invalidation de certains FGFRsvignt vraisemblablement de leur nombre
élevé et de leur redondance (Okada-Ban et al., )20B8 revanche, de nombreuses
pathologies impliquant les récepteurs aux FGFSF(RS), ont été caractérisées. Les FGF-Rs
sont au nombre de 4 ; ils sont codés par 4 gégésl a 4 et appartiennent a une famille de
récepteurs transmembranaires a activité tyrosimaski.

La structure des FGFRs peut se découper en trois parties: cmaide
extracellulaire, composés de 3 domaines similarates immunoglobulines, permettant la
fixation des ligands; un domaine transmembranagt, un domaine intracellulaire,
comprenant une région tyrosine kinase, qui va peren€activation de plusieurs voies de

signalisation cellulaire aprés phosphorylationy(feg15).

60



Auxiétre Thuy-Anh - Thése de doctorat - 2013

D1

HBS

b
Hlc

urewop aseury

Figure 15: Représentation schématique d’'un monomeére de récepteFGFR. N : extrémité N-
terminale ; C: extrémité C-terminale; D1, D2 eB Bont les domaines immunoglobulilile
appartenant a la partie extracellulgiredBS correspond a la portion pouvant se lie
I'héparine/héparane sulfate ; Illb/llic figure lanie ou se mduit I'épissage alternatif. (D’apt
(Mohammadi M. et al., 200b

Trois de ces récepteurs (FGFR1 a 3) sont soumes @pissages alternatifs donnant naissance
a de nombreuses isoformes, ayant des fonctiongreliffes (Blanquet, 2012). L’'épissage
alternatif touche le domaine extracellulaire. listx alors pour chaque FGFR une isoforme b
(épithéliale) et une isoforme ¢ (mésenchymateuseh (et al., 2003). Les isoformes de
chaque récepteur sont tissu-spécifique et ellesdest affinités variables en fonction des

ligands, ajoutant encore une diversité de répousaldférents FGFs.

3. Voies de signalisation des FGFs

De nombreuses voies cellulaires peuvent étre eedivsuite a la dimérisation des
FGFRs et a la phosphorylation de leur domaine iiyeskinase : les voies de signalisation de
PKGC3, NFkB, Ras/Raf/MAPK, PI3K/Akt. Ces différentes gsi de signalisation peuvent
converser entre elles et ont des roles trés vaggdjquant le pléiotropisme des FGFs. La
voie qui nous intéresse le plus est la voie Ragl¥sPK, car elle est impliquée dans la
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différenciation chondrocytaire et I'arthrose (Imadt, 2007), et c’est une voie qui peut étre
activée via d’autres récepteurs membranaires colesrieR (Roman-Blas et al., 2009).

......

______

.....
......
.....

L D

CamKll I~
E
Morphology; Survival Proliferation
migration cell fate determination

Figure 16: Diversité des différentes voies impliquées densignalisation cellulaire des
FGFs/FGF-Rs(Dorey and Amaya, 2010)

4. Réles des FGFs

Les rbles des FGFs ont été en partie révélés grdtgevalidation des genes FGF chez la
souris. Plusieurs fonctions ont ainsi pu étre sct&muement répertoriées :

- les FGFs paracrines jouent un rbéle fondamentatietinvalidation chez la souris
donne des individus non viables. lls sont égalemenpliqués dans le
développement de I'organisme en général.

- Les FGFs intracrines sont impliqués dans le déyaomnt et les fonctions

neuronales,
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- Les FGFs endocrines ont plutét une influence surdéeeloppement et le
métabolisme.

Chez 'homme, de nombreuses mutations ont été iftdms dans les géenes des FGFs et
surtout de leurs récepteurs, a lorigine de plusiepathologies parmi lesquelles les
pathologies disquelette osseux comme I'achondroplasie.
Enfin, les FGFs sont aussi impliqués dans des phénes paranéoplasiques (Billottet et al.,
2002), facilement explicables par leur puissant vpou mitogene et angiogénique
(Schweigerer et al., 1987).

4.1. Rble des FGFs lors de I'embryogenése

Les FGFs interviennent de maniere trés précocs taméveloppement général de
I'embryon, dans de trés nombreux phénomeénes a phrtl'implantation post-fécondation,
comme la définition du trophectoderme et de I'ersdote primitif chez la souris, et dans
I'induction du mésoderme chez le xénope (Dorey Anthya, 2010). Au sein de I'embryon,
les FGFs ont la capacité de promouvoir la formati@s trois axes de I'embryon : I'axe
antéro-postérieur, I'axe dorso-ventral et I'asymeétrauche-droite. Pour cela, ils interagissent
avec de nombreux morphogenes, comme l'acide r@tiegiShh, les BMPs et la voie de

signalisation Wnt/b-Caténine.

4.2. Implication des FGFs lors du développemergalielette.

Les FGFs paracrines sont impliqués précocemeniedétade de condensation des
cellules mésenchymateuses (expression de FGF2759610, 18...) et ils interviennent dans
le développement des somites et des os longsataniveau du cartilage que du tissu osseux
(Ornitz and Marie, 2002).

Lors de la somitogenése quconduit a la formation du squelette axial (vertépre
disques intervertébraux, et cage thoracique), e&xiae horloge, le €lock and Wavefront »,
dont la périodicité d’expression génique correspara formation d’'un somite. L'horloge de
segmentation se compose d'un oscillateur transmmiptl appartenant principalement aux
voies de signalisation FGF, Wnt et Notch, On obsem gradient inverse d’acide rétinoique
et de FGF8. L’acide rétinoique est plus concenirgiaeau du pdle antérieur plus différencié,
tandis que la concentration de FGF8 est trés fartaiveau du pble postérieur indifférencié,
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ou il est fortement mitogéne. Ce gradient régule harloge Wnt qui, & son tour régule une
horloge Notch/Hes (Dorey and Amaya, 2010).

Au cours de la formation des os longdes récepteurs des FGFs sont présents
dans les cellules mésenchymateuses des bourgeomseméres, avant et apres induction
chondrogénique. FGFs et R-FGFs sont ensuite pgedant le patron cartilagineux puis dans
le cartilage de croissance a tous les stades deratiah du cartilage et de la croissance
osseuse (Figure 14). Les plus importants sembtemtie FGF2 (ou bFGF) et le FGF18. Les
FGFs (dont FGF 1, 2, 4 18) sont également expramésein du périchondre et tout au long de
la différenciation ostéoblastique, que ce soit &in gde I'os endochondral ou de l'os
endomembranaire.

Yy 0 =)
zf I LY \\
/! L \ N\ Vs
FGF7 FGF10 FGF2,9 FGF18
[ Condensation Périchondre Périoste Plaque de croissance
I._ N .7/ S — " e _'|,‘_1 ,_‘f_/‘ =
-
g ?) ~4 E:h\:
Y e g \ e
i \" /| \-'-. i i / \-. ,-’. E
FGFR1 FGFR2c FGFR2b FGFR3 FGFR1 FGFR2c
Col2 Col2 Col10

Figure 17: Représentation schématique de I'expression de difnts FGFs et leurs récepteurs au
cours de la squelettogenése En haut, I'expression des différents FGFs dars dellules
mésenchymateuses (M) et durant les différentesegtale I'ossification endochondrale. En bas,
I'expression des FGF-Rs correspondants. Les margjuallagéniques spécifiques correspondant aux
différents stades sont indiqués en dessous ern®@keitz and Marie, 2002)

4.3. FGF-Rs et |la formation du squelette squelette

Dans I'embryon humain, FGFR1, 2 et 3 sont expsimdé maniere sequentielle ;
FGR1 est exprimé dés la phase d'initiation de cosdigon du mésenchyme, dans les
bourgeons de membre, suivi de FGFR2. Lors de lanai#n chondrocytaire, les cellules
expriment FGFR3 tandis que I'expression de FGFR2 @ist restreinte au périchondre.
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Lorsque l'ossification endochondrale se poursuitsva phase d’ossification, on retrouve
FGFR1 au niveau des chondrocytes hypertrophiquegédchondre, du périoste et du tissu
osseux minéralisé, tandis que FGFR2 est plutétimépdans le cartilage péri-articulaire et
dans le périoste. L’expression de FGFR3 est coasatans les chondrocytes matures jusqu’a
I'hypertrophie (Delezoide et al., 1998).

Chez 'homme, des mutations au sein de Fgfr3, peumajorité autosomiques dominantes,
donnent lieu a une maladie constitutionnelle dg I'machondroplasie, qui peut étre létale a la
naissance ou induire un nanisme avec raccourcisgatada racine des membres et un visage
caractéristique. C'est le cas le plus fréequenndessmes d'origine génétique.

D’autres pathologies, plus localisées, touchems ¢ développement facial et cranial,
comme les craniosynostoses (fusion prématurée aletuses du crane du nouveau né), et
concernentgfr 1, 2 et 3. Elles peuvent étre associées, maisgasaniere obligatoire, a des
malformations des extrémités des membres (maiadspiHall, 2002).

La surexpression de FGFR3 chez la souris enttaieediminution de la longueur de
I'os avec une diminution de la zone prolifératitede la zone hypertrophique, un retard de
formation des centres secondaires d’ossificatiomsi jue des malformations squelettiques
(Wang et al., 2001). Cette hypothése semble étnéirowe sur des travaux chez des souris
homozygotes mutantes pourgfr3, outre les anomalies séveres du squelette axial et
appendiculaire gu’elles présentent, les analyssslbgiques des tissus révelent que la plaque
de croissance des vertebres est plus épaisseeshaaiiaux invalidés, phénomeéne surtout lié
a une augmentation de la zone de chondrocytes thypkiques, sans modification des
chondrocytes en prolifération (Deng et al., 1996).

Au sein du cartilage articulaire, FGFR1 et FGFR#tsexprimés de maniere
prédominante. En I'absence &gfr3, il y a une augmentation de I'expressionFigrl, et
inversement, suggérant que, bien gu'’ils aient @essrdistincts, ces récepteurs pourraient se
substituer 'un a l'autre (Wang et al., 2001; Wext@l., 2012). FGFR1 et FGFR3 auraient un
réle catabolique, entrainant une augmentation dePl#3/let une dégradation des composés

majeurs de la matrice, agrécane et COL2 (Yan g2@1.1)

En_conclusion, I'implication presque ubiquitaire des FGFs au sode développement, y

compris au cours de la squelettogenése, s’expbgugrande partie par la grande diversité de
ces facteurs de croissance (22) et de leurs régspi#x2). Dans les conditions normales, les
FGFs contrblent tres finement et spécifiquement cantain nombre de processus de

morphogenese, de différenciation et de prolifératiellulaire. On peut aisément imaginer que
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dans des conditions ou les facteurs FGFs sontekbén grande quantité (exemple, dans le
cartilage dont la matrice est dégradée), ou lorégmature ou le nombre des FGF-R changent
sur les cellules cibles, les effets de ces factdavsennent anarchiques. C’est I'un des volets

étudiés dans ce travail, tout particulierementequi concerne le bFGF ou FGF2.

5. Le FGF2 ou basic FGF (bFGF)

Nous nous sommes plus particulierement intérems@ss5F2 ou bFGF. FGF2 et FGF1
(ou acidic FGF, aFGF) ont été purifiecs en méme termappartir d’hypophyse bovine
(Gospodarowicz, 1975). Le gene #gf2 humain est situé sur le chromosome 4, avec un
locus de plus de 36klgf2 contient 3 exons et 2 introns, ainsi que de gramdgions non
codantes en 5’ et en 3'. Ces grandes régions ndantes sont impliquées dans la régulation
de la transcription dé&gf2 (Shibata et al., 1991). Le bFGF a tout d’abord cgéactérise
comme une protéine de 18kDa, produite en tant géeupseur de 155 acides aminés, et
seulement 146 acides aminés pour la protéine mammme les autres FGFs, la structure du
bFGF est essentiellement composée de feuplelisexiste une traduction alternative au sein
de 'ARN messager, due a la présence de codons €@vJ@mont du codon classique
d’initiation de la traduction AUG. La présence des différents codons d'initiation de la
traduction donne donc naissance a plusieurs is@é®nmotéiques. Si I'isoforme de base du
bFGF fait donc 18kDa, il existe 4 autres isoforrdespoids moléculaire plus élevés de 22 ;
22,5 ; 24 et 36 kDa. Toutes ces isoformes de paigs élevés contiennent un domaine NLS
(signal de localisation nucléaire) alors que I'ofie de base de 18kDa n’en a pas, et est donc
plutbt cytosolique.

1 9 40 100 119 155

e
wess  Propeptide
e ———— e Domaine de liaisonh au récepteur

——— Domaine de liaison a I'héparine

Figure 18: Structure du précurseur de la protéine bFGF (isobrme de 18kDa)selon(Okada-
Ban et al., 200(. La grande barre bleue représente la séquence ipeetidu précurseur
bFGF. Le propeptide en jaune sera clivé. Le bFGH alomaine de liaison & un FGFR e
domaine de liaison a I'héparine.
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Les isoformes comprennent toutes 3 domaines de:dasaropeptide, qui sera clivé par la
suite, le domaine de liaison au récepteur et leaioende liaison a I’héparine.

L'isoforme de 18kDa peut étre sécrétée dans legemilextracellulaire par un
mécanisme encore inconnu. Le bFGF peut alors avaractivité paracrine ou autocrine par
l'intermédiaire de ses récepteurs speécifiques FGER®FGF peut se lier aux quatre types de
FGFRs, avec une spécificité plus ou moins impoetaeton le récepteur et le tissu.

- L’activation des voies de signalisati@st la méme que pour les autres FGFs

contenant un site de liaison au récepteur : ladiaidu bFGF a son récepteur, entraine la
dimérisation du récepteur FGFR lui-méme, entrainaet transphophorylation des domaines
tyrosine-kinase des deux parties du dimeére, et @am ainsi I'activation des cascades de
signalisation propres aux FGFRs. Le bFGF peut égaié former un complexe avec son
récepteur et avec I'héparine, et plus exactementciaines d’héparane sulfate de certains
glycosaminoglycanes, comme le perlecan, et actiiartres voies de signalisation (Yayon et
al., 1991). Les autres isoformes de bFGF de haiglspmoléculaires peuvent stimuler les
mémes récepteurs mais étant nucléaires, elles pastles mémes cibles et les mémes
mécanimes d’action ; elles sont considérées comesefarmes intracrines du bFGF. Elles

pourraient avoir une action sur la régulation daeyellulaire (Kilkenny and Hill, 1996).

Les fonctions les plus connues du bF&éHnt attribuées a l'isoforme de 18kDa.

Comme beaucoup de FGFs, le bFGF estpuissant mitogene ayant un role dans le
remodelage et la réparation tissulaire (Basilictd ioscatelli, 1992). Cette fonction mitogéne
est illustrée par le réle angiogénique du bFGF mrut stimuler des cellules endothéliales
quiescentes et induire leur prolifération.

De par son fort pouvoir mitogene vivo et in vitro, et son activité pro-angiogénique,
il est impliqué dans les processus de réparatssuliire mais aussi dans la progression de
certaines tumeurs et dans l'induction de métastasa®n pouvoir mitogene s’ajoute le fait
gu’il peut bloquer I'apoptose des cellules, comriestcle cas pour des cellules neuronales et
des cellules gliales.

L’invalidation du bFGF chez la souris entraine pete de tonus vasculaire, de
neurones corticaux et des défauts de réparatianiv@au du cceur, mais les souris KO pour

Fgf2 sont parfaitement viables et n'ont pas d’alién squelettique (M. Zhou et al., 1998).
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En revanche, des souris mutantes avec surexpressiotu bFGF montrent des

malformations squelettiquesavec des os longs raccourcis et une macrocéphalie.

6. bFGF et squelette ostéo-articulaire.

Le bFGF, ainsi que le FGF18, sont observés trésopement lors de 'embryogenése,
en particulier dans les cellules mésenchymateusesordensation dans les bourgeons de
membres. De plus, le bFGF est exprimé tout au lolg processus d’ossification
endochondrale, Il a été le premier FGF isolé aimpde chondrocytes de la plaque de

croissance (Sullivan and Klagsbrun, 1985).

Le bFGF régule la croissance longitudinale de &éndochondral. Une délétion ciblée
du bFGF montre qu’il y a altération du processumdéuration cellulaire des chondrocytes de
la plaque de croissance. Elle engendre un défapgté@bblastogenése en diminuant la
longueur et la densité des os, évoquant un rolegi@ation lors de la transition cartilage-os
(Montero et al., 2000).

Dans le cartilage de croissance, le bFGF exerceontrdle négatif sur la croissance

longitudinale de I'os endochondral en modulantfé&$eurs de croissance environnementaux.

Ses effets sont illustrés sur la figure 19 et patige résumer comme suit :

- le bFGF stimule la production de PTHrP, qui imhila maturation chondrocytaire et la
minéralisation (Terkeltaub et al., 1998).

- D’autre part, le bFGF inhibe la production d’lhimhibant ainsi la prolifération des
chondrocytes (Minina et al., 2002).

- Le bFGF antagonise les effets des BMPs et dd-LlGjui sont plutét impliqués dans la
prolifération chondrocytaire (Minina et al., 2002).
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Figure 19: Schéma de la régulation dela prolifération et de tiypertrophie des chondrocytes de la
plaque de croissance par I'axe PTHrP/lhh, les FGFst les BMPs.(D’apres (Minina et al., 2002))
Le bFGF stimule la production de PTHrP, et inhib@ioduction d’'Ihh. Enfin, il antagonise les effets
des BMPs. Il en résulte un contrble négatif syrtdifération des chondrocytes.

Le bFGF agit donc dans la plaque de croissancenemtadu systéme Ihh/PTHrP. La
résultante de ces interactions aboutit a un cantd@GATIF du bFGF sur la prolifération des
chondrocytes et leur entrée en hypertrophie.

Toutefois le réle du bFGF sur la prolifération dgwndrocytes est beaucoup plus
complexe, en particulier lorsqu’il s’exerce sur lpsocessus de réparation de I'os par

ossification endochondrale ou dans le cartilage datre.

6.1. bFGF , facteur de prolifération des chondregyt

In vivo, le bFGF a été étudié dans des cas de réparatgeuse, qui fait intervenir
pour les os longs une phase de chondrogenese. Ubansdele de fracture tibiale chez la
souris, une injection de bFGF au site de la fracaurgmente la taille du callus cartilagineux,
mais il est sans effet au niveau du processus iticadon (Schmid et al., 2009). Le méme
effet sur le callus est observé chez le rat (Nakajet al., 2001) ou chez le lapin aprés une
immobilisation des genoux par destabilisation dunisgue (Okazaki et al., 1996) : le
traitement par bFGF s’acccompagne d’une prolifératies chondrocytes sans synthese de

matrice.
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Des arguments expérimentaux suggerent que le br@menterait 1) le recrutement de
cellules préchondrogéniques, et 2) la prolifératida ces cellules, sans activer la
différenciation chondrogénique (Mancilla et al.98%

In vitro, d’autres études sont en faveur de I'hypothese arutement » de cellules
préchondrogéniques. Sur des cellules souches nidgeateuses humaines, le bFGF diminue
I'expression de marqueurs de cellules souches (QdkBanog) et augmente la prolifération
cellulaire (Handorf and Li, 2011). Il joue égalerh&nrdle de facteur de prolifération sur des
cellules souches mésenchymateuses humaines provemda moelle osseuse, mises sous
forme de micromasses et traitées ensuite avec @MR-2 et du TGB3 pour induire la
différenciation (Perrier et al., 2011).

L’effet prolifératif du bFGF est confirmé sur deboodrocytes en culture par de

nombreux travaux y compris ceux du laboratoire §lat al., 1990; Yan et al., 2011).

6.2. bFGF, facteur de dédifférenciation des chondes.

Un certain nombre de travaux montre que le bFGRuwé la prolifération des
chondrocytes et diminue leur degré de différenamati

Des cellules souches induites par du BGpriment des marqueurs spécifiques de la
différenciation chondrogénique comme COL2 et COldiOcette stimulation est contrée par
I'ajout de bFGF. Il en est de méme pour la mindagion (switch vers la différenciation
ostéogénique) : TGFstimule I'activité des phosphatases alcalinestréenaussi par I'ajout
de bFGF (Weiss et al., 2010). Le bFGF a alors tet dédifférenciant sur les cellules induites
vers la différenciation chondrogénique. Dans desndtocytes de lapins prépubéres, |l
diminue l'incorporation de sulfate au sein des @ogtycanes ainsi que I'expression du
collagéne de type 2 (Nataf et al., 1990) et dars ad®ndrocytes humains en culture, il

entraine une perte de protéoglycanes (Yan etGill)2

6.3. bFGF, facteur de dégradation de la matriceaglilage articulaire

Son réle sur des cellules difféerenciées est aadabolique : dans un disque intervertébral

bovin apres blessure mécanique, il stimule I'exgicgs de MMP13, inhibe la synthése de
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protéoglycanes et antagonise les effets de BMP+Tnhduit la différenciation (Ellman et al.,
2008).

Sur des chondrocytes articulaires humains, onue&rda stimulation de I'expression de
MMP13 par le bFGF, confirmant son role dans le m@eraent de la matrice (Im HJ. et al.,
2007).

Outre la capacité de stimuler I'expression de MMR&DFGF peut stimuler I'expression
des agrécanases (ADAMTS4 et 5), la production &esp réactives de I'oxygene (ERO),
source de stress oxydant, ainsi que I'expressidh-d¢ et de TNIe, qui sont des médiateurs
de l'inflammation et de la dégradation du cartil§gman et al., 2008). Enfin, la présence de
bFGF dans le liquide synovial de patient atteirdritirite rhumatoide semble fortement
corrélée avec le grade de destruction osseuset Egmement le cas pour l'arthrose
(Nakashima et al., 1994).

Le bFGF peut étre stocké au niveau de la matricente bon nombre de facteurs de
croissance. La dégradation de la matrice aprésbktiion par le bFGF pourrait entrainer le
relargage d’autres molécules de bFGF, nourrissardeucle vicieux dans la dégradation du
cartilage.

Enfin, le bFGF pourrait étre un méchanotransducaeusein du cartilage : bFGF est
présent dans la MEC du cartilage et peut étre diluker I'héparane sulfate par traitement a
I'héparitinase. Il est localisé avec le perlecam, protéoglycane portant des chaines
d’héparane sulfate, dans toutes les zones du agpetjl de plus le perlecan lie le bFGF
recombinantin vitro : perlecan et bFGF pourraient se lier dans leilaget au sein de la
matrice, avec de multiples effets. Leur combinaigorait une activité dans la transduction de
signaux meécaniques au sein du cartilage (VincedtSaklatvala, 2006). Le perlecan pourrait
aussi jouer le réle de stabilisateur de la liaidarbFGF a son récepteur. Grace a ses chaines
de chondroitine sulfate, il pourrait également setkamarre pour le bFGF aux fibres de
collagénes au sein de la matrice, expliqguant enttees le stockage des facteurs de croissance
dans la matrice (Hayes et al., 2008).

Un schéma des mécanismes possibles pouvant permeitrbFGF de jouer un réle
fondamental dans la dégradation de la matrice dilagge est représenté sur la figure 20.
Dans le cartilage articulaire, I'effet de bFGF estdié par FGFR1 et 3, entrainant
respectivement la prolifération et la dédifféretioia des cellules. Selon Ellman et al (Ellman
et al., 2008), I'effet du bFGF passe préférentisélat par FGFR1
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Figure 20: Schéma des différents voies de signalisation pouvant étre impliquées pde
bFGF dans la dégradation du cartilage articulaire (Ellman et al., 2008)La fixation de
bFGF sur FGFR1 entrainerait une activation de e des MAK d'un c6té, entrainant
stimulation de I'expression de MMP13, de l'autreeuactivation de la voie PI3K/Akt ¢
engendre la prolifération des cellules et la statiah de I'expression des agrécanases.

En conclusion, nous pouvons dire que le bFGF a plusieurs typastidh différents. Son
activitt dépend de nombreux facteurs: le stadedifi€érenciation des cellules, leur
environnement, qui comprend les autres facteurgrdessance en présence, et sa propre
concentration.

Le bFGF est connu pour étre un facteur de protifémaet de dédifférenciation au sein des
chondrocytes en culture ; au sein du cartilagerdisgance, il est au contraire un inhibiteur de
la prolifération et de la maturation chondrocytaiig@ans le cartilage articulaire, il est amarré
aux fibres de collagéne et stocké dans la matjisgju’a ce qu’une dégradation de cette
derniere, qu’il peut stimuler, provoque son relgmaCe relargage pourrait aggraver la
dégradation de la matrice comme dans 'arthrosexetiquer la prolifération chondrocytaire
observée dans ce cas. Enfin, une mauvaise qualitéa dnatrice pourrait permettre un

relargage accru de ce facteur de croissance, endrmtle cercle vicieux.
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V. Polluants atmosphériques et squelette.

1. Premiéeres observations : les métaux lourds

Les premiéeres observations de polluants environnemg&ux touchant le squelette
concerne des intoxications a haute dose a des métalourds, comme l'intoxication de
Minamata, hautement tératogene, officiellement deede en 1956 (Harada, 1995). Parmi
les métaux lourds, une expositiam utero au plomb chez 'lhomme entraine un retard de
croissance, et les taux sériques de plomb sontserent corrélés avec la croissance (Holz et
al., 2012). Chez les rongeurs, le plomb a la cépataltérer le développement du squelette,
en perturbant non seulement la différenciationaigéstique (Ronis et al., 2001) mais aussi la
différenciation chondrogénique, en supprimant Ikeggion de certains de ses marqueurs
(Hicks et al., 1996). Le cadmium est oestrogénigu@eut donc directement influencer la
croissance endochondrale (Paik et al., 2003; Waetlal., 1982).

2. Ligands AhR (Dioxines et Hydrocarbures aromatiqes) et squelette

La croissance du cartilage et I'ossification erowrale sont sous le contrble
de plusieurs hormones, depuis le stade foetal esaptipar la naissance (hormones
thyroidiennes, hormone de croissance hypophysdaepuberté et la ménopause chez la
femme (stéroides sexuels, Vitamine D, PTH...), etneld vieillissement (voir plus haut,
chapitre cartilage).

Les dioxines, rendues célébres par I'usage du idéfoAgent Orange au Viet-Nam
(Ngo et al., 2006) et I'accident de Seveso en Kb une série de molécules hétérocycliques
portant un nombre variable d’atomes de chlore. lefcde file est la 2,3,7,8-
tétrachlorodibenzo-p-dioxine (TCDD), interférenttawde nombreuses voies endocriniennes,
essentiellement la stéroidogenése ovarienne (Meotral.,, 1991) et les récepteurs aux

estrogenes (Safe et al., 2000)

Il'y a peu d’études concernant spécifiguement tetsedes dioxines sur le cartilage.
In vitro, la TCDD induit la mort apoptotique desocidrocytes par dommage oxydatif (Lee
and Yang, 2010). Une exposition utérine et lactetgdle a la TCDD affecte le

développement osseux des jeunes singes, modifréenu minéral osseux et altére la
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résistance mécanique de l'os (Hermsen et al., 20G8)TCDD perturbe le développement
embryonnaire chez les poissons et occasionne désrmations du cartilage, associées a une
diminution du COL2 (Dong et al., 2012).

Le tabagisme, par les ligands AhR présents databbe, induit une perte du cartilage
articulaire chez I’'homme (Davies-Tuck et al., 200@hez la souris, ces composés induisent
une inhibition de la chondrogenése (Kung et al1220et une diminution de la capacité de
réparation aux fractures chez les souris exposéagumée de cigarette (El-Zawawy et al.,
2006). Chez 'homme, la capacité de réparationraetire est plus faible chez les fumeurs,
qui sont exposés aux HAPs (Hastrup et al., 201@jrdp et al., 2000).

Les PCBs (polychlorinated biphenyls), tres utilis@garavant pour leurs propriétés
d’isolant électrique dans de I'équipement tels das fours a micro-ondes ou des adhésifs,
sont liposolubles et peuvent étre retrouvés datisnéntation et dans le lait maternel (Gladen
et al., 1988). lls semblent étre associés a laesw de I'arthrite chez 'lhomme (Lee et al.,
2007), tandis gu'’ils ont un effet a la fois sufdamation du cartilage et sur la minéralisation

osseuse chez le rat (Cocchi et al., 2009).

3. Réle des pesticides

Différents pesticides (Thirame, triazoles) provoquent des anomalies iplef du
cartilage dans des modeles de mammiféres ou dioiseatamment la formation de cartilage
ectopique (Menegola et al., 2005; Misawa et al§21Rath et al., 2007). Le Thirame, un
fongicide, peut induire des malformations commaealyachondroplasie tibiale ou l'arrét du
développement de I'os endochondral chez les radases (Genin et al., 2012; Rasaputra et
al., 2013). Enfin, certaines études montrent queakxourcissement des membres chez
certains enfants a pu étre associé a I'expositioledrs parents a des pesticides (Kristensen et
al., 1997; Lin et al., 1994; Schwartz and LoGeif@g8).

4. Perturbateurs endocriniens et squelette.

On sait que cartilage et os sont des organes cd#eshormones (voir plus haut,
chapitre cartilage). La croissance du cartilagéossification endochondrale sont en effet
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sous le contrdle de plusieurs hormones, depuiséleldppement foetal ou le systéme
hormonal se met en place, en passant par la naesg¢aarmones thyroidiennes, hormone de
croissance hypophysaire), la puberté et la ménepabsez la femme (stéroides sexuels,

Vitamine D, PTH...), et lors du vieillissement.

Ce tour d’horizon de potentiels effets sur le setiel montre que ce dernier, et en
particulier pendant sa formation via le cartilagegut étre la cible des polluants
environnementaux. Toutefois, il y a peu d’inforroas caractérisant les effets des
perturbateurs endocriniens sur le cartilage, queait sur son développement ou sur son
vieillissement. Nous nous sommes donc intéressékadans notre travail, en particulier avec

les perturbateurs endocriniens suivants.

4.1. Génistéine et squelette

Des études ont été conduites sur les effets dénetgine sur I'os, en particulier la
perte osseuse post-ménopausale. Certaines étudesentoun effet protecteur sur I'os
(Anderson and Garner, 1998; Zhang et al., 2008]js tea études de cohorte sur les femmes
ne sont pas assez concluantes pour définir siflfetsede la génistéine sont réellement

bénéfiques pour traiter 'ostéoporose post-ménagdayPatisaul and Jefferson, 2010).

Peu de données sont disponibles concernant lets el la Génistéine sur le squelette.
In vitro, plusieurs études indiquent qu’elle peut jouer@la dans le remaniement osseux. La
génistéine dans les ostéoblastes augmente la gludi®DN et de protéine ainsi que l'activité
phosphatase alcaline (PAL) (Sugimoto and Yamagw®d00). Des données contradictoires
montrent que la génistéine peut au contraire promiou’'apoptose des ostéoblastes en
activant la caspase 3 et cliver certaines moléalibghésion (Hunter et al., 2001). Toutefois,

des données en faveur d’une diminution de maturates pré ostéoclastes en ostéoclastes en
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présence de génistéine, (Gao and Yamaguchi, 1898yi$ent I'hypothése d’une influence
protectrice de la génistéine sur l'os.

Concernant lecartilage, les données disponibles sont encore plus resdseiDes
expérimentations vitro sur des chondrocytes humains montrent que latgémesdiminue la
production de cyclo-oxygénase 2 (COX2) et de NQ@uite par des lipopolysaccharides,
évoquant un potentiel anti-inflammatoire de la g&éine sur les chondrocytes (Hooshmand et
al., 2007). Sur des chondrocytes articulaires Iseim culture primaire, la génistéine diminue
le nombre de chondrocytes marqués paro ER la synthése de protéoglycanes, sans
modification de l'incorporation de sulfate. Commniteadu, un traitement par IGF-1 augmente
l'incorporation de sulfate ; cette augmentation estplifiée si les chondrocytes sont
préincubés avec de la génistéine, démontrant quacon peut dépendre de la présence de
facteurs de croissance (Claassen et al., 2008)ivo, I'effet de la génistéine sur la synthese
de protéoglycanes est confirmée dans une études@ sldb-NOAEL (50mg/kg/d) ou une
diminution de [I'épaisseur de la plaque de croissamians du cartilage condylaire
mandibulaire est observée chez le rat (Yu et 8122 La génistéine a donc des effets sur le
squelette et plus précisément sur le cartilages roas effets ne sont pas bien déterminés et
demandent plus d’études.

4.2. Vinclozoline et squelette

Il n'existe quasiment pas de données actuellementles possibles effets de la
vinclozoline sur le squelette. Toutefois, une étuekente sur I'expositiom utero au BPA,
seul ou associé a la génistéine ou la vinclozatoatre une activité de ces mélanges sur le
développement des doigts. De plus, les males raiiédrde la génération F2 issus de peres
exposés montrent les mémes effets, suggérant tingéatransgénérationnelle possible. Ces
composeés, dont la vinclozoline pourraient donc ravai effet sur le développement des os

longs, initié sur le cartilage (Auger et al., 20ZBeng and Cohn, 2011).

4.3. BPA et squelette

La conséquence d’'une exposition au BPA sur le stpeeest peu connue. Certaines

données récentes montrent que le BPA peut avoieffiets tératogenes sur des embryons de
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Xénope, engendrant des scolioses et des malformsa(lovamuro et al., 2003) ; il peut
également stimuler la prolifération cellulaire &xpression de marqueurs osseux dans
cellules ostéoblastiques de calvaria de rat (Ricietsal., 2006). Il empécherait aussi la perte
osseuse sur des souris déficientes en aromataseigementant I'expression de IGF-1 et en
empéchant la réduction de la masse osseuse (Toala @8002). A des doses relativement
élevéesin vitro (entre [1°PM] et [10°M]) le BPA supprime l'activité ostéoblastique et
ostéoclastique chez le poisson rouge et sur dedesekouches induites de souris (Hwang et
al., 2013). Il n’y a quasiment pas de donnéesesupbssibles effets du BPA sur le cartilage. Il
semble interférer avec I'effet chondroprotecteur ltstradiol dans des chondrocytes
arthritiques (Wang et al., 2010), du fait de soteptel estrogénique. Il n'y a pas d'autres

preuves de sa possible activité sur le cartilage.

En conclusion, les perturbateurs endocriniens queaus étudions, G, V et BPA, peuvent
avoir pour cible le cartilage. Le nombre de donnéesoncernant leurs effets est
cependant tres réduit. Toutes les données indiquemu’ils peuvent avoir des effets en
dessous de la dose NOAEL et pendant une expositionutero. Malgré leur estrogénicité

plus faible que I'estradiol, ils ont tous une compsante estrogénique et peuvent donc
perturber la formation du cartilage. C’est I'existence de cette perturbation et sa nature

gue nous allons essayer de déterminer dans ce tralva
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Objectifs du travail

Nous sommes exposés a de nombreux Perturbateuosritnens chaque jour, en provenance
de plusieurs sources (alimentation, air, eau...)vibalozoline, la génistéine et le BPA sont
particulierement présents dans l'alimentation et lkexposition peut commencer dés la vie
foetale. Au vu de leur interférence avec les réceptaux estrogenes (ER) et aux androgénes
(AR) pour la vinclozoline et son métabolite acti2Mnous avons voulu déterminer quels
pouvaient étre les effets de ces perturbateursoeimitns sur le développement du cartilage,

et donc du squelette.

Pour étudier ces effets, notre étude comporteqlusivolets :
- une partiein vivo, pour déterminer les effets éventuels des perteubs
endocriniens sur le développement du squelettatvyistar, a faibles doses.
- Une partiein vitro, afin de connaitre les effets des PE sur les neamgu
phénotypiques du cartilage, dans un modele d’indathondrogénique et dans

un modeéle de chondrocytes en culture.

Dans la discussion, nous analyserons nos réssliaties effets de PE observés. Nous nous
sommes focalisés sur les effets développementasxP@esur le cartilage et leur possible
retentissement sur des pathologies articulairesTeoftarthrose et l'intégrité du squelette en

géneral.
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Matériels et Méthodes

Produits chimiques:
Les composés chimiques suivants : vinclozoline,isgéime, Bisphénol A, DRB, CHX,

SB203580, ainsi que le Fulvestrant, proviennerbigena France. Le métabolite M2 provient

de Cayman France.

|. PARTIE IN VIVO

1. Animaux et protocoles d’exposition.

1.1. Animaux

Les autorités locales ont approuvé toutes les poed impliquant les rats Wistar Han, en
accord avec les regles d'éthique du Ministére Agriculture pour le soin et 'utilisation des
animaux de laboratoire ainsi que l'application d&nne Pratiques de Laboratoire. Les
agréments de recherche ont été données par leccdigibique de I'Université de Bourgogne
et ont été enregistrés sous le code : Jan/23/2086607 and CIME : Dec/16/2009 n°A1909.
Un total de 120 rats Wistar Han de qualité SPFdifipgathogen-free, spécifiquement sans
pathogenes), comprenant 60 femelles et 60 males @& semaines (Harlan France Sarl;
Gannat, France) ont été acclimatés a des conditibhébergement SPF (température
ambiante de 22°C avec 55% d’humidité relative et alternance lumiere/obscurité de 12h)
pendant 4 semaines avant l'accouplement. Les cafjeles bouteilles sont faites de
polypropyléne pour éviter toute contamination gaBisphénol A ou par les phtalates, et I'eau
a été filtrée a travers du charbon actif pour élenitoute trace de pesticide ou de contaminant
endocrinien actif. Les animaux ont été nourris avecrégime sans phytoestrogene purifié
(INRA, France), et ont eu un acces ad libitum addiltréee au charbon comme décrit
précédemment (Eustache et al., 2009). Tous lewnrants ont été administr@gr ospar

gavage aux meres gestantes jusqu’a la lactatignsow’a I'age adulte. Le sevrage des petits
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a été effectué a J21, les petits ont ensuite ét#fiéa pour analyses a J30 ou J110 apreés la

naissance.

1.2. Procotole de doses sub-NOAEL

Les femelles ont été examinées quotidiennementsdf@écouplement pour déterminer le
premier jour de gestation (appelé JO ou GO), pamex de la présence des spermatozoides
dans les fluides vaginaux ou dans le bouchon muqukas animaux ont ensuite été
distribués de maniere aléatoire dans 4 groupeegmrndant aux groupes témoins (control,
C), traités avec la génistéine 1 mg/kg/jour (G),viaclozoline 1mg/kg/jour (V1), et la
combinaison génistéine+vinclozoline (GV1) (15 animapar groupe). Ces doses
correspondent a des doses 100 fois inférieure adBNOpour la génistéine et 12 fois
inférieure pour la vinclozoline. Au moment de latpation, les portées ont été pesées et
standardisées a 10 petits, le sexe de chacun tesgété déterminé. Les méres ont ensuite
éte traitées de la naissance des petits jusquatage avec les mémes doses orales de
1mg/kg/jour décrites plus haut. Les xénohormones & ont été dissoutes dans de I'huile de
mais (Carrefour, Dijon, France) et administréeawege micropipette. Les animaux témoins
ont recu le méme volume de veéhicule seul (2mL/Kkg).sevrage, les jeunes males ont été
marqués avec des puces implantées, et les ratertiep indépendantes ont été regroupés
dans des cages de polypropylene (4 animaux paj.dégent eu un acces ad libitum a I'eau
filtrée au charbon et ont été nourris avec le métgene purifié sans soja jusqu’au sacrifice a
J30 ou J110. Les méles de la génération F1 expwsésté accouplés avec des femelles
naives pour produire la génération F2 qui a étéfemc de maniére similaire a J110, sans
aucun traitement. Pour I'étude du cartilage, desiges de 4 animaux ont été sélectionnés de
maniéere aléatoire a partir des lots de chaque tiondi

Ce protocole figure sous le nom de PNRPE dandleaa 1 ci-dessous

80



Auxiétre Thuy-Anh - Thése de doctorat - 2013

PROTOCOLES D’EXPOSITION aux PE CHEZ LE RAT

Exposition aux PE  (DOSES < NOAEL) G: 1mg/kgl]
V1 1mgfkg/j
Etude 1 : PNRPE G, V1 GV V, : 10pg/kadj
BPA : Sug/kglj
Etude 2 - CIME GV2, B, BG, BV2, BGV2 Hg/kgl]
JO J21 J30 J110
Accouplt| | | | |
Mére F1 sevrage l 1
Analyse du
squelette

. NON Exposition aux PE (commun aux deux études)
%2 F1 exposée

d' naif Jo J21 J30  J110
Accouplt} | | | I
F1 F2 sevrage 1 1
Analyse du
squelette

Tableau 1 Protocoles d’exposition des deux études in vi. Les deux
protocoles d’exposition des générations F1 sorérselisés en haut. En bas,
figure la partie de I'étude ayant permis d’obtdeg animaux de la génération
F2, commune aux deux protocoles.

1.3. Protocole CIME, doses tres inférieures au NOAEFar-NOAEL »)

L’étude CIME a suivi un modele comparable. Les @it été traités comme suit : témoins
(contréles, C), génistéine+vinclozoline, 1mg/kgfjoiGV1), traitement donné seulement
pendant la gestation et la lactation, de maniarelare a I'étude sub-NOAEL, permettant

une comparaison inter-étude. Les traitements “FRABL” étaient les suivants : bisphénol-A
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5 ug/kg/jour (BPA); BPA + génistéine, 1 mg/kg/jo(BG); génistéine 1 mg/kg/jour +
vinclozoline 10 pg/kg/jour (GV2); BPA + vinclozoln 10 ug/kg/jour (BV2); BPA +
génistéine 1 mg/kg/jour + vinclozoline 10 pg/kgfigdBGV2 or BPA + GV2) (voir tableau 1,
protocole CIME). Ces doses correspondent a desdd¥e fois inférieures au NOAEL pour
G, 1 200 fois inférieures au NOAEL pour V et 10 @fais inférieure au NOAEL pour le
BPA. Les traitements ont été administrés pendamfektation, la lactation et la vie adulte
jusqu’au sacrifice. Les males de la génération it1été accouplés avec des femelles naives
pour engendrer la génération F2 qui a été sacrifiéemaniére similaire a J110 sans

traitement.

2. Analyse au micro-CT scan

Apres le sacrifice a J30 ou J110, les animaux titpéacés dans une gouttiere dans une
position décubitale dorsale, queue incluse, et eld@sga -80°C pour le transport de
I'animalerie de I'INRA (CSGA, Dijon) jusqu’a notilaboratoire.

Les vertebres sacrées (V1-V4) sont apparues comonghmiogiguement non adaptées pour
les mesures, en raison de leur forme asymétriqueuetfaible visibilité pour I'imagerie,
méme avec un appareillage permettant un scan &180f revanche, 'aspect homogene des
vertebres caudales (V5 et au-deld) a facilité Igerée des animaux morts. Initialement nous
avons étudié les vertébres V5 a V8, puis nous avestseint I'analyse a V5 jusqu’a V8 car
les résultats étaient identiques dans les dewoqwtds (figure 21). Chaque vertébre a été
mesurée individuellement pour la longueur et laydar entre les apophyses transverses
(LT.A) de la partie supérieure des corps vertébrauun angle d’incidence constant, les
animaux ayant été immobilisés, allongés sur le des. longueurs ont été cumulées pour
générer le parameétre de longueur de V5 a V8 aloes lgs valeurs des LT.A ont été
considérées séparément. Cette fois encore, 4 eathabue sexe ont été choisis de maniére
aléatoire a partir de 4 portées différentes, deedemdifférentes par age et par condition de
traitement.

L’appareil servant au scan est un SkyScan 1178enant deux détecteurs aux rayons X en
rotation autour des animaux immobilisés. Le scamonstitue une image en 3 dimensions
(512x512x512 pixels/cube).Le meilleur angle d'irmide a été choisi avec Windows
Photoviewer parmi les 180 images prises par le ,sgaur une performance et une

reproductibilité optimales de densitométrie et desumes de taille. Les images ont été

82



Auxiétre Thuy-Anh - Thése de doctorat - 2013

analysées avec Imagebttp://rsb.info.nih.gov.gate2.inist.frfijpour les dimensions et la

densitométrie des objets. Les conditions d’anataent d’avoir une image 8-bit, un canevas
de taille 1280 (largeur) — 1024 (longueur), en kralt la mesure a 115 pixels/cm.
Brievement, toutes les données de CT-Scan moniigases 25, 26) appartiennent au projet
CIME exclusivement, car il n'y a pas eu de mesweC3-Scan effectuée pour I'étude
PNRPE. Les mesures d’histologie (figures 28A, BA?2B) ont été faites sur la génération F1
de I'étude PNRPE seulement. Exceptionnellementud@ de l'effet du BPA était une
expérimentation appartenant au projet CIME, eroraide considérations « a posteriori » sur
le manque d’effet de la dose V2. La figure 25C pes de condition GV1 et a été effectuée
seulement pour explorer le possible effet de lalmoason de BPA sur V ou G.

Figure 21: Analyse typeau micro-CT-Scar des vertebres caudalés. Mesures de la longue
de la longueur vertébrale (fleche “h”) et largentre les apophyses transverses (I.T.A.) (fl
“wi”) . B. Les valeurs des longueurs des vertébres ont étdléasnde V5 a V8. L'ang
d’'incidence a été choisi parmi 10 images prises parde pour une densitométrie et des me
optimales
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3. Analyse histométrique

Une fois scannée, les queues ont été décongeléesmies pour produire des fragments de 2
cm dans la région caudale V5-V8. Les fragments deug ont été fixés dans du
paraformaldéhyde tamponné 10% et ensuite décal@fiéutilisant le réactif DC1 pendant 3h
(Labonord, France), deshydratés, et inclus darmataffine. Des sections sériées sagittales
(20 sections sériées de 5um) ont été coloréesiabhrdme de Masson. Encore une fois, les
images ont été analysées avec ImageJ pour la dexésrie et les mesures des dimensions des
zones d'intérét. Les conditions d’analyse étaiéatar une image 8-bit, un canevas de taille
1280 (largeur) — 1024 (longueur), en calibrant kesore & 1200 pixels/cm. Des séries de 4
sections ont été analysées dans chaque conditibraitkement (4 males et 4 femelles), dans
six zones du cartilage de la plaque de croissdriépaisseur de la plague de croissance dans
sa totalité, de la zone proliférative (P) et dez¢tae hypertrophique (H), ont été évaluées

séparément en utilisant des coupes correctemamggla
4. Analyse statistique

Les 60 couples spécifiés plus haut corresponddémti@talité du programme généré pour les
différents groupes impliqués dans le projet. Poos Btudes sur le cartilage, nous avons
analysé aléatoirement 4 animaux de chaque sexgeepéovenant de portées distinctes et de
meres distinctes, pour chaque condition d’expasitibe ce fait, I'individu est l'unité

statistique. Les rats ont été identifiables par dedes tout au long de l'étude et les
expérimentateurs n’étaient pas au courant deibatton des codes. Les statistiques ont été
effectuées sur des expériences distinctes et leméds des deux projets n‘ont pas été
confondues. Les statistiques ont été calculéesegadc test non paramétrique de Mann-

Whitney pour des paires simples « témoins condiges ». *= p<0,05 ; ** = p<0,01.
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. PARTIE IN VITRO

1. Le modele C1

1.1 Culture des cellules C1

Les cellules C1 ont été isolées par O. Kellermam 1890, a partir de cellules
mésenchymateuses pluripotentes de souris (Kellernetral., 1990). Ce clone, selon les
conditions de culture et les inducteurs en présepeemet d’induire les cellules vers trois
voies de différenciation: la voie adipogénique, Vaie ostéoblastique et la voie
chondroblastique. Nous nous intéressons a la Jmeadroblastique. Pour s’engager dans la
voie de différenciation chondroblastique, les deBu doivent former des agrégats
spontanément, mimant la condensation des cellulésencthymateuses in vivo lors de
I'élaboration des bourgeons de membre. Elles deeienalors compétentes et peuvent étre
induites vers la voie de différenciation en prégsedein inducteur spécifique (Locker et al.,
2004; Poliard et al., 1999).

Les cellules C1 sont conserveées a -150°C dans diENDM,5g Glucose (Gibco, Life
Technologies)-10% sérum de veau fcetal-8% DMSO. fpdécongélation rapide, et
centrifugation a 1500rpm (500q), les cellules s@suspendues dans 4ml de DMEM 4,5¢g
glucose et mises en culture selon les trois phasesessives deécrites par les auteurs

d’origine : amplification, compétence et différegiodbn chondrogénique.

La phase d’amplification est réalisée dans du milieu DMEM-4.5 g glucoseteoant du
rouge de phénol, de la glutamine ainsi que dediatijues (pénicilline et streptomycine,
concentrations respectives 25u et 25ug/mL finaiileeu) et 10% de sérum de veau fecetal
(SVF, Lonza) et mises en culture a 37° en présalecaé3% de CQ@ Les cellules sont

amplifiées jusqu’a obtenir le nombre de cellulefisantes pour I'expérimentation. .
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Pour la phase de compétencédes cellules sont ensemencées a 10 000 celloieslans des
boites de Pétri de 60mm non traitées en surface lpoaulture (Gosselin) dans du milieu
DMEM a 4,5g de glucose, ainsi que 10% de sérumede& Yoetal (Biochrom) a 37°C et 10%
de CQ. Il est alors important de toucher le moins pdss#étux boites de culture pendant 10
jours, pour maintenir constant les taux d’'oxygendeeCQ. Le milieu n’est changé qu’une
fois. Toutes ces conditions évitent une prolifénatirop importante et permettent une bonne

agrégation des cellules.

La phase d’induction chondrogéniqueest alors réalisée en incubant les agrégats dans d
DMEM 4,5¢g glucose, toujours en présence de péimeikt streptomycine, mais dépourvu de
sérum et supplémenté en Dexaméthasone (DeXM]L0Sigma), ainsi qu’en pyruvate et en
cystéine (1mM, Sigma). Les agrégats cellulairegnassissent plus et deviennent de plus en
plus opaques au cours de la différenciation. Laemikst alors changé tous les trois jours
pendant les 28 ou 30 jours de culture.

1.2 Traitements et inductions

Les milieux sont changés tous les 3jours au minimues perturbateurs endocriniens sont
ajoutés & chaque changement de milieu & une ceatientvariant de [18°M] & [10°M] et
'analyse des ARN messagers et des protéines s@4hi apres le dernier changement de

milieu.

1.3 Extraction des ARN totaux

Les ARN sont étudiés a différents temps de la @ifféiation, sur 24h. Le milieu est changé la
veille de I'arrét. Les agrégats sont lysés en présale Trizol (Life Technologies) et de trois
billes d’'inox (Qiagen) sous agitation (Retsch MMB@@ndant deux minutes a 22 battements
par minute. Les ARN totaux sont ensuite extraitersée protocole du fabricant : la phase
aqueuse contenant les ARN est séparée de la phgaeique contenant les protéines par
extraction liquide-liquide au chloroforme. Puis BRBN sont précipités par de l'isopropanol,

lavés a I'éthanol et remis en solution dans daul'sgrile sans RNAse.
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La concentration est déterminée en mesurant 'Bbsae des échantillons a 260nm au
Nanodrop, ainsi que la présence de contaminarggted les protéines et les solvants par le
rapport de I'absorbance a 260nm sur I'absorbar@0am et 230nm respectivement. Ensuite
I'intégrité des ARN est vérifiee sur gel d'agard$é dans du Tris-acétate-EDTA 1X (TAE,
Biorad), contenant du bromure d’éthidium (BET, Quam Bioprobe), sous une lampe a UV,
en se basant sur I'intégrité des bandes 28S etchB8spondant aux ARN des sous-unités
ribosomales, qui sont exprimées de maniére ubigei¢h constante.

L’analyse quantitative et semi-quantitative des ARMNSssagers des genes cibles, est décrite

en détails plus loin (Chapitres 3 et 4).

2. Les modeles de chondrocytes souris

2.1 Culture des chondrocytes

Les chondrocytes épiphysaires des os longs desssont mis en culture primaire et/ou en

culture secondaire apres trois passages.

Les genoux (plateau tibial et condyles fémorauxpeete fémorale sont prélevés chez des
souriceaux Swiss (Janvier) agés de 4 a 6 jourstit®ss environnant le cartilage (muscles,
0s, tendons) sont retirés en conditions stérildesetmorceaux de cartilage sont digérés par
deux collagénases successives (Collagénase IA,a8yy@ 0,3mg/mL dans du DMEM. Les
deux digestions a la collagénase sont incubéesaped® minutes a 37°C sous 8% de,CO
Une derniere digestion a la collagénase, a 0,05ingéns du DMEM se déroule sur toute la
nuit. Le lendemain, les cellules sont séparées rdetes de déchets tissulaires (fibres
musculaires, tendineuses...) par pipetages répétésfdis les déchets décantés, les cellules
sont récupérées et séparées de la collagénasemafugation (5minutes a 1500 rpm). Elles
sont ensuite comptées a la cellule de Malassenseineencées selon la densité requise par
I'expérimentation.

Pour la culture primaire, les cellules sont ensemencées a environ 15 (0esécm? dans
des plagues 6 puits dans du DMEM 1g glucose, cantedu rouge de phénol, de la
pénicilline et streptomycine (PS), du pyruvate @oS5VF.

Pour la culture secondaireles chondrocytes de culture primaire sont trypsiegremis en
culture dans les mémes conditions, puis trypsiogés tes 6 jours jusqu’au passage P3 ou ils
sont traités dans les mémes conditions que lareyttimaire.
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2.2 Traitements et inductions

A J3 apres I'ensemencement, le milieu est changétmite la nuit en milieu DMEM
contenant de la PS, mais privé de rouge de phdrag &VF. A J4, le milieu est changé de
nouveau, en milieu privé d'antibiotiques, de routpephénol et de SVF. Les perturbateurs
endocriniens (M2, Génistéine, BPA) sont ajoutéssdanmilieu a ce moment, ainsi que le
bFGF (Roche®) si besoin, a 10 ng/mL.

2.3 Extraction des ARN totaux

Pour les chondrocytes de souris, les ARN sont ésudidifférents temps aprés induction par
le bFGF et/ou les PE. Les milieux sont retirésestdellules sont lavées deux fois avec du
PBS sans calcium et sans magnésium. Les cellules essuite lysées avec un tampon
contenant du thyocyanate de guanidium, issu dd’&itraction RNeasy Mini-kit de Qiagen
(tampon RLT). L'extraction des ARN totaux se fata le protocole du fabricant : les ARN
totaux sont précipités avec de I'éthanol a 70°@ixés sur une colonne de silicates. Toute
trace d’ADN génomique est éliminée grace a une BNRNase-free (Qiagen®). L’élution
des ARN est faite avec de I'eau stérile RNase-fk@econcentration et I'intégrité des ARN

sont déterminées de la méme maniere que pourllakeseCl.

3. Rétro-transcription

500ng a 2ug d’ARN totaux sont mis en présence du¢hange des quatre oligonucléotides
(DNTP), d’amorces aléatoires et d'une rétro-traptase recombinante du virus de la
leucémie murine de Moloney (kit High Capacity cDNAverse transcriptase, Applied
Biosystems®, USA) dans un tampon adapté. Le voludaetionnel est complété avec de
I'eau stérile. L'ADN complémentaire est synthétmhdant 2h a 37°C. La réaction est arrétée
par un chauffage de 5min a 85°C. Les produits des®Tt ensuite aliquotés a concentration
initiale (10 a 40ng cDNA/uL) et conserves a -20°C.
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4. Réaction de polymérisation en chaine semi-quatdtive (SQ-PCR)

La SQ-PCR permet dans un premier temps de savi@rmioduit de PCR issu de la
réaction des produits de RT avec les amorces @soésit unique et s'il ne contient pas d’autre
amplicon parasite. Pour cela on compare apres tiagraur gel d’agarose la taille prévue de
I'amplicon avec un marqueur de taille connue. LaFBTR dans notre cas a surtout permis
d’amplifier et de distinguer les isoformes COL2ACG®DL2B, issus de I'épissage alternatif du
geneCol2al En effet, il n’existe pas d’amorces permettantdideriminer les deux isoformes
de COL2 en PCR quantitative en temps réel.

Pour engendrer la réaction, 10 a 40ng d’ADN compléaire sont mis en présence
d'une polymérase thermorésistante (Taq DNA-polyseréPromega®), d’'un mélange de
dNTPs (Applied Biosystems®) et d'un couple d’amareens et antisens ciblant la zone du
gene d’intérét a amplifier. LADN complémentairet @sors dénaturé pendant 5 minutes a
96°C. La dénaturation, I'hybridation et I'élongatise font a des températures spécifiques,
respectivement 30 secondes a 96°C, 30 seconde3Ca 89 secondes a 72°C. L'appareil
utilisé est le GeneAmp PCR System 9700. Pour quedR soit considérée comme semi-
quantitative, le nombre de cycles a été déetermmé ge situer sur la phase exponentielle
d’amplification. Les produits de PCR sont ensuiigrés sur un gel d’agarose a 2% dans du
TAE contenant du BET. Aprés environ 45 minutes dgration, les gels sont observés sous
lampe a UV, numérisés et la densitométrie des lzaaderéalisée grace au logiciel ImageJ.
Pour un méme échantillon, la densitométrie d’'unedbad’'un géne d’intérét est comparée a
celle du gene de référence interne. Le gene decréfé interne choisi est souvent un géne de
ménage, comme un gene d’'une protéine structuradglitdire, non susceptible d’étre affectée
par les différents traitements et inductions quaissent les cellules. Dans notre cas il s’agit
de lap2-microglobuline, utilisée aussi pour la gRT-PCR.

5. Reéaction de polymérisation en chaine quantitatezen temps réel (QRT-
PCR)

La PCR quantitative en temps réel repose sur lecipe de la détection de la fluorescence
émise par un agent intercalant de '’ADN (ici le S¥Breen) dont la fluorescence augmente
lorsqu’il se lie a 'ADN double-brin. La quantifitan des amplicons est corrélée a la fixation

du fluorophore sur I’ADN et se fait au fur et & mesde leur synthese.
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Les amplicons sont formés au cours de trois phemestérisées par des cycles thermiques de
durée déterminée, similairement & la PCR semi-gfaéie. La quantification des amplicons
est exprimée en Ct (cycle seuil). Cette valeurdédinie comme étant le nombre de cycles
nécessaires pour atteindre une valeur seuil ouglalsd’émission de la fluorescence est
significativement plus élevé que le bruit de fond.
Le signal du géne d’'intérét est normalisé par rapgaain gene de ménage, comme pour la
SQ-PCR. Les résultats sont ensuite exprimés erorapglatif entre le Ct de I'échantillon
traité et le Ct de I'échantillon témoin.
Le calcul utilisé est le suivant :

ACt = Ct (gene d'intérét) — Ct (gene de référence)

AACt = ACt (échantillon traité) — ACt (témoin)

Rapport relatif = 2744

La spécificité des amorces utilisées et une évélataentamination du produit de RT ou du
réactif sont vérifiees grace a la courbe de dissiori, caractérisée a la fin des cycles
thermiques de I'amplification. De plus, une courde dilution est faite pour déterminer
I'efficacité de la réaction dépendante des amoeogsrésence.

L’appareil utilisé est le thermocycleur ABI Prisl®@QD HT couplé a un logiciel d’analyse
SDS2.3 (Applied Biosystems®).

Pour engendrer la réaction, 10 a 40ng d’ADN complgéiaire sont mis en présence d’'un
mélange réactionnel contenant un couple d’amorees st antisens ciblant la zone du gene
d’intérét a amplifier, et d’'un mix ABsolute QPCR BR GREEN Mix (ABgene®) contenant
les dNTPs, la polymérase thermorésistante ThermoSkA Polymerase et un intercalant de
I’ADN fluorescent (SYBR Green). Le seuil de quaicttion est fixé & un Ct de 30 cycles.

Le choix des amorces spécifiques d'un géne s'eftec partir des séquences d’ADNCc
figurant dans les bases de données nucléotidiquesspordbles  sur
http://www.ncbi.nlm.nih.gov. Les amorces mesuremtee 18 et 25 nucléotides et amplifient
en moyenne une séquence d’environ 200 paires ass,blasir température d’hybridation est
égale a 60°C. Les amorces sont crées a l'aide Idgiciel Oligo Explorer 1.1 et vérifiées
avec le logiciel BLAST. Les couples d’amorces scambisis de part et d’autre d’un intron,
pour éliminer la possibilité d’une éventuelle arfipdition a partir de 'ADN génomique

contaminant.
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Les séquences des oligonucléotides utilisés poBCIR (semi-quantitative et quantitative en
temps réel) figurent dans le tableau ci-dessouble@a 2). La différence entre les
oligonucléotides utilisés pour la qRT-PCR du @dl2(COL2 «total ») et la SQ-PCR

permettant de discriminer les isoformes COL2A et ZB est représentée dans la figure 22

suivante.
Nom du géne séquences des brins sens (Up) et antise  ns (Lw)
B2microglobuline Up: 5 GGTCGCTTCAGTCGTCAG 3
(BMG) Low: 5 GTTCGGCTTCCCATTCTC 3’
Sox9 Up: 5 AGGAAGTCGGTGAACG 3
Low: 5 TGAGATTGCCCAGAGTGC 3
Aggrecan Up: 5 CCGTCAGATACCCCATTG 3

Low: 5" CAGCCAGCATAGCACTTG &

Col2al“total” (GRT-PCR) | Up: 5 TGGCTTAGGGCAGAGAGAG 3’
Low: 5 GGTGGCAGAGTTTCAGGTC 3

Coll0al Up: 5 GCTAATGTTCTTGACCCTGG 3’
Low: 5’GCCTTGTTCTCCTCTTACTGG 3

Colla2 Up: 5’ AAGGAGAGAAGGGAACCAAAG 3
Low: 5 AGGGAAGCCAGTCATACCAG 3’

Col2al(SQ-PCR) Up: 5 CGCTGGTGCTGCTGAC 3

Low: 5 CCTTTCTGCCCCTTTGC 3

Tableau 2Liste des oligonuclétides utilisés pour I'ampliiation en SQ-PCR et en gqRT-PCR

ADN | 1 2 3 4 ;8 4.9 5.4_
Col2e1 5 W wll— — «— 3
Oligos pour SQ-PCR sur gel Oligos pour gRT-PCR
-
Exons 1-2-3 Exons 1-3
COL2A COL2B Collagéne 2 total
ARNm Immature mature (2A + 2B)

Figure 22 : Choix des oligonucléotides pour amplifier 'expressn du collagene d
type 2. A gauche, les oligonucléotidesrgachoisis pour amplifier spécifiguement
deux isoformes COL2A et COL2B, qui sont discrimis@ar migration sur gel d’agart
2%. A droite, les oligonucléotides sont choisis mamplifier le COL2 « totab, qui ne
permet pas la discrimination des deux isoformes.
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6. Etude de I'expression des protéines d’intérét

6.1 Extraction des protéines totales

Apres la fin du traitement, les cellules sont regéur la glace deux fois avec du PBS 1X sans
calcium et sans magnésium (Invitrogen®) contenant aocktail d’inhibiteurs de
métalloprotéases puis grattées dans du tamporsddHHEPES, 20mM ; NaCl 25mM ; EDTA
1mM ; NP40 0,2% ; glycérol 10% ; DTT 1mM ; Inhihitede protéases 1X). La réaction de
lyse se fait sur la glace pendant vingt minutess pas cellules sont soniquées dans la glace
afin d’assurer la lyse compléte des cellules. lsatcellulaire est ensuite centrifugé pendant
15 minutes a 14 000 rpm. Le surnageant est préawvdé contient les protéines totales et le
culot les déchets membranaires. Un aliquot estezgéspour dosage des protéines. Le reste

est aliquoté et conservé a -80°C.

6.2. Dosage des protéines

La concentration en protéines est déterminée daléechnique colorimétrique de Bradford,
au bleu de Coomassie. Ce composé présente unéaserinitiale de 465 nm qui passe a
595 nm lorsqu'il est lié aux protéines. Le changand&bsorbance a 595 nm se manifeste par
le changement de la couleur du bleu de Coomasses djaison avec les acides aminés
aromatiques (tryptophane, tyrosine et phénylalgngtdes résidus hydrophobes des acides
aminés des protéines. Ce changement d'absorbangepsrtionnel a la quantité de colorant
lié, indiquant donc la concentration en protéinassdl'échantillon. Une gamme est réalisée a
partir d’'une solution d’albumine bovine (BSA) a Ziml. La concentration protéique des
échantillons est établie par la mesure de la D@gjte optique) a 595 nm grace a un lecteur
de microplaque (spectrophotométre Power Wave Blg-&ecalculé par rapport a la gamme

de BSA de concentration connue.
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6.3. Séparation des protéines par électrophorésgesde polyacrylamide

La séparation des protéines est réalisée par @bcirese selon la méthode de
Laemmli, en gel de polyacrylamide en conditionsaérantes (contenant du laurylsulfate de
sodium), autrement dit SDS-PAGE.

Pour chaque échantillon a analyser, une quantitél®80 pg de protéines est
complétée avec du tampon (tampon de charge NuPA@IErcapto-éthanol 5%, eau). Le
mélange est porté a 70°C pendant 5 minutes, afdédaturer les protéines avant le dép6t sur
gel.

Le type de gel (avec un gradient 4-12% de polyaonide NUPAGE® Novex Bis-
Tris, Invitrogen®) et le tampon de migration (NUPBGVMOPS SDS Running Buffer,
Invitrogen) sont choisis en fonction de la tailkeld protéine d'intérét selon les indications de
fournisseur (Invitrogen®).

Les échantillons ainsi que le marqueur de tailldéodaire (HiMark® Prestained
protein Standard, Invitrogen®) sont déposés sgeleet I'électrophorese est réalisée pendant

50 a 60 min a 200V, jusqu’a ce que le front de atign atteigne le bord inférieur du gel.

6.4 Transfert des protéines

Le transfert des protéines se fait sur une membdenaitrocellulose dans le tampon de
transfert (NUPAGE Transfer Buffer, Invitrogen®) plamt 1h30 avec un voltage constant de
30V. La membrane et le gel sont préalablement plas#re plusieurs feuilles de papier
Whatman imbibés de tampon de transfert.
La qualité de transfert est vérifiee par la coloratde gel et celle de la migration et du
transfert par la coloration de la membrane.

Coloration du gel

A la fin de la migration, le gel est démoulé etripg pendant 30 min dans un colorant (bleu
de Coomassie 0,05%, éthanol 25%, acide acétique @étg permet de visualiser les bandes,
indiquant s’il reste des protéines sur le gel.

Coloration de la membrane

Les protéines de membrane sont colorées de mararspécifique par la solution de Rouge

Ponceau (Rouge Ponceau 0,1 %, acide acétique 16#e C€oloration a I'avantage d'étre
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réversible (décoloration dans I'eau) et permet dgfier la qualité du dépbt des protéines
(homogénéité, qualité de la migration).

6.5. Caractérisation des protéines d’intérét pamnumoblot

La membrane est incubée pendant 2h a températwmm@m dans un tampon de saturation
(PBS 1X sans calcium et sans magnesium, lait écEméTween-20 0,1%), puis une nuit a
4°C et sous agitation avec I'anticorps primairec#fifue dilué dans un tampon PBS 1X-5%
lait écréemeé-Tween 20 0,1%. Les anticorps primaitéises sont :

- anti-Sox9 (sc 17340, 1/28@&heévre anti-souris, Santa Cruz)

- anti-COL2A (AO815, 1/1000 lapin anti-humain, don de L. Sandell)

- actine (sc 1615, 1/108Cchevre anti-souris, Santa Cruz)

Apres rincage (3 x 15minutes dans du tampon PBS laX,5%, Tween-20 0,1%), la
membrane est incubée 1h sous agitation a températabiante avec I'anticorps secondaire
anti-IlgG couplé a la peroxydase du raifort (HRPrde¢eRadish Peroxydase) et dilué dans le
méme tampon que précédemment. Les anticorps sememdtlisés sont :

- pour COL2A : anticorps anti-lapin fait chez la ch&{sc2305, 1/20 060Santa Cruz)

- pour l'actine : anticorps anti-chévre fait chenk&sc2020, 1/20 060Santa Cruz)

Apres lavage, la membrane est trempée dans un geétinréactifs de "détection améliorée
de la chimioluminescence"” ECL (Enhanced ChemiLustgeace ; Amersham ECL™, GE
Healthcare). La révelation est faite en chambreenen mettant en contact avec un film
(Amersham ECL™ Hyperfilm, GE Healthcare) pendarftédénts temps d’exposition. Les
intensités lumineuses des protéines d'intérét mpyportées aux intensités correspondant a la

protéine de référendgeactine (antif-actine, sc-1615, Santa Cruz).

Pour la détection de Sox9, une technique parti@ubeété utilisée, s’appuyant sur le matériel
de détection et de lecture des membranes Odysday@mpon de blocage est fourni par le
constructeur (LI-COR Biosciences, France) et séatdilution des anticorps. Le changement
majeur par rapport a la technique énoncée ci-desssisle dans I'emploi d’anticorps

secondaire couplé a un fluorochrome IR-dye et Msjfiar excitation grace au logiciel du
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constructeur. L’anticorps utilisé est un anticogiggé contre la chévre, fait chez I'ane et
couplé a un fluorochrome vert, dilué au 1/15 0V68ns du tampon de blocage Odyssey®
contenant du Tween 20 a 0,2% et du SDS a 0,02%cuhation se fait dans I'obscurité

pendant 1h a température ambiante. La révélatidaitsgar scan de la membrane.

7. Transfection transitoire des chondrocytes

Afin de déterminer si 'augmentation observée deL@® en présence de bFGF est
sous la dépendance de la protéine TIA-1, les edllunt été transfectées de maniére
transitoire avec un si-RNA dirigé contre TIA-1.

Le mécanisme de régulation post-transcriptionnpie des ARN interférents a été
découvert pour la premiére fois chez le némat@ieforhabditis elegahsCertains ARN
interférent avec leur séquence homologue d’ARN agms entrainant la dégradation de ce
dernier. Ces petits ARN interférents (small interfg RNA ou siRNA) sont maintenant
utilisés en routinén vitro, dans de nombreux types cellulaires.

Les siRNA double brins d20 paires de bases, dessinés par la société Eteogen
selon notre demande ciblent les fragments spéedigle la séquence du ARNm de TIA-1 de
souris. Les chondrocytes ont été transfectés asesi®RNA grace au transfectant HiPerfect

(Qiagen®).

Lors de la culture primaire, les chondrocytes sensemencés a environ 7000
cellules/cm? dans des plaques de culture 6 puatss du DMEM 1g glucose PS 10%SVF. A
J3 au soir le milieu est renouvelé pour amorcer uoavelle division cellulaire. Le
lendemain, le milieu est renouvelé de nouveau. @tange réactionnel de 112 uL par puits
est préparé au préalable ; il contient le si-RNAransfectant HiPerfect et du DMEM sans PS
ni SVF pour ajuster le volume. Le précipité se fermurant 15 minutes a température
ambiante, et est additionné ensuite au milieu @dsles. Au bout de 12 heures une autre
transfection similaire est effectuée, en DMEM sangye de phénol et sans sérum. Aprés 12
heures de cette seconde transfection, le miliewhestgé de nouveau et les inductions sont
effectuées comme a I'accoutumée.

Les séquences sens et antisens du Si-RNA utiliggediontre TIA-1 figurent dans le

tableau 3 ci-apres.
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Nature du brin Séquence
si-TIA-1 sens (GUUCUGUUGUAAAGCAUAU)
si-TIA-1 antisens (AUAUGCUUUACAACAGAAQ)

Tableau 3.Séquences des brins sens et anti-sens des siRNAgds contre TIA-1 lors de la
transfection transitoire.

8. Immunocytochimie

8.1 Cartilage de souris

8.1.1. Préparation des échantillons

Des pattes de souriceau nouveau-né sont recudllliest la dissection. La peau est otée et
les pattes sont mises dans le PFA-PBS a 4% pdxatson, pendant 2 jours. Les échantillons

sont ensuite rincés, placés dans une cassettecaicifiés par bains successifs dans le
deécalcifiant DC1 (Labonord), a température ambiante

S’ensuit une autre étape de fixation de 24h dansLMR (équivalent du Toluene,

LaboModerne) qui va précéder I'étape d’inclusiongika paraffine.

8.1.2. Inclusion dans la paraffine

Les cassettes contenant les échantillons sontgdad#@ns différents bains a 56°C pour étre
progessivement incluses dans la paraffine (ParapdMSO, Labonord) :

- 1*" bain de 30 min dans un mélange de LMR 50% et fiaea$0% ;

- 4 autres bains de paraffine qui sont changéslesupurs, avant inclusion dans un bloc de

paraffine propre, qui va étre conservé a 4°C ainmdith.

Les blocs sont ensuite coupés par coupes sériéggrdest placées sur des lames SuperFrost
® Gold (LaboModerne).
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8.1.3. Marquage des lames

Les lames sont au préalable déparaffinées graoebain de LMR, suivi d'un bain d’éthanol
absolu et d’'un ringcage a I'eau. Les coupes sontinprétes a étre traitées et marquées.

Les échantillons sont localisés et séparés paragade au stylo hydrophobe (Dako Pen, Dako
France). lls subissent ensuite une digestion aydulonidase (Sigma) a 2mg/mL dans du
PBS avec calcium et magnésium pendant 1h a 37°@trapnshére humide. Une fois la
digestion terminée, les échantillons sont rincéssddu PBS avec calcium et magnésium 5
minutes deux fois.

Le blocage se fait par la suite lors dune inculmatie 30 min a température ambiante, avec
une solution de BSA 5% et glycine 0,3 M dans du PB&r saturer les sites non spécifiques.
L'incubation avec un anticorps anti-COL2A dilué 40°™ et un anticorps anti-COL2A,B
dilué au 1/100ddans une solution PBS-BSA 1% se fait a la tempéraambiante pendant 2h
ou a 4°C toute la nuit. Les cellules sont rincéess ffois par PBS-Tween 20 0,1% et incubées
a I'obscurité pendant 2 h a la température ambianée un anticorps secondaire de chévre
dirigé contre le lapin pour le COL2A, couplé a lwofochrome vert et dilué au 1/1508 et
avec un anticorps secondaire de chévre dirigé edatsouris pour le COL2A,B couplé a un
fluorochrome rouge et dilué également au 1/£50@rés trois lavages au PBS-Tween 20
0,1%, les lamelles sont fixées sur les lames avemilieu anti-extinction de fluorescence

(ProLong® Gold Slow Fade reagent with DAPI, Lifechaologies).

8.2 Cellules C1

8.2.1 Préparation des lames

Les cellules sont ensemenceées, cultivées, indsg&s les conditions citées plus haut. A
I'arrét, les cellules sont rincées deux fois avec RBS sans calcium ni magnésium. Les
agrégats sont ensuite fixés au paraformaldéhydepdddant une nuit. Par la suite, ils sont
ensuite centrifugés 1 minute a 500 rpm pour étlett&es. Pendant ce temps, on prépare de
I'agarose dont le point de fusion est bas (Agais8ieve®, Tebu Bio, France) a 4% dans du
PBS sans calcium ni magnésium, afin d'y inclureciegdtules. Cet agarose est chauffé au bain-
marie a 37°C. Une petite quantité de I'agarosgedevé pour former un coussin d’agarose
dans un tube eppendorf, puis mis a refroidir dangldce. Les agrégats en culot sont eux-

mémes repris dans de I'agarose chaud et déposisaussin d’agarose froid, les tubes sont
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immédiatement centrifugés pour faire descendredgdgats dans I'agarose, et remis dans la
glace. La carotte d’agarose contenant les agrégatsnsuite découpée et délogée du tube au
scalpel puis mise dans plusieurs bains de déslayuinat
Les carottes sont ensuites mises dans des béda@enant une paraffine dont le point de
fusion est bas, et préparée la veille comme suit :

- Polyéthyléne glycol distéarate (Sigma) : 100g

- 1-Hexadécanol (Sigma) : 19
Quatre bains de 20, 30, 60 min et d’'une nuit sdfgctiés avant d’inclure les carottes
d’agrégats dans une cassette de paraffine. Cetsetter est conservée a 4°C et dans la glace
au moment de la coupe. Les coupes sont des coépésssde 5um d’épaisseur qui sont

déposées sur des lames SuperFrost ® Gold (Labokeder

8.2.2. Margquage des lames

Dans un premier temps, les lames sont déparaffipgredes bains successifs de réhydratation.
Les échantillons sont localisés et séparés paragade au stylo hydrophobe (Dako Pen, Dako
France). lls subissent ensuite une digestion aydédulonidase (Sigma) a 2mg/mL dans du
PBS avec calcium et magnésium pendant 1h a 37°@trapnshére humide. Une fois la
digestion terminée, les échantillons sont rincésdiu PBS avec calcium et magnesium. lls

sont ensuite bloqués et marqués comme les pattesuds nouveau-né (voir chapitre 8.1).

La localisation des épitopes reconnus par lesrdift§ anticorps sont schématisés dans la

figure qui suit.

Protéines : épitopes reconnus par les anticorps utilisés

Signal pepfidase  M-Prepeptidase C-propepfidase ¥ =

L I::Eﬂ'ng! sita ; deavage site :lemge;]le gi :
A © = xite Sianal centide A
Marquage anti-COL2A Marquage anti-COL2 (A et B)
-(AO815) rabbit polyclonal -(Ab2-2B1.5) mouse monoclonal
(Sandeil L) Neomarker, USA

Figure 23 Localisation des épitopes reconnus par les anticosputilisés pour discrimine
l'isoforme COL2A. A gauche, I'anticorps est dirigéntre le domaine dropeptide de COL2
spécifiquement. A droite, I'anticorps est dirigétre la triple-hélice du collagéne.
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9. Statistiques

Les résultats représentent la moyenne + erreurdatdnde la moyenne (S.E.M.) de n
expérimentations. Les analyses statistiques oneféeétuées avec le logiciel R version3.0.1

(http://www.r-project.orgl. Les différences statistiques entre les groupespérience ont éte

analysées par test de Kruskall-Wallis. Les résuibant considérés significatifs pour p<0,05.

99



Auxiétre Thuy-Anh - Thése de doctorat - 2013

Premiere partie : Résultats in vivo

Dans cette premiéere partie, nous allons vous présdes effetsin vivo d’'une exposition
foetale aux perturbateurs endocriniens, qui sequitujusqu’a la lactation ou jusqu’a I'age

adulte (article soumis, en révision).

Nous avons voulu connaitre l'impact des dosesrigiiées au NOAEL (No Observed
Adverse Effect Level, ou dose ou il n'y a plus t¢findésirable observé) de la vinclozoline
(V), un fongicide anti-androgénique, seul ou assa@cides xénestrogenes (génistéine, G, et
bisphénol A, BPA). V, G, BPA et leurs associatiams été administréper osa des rattes
pendant la gestation et la lactation. Les génératiel et F2 ont été analysées, a la recherche
d’anomalies squelettiques aux jours post-nataux 13@ (J30, J110). Le développement
squelettique a été contrlé en mesurant les dimessles vertébres caudales et des os longs
par micro-CT Scan a rayons X.

Une augmentation significative de la distance etgsedeux apophyses transverses (ITA,
Inter Transverse Apophysis) au niveau supérieusevaeebres caudales a été observée chez
les femelles F1 traitées, accompagnées d’une liédude la longueur du corps vertébral.
Cette augmentation n’a pas été observée chez les.ma

L’analyse histologique de la plaque de croissata@ilagineuse des corps vertébraux a été
réalisée sur des coupes seériées de vertebres eautak femelles F1, mais pas les males,
montrent une diminution de I'épaisseur de la plageecroissance, avec un impact plus
important sur la zone hypertrophique. Tous lesteftdservés sont a leur maximum a J30.
Les effets sur la largeur de I'ITA persistent jusqdil10 alors que les effets sur la plaque de
croissance disparaissent. Ces effets sont essem@it lies a la présence de vinclozoline ou
de BPA. Les animaux de la génération F2 ne sonaffestés. Nos données suggerent que la
vinclozoline et les xénestrogenes agissent comnsepeeurbateurs du développement du
cartilage. Les valeurs actuelles des doses NOARIr pes molécules ne sont pas pertinentes
pour des expositions gestationnelles et devraidrdé éeconsidérées pour des cibles
spécifiques. Finalement, le micro CT-Scan appam@itme une technique non invasive trés
utile pour détecter les effets de PE sur la faunante.
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|. RESULTATS

Nous reportons ici les données de deux études stegiles tendant a déterminer la toxicité

des PE (V, G, BPA) dans le développement squelettily rongeur sur deux générations (F1,
F2). Des rattes Wistar ont été exposées a la ankie seule ou en combinaison avec la
génistéine ou le bisphénol-A, pendant la gestatiola lactation ou I'age adulte, a des doses
inférieures au NOAEL. Les générations suivantesamalysées pour déterminer les impacts
des PE a J30 ou J110 aprés la naissance.

1. Poids corporel des animaux

Le traitement par vinclozoline et génistéine a Ykgfpour (GV1) a provoqué une perte de
poids (6 £ 1%) chez les femelles FO dans I'étuddEILa différence mineure observée par
rapport aux femelles témoins était significativp<®,05, mais aucun autre traitement n'a été
montré de différence et les poids des génératidngtH-2 n’ont pas montré de variations
(figure 24).

FO females
A 400 (gestation G, lactation L)

weight (g)

Figure 24Graphiques des poids de

animaux témoins comparés aux animaux
traités.

A. Méres gestantes en FO. Les mesures sont
prises pendant la période d’exposition

B w Fifemaes w Fimales comprenant la gestation (G) et la lactation (L)

% £ B. Génération F1 et C. Génération F2. Les
az 322 mesures ont été prises du sevrage (J21)
gm] o ~¢ «o | jusqu’au sacrifice a J11 Echantillons (n = 15
€ ) ¢ <ou @ @ B2 | rats par condition). * = p < 0.05.
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2. Modifications anatomiques des vertébres

Nous avons recherché la nature de ces déformatieria queue par analyse au micro-CT-

scan. Les scans n’ont pas montré d’anomalie mapusein du rachis ou des membres (non

montré). Les os longs (tibia et fémur) n'ont pasim® de modification significative dans les

animaux exposés comparés aux témoins (non mortE)paralléle, une augmentation

significative de la distance (largeur) entre leopyses transverses (I.T.A.) de la téte

supérieure des vertébres a été observée a J30 lemnemelles F1 traitées avec la
combinaison GV1 et a J110 dans les combinaisons GV2 et BGV2 (figure 25 A et B).
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Figure 25 Analyse de la distaice entre les apophyst
transverses (I.T.A.) par micro-CT-Scan A. Femelle
F1 a J30B. Femelles F1 4 J110. C. Méles F1 a J30
données sont exprimées en % des animaux tér
Témoins (Ctl), BPA 5ug/kg/jour (B), génisté
Img/kg/jour (G), vinclozoline 1mg/kg/jour (V1)
génistéine+vinclozoline 1mg/kg/jour (GV1), génisg
1mg/kg/jour + vinclozoline 10pg/kg/jour (GV2), Bl
5ug/kg/jour + génistéine 1mg/kg/jour + vinclozo
10ug/kg/jour (BGV2) (n=4). * : p<0,05.
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Cet élargissement est associé a une réductionldadaeur vertébrale (longueur cumulée de
v5 a v8) observée chez les femelles F1 a J30 €i@&A). Tous les effets atteignent leur
maximum a J30 et dépendent essentiellement deékepce de V dans le traitement. Les
effets sur la largeur ITA persiste jusqu’a J110sabpe les effets sur la longueur disparaissent
(comparaison des figures 25 et 26, A et B). Le BBAd a supplanter I'effet de V dans la
plupart des combinaisons (comparaison des figusest 26 panneau A). Il n’y a pas d’effet
chez les males F1 (comparaison figures 25 et 2@ngz C). Nous n’avons pas tenu des
males a un temps plus tardif J110). Aucun des REette les animaux en F2 dans les deux

sexes, quelque soit la combinaison (non montre).

120 - F1femalesd30 A
110 - . .
Figure 26 Analyse parmicro-CT-
100 - Scan de la longueur cumulée des
LB . vertébres (v5-v8). A Femelles F1 a
2 J30.B. Femelles F1 a J11GQ. Males
g0 F1 & J30. Les données sont exprimées
8335 3 3 en % des animaux témoins. Témoins
?_on‘ o (Ctl), BPA 5ug/kg/jour (B), génistéine
£ 120, F1femalesd110 B 1mg/kg/jour (G), vinclozoline
3 1mg/kg/jour (V1),
£ 110 - génistéine+vinclozoline 1mg/kg/jour
£ (GV1), génistéine 1mg/kg/jour +
5 1007 vinclozoline 10pg/kg/jour (GV2), BPA
S 0| 5ug/kg/jour + génistéine 1mg/kg/jour +
o vinclozoline 10ug/kg/jour (BGV2)
o 80 += (n=4). * : p<0,05.
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3. Analyse histométrique des vertébres

L’analyse histométrique des vertébres a été eféectur des coupes sériées de 5um a partir
d’'une coupe longitudinale médiane dans la régiawdgtebres v5-v8, colorée au trichrome
de Masson. La plaque de croissance du cartilage #@R étre visualisée au niveau du corps
vertébral aussi bien qu’au niveau de I'apophysastrarse correspondante. La figure 27A
montre une image typique du disque intervertédkdD), du corps vertébral (V), et de la
distance ITA (fleche gauche). Nous n'avons pas qte fd’analyse histométrique de la
distance ITA au sein de la plague de croissancesaaforme sphérique ne permet pas
I'obtention d’'une séquence uniforme de coupes egriglanes (figure 27, fleche gauche
noire). Nous nous sommes donc centrés ensuiteestactourcissement du corps vertébral
associé. La figure 27B (femelles F1 témoins a J027C (femelles F1 témoins a J100)
montre I'épaisseur de la plague de croissancebratt avec les délimitations de la plague de
croissance totale (A, A’), de la zone proliférat{®) et de la zone hypertrophique (C). La
largeur de I'lVD et la longueur ne sont pas modi§i¢par I'exposition aux PE (données non
montrées). Dans les conditions témoins, I'épaisdeun plague de croissance cartilagineuses
décroit significativement entre J30 et J110 : @erdm a 0,1 mm (-67%) chez les femelles et
de 0,275 mm a 0,150 mm (-45%) chez les males. epwlfes F1 traitées montrent une
réduction plus importante de |'épaisseur de la ydagle croissance vertébrale a J30
comparées aux témoins (figure 28A); Cette dimowtde la plaque de croissance est
observée dans la zone proliférative (-12 +0,5%)smméest pas plus prononcée dans la zone
hypertrophique (-29 * 0,5%), suggérant une accébérale la maturation du cartilage de la
plague de croissance. Cette réduction de la pldgqumoissance est observée sous l'influence
de G et V a 1mg/kg/jour seuls ou en combinaison(G, GV1). La combinaison GV1 n'a

pas d’effet additif ou synergique. Les méles Fsot pas affectés a J30 (figure 28B).
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Figure 27 Morphologie histologique d’une section du rachisaudal dans la région v-v8. A.
la section traverse deux corps vertébraux (V) didgque intervertébral (IVD). La fleche noir
gauche pointe I'apophyse transverse cartilagingasehe. La fleche noira droite part de
plague de croissance vertébrale (GP) et pointeedruage élargie de cette plaque de croiss
B. Section transversale typique d’'une plaque dessanice vertébrale témoin a J30, montre
protocole de mesure (fleche : (A) plaque aoissance dans sa totalité, (B) zone prolifé:
(C) zone hypertrophique.. Section transversale typique d’'une plaque de saoie vertébre
témoin a J110 (fleche : (A’) plaque de croissarmesdsa totalité).
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Pour surmonter l'insensibilité des males de la ggtign F1, une expérience avec une
combinaison plus estrogénique a été effectuéemezes FO ont été exposées au BPA seul ou
combiné avec les autres PE ; les données des pelies a J30 sont montrées dans la figure
28C. Les expositions étaient les suivantes : BRA $eug/kg/jour, (10 a 20 fois inférieur au
NOAEL), BPA + génistéine (1 mg/kg/jour) (G + BPAPA + vinclozoline (10 pg/kg/jour)
(V2 + BPA) ou la combinaison entiere (GV2 + BPAYUS ces conditions, les méles F1 & J30
ont montré une diminution globale des zones pmaiifée et hypertrophiques aprés exposition
aux combinaisons contenant le BPA, avec un effetraksant inattendu de la condition

BGV2 (figure 28C).
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Figure 28 Mesure histométrique de I'épaisseur de la plaque deroissance (GP) du corg
vertébral, de la zone proliférative (P) et de la awe hypertrophique (H) (exprimées en mn
A. Femelles F1 a J3@B,. Males F1 a J30. Témoins (C), génistéine 1 mgskig/{G), vinclozoline
1mag/kg/jour (V1), génistéine+vinclozoline 1mg/kaljo(GV1). C. Expérience de combinaist
contenant le BPA ; BPA 5ug/kg/jour a été ajoutd §@wou en combinaison avec la génistéine
mg/kg/jour (G), la vinclozoline 10ug/kg/jour (V28t avecla combinaison GV2. (n=4 rats L06
condition). * : p< 0,05
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Finalement, la figure 29A montre que les femelldsdeultes de I'étude sub-NOAEL ne
maintiennent pas a J110 I'effet global visible @ figure 28A). La réduction de la plaque de
croissance persiste sous vinclozoline seule (V&3. inales adultes (J110) ont été insensibles
encore une fois aux PE (figure 29B) et il en estndene pour les animaux de la génération F2

(non montreé).
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Figure 29: Analyse histométrique de I'épaisseur de de la plagude croissanc
(GP) du corps vertébral, de la zone proliféerative B) et de la zon
hypertrophique (H) (exprimées en mm). Femelles F1 a J100. B. Males F1
J110 Témoins (C), génistéine 1 mg/kg/jour (G), vindbae 1mg/kg/jour (V1
génistéine+vinclozoline 1mg/kg/jour (GV1).(n=4 ra& condition). * : p<0,05.
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II. CONCLUSION ET DISCUSSION

Ce travail présente l'originalité d’'une expositida femelles pendant la gestation puis
la lactation a des doses inférieures au NOAEL pbaque composé. Peu d’études ont jusque
la utilisé ce mode d’exposition qui devient de pérsplus un mode « prototypique ». Ces
expositions ont montré des effets sur la croissdnogartilage de la descendance des animaux
exposes, aussi bien au niveau anatomique gu’aauikiestologique. Pour la génistéine (G),
une dose 100 fois inférieure au NOAEL a été utljg@ndis que les doses de vinclozoline
(V1, V2) sont 12 a 1200 fois inférieures au NOAEtspectivement, et que la dose de
bisphénol A (B, BPA) est 1 a 4 fois inférieure aOAEL. Nous avons sélectionné deux doses
de vinclozoline, la premiere dose, 1mg/kg/jour espondant a la dose de référence d’'une
étude précédente concernant la fertilité (Eustaeteal., 2009); la seconde dose,
10pg/kgljour, représente une dose intermédiaine éatdose NOAEL proposée par TUSEPA
qui est de 1,2 mg/kg/jour (https://federalregigtev/a/03-7246) et le niveau de contamination
alimentaire par les résidus de vinclozoline pohoithme (apport journalier de 3,3pg/kg en
France selon (Leblanc et al., 2005)). Pour la géimis, la dose de 1mg/kg/jour est la méme
que dans les travaux d’Eustache (Eustache etQ119)2Ces doses de V et G permettent de
vérifier ’homogénéité de nos études avec les travgur le tractus génital males cité plus

haut.

Vinclozoline et génistéine a 1mg/kg/jour (GV1) memt une perte de poids (6 = 1%)
des femelles gestantes de la génération FO appattari’étude CIME. Bien que ces valeurs
pour I'exposition au mélange GV1 soient signifigcathent différentes des valeurs témoins, la
différence est mineure. Nous ne pouvons pas exclure variabilité subtile dans
I'hébergement des animaux et dans les condition@cendation, ni donner une conclusion

définitive a ce résultat.

L’'observation initiale des anomalies de la queue palpation ont révéelé des
élargissements sagittaux récurrents de la queueuésu« cannelées ») chez les animaux
traités, essentiellement chez les femelles expa&dasvinclozoline. L'étude au micro-CT-
Scan montre que ces cannelures correspondent agxkséements des ITA a chaque vertébre
caudale. De maniére surprenante, ['élargissement I'tleA est associé avec le
raccourcissement du corps vertébral. Ces anomalgsraissent sous I'exposition a la
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vinclozoline, seul ou combiné aux xenestrogenesz d¢bs femelles de génération F1 a J30,
mais pas chez les méales. Les anomalies persigiggg B cessation de I'exposition (femelles
J110; GV1, GV2, BGV2) pour I'élargissement de AlTnais pas pour le raccourcissement
vertébral (figures 25, 26). La génération F2 ne tmompas d'effet. Ces résultats sont en
désaccord avec les effets transgénérationnels wadmzoline ayant pour cible exclusive les
males, décrits précédemment (Anway et al., 200€3. thoses ne sont en fait pas si simples,
la vinclozoline a 1mg/kg/jour ayant montré des rfiodiions sur le ratio de longueur des
doigts dans une expérimentation sur la génératiiMager et al., 2013). La vinclozoline
exerce a la fois de véritables effets estrogénigtiemti-androgéniques par I'intermédiaire de
son métabolite M2, alors que la génistéine et |& BBnt des xénestrogenes, mais détiennent
eégalement d’autres propriétés. La génistéine int@setyrosine-kinases (Akiyama et al.,
1987) alors que le BPA a pour cible les isoformedadprotéine kinase C (Tan et al., 2013).
Ces composés peuvent étre vus comme des accélérdgela sénescence du cartilage et de la
fusion épiphysaire chez les mammiféres (Borjesdoal.e 2013), sur la méme ligne que
I'action de I'estradiol dans les deux sexes (Manshet al., 1995; Smith et al., 1994).

L’'analyse histologique soutient notre interprétatiun effet estrogénique, puisque
les PE utilisés ici diminuent dans son ensemblpldgue de croissance avec un effet plus
prononceé sur la zone hypertrophique que sur la pool@érative, et exclusivement chez les
femelles (voir figure 28, panneaux A et B). Quatmpact « estrogénique » des expositions
est renforcé par I'addition du BPA, il se produit effet sur les méles de la génération F1 a
J30 (figure 28C). En soutien additionnel, un agtiédcent ou la génistéine a été donnée a des
rattes a 50mg/kg/jour (dose comparable au NOAEIgntne une diminution significative de
I'épaisseur du cartilage condylaire mandibulair@ @f al., 2012). Les effets de ces PE sont
significatifs, puisque I'effet de la vinclozoliné/@u des xenestrogenes sur le développement
de la plaque de croissance a des doses infériaUOAEL est comparable quantitativement
en intensité (10 a 50% de modification) aux modifiens du cartilage induites par une
invalidation du récepteur aux estrogend&R o) chez la souris comme cela a été décrit par le

groupe de Bérjesson (Bérjesson et al., 2012, 2010).

La croissance des vertébres se produit par un gsased’ossification endochondrale
«asynchrone », a partir de plusieurs centres ificetson. Les centres primaires
d’ossification se forment de maniére précoce dansdrps vertébral (6:8semaine de

'embryon) alors que les centre d'ossification setares apparaissent dans les processus
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épineux et transverse (ITA) plus tard, et grandisgesqu’a la puberté (Bareggi et al., 1993;

Burbidge et al., 1995; Dias, 2007). Nous proposgus les PE accélérent la maturation du
cartilage dans les ITA et les corps vertébrauxnbDeabreuses hypothéses peuvent expliquer
I'apparent contraste entre I'élargissement de I'l@iAle raccourcissement du corps vertébral,

et leur persistance différentielle dans le temps.

Tout d’abord, di a la maturation plus précoce deldgue de croissance du cartilage
des corps vertébraux, en comparaison avec celuilTi&sles PE pourraient induire un
vieillissement précoce de la plaque de croissamsecdrps vertébraux en méme temps qu’ils
augmentent la prolifération de I'lTA. Le rachismentre pas d’autres anomalies en dehors de
la région caudale. Cela pourrait étre aussi dieadiffiérence chronologique de la croissance
vertébrale. La plague de croissance cartilaginewstere dans les vertebres thoraciques avant
les vertebres caudales et cervicales, menant #fetndédférentiel de la fenétre d’exposition.
Dans les animaux témoins, notre observation d'uifférence liée au sexe au niveau de
I'épaisseur de la plaque de croissance est endhes@c le retard de maturation classique de
cette plague de croissance des rongeurs malesgbeice retard reste controversé chez les

humains (Szpinda et al., 2013).

Deuxiemement, les effets de la vinclozoline et desestrogenes pourraient étre
reliées plus directement aux récepteurs aux estesgéER) et/ou a la capacité connue des
ligands des ER d’engendrer des réponses diffétestiedans des voies variées de
signalisation médiées par ER. Par exemple, ladadivation de la région AF-1 dans &fRst
capable de recruter des corépresseurs au lieuadgivaieurs dans le cartilage des rongeurs
(Borjesson et al., 2012, 2010). La vinclozolinelest xenestrogénes pourraient mener a ce
recrutement différentiel. Ce mécanisme serait dé@eindu pool disponible de cofacteurs
dans une sous-population donnée de chondrocyteableade varier pendant la maturation du
cartilage de I'ITA et de la plague de croissancecdips vertébral. L'impact différentiel des
expositions pourrait aussi étre dépendant d'unettfende temps, relié a I'apparition
chronologique des différentes voies de signalisatite ER dans les chondrocytes en
développement (E&B, GPR30, ER associé a la cavéoline avec implicademp38) (Boyan
and Schwartz, 2004, Sylvia et al., 2000).

En plus des effets estrogéniques de la génistéide 8PA, la vinclozoline pourrait

combiner son propre effet estrogénique avec I'effgi-androgénique de son métabolite M2.
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ERa, ERB, et le récepteur aux androgenes (AR) sont plusigdoroment exprimés dans la
zone proliférative que dans la zone hypertrophi(h@%o vs 40%) et leur expression est
constante (Nilsson et al., 2003). La capacité désdn spécifigue de l'estradiol a la
membrane, incluant le récepteur GPR30, est prélsarst les chondrocytes hypertrophiques et
I'expression de GPR30 diminue au cours de la pakl€hagin and Savendahl, 2007; Sylvia
et al., 1998). Ainsi, I'effet sur la zone hyperthigue qui disparait chez les femelles adultes
de la génération F1, a J110, pourrait étre liécatagorie de ER lié a membrane plutét qu’aux
ER nucléaires (figures 28A, 29A).
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Deuxieme Partie, Résultats in vitro (1) : Effets
des PE sur un modele d’'induction

chondrogénique

|. RESULTATS

1. Effets de G, V et sur I'induction chondrogéniqueprécoce dans le modele
C1.

Pour explorer les effets des perturbateurs endeasnsur la chondrogenésevitro,
nous avons utilisé la dynamique de différenciattbondrogénique précoce observable dans
le modeéle de cellules murines pluripotentes Clpi&sence de Dexaméthasone (DEX) et en
milieu sans sérum, ces cellules s’engagent damsiéade différenciation chondrogénique de
facon exclusive. Ces conditions expérimentales p#emt de s’affranchir de nombreux
facteurs que I'on trouve dans les milieux chondnigées « classiques » (sérum, mélange
insulin-transferrine-selenium, facteurs de croissanet d'éviter des interférences qui

pourraient en découler pour déterminer 'effet B&s

Protocoles événementielsi modéle C1.

Le modéle C1 tel gu'il a été défini par les auseest représenté tableau 4.
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1. Acquisition . Sans .
= de la compétence DEX
Agrégats | + DEXAMETHASONE [10'M]
DMEM 10% SVF DMEM 0% SVF

Chondrogéniques
(Safranine: Glycanes +)

o e
J22

J32

Amplification Induction et Marqueurs ‘

&
J1

J-10 J-3 Jo 8

Tableau 4Les différentes étapes de l'induction chondrogénique ahs le modéle C (Cellules
mésoblastiques multipotentes dérivées d’'un caracinembryonnaire murin immortalis@,ockel

et al., 2004; Poliard et al., 1999) e protocole détaillé est décrit dans les méthoBendant
phase de compétence (J-10 a JO), les cellules fordes agrégats ecquiérent la capacité a
différencier. La phase de mretement (JO & J30) en présence de dexaméthasBXg @Den miliel
sans sérum, correspond a une augmentation brugdlexpression de Sox9 par les cellufmss

par l'acquisition du phénotype chondrocytaire (CO&R2agrécane). Ces protéines matricielles
encore immatures sont secrétées mais ne s’assdrpbkedans le milieu extracellulaire avant J18-
J22 comme le montre la coloration safranine, sigiee la présence de protéoglyce
néosynthétisés. Cette expression augmente ensuifenetion du temps, evient péricellulair
(J22332) et peut méme se calcifier apres J32. Les PEtérajoutés ou pas a JO ainsi qu'a ch
changement de milieu jusqu’a J32. Les ARN totaule®iprotéines ont été extraits des agréc
des temps différents entre JO et J32 en prenannear@férence les extraits d’agrégats a J-3.

Dans un premier temps, nous avons étudié les effetéa génistéine (G), de la
vinclozoline (V) et de son métabolite M2 sur lesapds successives de différenciation
chondrogénique, apres l'induction DEX-dépendanteatgégats C1 : expression de SOX9 de
COL2, d’'agrécane, et de COL10 (Tableau 5). Dansleuxieme temps nous avons centré
notre étude sur les effets du meétabolite M2, les pactif des effecteurs étudiés, sur
I'expression différentielle des deux isoformes diagéne 2, COL2A et COL2B.
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PE . |
¢ T I 1
Agrégats + DEXAMETHASONE [10-7M]
DMEM 10% SVF | DMEM 0% SVF
|
J-10 Jo 132
Compétence L] : t
(agrégabilité) Induction
ASOX9) | phénotype et
Maturation
MCOL2A
A COL2B
AAgrécane =
Hypertrophie
ACOL10

Tableau 5Protocole expérimental des effets des I. Les PE ont été ajoutés aux cellul
des temps différents de facon a étudier leurs sffettrois phases success di
différenciation sur les marqueurs : Sox9, COL2A 2B, Agrécane, COL10.

2. Les PE n’ont pas d’effet sur 'augmentation de'éxpression de Sox9

induite par la DEX.

Les doses des PE ont été choisies en fonction utealinité théorique pour les
récepteurs des hormones stéroides, cibles estmntikds molécules étudiées. Nous avons
aussi repris des données antérieures du laborapoinmontraient que I'estradiol était actif a
[108M] sur des chondrocytes en culture. La génistéitmmté100 fois moins affine que
I'estradiol pour les RE, nous avons fixé les dodexploration de [10M] & [10°M]. Par
souci d’homogénéité, la dose exploratoire de virmlioe et de M2 a été fixée a la méme
valeur.

L’induction chondrogénique se caractérise par giaantation d'un facteur 2 de
I'expression de Sox9 dans les 48h qui suivent li@apon de sérum et I'addition de
dexaméthasone. Comme le montre la figure 30A, itemd de M2, quelle que soit la
concentration, ne modifie pas ce profil d’expressiau niveau protéique (Figure 30B), Sox9
se caractérise par un signal de poids moléculRik) @pparent d’environ 61 kDa, similaire
au signal observé a partir de chondrocytes de sauriculture primaire. Avant induction
chondrogénique a J-3, deux signaux sont fortem&ptireés, respectivement a un PM
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apparent de 61 kDA (SOX9) et 99 Kda (SOX6). A Ikdression de SOX6 est a la limite de
la détection alors que SOX9 est bien exprimé. Litamld ou non de M2 ne modifie pas ce

signal. En présence d’'un antagoniste des glucecoats, la Mifépristone, I'expression de

SOX9 diminue d’environ 30%, en absence et en pogsde M2 (Figure 30C). Ces données
confirment le caractere DEX-dépendant de [linductichondrogénique et montrent

I'inactivité de M2 sur ce processus. Des donnéeslaires ont été obtenues avec G et V a
[10°°M].

B C1 cell line
3 dd s M2
i S S
Lo vy B Py
=l PSS i
A 010"M|
r BE10%M )
B 2.5 cY M2 B10'M SOX8 - .
Bipt
s 10°M
= B 2.0 sl
E $ * * Actin -
Z = . =
& %45 Teuzal 9
£E 3 I
o = |
X EB4q0 c cy
S 2 20 B Mifepristone (10°°M)
n = W M2 (10-9M)
| LL g - 0 M2 + Mifepristone
w0 3 4 g';‘j 5 o -
Z3 & - =~
§ o W
o £ 4 H
s
0.0 A - - -
1 2 3 i
Time (d)

Figure 30 Effets du M2 sur I'expression de SOX9 apres induction chondrgénique de
cellules C1 Les agrégats de cellules C1 ont été incubés ouemoprésence ddose
différentes de M2 de JO a J4. Les ARN totaux eptegdines ont été extraits a J1, J2, .
J4 et comparés aux agrégats de J-3 pris commeméi€intra-assayd. Quantification
des ARNm de SOX9 par g-RT-PCR*= p<0.05 / d-3, n=4. Donnéesprésentatives de
expériences séparédd. Expression de la protéine SOX9 par western blptdans é«
agrégats de J4, traitées ou non par M2 a dosegatifes. En haut expression de SOX9
ligne 1: extrait protéique de chondrocytes de isoen culture pour l'identification d
signal de SOX9 de souris ; ligne 2 : agrégats g legBes 3-7 : agrégats traités avec M2
ligne 8 : agrégats contréles; ligne Marqueur de poids moléculaire. En bas, expresk
'actine comme contrble de dépd€C. Effets d'un inhibiteur du récepteur aux
glucocorticoides, la mifépristone, sur les transct$ de SOX9dans les agrégats traités
non par [10M] de M2. *= p<0.05 / contrble, n= 3. Données repmésves de
expériences séparées.
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3. Effets des PE sur les marqueurs phénotypiques slagrégats

chondrogéniques DEX-induits.
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Figure 31 Expression des transcrits de marqueurs chondrogéues (A,B,C) et non
chondrogénique (D) en fonction du temps, dans lesg@gats DEX-induits et en conditions
basales sans effecteurd.es agrégats sont mis en culture comme décrit datbode. A JO, ils sont
mis en milieu chondrogénique «sans sérum et avex [R0'M] ». Les agrégats sont ensuite
maintenus en culture a 37°C en normoxie avec 10% C® milieu est changé tous les 3 jours. A
chaque temps indiqué sur la figure, les ARN totsant extraits des agrégats et analysés par qRT-PCR
pour les marqueurs phénotypiques, chacun étanbriEpg I'expression de [g2-microglobuline, prise
comme marqueur interne. Chaque barre représem@yanne + SEM de 3 expériences différentes,
chacune ayant été réalisée en triplic#e.Expression de I'agrécane Aucune expression n’étant
détectée dans les premiers jours de culture (NB)dnnées observées a J32 sont prises comme
référence = 100. Les jours intermédiaires sont @mr gent de J32B. Expression deCOL2al.
L'expression de trancrits deOL2a1a J-3 est prise comme référence et les autres teompE&xprimeés

en niveau d’'induction par rapport & JE&3.Expression des transcrits d€ol10al. Le processus est le
méme que poutol2al en A.D. Expression des transcrits d€olla?2. Le processus est le méme que

pourCol10al en B.
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Nous avons ensuite étudié les effets de G, V et M2 I'expression des transcrits des
principaux marqueurs phénotypiques : marqueurs driogéniques (agrécane, COL2 et
COL10) ; marqueurs de dédifféerenciation non spgedi (COL1), marqueurs adipogéniques
(AP2, PPAR), et marqueurs ostéoblastiques (Runx2, Ostéoeglcin

Comme attendu dans ce modéle d’induction chondiqgén I'expression des transcrits
d’Agrécane n’est détectable qu’a partir de J10 -etEugmente ensuite régulierement jusqu’a
J32 (Figure 31A). En revanche la cinétique d’exgimes d’ARNmM de COL2 commence par
décroitre de J-3 & J1, elle est minime a J3-J4gugmente et atteint un maximum entre J18-
J22 et reste en plateau jusqu’'a J32 (Figure 31B% dligonucléotides utilisés en PCR
quantitative, ne départagent pas les deux isofqr@s.2A et COL2B, qui seront analysées
par PCR semi-quantitative plus loin. L’expressiom @OL10, marqueur de maturation
chondrogénique et d’hypertrophie des chondrocytest pas significativement mesurable a
J32. Les marqueurs de dédifférenciation sont anéel de la détection et ne varient pas.
Seule 'expression de COLL1 est représentée par dewsmplification.

L’étape suivante été d’étudier I'effet de I'additide G, V et M2 sur ces mémes parametres.

L’addition des PE ne modifie pas I'expression dégmne, ni de COL10, alors qu’une
augmentation faible mais significative de COL2 ebservée avec chacun des PE a J18
comme indiqué sur la figure 32B. Cette augmentatiest plus observée a J32. Des
expeériences realisées a des temps intermédiairegenbun effet stimulant fluctuant entre J8
et J18, mais la dispersion des données d’'une exméria I'autre ne permet pas une bonne
reproductibilité (données non montrées).

Les PE n'ont en revanche aucun effet sur les neamgunon spécifiques. Seule
I'expression de COL1 est représentée figure 32[3.Bsultats similaires ont été obtenus avec
Runx2, ostéocalcine, AP2 et PPAR
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Figure 32 Effets de G, V et M2 a [16M] sur I'expression des marqueurs phénotypiques des
agrégats DEX-induits. Les agrégats sont mis en culture comme décrit tharigure précédente.
Chaque effecteur est ajouté dans le milieu chorigioge a JO puis a chaque changement de milieu.
A chaque temps indiqué les ARN totaux sont étéaéstrdes agrégats et analysés par qRT-PCR
comme dans la figure précédente. Chaque barreseqee la moyenne + SEM de 3 expériences
différentes A. Effets des PE sur I'expression d’agrécanénalyse a J-3, J4, J18 et JBEffets des

PE sur I'expression de COL2.Analyse a J-3, J4, J18 et J32<0. 05 / DMSO C. Effets des PE

sur I'expression de COL10.Analyse a J-3, J4, J22 et J32. Effets des PE sur I'expression de
COL1. Analyse a J-3, J12, J22, J28.

Nous avons émis I'hypothése que les PE pouvaierlifieola cinétique de maturation de
COL2 et I'expression différentielle de COL2A immediet COL2B mature.
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4. Etude de I'expression différentielle de COL2A etle COL2B dans les

agrégats en fonction du temps de culture.
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Figure 33 Expression des ARNm des isoformi COL2A et COL2B au cours de l'inductior
chondrogénique DEX-dépendante des agrégats CAnalyse par RT-PCR semuantitative de
transcrits COL2A et COL2B en fonction du temps dassconditiondasales. Les agrégats C1 :
mis en culture selon la technique décrite dans od&th A JO, les agrégats sont incubés da
milieu sans sérum auquel on ajoute de la dexaméthasos@\RMN totaux sont extraits a des tel
successifs de J1 a J20. Pour différencier I'expasdes isoformes proCOL2A et proC2RB,
'amplification se fait en présence d’amorces ciesisle maniere a délimiter et amplifier la pi
du géne qui nous intéresse, a savoir I'exanséns 5° CGCTGGTGCTGCTGAC 3’ et antis
5'CCTTTCTGCCCCTTTGG 3'. Les amorces fia-microglobuline sont utilisées comme cont
interne : sens 5’GGTCGCTTCAGTCGTCAG 3 et antis@sGTTCGGCTTCCCATTCTC 3t
taille 142 bp. Aprés migration sur gel d'agaross, signaux COL2A et de COL2@23 et 22
paires de bases, respectivement) ainsi que lelfigraicroglobuline sont révélés par illuminat
aux UV (panneau du haut). A chaque temps étudigenaitométrie de chaque signal COL&#Ad«
chaque signal COL2B est rapportée a la mesure tderérique de la bande @@2-uGlobuline
correspondante puis exprimée en pourcentage ebnéppa J-3 et mis sous forme giaphiqu
(panneau du bas). Cette figure est représentagiyiud de 5 expériences séparées.

La protéine COL2 est codée par le gé&d@2al qui subit un épissage alternatif,
donnant naissance a deux isoformes, le collagener#ature et le collagene 2B mature.
Pour étudier I'expression différentielle des dewoformes, nous avons utilisé des
oligonucléotides encadrant I'exon 2 et analysé @®duits d’amplification aprés
électrophorese (Figure 33). Dans les conditionsalbasde culture sans effecteurs, les
transcrits de COL2A diminuent progressivement aursau temps alors que I'expression de
COL2B augmente, avec un switch COL2A / COL2B siteétre J6 et J10. Apres J18 les
transcrits de COL2B sont majoritaires et représgntenviron % de I'expression
COL2A+COL2B.
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Au niveau protéique, l'utilisation d’'un anticorpdgrigé spécifiguement contre le
propeptide N-terminal de COL2A permet d’analysexpression spécifique de cet isoformes
alors que l'anticorps classique anti COL2, dirigétee la triple hélice est commun aux deux
isoformes. L'analyse de COL2A par western blot mstsentée plus loin pour I'étude des
effets de M2. L’analyse morphologique des agrégats ICC n’est pas quantitative mais
permet toutefois de confirmer la diminution progiree de COL2A au cours du temps dans

les conditions basales.

Figure 34 Localisation de COL2A par immunocytochimie (ICC) dans les agrégat Dex-
induits entre J10 et J18.Les agrégats mis en culture dans les conditionalémsont éf
recueillis a des temps différents, fixés et inaass la paraffine selon la technique décrite
les méthodes. Le marquage est réalisé sur des coepesnitrons, en présence d'un antic
anti-COL2A spécifiguement dirigé contre le propdetiNterminal de COL2A (fluorescen
verte), et d’'un anticorps anti-COL2 dirigé contaetdiple hélice commune aux deux isofoeme
(fluorescence rouge). Chaque photo représente tgentes deux signauR. Exemple d'un
agrégat a J10 avec marquage au Dapi pour la coloian des noyaux. B,C,D. Agrégat a
J12. E. Agrégat a J18 (E).

La figure 34 montre que la protéine COL2A est mitgoement exprimée autour des cellules
jusqu’a J18 (Figure 34A). Les zones périphériques algrégats sont positives pour I'anti-
COL2A spécifique seul (fluorescence verte) alore glus on va vers le centre des agrégats
plus on observe des clusters de double marquag€@h2A/ anti-COL2A+B (orange). Pour
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un méme agrégat plusieurs centres de maturatidoreent simultanément (Fig 34 B, C, D,
E). Apres J20, les zones de marquage COL2A diminaanprofit des zones de double
marquage orange (Figure 35A, B) et de marquageugsixeiment rouge (Figure 35D). Ces

données sont donc bien en faveur d’'une dispanirogressive de COL2A au cours du temps.

Figure 35 Localisation de COL2A par ICC dans les agrégats DE-induits entre J22
et J32.Les agrégats sont traités de la méme facon que lddigure précédente, a .

(A), J25 (B,C) et J32 (D).

5. Etude des effets de M2 sur I'expression de COL2é&t COL2B .

Le métabolite M2 étant le plus actif des troisceféurs étudiés, nous avons centré
notre étude sur les effets de ce métabolite supiassion de COL2A et COL2B. Un effet-
dose de M2 a été effectué a J12 et J22. Les résatiat représentés sur la figure 36.
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Figure 36 Effet de I'addition de M2 sur I'expression de COL2A et COLZ2E. Les agrégats sc
incubés ou non avec M2 de JO a J20, aux concemtsaitdiquées sur le graphees ARN totaux ol
été extraits et analysés au niveau ARNm et protéiyuEffet dose de I'addition de M2 & J12La
guantification des ARNm a été réalisée par RT-PERigjuantitative, commeécrit dans la figul
30. Chaque colonne représente la moyenne + $EMvaleurs obtenues a partir de 3 expérit
séparées, chaque expérience étant réalisée eicatdépB. Analyse dela protéine COL2A par
western blot Des extraits protéiques ont été extraits a JI228 partir d'agrégats témoins (DM!
ou traités avec M2 [1M] et analysés par western blot avec un anticopgzifique de CORA,
dirigé contre I'extrémité N terminal du peptide. Comparaison avec la migration deéjrex
extraites de chondrocytes de souris en culture®&lpassage (contrble positif). L'actine est util
comme contrble de dépotC. Représentation graphique du r@port des transcrits de
COL2B/COL2A &4 J12

En présence de M2, le taux d’ARNmM de COL2A estnaergé alors que celui de
COL2B n’est pas modifié (Figure 36A). L’effet stilant de M2 sur les transcrits de COL2A

est faible mais significatif par rapport au congtdl est dose-dépendant avec un maximum a

[10°M] (facteur x2). En revanche aucune modificatiogngicative de I'expression de
COL2B n’est observée en présence de M2 quelle gjuéasdose utilisée. Le rapport COL2B/
COL2A (Figure 36C) signe donc le degré de matunatie COL2 a un temps donné et sera
utilisé dans la suite du travail pour analyser glnement les effets de M2 en fonction du

temps.

L’'analyse par western blot de la protéine COL2/&(iFe 36B) montre que le trimére
de COL2A est exprimé a J12 et J22, & un PM appdtenviron 300 kDA, similaire a celui
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de COL2A exprimé par les chondrocytes en cultur@8fipassage (COL2A positives). La
densité des signaux observés a J12 et J22, rappart@ densité des signaux d’actine
correspondants, est deux fois plus intense quadeaux controles (DMSO).

Bien que semi-quantitatives, ces données sorawauf d’'un effet stimulant de M2 sur
la quantité de COL2A présent dans les agrégatgyésagt que M2 pourrait retarder la
maturation de I'expression de collagéne de type 2.

L’'analyse par ICC a été realisée sur deux fen@estemps, J18-J20 et J22-J25, en
comptant une série de 100 agrégats dans chaquecedpaemps. Les images de la figure 37
sont représentatives de cette étude et montreat achaque temps étudié, le réseau COL2A
seul (vert) est plus largement présent dans le&gatg traités avec M2 que dans les contrdles.

J18-J20 J22-J25
y

Figure 37 Effet du M2 sur I'expression de COL2A dans les agigats DEX-induits au cours du
temps.Les agrégats controles (A,B,E) ou traités aved MZPM)] (C,D,F) sont analysés par ICC avec
les mémes anticorps que la figures 33. Les noyant solorés au Dapi. Les images sont
représentatives de deux séries de 100 agrégatgsaesl: entre J18 et J20 (A,B,C,D) et entre J22 et
J25 (E,F).

Un comptage du marquage des agrégats a été 2 et J36 sur deux séries de 100 agregats
dans chaque condition (tableau 6). Le processubfiéeenciation et de maturation de COL2
est visualisé sur le nombre d’agrégats marquésisdesnombre total d’agrégats comptés et
sur le marquage relatif de COL2A versus COL2A+Btr&n22 et J32 on passe de 50% a
10% d’agrégats négatifs pour les contrbles commar pes traités, ce qui confirme la

progression majeure du processus de différenciaiomiveau protéique a cette période.
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L’addition de M2 induit une augmentation de I'exgs®n de COL2A de presque 3 fois (28%
vs 10%) par rapport aux controles. Cet effet esenl® a J22 mais a disparu a J36 : aucune
différence n’est observée entre les controlessetréatés avec 2% a 4% d’agrégats marqués en
vert et 80% a 83% marqueés avec les deux antichrpfet de M2 est donc transitoire et

semble bien agir sur la vitesse de maturation tageme 2.

Agrégats J22 J36
Ctl (%) | M2 (%) | Ctl (%) | M2 (%)
Non marqués 5148 4916 13+ 3 815
Anti COL2A 10+7 28+8 442 2
(vert)
Anti COL2A+B) | 3948 2318 8315 80+6
(orange et rouge)

Tableau 6Comptage des agrégats spécifiguement marqués avamticorps anti-COL2A a J22 et

J36. Des coupes d’ICC d’agrégats a J22 et J36 somys#es par comptage de deux champs de 100
agrégats pour chaque condition. Les nombres d’atgémpn marqués, marqués seulement en vert et
marqués en orange et rouge sont rapportés au ndwtated’agrégats par champs. Pas d’analyse

statistique (n=2)

6. Effet de I'hypoxie sur la vitesse d’induction chndrogénique dex-induite

et sur les effets de M2.

Pour vérifier 'hypothese d’une modification dedmétique de maturation de COL2
par les PE, nous avons fait varier la vitesse deira@on chondrogénique des agrégats en les
exposant a des conditions hypoxiques £d®) par comparaison avec les conditions
habituelles de culture en normoxie @@1%). L’hypoxie, plus proche des conditions
physiologiques de chondrogenése vivo (gradient de p® < 10%), devrait accélérer le

processus de maturation chondrogéniguétro.

C’est ce qui est observeé figure 38A et B.
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Figure 38 Réle de I'hypoxie sur I'expression des ARNm de COLR et COL2B par les agrégats
Dex-induits dans la voie chondrogénique. A. Cinétige de COL2A et COL2B en fonction du
temps de culture (J1-J25) A JO les agrégats sont mis en culture selondhnique décrite dans
méthodes, soit en normoxie (pO21%) (panneau du haut), soit en hypoxie.p0%) (panneau du
bas). Les ARN totaux sont extraits & des tempsessifs de J1 a J25 et analysés pour COL2A et
COL2B par RT-PCR semi-quantitative comme décritsdanfig 30. Pour chaque expérience, chaque
signal est rapporté a J-3 et représente la moydeng échantillons similaires. Chaque signal des
graphiques ci-dessus représente la moyenne + SEM @lgériences séparéds. Représentation
graphique de la cinétique d’expression du rapport ©L2B/COL2A en fonction du temps en
normoxie et en hypoxie.

En normoxie, I'expression des transcrits de COleaAmajoritaire entre J1 et J6 puis
diminue lentement jusqu’a J20-J25. COL2B, minomaient exprimé a entre J1 et J6-J8,
devient majoritaire a partir de J14 et maximum @&J25. L'hypoxie, accélére le processus de
diminution de COL2A et d’augmentation concomitadee COL2B. Le « switch » entre les
deux isoformes passe de J8 -J12 en normoxie a é8-A%poxie. Le rapport COL2B/COL2A
(Figure 38B) est maximum des J6-J8 en hypoxie atprd faut attendre J18-J20 en

normoxie.

Les effets de I'addition de M2 [TM] sont représentés sur la figure 39A et B.

125



Auxiétre Thuy-Anh - Thése de doctorat - 2013

A . M2 NORMOXIA
101 0 Ctl
T ' 1 DMSO
3 " M2 10 SM
<
=
E
< °] +
ﬁ -
: i i h
o™
o -
S lomh i
3 1 2 3 8 10 12 14 16 18 20 25
Time (d)
B M2 [ octl HYPOXIA
» DMSO
10 ® M2 10-M -
g -
< I [
< ) )
(é -
<’ a F
] )
o
(3]
o)
8 o H I I
0
3 1 2 3 4 5 6 8 10 12 14 16 18 20 25
Time (d)

Figure 39 Effets du M2 sur le rapport COL2B/COL2A en normoxie (A) et en hypoxie (B) Les
agrégats ont été préparés comme décrits dansue figécédente, traités ou non par M2NIDde JO

a J25 et divisés en deux lots, I'un a,pQ1% (normoxie) et I'autre a p© 1%. A chaque temps de
culture indiqué, les transcrits de COL2A et COL2R été quantifiés par RT-PCR comme décrit ci-
dessus. Chaque barre représente la moyenne +SEMVexeériences séparées, chacune réalisée en 3
exemplaires par temps.

En normoxie, le rapport COL2B/COL2A est signifieament diminué en présence de
M2 entre J8 et J18. Dans ces conditions expérirtemtil2 n'a plus d’effet significatif a J20
et J25, suggérant un effet transitoifen revanche aucune différence n’est observée en

hypoxie entre les agrégats contrbles et les trpiggdM2, quel que soit le temps de culture.
L'accélération de la vitesse de maturation chonéinggque, accélere le processus de
maturation de COL2 et protéege les agrégats detsef@eM2 sur COL2A.
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I[I. Conclusions et discussion.

Cette partie du travail a permis de montrer quadeabolite M2 et a un moindre degré
La génistéine et la vinclozoline peuvent modulerilasse de différenciation chondrogénique,
dans le modele C1 DEX-inductible. L’intervention des PE porte exclusivement sur
I'expression du gen€ol2al et plus précisément sur lisoforme immature COL@ént
I'expression est prolongée par comparaison aveadeigats non traités, sans affecter COL2B

mature.

Le modéle de chondrogenese DEX-inductible que rewens utilisé dérive d'un
carcinome embryonnaire murin immortalisé par Pkélifli]d et al., 1999) L’induction
chondrogénique se fait par privation de sérum gbrésence de [1M] de dexaméthasone.
Schématiquement, cette induction est caractérigéeine augmentation rapide du facteur de
transcription SOX9 (J2). L'expression des marquetiendrogéniquesCpl2al et agrécane)
augmente lentement (J6-J25) puis reste en plat&32rJ36) avec apparition de COL10,
marqueur de différenciation terminale, phase pssur de I'apoptose qui ne survient pas
dans ce modela vitro.

Le géneCol2al est un marqueur chondrogénique majeur. Il estweyn marqueur du degré
de maturation cellulaire des chondrocyt€sl2al subit en effet un épissage alternatif (Ryan
and Sandell, 1990) a l'origine de I'expressioniahé d’'une protéine collagénique immature,
COL2A, qui au cours de l'induction chondrogénigumidue avec le tempsn( vitro de J8 a

J25) et est remplacée par la protéine mature COL2B.

L'addition de génistéine, de vinclozoline ou dutam®lite M2 de la vinclozoline ne
modifie pas le processus d’induction chondrogénicarel’augmentation rapide de Sox9 est

toujours observée. V, G ou M2 ne perturbent pdteténducteur de la DEX sur ce processus
(comparaison avec l'effet de la Mifépristone, uhiloiteur de I'effet de la DEX). Ces PE ne
modifiant pas non plus I'expression d’agrécanedeiCOL10, alors qu’une augmentation
faible mais significative de COL2 est observée astgacun des PE dans un temps restreint
correspondant a la maturation de COL2 (J10 a Ja2)ne indiqué sur la figure 22B. Cette
augmentation n’est plus observée a J32. Nous a&ons I'hypothese que les PE pouvaient

intervenir sur la vitessdu processus de différenciation chondrogéniquelust précisément
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sur le processus de maturation de COL2.

Le métabolite M2 étant le plus actif des troiseeféurs étudiés, nous avons centré
notre étude sur les effets de ce métabolite. Undeéfine de I'expression respective des
transcrits de COL2A et COL2B, en combinant PCR sgmaintitative et quantitative chaque
jour pendant 25 jours, a permis de montrer quegtiaentation des transcrits @»l2al par
M2 résulte de la persistance de I'expression de ZXOkans altération de I'induction de
I'expression de COL2B. La conséquence est un ra@oL2B/2A significativement plus bas
gu'en absence de M2 dans les agrégats de chondsodifférenciés. Ceci est vérifie au
niveau protéique par western blot et par immunaxtytoie a l'aide d’anticorps
spécifiguement dirigés contre I'extréemité N- teralende COL2A (exon 2).

Pour vérifier 'hypothése d’une intervention de Mar la vitesse de maturatiate
COL2, nous avons comparé les effets de M2 sur pp&a COL2B / COL2A d’agrégats mis

en Hypoxie / Normoxie. Comme attendu, la cinétigeematuration de COL2 observée en

hypoxie est significativement accélérée par conipanaavec les conditions de normoxie. On
observe une élévation des transcrits de COL2B/COU24 le 2éme jour de culture et un
maximum observé des J4-J5, donc plus de 10 jowrs it qu’en normoxie. Dans ces
conditions, I'addition de M2 n’a plus d’effet sidioatif ni sur 'expression de COL2A ni sur

le rapport COL2B/COL2A. L’hypoxie joue donc un rgbeotecteur sur les effets de M2,

comme cela a été montré dans d’autres modeles @ bkoai., 2013).

Ces donnéeis vitro sont tout a fait originales et suggerent une bbssiltération dans
les composants matriciels majeurs des agrégataniéage en cas de contact avec des PE
pendant la phase de maturation de collagéne de Zyfgen sait que certaines anomalies
génétiques du collagéne IX ou du collagene XI parsar I'épissage alternatif de leurs genes
respectifs, ont pour conséquences de fortes atiégatlu squelette (Hall, 2002). En présence
de M2 I'épissage alternatif de COL2A1 est pertuehéa pour conséquence l'existence de
cellules chondrogéniques secrétant un collagengypke 2 de mauvaise qualité (mélange
COL2A + COL2B ou exces de COL2A). Notre hypothestegeie I'excés de COL2A pourrait
entraineiin vivo des malformations mineures semblables a cellesrobss dans le syndrome
de Stickler, syndrome génétiqgue autosomique doririgna des mutations sur le géne de
COL2 (Hall, 2002)

Plusieurs questions se posent sur le plan méprast
Est-ce que l'augmentation de COL2A induite par MZrespond a une stimulation de la

transcription du géene, ou est-ce qu’il s’agit d’und@ibition de la dégradation des ARN
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messagers ? Les quelques données préliminairesuaistéDRB, Cycloheximide) sont plut6t
en faveur d’'un effet transcriptionnel indirect. Basette hypothése est-ce que M2 stimule un
enzyme de dégradation ou un inhibiteur d’inhibiteur

Le métabolite M2 fait partie des perturbateurs endens. Il s’agit d’'un anti-androgéne qui
a aussi des effets estrogéniques (Molina-Molinal.e2006). L'effet de M2 est-il estrogéno-
dépendant ? Si oui, passe t-il par le récepteug&fdbmique ou membranaire et par quelle
voie de signalisation ?

Pour répondre a ces questions le modéle C1 ale@st difficile & maitriser. D’'une
expérience a l'autre les vitesses d’induction clhogénique et de maturation cellulaire sont
reproductibles sur de larges tranches de temgstelle la phase précoce avant J4, la période
de switch entre J6-J12 et la phase mature <J2Qefbis; lors d’'une méme expérience, les
agrégats sont relativement hétérogéenes a chaques t@omné et la quantification du degré de
maturation COL2B/COL2A présente une grande vaiiabill y a donc nécessité d'utiliser de
nombreux échantillons ce qui alourdit considéralgleines expériences.

Notre étude a donc été poursuivie sur le plan mstque en utilisant un modéle de
chondrocytes en culture différenciés (pas ou peuC@d.2A) ou de-différenciés (forte
expression de COL2A).
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Troisieme partie, Résultats in vitro (2) : Effets
des PE sur un modele de chondrocytes en

culture

|. RESULTATS

1. Expression de COL2A dans le cartilagen vivo chez la souris nouveau-né
et chez I'adulte.

L’expression de COL2A dans le cartilage de soimrigivo aprés la naissance n’a pas
été étudiée. Nous avons analysé par ICC I'expresssoCOL2A dans le cartilage de souris
nouveau-née par comparaison avec des souris adudiissantes. Pour cela nous avons

utilisé un anticorps dirigé spécifiguement con&réraction N-terminale du peptide COL2A.

Anti-COLZ2A Anti-COL2A.B Merge

Figure 40. Analyse par ICC de I'expresson de COL2A dans le cartilage épiphysaire d'ur
articulation métatarso-phalangienne de souriceau &de 6 jours.Des pattes de souriceau ont
préparées pour analyse histologique et ICC dulageticomme décrit dans matériel et méthodes.
Image histologiquea faible grossissement (Grx10) d'arteil de souriceau au niveau des articulal
métatarsghalangienne et interphalangiennes aprés coloratlarsafranine. La coloration a la safra
permet de repérer les zones de cartilage de cnoissgpotéoglycanes en rouge). Le vert Lum
signale la présence de collagéne. La zone métgpauiangienne est cercléle blanc et visualisée a f
grossissement en B : Analyse par ICC. Des coupes adjacentes centrée sur la zone cerlBkam
ont été analysées par ICC a l'aide de deux anticalipgés respectivement contre la fraction N-
terminale de l'isoforme COL2A (an€OL2A = fluorescence verte) et contre la tripleid&de COL2A

B (anti-COL2A, B = fluorescence rouge) avec un cajuage (merge). 130
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Chez le souriceau, les os du pied sont en pleicegsus d’ossification endochondrale,
comme le reste du squelette. Le cartilage est sitné deux extrémités épiphysaires des
métatarses et des phalanges (zone rouge colom@esafrbnine) (Figure 40A). Le cartilage
articulaire, en surface, est en continuité averalilage de croissance sous jacent et apparait
légerement moins positif a la safranine (Figure Y0Rur I'image obtenue par ICC avec
I'anticorps anti- COL2A, une fine trame dessinestaucture péricellulaire des chondrons,
mais le signal est a la limite de la détection. rEwanche cette structure est parfaitement
positive a I'anticorps dirigé contre la triple lo&@idu collagene de type 2 (Figure 40D). Le
comarquage (Figure 40E) confirme I'expression niigive de la triple hélice. Il reste donc
tres peu de COL2A sous forme protéique au seiradilage articulaire aprés la naissance.

Anti-COL2A Anti-COL2A,B

Merge

Figure 41 Expression de COL2A dans le cartilage articulairede souris agée de plus de 1
an. Des pattes de souris ont été préparées pour analg®logique et ICC du cartilage comme la
figure précédente.A. Image histologique d'une [larticulation interphalangienne a faible
grossissement (Grx10). La coloration a la safrafineerne la zone de cartilage articulaire (rouge) a
niveau de I'épiphyse de I'os phalagien ainsi ga'&urface de I'os situé en regard de I'articulation
droite. La zone encadrée @{C,D. Analyse par ICC des cartilages articulairesa I'aide de deux
anticorps dirigés respectivement contre la fractibtterminale de l'isoforme COL2AB) (anti-
COL2A = fluorescence verte) et contre la tripleideélde COL2A, B(C) ( anti-COL2A,B =
fluorescence rouge). Le co-marquage est indiguéDgria fleche en B et D indique une zone
sélectivement positive pour COL2A. Image histologique de la zone encadrée en & fort
grossissement (Gr40). Coloration a la safranindg Auevert Lumiére, permettant de visualiser les
chondrocytes et leur noyau enchassés au seinndattace extracellulaird=,G,H. Analyse par ICC de
la zone d’intérét comme dans B, C et D. Les fledreE et H ciblent le signal anti-COL2A.
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Les images observées chez la souris adulte vigilit® sont tout autres. Les épiphyses
des os longs sont en grande partie ossifiées, rsého@ sait que la croissance des o0s persiste
toute la vie chez les souris. La figure 41A délemihe zone de cartilage (safranine positive)
située en périphérie de la téte phalangienne #éadeulation en regard. Les images d’'ICC
montrent que I'isoforme COL2A est exprimé sur tolatesurface articulaire. Le signal anti-
COLZ2A est clairement observé dans la zone de agejlalors gu'’il est absent au niveau de
I'os. Le signal obtenu avec l'anticorps anti-trigiélice est lui aussi bien visible et le co-
marquage est presque uniforme. Toutefois certainess semblent positives a I'anticorps
anti-COL2A et négatives a I'anti-COL2A,B, comme meontre la fleche dans la zone
périphériqgue basse de la téte phalangienne (FiglBeet 41D) et la zone encadrée. Pour
analyser plus finement si certaines zones du ageivieillissant sont sélectivement positives
pour I'anticorps anti-COL2A, nous avons étudiédae encadrée a plus fort grossissement.

La figure 41F montre que le signal anti-COL2A desshettement le pourtour des
chondrocytes (fleches). L’anticorps anti-triple ibéldu COL2 semble recouvrir la méme
surface (Figure 41G). Toutefois sur la figure 4XHce-marquage, on distingue nettement la
persistance d'un signal vert a lintérieur du signeange. Ce signal protéique dessine le
contour des chondrocytes sans qu’on puisse préikest intra- ou operi-cellulaire.

En conclusion, I'expression de COL2A est signifiatdans le cartilage de souris
vieillissante alors que dans le cartilage épiphgsde souriceaux cette expression est a la
limite de détection.

2. Expression de COL2A dans les chondrocytes en twle extraits de

cartilage de souriceaux.

Le modéle de culture de chondrocytes utilisé paoudiér les effets des PE utilise les
chondrocytes extraits de cartilage épiphysaire daririceaux en culture primaire
(chondrocytes différenciés) ou aprés passages ssifs;eavec ou sans bFGF (chondrocytes
dédifférenciés).

L’expression des isoformes COL2A et COL2B a ét&isuau niveau transcriptionnel par
PCR semi quantitative. La figure 42 confirme I'albse de détection de l'isoforme COL2A

dans le cartilage épiphysaire de souriceauwivo alors que les transcrits de l'isoforme
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COL2B sont largement exprimés. En revanche, danshendrocytes en culture, I'expression
des transcrits de COL2A est observée quel qudesaitade de différenciation. Ce signal est

d’intensité plus faible que le signal COL2B darsdbondrocytes PO et P3 sans effecteur.

IN VIVO IN VITRO
mouse cultured mouse chondrocytes
cartilage d3, 24h |
|serum-free culture medium |
PO P3
___COL2A — - — 300bp
— COL2B — — 100bp
= Ilnterf\sahlﬂgn!ro 1) = =

Figure 42 Comparaison de I'expression des transcrits de COL2&t COL2B dans le cartilage d
sourisin vivo et dans les chondrocytes extraits du cartilage @tis en culture.Les ARN totauxde
cartilage épiphysaire de souriceatde chondrocytes extraits de cartilage et misuttare primair
et analysés pour I'expression de COL2A et de COp2BRT-PCR semijuantitative comme déc
dans méthodes. Dans chaque cas I'expression dudjatérét est rapportée a I'expressiontuia:
microglobuline BMG) pris comme référence interne. Les signaux olésedans le cartilage vivo
sont comparés a ceux observés a partir de chortdeogn culture primaire (PO) et en cul
secondaire (P3). L'analyse été réalisée® jour de citure, aprés 24h d’'incubation sans séi
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Figure 43Effet du serum sur I'expression de COL2A et COL2B dans les chondwytes en culture
primaire en PO. Les ARN totaux sont extraits de chondrocytes @tue PO toutes les 24h d8 ¢

J5, en absence ou présence de sérum comme indigleéfggure. L'expression des ARN messagers

de COL2A et de COL2B est analysée comme dansUiagfigrécédente. Chaque barre est la moy
+ SEM de trois échantillons rapportées au tauxraestritsde COL2A mesuré a J3, arbitrairen
évalué a 100. * : p<0,05/J3; **: p<0,01/J33n

Le sérum est I'un des éléments majeurs a l'origm@rocessus de dédifféerenciation cellulaire
des chondrocytes en culture. La figure 43 illuste effets sur I'expression de COL2A.

La privation de sérum induit une diminution pragiee des ARNm de COL2A en
fonction du temps avec un taux diminué de 50% a @4t’environ 75%-80% a 48h. En
revanche, le taux d’ARNmM de COL2B reste constané8h en accord avec la longue demi-
vie de ce transcrit. Il est intéressant de constgtee l'addition de sérum induit une
augmentation des transcrits de COL2A, en fonctiedadconcentration de sérum, alors que
les transcrits de COL2B ne sont pas modifiés.

Ces données confirment que plus le degré de déshit@ation est grand plus I'expression de
COLZ2A est importante et montrent que cette expoassst modulée par I'addition de sérum.

Quels sont les effets des PE ?

134



Auxiétre Thuy-Anh - Thése de doctorat - 2013

3. L'expression de COL2A des chondrocytes en PO sEpas modifiée par

les Perturbateurs Endocriniens (PE).

L’addition des PE a été faite a J3 en absencerdenséa diminution progressive du taux
d’ARNm de COL2A, observée en absence de sérumedtedteurs, devient significative a
24h (50% / temps 0) et n’est pas modifiée par i@old de M2 seul ou en combinaison avec
G & forte dose [18M]. L’addition des PE ne modifie pas non plus I'esgsion de COL2B
qui reste stable sur 24h (Figure 44A).
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Figure 44 Effets de M2 seul ou combiné a G et /ou BPA sur kpression de COL2A e de COL2E

par les chondrocytes en culture primaire POLes chondrocytes en culture primaire $20t privés ¢
sérum a J3 et incubés ou non avec les PE a diféreoses et pendant des temps différents.
L'expression des transcrits de COL2A (haut) et CBI(Bas) est analysée par PCR sgumémntitative

A. Effets de M2 [10°M] seul ou combiné a génistéine (G) [1M] sur la cinétique d’expression de
transcrits en fonction du temps de 3h a 24h. B. Et-dose de M2 & 24h C. Effet de M2 «
combinaison avec génistéine (M2+G) ou bisphénol AMR+BPA) a 24h aprés 15 gurs de
traitement continu. Chaque barre correspond a la moyenne +SEM deh8néltons. Les figures
proviennent de 3 expériences séparées. **= p<@eddips O.
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On sait que les PE peuvent avoir des effets ogpssi&ant la dose utilisée. Nous
avons réalisé une étude en fonction de la doshalgue PE. Aucun effet n'a été observé quel
que soit I'effecteur. Seules les données obseméms M2 sont présentées figure 44B.

Enfin, nous nous sommes demandé si le temps dséigpoaux PE pouvait intervenir.
Les chondrocytes ont été traités par les PE &NtlOpendant 15 jours. Aucun effet sur
I'expression des transcrits de COL2A ou de COL28shobservé (figure 44C) ni avec M2

seul ni en combinaison avec la génistéine (M2+Gedusphénol A (M2+BPA).

4. L’expression de COL2A des chondrocytes en PO esbdulée par le
bFGF.

Il a été montré dans d’autres modéles de chondescgh culture que I'expression de
COL2A est modulée par des facteurs de croissanteneole TGB et la BMP2 (Valcourt et
al., 2003; Zhu et al., 1999). Le bFGF est considéotnme un facteur majeur de
dédifférenciation des chondrocytiesvitro. Nous avons étudié ses effets, seul ou associé aux
PE, sur I'expression de COL2A.

La Figure 45A montre que [l'addition de bFGF aux mdhocytes augmente
significativement le taux d’ARNm d’un facteur altade 1,5 a 2 par rapport a TO, et d'un
facteur 3 par rapport a I'expression de COL2A emditions basales. L'expression de COL2B

est peu ou pas modifiée. Ces données sont proeheallds observées en présence de sérum.
Lorsque les PE sont ajoutés au bFGF, aucun effgiémentaire n’est observé que ce

soit avec M2 seul, ou avec génistéine (M2+G) (FegiB) ou avec le bisphénol A (M2+BPA)

(non montreé).
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Figure 45 Effet du bFGF seul ou en combinaison avec des PE, surxpression de COL2A €
COL2B par les chondrocytes POLes chondrocytes en culture primaire &t privés de sért
a J3 et incubés ou non avec bFGF seul a 10 ng/nenocombinaison avec les PE aa\;
pendant variant de 3h a 24h. L’expression des ¢ragsde COL2A(haut) et COL2B (bas) ¢
analysée par PCR sempirantitative. Chaque barre correspond a la moyexBiEM de
échantillons.A. effets du bFGF seul.*: p<0,05; **: p<0,01; bFGF/ son contréle, n=48
Effets des combinaisons bFGF +M2 et bFGF +M2 +GértiEine. p<0,05; **: p<0,01
traitement/ controle, n=8.

5. L’augmentation de COL2A par le bFGF est en part transcriptionnelle,
indirecte et implique la protéine d’épissage TIA-1.

Les mécanismes de régulation de I'expression desdrits de COL2A par les facteurs de
croissance n'ont pas été établis et les facteursegulent I'épissage du ge@»l2al ne sont

pas connus.
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Nous avons voulu savoir si 'augmentation des tratssde COL2A par le bFGF était ou

non d’origine transcriptionnelle et /ou dépenddnhd néosynthése protéique.
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Figure 46. Effets d'un inhibiteur de la transcription (DRB) et d'un inhibiteur de la
traduction (CHX) sur I'expression de COL2A et COL2B sur les chondrocytes PO traités ou hon
par le bFGF £ PE. Les chondrocytes en culture primaire PO sont prileésérum a J3 et incubés ou
non pendant 24h avec le DRB ou la cycloheximideXTeh présence ou absence de bFGF ou de PE
seuls ou en combinaison. L'expression des trassdatCOL2A (haut) et COL2B (bas) est analysée
par PCR semi-quantitative comme décrit précédemn@haque barre correspond a la moyenne
+SEM de 3 échantillon®\. Chondrocytes incubés avec bFGF seul, bFGF avec2Wu bFGF avec
M2+G. B. Chondrocytes en conditions basales ou avec PEtatistigues COL2A : **p< 0,01 :
bFGF/ Ctl ; 8 p<0,01 : DRB ou CHX / effecteurs seuCOL2B: **p< 0,01 CHX/ effecteurs seuls.
n=6

La figure 46A (panneau du haut) montre que I'augatérn des transcrits COL2A sous
bFGF est partiellement diminuée (-20%, -40%) soBB[2t effondrée en présence de CHX
(retour aux valeurs contrdles). L'addition des REmmodifie pas I'effet du bFGF seul. Ces
données suggéerent que COL2A est au moins en pagelé par le bFGF de fagon
transcriptionnelle et qu’une protéine intermédiaisé impliquée.

Par comparaison, dans les conditions de base avears PE I'addition de DRB ou de
CHX ne modifie pas le taux de transcrits de COLE&re 46B, panneau du haut).

Comme attendu, lI'expression de COL2B (Figure 46ABetpanneaux du bas) est
essentiellement sous contréle d’'une néosynthésetigue que ce soit en absence ou en

présence de bFGF, en relation avec le réle majeuacteur de transcription SOX9 sur la
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transcription du gen€ol2al. Dans nos conditions expérimentales, le bFGF ineult pas
les facteurs de transcription Sox9, Sox5 et Soxédiateurs majeur de I'expression du
collagéne 2 (données non montrées).

Les expériences de cinétique de I'expression deZ2(ious DRB, montrent que la demi-
vie des ARNm de COL2A est supérieure a 72h et rpest modifiée par le bFGF. Ceci
suggere que l'augmentation des ARNm de COL2A imdyér le bFGF ne résulte pas
majoritairement d’une inhibition de la dégradatibas demi-vies de COL2A en absence et en

présence de bFGF sont représentées sur la figured€ssous.
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Figure 47 Représentation des demwies de COL2A en conditions basales et
présence de bFGF dans les chondrocytes en.R@s chondrocytes sont privés de séad8
puis incubés pendant 30h avec du DRB, en présencron de bFGFL’expression de
transcrits de COL2A est analysée par PCR spmantitative comme décrit précédemn
Chaque point représente la moyenne +SEM de trbiarditions. n=3.

Nous avons alors émis I'hypothése que le bFGF pduagir sur une ou plusieurs
protéines d’épissage permettant a I'exon 2 du dgemi@al d’étre exprimé. Peu d’éléments
sont connus sur la régulation de I'épissage de @OURous avons choisi d'étudier la
protéine TIA-1 qui est impliqguée dans I'épissagerahtif de nombreux genes, ddwl2o1.

TIA-1 pourrait promouvoir I'expression de I'isofoemCOL2A ainsi que sa stabilisation.
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Figure 48.Effet de I'inhibition de I'expression de TIA-1 par un siRNA sur la stimulation de
COL2A par le bFGF. Les chondrocytes sont mis en culture primaireJ3Ales cellules sont
transfectées avec un siRNA dirigé contre TIA-1,nmun spécifique (nsp). Les cellules sont ensuite
incubées avec ou sans bFGF pour 24h. Les ARNm ténétédiés comme précédemment. Chaque
barre est la moyenne = SEM de trois échantillongilgirement traités. * : p<0,05 bFGF/Ctl ; §:
p<0,05 anti-TIA-1/nsp . Cette expérience est repregive de 3 expériences séparées. n=3.

Nous avons utilisé une série de trois SIRNA dirigéatre TIA-1, dont I'efficacité s’est
montrée respectivement de 35, 80 et 25% sur I'exgiwa des transcrits de TIA-1. La figure
48 montre qu’en présence du Si-RNA inhibant 80%ederession de TIA-1, 'augmentation
de COL2A induite par le bFGF seul ou bFGF + M2dstinuée respectivement de 50% et
40%.

Aucune modification de I'expression de COL2B n'ebservée. TIA-1 pourrait donc étre

un médiateur de I'action spécifique de bFGF sur 8L
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6. Les PE sont actifs sur le COL2A exprimé par leshondrocytes

dédifférenciés apres passage en P3 et leurs effetsit de type estrogénique.

Nous avons étudié les effets des PE sur des choytdsodédifférenciés par passages

successifs en P3.
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Figure 49 Effet de M2 seul ou combiné & G ou BPA sur I'exgssion de COL2A et COL2B par
les chondrocytes P3Les chondrocytes sont mis en culture primaire peEqués deux fois. Les
chondrocytes en P3 sont incubés ou non avec M2osecbmbiné avec G ou BPA & [1] pendant
24h.** : p<0.01 PE/Ctl § : p<0.05 M2+SB/M2 g : p<0.01 PE *+ SB ou F/PE respectif. n=3.

Dans ces conditions, I'addition des PE augmentel (8& 2 fois) significativement les
taux de transcrits de COL2A, par comparaison asecellules non traitée&ucun effet n'est
observé sur les ARNm de COL2B (Figure 49).

Nous avons voulu vérifier que cette activité estdi@d@ par les récepteurs aux
estrogenes (RE). Pour cela nous avons utilisé taganiste pur du récepteur aux estrogenes,
le Fulvestrant, ou ICI 182 780, a la méme doselegi®E. Nous observons tout d’abord sur la
figure 49C que l'addition de Fulvestrant (F) n'aspdeffet sur le témoin. En revanche,
I'addition de F aux différentes incubations aveclRE (M2 seul, M2+G, M2+BPA) supprime

141



Auxiétre Thuy-Anh - Thése de doctorat - 2013

cet effet, qui reste au niveau des contréles s&nd @ fulvestrant n’a pas d’effet significatif
sur I'expression de COL2B, avec ou sans les PHr@ig9).

Parmi les PE étudiés, la génistéine est connue gaiiwer des voies de signalisation
non génomiques, dont la voie des MAPK par l'intediage des récepteurs aux estrogenes
membranaires. Comme les effets stimulants des BEeptapar les RE, nous avons voulu
savoir si la combinaison M2+G pouvait interféerereavia voie des MAPK, ainsi que
'association M2+BPA. Pour cela, nous avons inhgendant 24h la voie impliquant la
protéine p38-MAPK grace au composé SB203580. Lardigl9 montre que le niveau basal
d’expression de COL2A n’est pas modifié par SB2@3%8ors que les effets stimulants des
des PE sur COL2A sont supprimés. Ces données monfue I'effet stimulant des PE sur
I'expression du COL2A est, au moins en partie, m@@air la voie p38-MAPK.

Par ailleurs, les PE n’ont pas d’effet significaifr I'expression du COL2B confirmant une
spécificité d’action des PE sur COL2A, indépendaminde COL2B.
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1. DISCUSSION ET CONCLUSION

Certains Perturbateurs Endocriniens (PE) entréides malformations squelettiques,
mais leur mécanisme d’action reste mal connu (Wdioduction). Lors d’'un premier travail
réaliséin vivo chez le rat Wistar, nous avons montré que I'exfwrsia la vinclozoline, a la
génistéine ou au BPA pendant la gestation, entreliez le jeune animal, essentiellement
femelle, des modifications de la taille des ve8tiTA Auxietre et al., soumis a Toxicology,
en révision). Les modifications observées rappeentdysplasies épiphysaires du type du
syndrome de Stickler (revue dans (Hall, 2002)). desplasies épiphysaires sont liées a des
mutations de divers génes appartenant aux complpga§brillaires, tels que COMP,
matriline-3 et collagene de type IX (Chen et aDP&, Suleman et al., 2012; Zaucke and
Grassel, 2009). Les dysplasies liées aux mutationprocollagene de type Il, sont souvent
groupées sous le nom de Syndrome de Stickler) qBallal., 1998; Brown et al., 1992;
Nikopoulos et al., 2011; Spranger et al., 1994)oHine, des maladies diverses, ne portant pas
seulement sur le cartilage, sont liées a des montwtdans les séquences d'épissage du
prémessager du procollagene de type Il, comme tinogathie de Wagner, le syndrome
d’Ehler-Danlos et la spondylodysplasie congéni{@ieead and Richards, 2002; Tiller et al.,
1995; Weil et al., 1988). Nous avons fait 'hnypabeque les PE pourraient agir sur
I'expression des collagénes ou I'épissage de |ARBIM au cours du développement du
cartilage de croissance lors du processus d’oasigit endochondrale, reproduisant des

symptémes comparables a ces maladies.

La premiere partie de ce travail, I'étuthevivo a révelé un certain nombre de résultats qui
supportent notre hypothése (Sub-NOAEL amountsraflezolin and xenoestrogens target rat
chondrogenesis in vivo. Auxietre, TA et al., sultedtto Toxicology, currently in revision.
Nov. 2013).

Les PE ont démontré un effet sur le développemansglielette a dose inférieure a leur
NOAEL déterminé sur animaux adultes. Les effetsenl#s se situent au niveau des
vertebres, évoquant les dysplasies épiphysairesteeplus haut. Ces effets portent plus
précisément sur la plaque de croissance du caatilags PE modifient en effet la dynamique

de maturation cellulaire du cartilage rappelantdffsts des estrogénes lors de la soudure du
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cartilage post pubertaire. Ces effets pourraiertirades conséquences sur la qualité
fonctionnelle des os chez I'animal agé.

Nous avons enfin observé que la génistéine n'aysstpeu d’effets, seule ou en association,
et tendait méme a effacer les effets de la vindloedfigures 26A et 29). Le BPA a montré
un effet propre, de nature oestrogénique sur laumradn des chondrocytes (figure 28).
Aucune expérience n'a suggéré un effet de typetadchous avons donc focalisé notre
intérét sur le composé le plus actif : la vinclaze) et son métabolite M2 pour les expériences

in-vitro.

Dans notre cas, le choix de quatre animaux paatgiu peut étre critiqué, mais il s’est avéré
nécessaire vu la nature «prospective » et pioani@e notre travail qui explorait

simultanément un nombre élevé de questions dis8ndt est évident que ce chiffre sera
insuffisant pour de futures études plus focalisédédant un des effets que nous avons
identifiés, comme par exemple l'effet sur la pm@iétion des chondrocytes. Ces études
pourront, avec plus d’animaux et moins de questiétablir un NOAEL et une courbe dose-
réponse. Cela pourra étre pratiqué par fenétrepd@ion spécifique. En effet, nos animaux
ont été traités pendant toute la gestation et ¢tati@n. Quels seraient les effets de la
vinclozoline et des xénoestrogenes lors d’'une akpospurement lactationnelle, purement

gestationnelle ou ciblant un mois spécifique dgdstation ?

Dans la suite de I'étude, la partievitro a tiré parti de deux modeéles distincts.

Le modele cellulaire d’induction chondrogénigueermettant de suivre la dynamique

d’expression des marqueurs de différenciation, atréoque I'addition de PE aux cellules
modifie I'expression de COL2A immature sans affe€expression de COL2B, ni les autres
marqueurs phénotypiques tels que SOX9 ou I'agrédamdonction de l'isoforme immature
COL2A n’est pas connue, mais des études récentesvamcé I'hypothese que COL2A

pourrait étre un marqueur de dédifférenciation clnoaytaire (Gouttenoire et al., 2010).

Le but de ce travail a donc été d’étudier la rétimade I'expression de COL2A par les PE
dans un_modéle de chondrocytes différenciés parpaomison avec des chondrocytes

dedifférenciésA ce jour aucune étude ne porte sur les effetsRte sur le collagene de type
2. L'expression de COL2A dans le cartilage a ésemtellement étudiée chez I'embryon au

cours du développement du squelette. COL2A est iragprdans les cellules pré-
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chondrogéniques et disparait au profit de COL2Bsdancartilage différencié (Lui et al.,
1995; Sandell, 1994). En revanche peu d'étudespodur le cartilage post-natal et adulte
(Lewis et al., 2012).

Dans le cartilage épiphysaire des 0s longs de smeauxa la naissance, nous montrons que
I'expression de COL2A est a peine détectable, queait au niveau des ARN messagers
(PCR semi quantitative) ou au niveau du signalgoe (ICC). Ces données sont un peu
différentes de celles de I'étude de I'équipe de isefiewis et al., 2012) qui indique que le
COL2A est détecté alf jour aprés la naissance au niveau de I'épiphysgonitairement en
périphérie du cartilage articulaire. A cet age,ctstilage épiphysaire est un cartilage de
croissance dans lequel il est difficile de sép#&mactionnellement le cartilage articulaire. Il
est possible que dans le cartilage épiphysairgpiéssion de COL2A se limite a certaines
zones comme par exemple la zone de surface oltbgeetrt encore des cellules souches
préchondrogéniques, ou a la zone profonde de diftéation terminale des chondrocytes. Les
données de la littérature concernant I'expressienC@L2A au niveau du processus de
différenciation terminale ne sont pas claires. Rmutains il y aurait réexpression de COL2A

dans les zones profondes du cartilage, pour d'auta (Salminen et al., 2001).

Chez la souris adulte vieillissantenous montrons que I'expression de COL2A est pitése
dans tout le cartilage articulaire. Ces données eomccord avec les quelques données de la
littérature qui montrent que COL2A est significativent exprimé dans le cartilage articulaire
arthrosique tant chez ’homme (Aigner et al., 1968 chez I'animal dans un modele de
souris transgénique arthrosique (Salminen et @01p

Dans notre étude, les images a fort grossissementremt une localisation de COL2A (vert)
enclavée dans la matrice de COL2 (rouge-orangejestinant le pourtour des cellules. Le
signal anti- COL2A est spécifique de I'extrémitétédiminale de la protéine. Ce signal peut
donc correspondre a la protéine COL2A entiere ogoa pro-peptide apres coupure
enzymatique dans la région péri-membranaire. Mocalisation, il nous est permis de penser
qgu’il peut étre péricellulaire ou membranaire. @esnées sont proches de celles de Lewis,
pour qui le signal COL2A est intracellulaire. Ceseaurs émettent I’hypothése que la présence
de COL2A pourrait étre due a une recapture du gtige par la cellule. Pour d’autres, la
protéine COL2A néosynthétisée pourrait étre pigtpaes des fibrilles de collagénes formé par
le COL2B en péricellulaire ainsi qu’en interterritd, dans la matrice, comme cela a été

observé dans les bourgeons de membres chez I'emldgqoulet de 7 jours (Nah et al.,
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2001). Nos résultats ne permettent pas de tramsthda localisation intra- ou péricellulaire du
COL2A. Cependant en raison des processus de biesamtet de processing des collagénes
lors de leur sécrétion, ce propeptide pourraitotiffement rester en périphérie de la cellule ou
son réle reste a définir : rétention de facteur®@ines ou paracrines, de récepteurs ou de
ligands peptidiques (Gouttenoire et al., 2010; vaitet al., 2003; Zhu et al., 1999). De plus,
sous l'effet de divers stimuli (cytokines, facteuts croissance, hormones ...), COL2A
pourrait étre soit néosynthétisé, comme cela s@g§éré dans le cartilage pathologique chez

I’'hnomme (Aigner et al., 1999), soit demeuré réman€rs hypothéses restent a étudier.

Les facteurs de régulation de I'expression de COE&At peu connus. Gouttenoire, Valcourt
(Gouttenoire et al., 2010; Valcourt et al., 2008)Z8u (Zhu et al., 199pont montré que
COL2A est régulé par certains facteurs de difféision chondrocytaires (BMP2, TGF
dans des chondrocytes embryonnairevitro (Gouttenoire et al., 2010). Ces auteurs ont
également montré que I'expression de COL2A est gtannelle au degré de
dedifférenciation de chondrocytes de cartilage atostembryons de souris en culture

(Gouttenoire et al., 2010). Néanmoins le mode @aatie ces facteurs n’est pas connu.

Les chondrocytes sont connus pour leur instabpiténotypiquein vitro. De nombreux
facteurs sont impliqués dans le processus de @égliftiation chondrocytaire, parmi lesquels,
la densité cellulaire de départ, I'dge des tissosndurs, la p® environnementale et les
facteurs sériques tels que les facteurs de craiesagilulaire.
Dans notre modéle de chondrocytes de souriceauxuéiare primaire, I'expression de
COL2A est significative des les premiers jours delture (30% de COL2 total,
COL2A+COL2B) alors gu‘aucune expression de COL2A&sh’'détectée dans le cartilage
d’origine in vivo. La suppression du sérum s’accompagne d’'une ditinmyrogressive des
transcrits de COL2A avec le temps. lIs ne représemilus que 20% a 25% de COL2 total a
48h. Le taux de COL2B ne varie pas significativentams cette période de temps en rapport
avec la trés longue demi-vie de ce transcrit. Litaoladl du métabolite M2 de la vinclozoline,
de la génistéine ou de BPA se fait en absencerdens@&ucun effet sur COL2A ou COL2B
n'est observé, quelle que soit la dose utilisé&{]-[10°M]) et la durée de traitement (24h
ou 15 jours).

Par comparaison, nous montrons pour la premiése dae I'addition de sérum ou de

bFGF, facteur de dédifférenciation des chondrocytesvitro, s’accompagnent d’une
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augmentation significative (x3) de COL2A. Nous avanoisi d’approfondir le mécanisme
d’action du bFGF sur I'expression de COL2A. Nousntnans que I'effet stimulant de bFGF
sur les transcrits de COL2A est en partie transoripel et dépend de la néosynthese d’'une
protéine dont la nature est a déterminer.

De nombreux facteurs de transcription peuventuénf sur I'expression du gene
Col201, dont le maitre-facteur de transcription Sox9siafue ses cofacteurs L-Sox5 et Sox6
(Lefebvre et al., 1998), mais aussi d’autres fasteomme spl et sp3 (Chadijichristos et al.,
2003). Ces facteurs Sox sont indispensables anadription de COL2A et COL2B.

Le bFGF n’a pas d’activité sur I'expression dex®adndiquant que l'effet de bFGF
sur COL2A n’est pas médié par Sox9. Nos résuliggesent que le bFGF pourrait stimuler
I'expression d’'une protéine impliquée dans la sisdtion et/ou la dégradation de COL2A. La
protéine, TIA-1, qui est une protéine se liant @&RXA (RNA binding protein), a été
pressentie comme candidate a la régulation de COt&A dans l'inclusion de I'exon 2 lors
de I'épissage alternatif, que dans la fixationARINm et sa possible stabilisation (McAlinden
et al., 2007). L'utilisation de siRNA dirigés comtTIA-1 supprime l'augmentation de
COL2A induite par le bFGF, apportant donc un arguimen faveur de cette hypothese.
Toutefois, d’autres protéines impliquées dans $gpje, telles que Hur (Barron and Lou,
2012) pourraient aussi étre impliquées dans ceepsus. Ces données originales permettent

pour la premiere fois de montrer une modulatiorcgiggie de COL2A par rapport a COL2B.

En ce qui concerne les PE, nous avons vu guilsitnms d’effet sur les chondrocytes
différenciés. En combinaison avec le bFGF, ils mglifient en rien les effets de ce facteur sur
COL2A.

En revanche, lorsque les PE sont administréssackendrocytes dédifféerenciés par
plusieurs passages (chondrocytes en P3), un dffaalant, similaire a celui du bFGF et du
sérum est observé. Les PE utilisés dans ce trawvdiltous une affinité plus ou moins
importante pour les récepteurs estrogéniques. Leffess peuvent donc étre médié par les
récepteurs nucléaires soit par les récepteurs nagraioes. Nous montrons que [l'effet
stimulant des PE sur COL2A est significativemenmnidué en présence de Fulvestrant
(antagoniste pur aux récepteurs aux estrogenes (ERgui confirme I'activité estrogénique
des PE. Rappelons que la plaque de croissance rtlagea contient des récepteurs aux
estrogenes (ER) (Dayani et al., 1988; Morishimalgt1995; Nilsson et al., 2003; Smith et
al., 1994).
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L’effet des PE est totalement supprimé par un iiduio de la voie p38-MAPK, mais pas par
un inhibiteur de la voie ERK-1/2. Ces données sontaveur d’'un effet estrogénique des PE
sur COL2A par le réecepteur membranaire médié paniap38-MAPK.

La génistéine est aussi connue pour emprunter vdéss non geénomigques qui
impliquent des ERs membranaires pouvant étre ceupl& cavéoline et aux voies MAPK
(Jeng et al., 2009; Liao et al., 2013; Watson et24112), c’est également un inhibiteur de
tyrosine kinases (Dixon, 2004). Nous pouvons darggérer, que les PE utilisés pourraient
stimuler I'expression du COL2A par l'intermédianle récepteurs membranaires engendrant

des voies de signalisation dont la voie MAPK.

En conclusion, nous pouvons dire que les PE ne mmfactifs sur les chondrocytes
différenciés. En revanche, ils peuvent modifierxpeession du collagene2 sur les
chondrocytes en voie de dédifférenciation. Ces idesnpourraient s’'apparenter a des
chondrocytes fragilises comme ils le sont dans idlligsement ou dans des conditions
pathologiques.

La stimulation du COL2A par ces PE pourrait cause accumulation de COL2A et
affecter le développement et I'intégrité du squeletomme cela a été montré dans des souris
KI pour COL2A (Lewis et al., 2012). La capacité AOL2A a lier des facteurs de croissance
et sa propre réactivité¢ a des facteurs de croisspoarraient de plus entretenir un cercle
vicieux dans des conditions pathologiques (Gouttenet al., 2010; Valcourt et al., 2003;
Zhu et al., 1999). L'exposition aux PE affecteraibrs I'état du squelette, non de facon
spectaculaire comme dans des intoxications massimas a bas bruit, et pourraient étre

considérés comme des facteurs d’aggravation daicestpathologies comme I'arthrose.
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Conclusion générale

Perturbateurs Endocriniens et cartilage

Nos travaux ont comporté trois volets différents mpus ont permis d’aborder la question de

I'effet des perturbateurs endocriniens sur le leeyéi selon trois points de vue différents.

1. in vivg les PE ont un effet sur le développement du stfeeh dose inférieure au
NOAEL. Les effets observés se situent au niveawddsgbres, évoquant les dysplasies
épiphysaires d’origine génétique, secondaires ardgations des genes du collagene, y
compris du collagene de type Il. Au niveau tisselaes effets portent plus précisément
sur le cartilage de croissance. Ces effets poutramoir des conséquences sur la qualité
fonctionnelle des os au cours de la vieillessepstichez I'homme dont le cartilage est
« figé » par la fusion de la plaque de croissaneepaiberté.

2. In vitro, dans le modéle cellulaire d’'inductionartdrogénique Clnous montrongjue
les PE modulent la dynamique d’induction chondrogésm de facon ciblée sur la
maturation du collagéne de type2 sans modifieraltses marqueurs phénotypiques.
Cet effet porte sur I'isoforme immature COL2A ddiexpression est prolongée au
cours du temps, sans modifier la survenue et I'argation de I'expression de COL2B

mature.

3. In vitro, dans un modeéle de culture de chondradi&érenciés ou dé-différencjémus
montrons que les PE n'ont pas d’effet sur les chmndes différenciés, alors qu'ils
stimulent COL2A dans des chondrocytes dédifférendiet effet dépend des récepteurs
aux estrogénes (ER) et des voies p38-MAPK. Les BHrrgient donc agir par
I'intermédiaire de 'ERR membranaire couplé au systeme cavéoline/p38.

Des effets similaires sont observés en présencbF@F. L'utilisation d’'un siRNA
Anti-TIA-1 suggére que les effets spécifiques d&BFsur COL2A pourraient étre en
partie médiés par la protéine du splicing TIA-1.
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Les Perturbateurs Endocriniens ont donc un effetesdéveloppement du squelette et plus
précisément sur son patron cartilagineux. Nous svommenceé I'étude mécanistique de ces
effets, mais beaucoup reste a faire, notammentiau dges effets membranaires complexes

gue nous observons (ER et p38-MAPK).

La « toxicité mémorielle », une autre facon de coewoir la fenétre d’exposition.

Les effets observés dans I'étudevivo sur la distance entre les apophyses transverses
et sur la longueur des vertebres chez les jeuneelles (J30) sont transitoires : ils
s’estompent a I'age adulte (J110) (voir figurese2®6). La nature transitoire de ces effets
chez le rat peut s’expliquer par la capacité degears a faire proliférer le cartilage la vie
durant, la fusion de la plaque de croissance étastralentie, conduisant a la persistance de
cette plaque la majeure partie de la vie. La prodnconstante de chondrocytes permettrait
alors de réparer les lésions en permanence. Chanithe en revanche, les dégats causeés a la
matrice de collagene par les PE avant la pubergies¢ conservés suite a la fusion de la
plague de croissance et pourraient se révélerialdt@ment a I'age adulte, ou lors de la
survenue de maladies du cartilage liées a I'ages & forme d’'une moindre résistance du
cartilage aux processus pathologiques ou séniles.p@urrait alors parler de « toxicité
mémorielle ». Ce concept de « toxicité mémoriellesp donc a ajouter aux idées que nous
avons présentées au paragraphe 2 de l'introduc@ette notion s’articule avec celle de
fenétre d’exposition : un effet toxique provoqué pae exposition a un moment crucial peut
rester silencieux et ne se révéler que plus tamde néme a la génération suivante. Cette idée
n'est pas si nouvelle : c’est bien ce qui a eu lims le cas du Diéthylstilbestrol. Nous
voulons simplement souligner que la surveillanec#gngée des animaux dans une expérience

d’exposition doit devenir la régle des protocohds @urant, F2 puis F3).

Les résultats obtenuis vitro sur le modéle C1 soutiennent également cette hgpet
Tous les composeés testés ont montré un effet simh@dur I'expression des messagers de
Col2 autour de J18 (figure 32). Il en est de méma pexpression de la protéine (figure 37).
L’augmentation de COL2A dans les agrégats est malrivers J18-J20 et jusqu’a J25, mais
le ratio COL2B/2A revient a la normale a J36 (tabl&). De plus, lorsque le processus de

maturation est accéléré par I'hypoxie, les effets BE disparaissent (figure 39).
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Enfin, I'effet des PE sur I'expression du messagerCol2A se limite aux chondrocytes
dédifférenciés (P3) (figure 49). Ici encore, cetatps’interpréter comme une phase sensible
d’exposition : la vieillesse ou les maladies dégétiées du cartilage.

A linverse, nous n'avons pas observé deffet poedlement transgénérationnel chez les
animaux F2. L'absence d’'effets épigénétiques stralgtus génital male pour la vinclozoline
a haute dose (4 et 100 mg/kg/j) a déja été rappdi®ehneider et al., 2013, 2008), en

opposition au modele du groupe de Skinner. La guestste donc ouverte.

Perspectives générales en Toxicologie

Sur le plan purement toxicologique, deux notiorssoetent de notre travail :

Premierement, les PE que nous avons utilisés a desenférieures a leur NOAEL,

montrent une activité. 1l est donc évident que les NOAEL évalués suratemaux adultes

ne sont pas valables en toutes circonstances.

Si I'on considére la double « universalité » desdPHe l'incidence des maladies articulaires
dégénératives (arthrose) ou inflammatoires (aghries effets de ces composés doivent étre
surveillés de maniere plus approfondie au niveadé@heloppement pendant la période foetale
et la petite enfance.

Au cours de la vie, il existe des « fenétres d’eskpan » au cours desquels I'organisme est
plus particuliérement sensible. Mais cela signifiessi que chaque fenétre importante
d’exposition spécifique telle que vie fecetale, petinfance immature (au plan du foie, du
squelette, du systeme immunitaire et des organeseksy ou vieillesse doit mener a la
définition d’'un NOAEL spécifique. Les expositions utero et lactationnelles telles le
protocole que nous avons utilisé sont particuli@eiraptes a cet effet, d’autant que leur
prolongation aux générations suivantes permet dddyoles hypothéses épignétiques en
croisant animaux exposés in utero et animaux nHifsonviendra donc de réévaluer le

NOAEL des PE en fonction de la fenétre d’exposition

Deuxiemement, l'utilisation du micro-CT-Scan Cette technique répond a la question du

nombre critique d’animaux. En utilisant les méthottaditionnelles (sacrifice et analyse), ces
études deviennent rapidement difficiles a gérerlpanombre d’animaux nécéssaires pour

assurer la significativité statistique.
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En revanche, la facilité de mise en ceuvre du miEFeScan sur des séries importantes, la
nature non-invasive de I'expériencel’obtention rapide et simultanée d’un grand noentbe
parametres morphologiques du squelette pouvanttr@ités ultérieurement et la possibilité

d’analyser des rongeurs sauvages anesthésiésigane les sacrifier sont des avantages

précieux.
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Résumeé :
Effets de perturbateurs endocriniens sur le dévelggement du squelette.

Les polluants environnementaux, en particulieplegurbateurs endocriniens (PE), peuvent agirsa tré
faibles doses sur des cibles multiples. Les effapportés portent en majorité sur les organes de
reproduction. Tres peu d’études ont porté sur lelefte alors que le cartilage et I'os sont sous un
puissant contréle hormonal, depuis le stade fogtdesysteme hormonal se met en place jusqu’au
vieillissement, en passant par la naissance (hamdhyroidiennes, hormone de croissance), la
puberté et la ménopause chez la femme (stéroidaslsg

L'objectif de ce travail est d’étudier les effets de pollsaabti-androgenes (Vinclozoline, V et
métabolite actif M2) ou xenestrogenes (Génistéi@e, Bisphénol A, BPA),in vivo sur le
développement du squelette du rat Wistariretvitro sur les marqueurs de différenciation
chondrogéniques.

Les effetsin vivo ont été étudiés a des doses 12 a 1200 fois infégeaux “No Observed Adverse
Effect Levels ” (NOAEL) fixés par les instances @ueennes (EFSA) et internationales (US EPA).
Des rattes ont été exposés a V, G seuls, combidé} €t/ ou associés au BPA (BGV), et ce de la
conception des petits jusqu’a leur sevrage (J30)eau sacrifice (J30, J110). Les effets ont été
recherchés sur des petits de meres et portéeredi®s, quatre pour chaque traitement, age et sexe.
Les effetsin vitro du métabolite M2 de la Vinclozoline, associé ou avec G et BPA, ont été étudiés
sur I'expression de marqueurs chondrogéniquesilisant : 1) un modéle murin de cellules souches
inductibles vers la voie chondrogénique (Cl) pag éffets sur la différenciation chondrogénique
précoce et 2) des chondrocytes de souriceaux nownées différenciés en culture primaire ou
dédifférenciés (passages répétés). Comparaisonlesedfets du bFGF, facteur de dédifférenciation
chondrogénique.

Résultats: In vivo, I'exposition a V, seule ou associée a G ou au BRIt chez les rattes F1
exposeées, une cannelure de la queue, discretepmaisptible a la palpation en regard de chaque
articulation intervertébrale. Les xénestrogeneddaha réduire cet effet de V. Les rats et les anin

F2 ne sont pas atteints. L’examen par micro CT-soantre une augmentation significative de la
largeur des apophyses transverses (ITA) des vegglet une diminution de la hauteur des corps
vertébraux chez les rattes F1 exposées en regardcatdroles. Ces modifications anatomiques
rappellent certaines pathologies génétiques ddagéules dysplasies épiphysaires) chez 'homme
Elles sont absentes chez les rats F1 et les aniF2ui&lles sont en partie transitoires car préseate
J30 (effets sur ITA et longueur) quand seul I'effet I'l'TA perdure a J110.

L’examen histologique des cartilages de croissalesecorps vertébraux montre un déséquilibre entre
les zones de prolifération et d’hypertrophie qugive une modification de la maturation du cartilage
de type estrogénique. Ces effets sont ici ausssita@res et majoritairement observés chez leggatt
L'effet plus prononcé du BPA lisse toutes les autaetivités. Cela suggere que les PE pourraient
moduler la différenciation du cartilage de croisgarC’est ce qui a été étudievitro.

In vitro. Le premier objectif était d'évaluer les effets dB& sur le processus d'induction
chondrogénique (cellules C1). Nous montrons quidition de M2 seul ou avec G ou BPA modifie le
processus de maturation du collagene?2 sans efféésautres marqueurs (SOX9, Agrécane, Col10).
M2 prolonge I'expression de COL2A immature et ré¢gason remplacement par I'isoforme COL2B.
Le second objectif était d’étudier les effets dé&sdar la régulation de I'expression de COL2A dans
les chondrocytesL’expression de COL2A augmente avec le degré deff@éehciation cellulaire
(passages successifs) et double en présence d& MRBPA. Cet effet dépend des récepteurs aux
estrogenes (ER) et des voies p38-MAPK. Les PE pmnt donc agir par l'intermédiaire de I'eR
membranaire couplé au systeme cavéoline/p38. Cets efimilaires sont observés en présence de
bFGF. Nos données suggerent que le bFGFet les Rldlemb la différenciation chondrogénique au
niveau de I'expression de COL2A sans effet sur@d.2B. Ces effets pourraient étre en partie médiés
par une protéine du splicing.

Conclusion: Les PE pourraient interférer avec la différeticradu cartilage de croissance et donc le
développement du squelette, en retardant la matardu collagéne de type 2. La persistance du
COL2A pourrait induire une fragilisation ultérieusebas bruit de I'ossature, lors du vieillissemé&d.
COL2A en exces, ayant une affinité pour les facteler croissance, pourrait séquestrer ces facteurs e
influer sur la vitesse de dégradation du cartikdges des pathologies telles que I'arthrose.
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Abstract :
Effects of Endocrine Disruptors on skeletal develapent

Environmental pollutants, particularly Endocrinesidiptors (ED), show effects on multiple targets at
very low doses. Mostly known effects target repaiihe organs. Very few studies are conducted on
skeleton, although cartilage and bone are undeznpdiormonal control, from fetal stage, where
hormonal system takes place, until aging, througth Istage (thyroid hormones, growth hormones),
puberty and menopause for women (steroid hormones).

The aim of this work is to study effects of anti-androgepbollutants (Vinclozolin, V, and its active
metabolite M2) or xenoestrogens (Genistein, G; Bsl A, BPA),in vivo on Wister rat skeletal
development anih vitro on chondrogenic differenciation markers.

In vivo effectswere studied on doses 12 to 12,000-fold below Qbserved Adverse Effect Levels”
(NOAEL) decided by European and American agend#sSA and US EPA respectively). Females
rats were exposed to V and G alone, in combingt®r) and/or associated to BPA (BGV), from pups
conception until weaning (d30) or sacrifice (d301d). Effects were investigated on offsprings from
different mothers and litters, on four animals ®atment, age and gender.

In vitro effectsof M2 metabolite of Vinclozolin, combined or not @& and BPA, were studied on
chondrogenic markers expression using : 1) indacilhurine stem-cells model towards
chondrogenesis (C1) to sudy effects on early cragedric differentiation and 2) post-natal mouse
differentiated chondrocytes, in primary culture dedifferenciated chondrocytes by successive
passages. Comparison with bFGF.

Results : In vivo, exposure to V, alone or combined to G or BPA, imddiscrete but palpable
annealing in F1 treated female rat tails, in frohéach intervertebral articulation. Xenoestrogems

to decrease V effect. Male rats and F2 offspringsewnot affected. Micro-CT Scan analysis shows
significative increase of vertebrae inter transgeapophyses (ITA) distance, and decrease of vaitebr
body height in F1 female rats comparing to conaiimals._Anatomical modifications recall human
collagen genetic diseases (epiphyseal dyspladiagy are absent in F1 male rats and F2 offsprings.
Furthemore they are partly transient, ITA and heigffects being present at d30 whereas ITA effect
alone remains until d110. Histological analysisveftebral body growth plate shows unbalance
between proliferative and hypertrophic zones, whelokes estrogenic acceleration of cartilage
maturation. Those effects are still transient araintg observed in female rats. BPA activity is
dominant above G and V effects. This result sugg&dd can modulate growth plate cartilage
differentiation, which was studied vitro.

In vitro : First, we aimed to evaluate eventual role of BB the process of chondrogenic
differentiation. We show that M2 addition, aloneiicombination with G or BPA, modifies collagen
2 maturation process without any effect on otherkea (SOX9, Agrecan, COL10). M2 addition
extends immature isoform COL2A expression and deitsyreplacement by mature isoform COL2B.
Second, we studied the effects of ED on the reigmaif COLA expression in chondrocytes, COL2A
expression increases with cell dedifferenciatiogree (successive passages) and double with M2, G
and BPA. No other chondrogenic marker was modifigliis effect depends on estrogen receptors
(ER) and p38-MAPK pathway. Thus ED could act thomgdmbrane E& coupled to p38/caveolin
system. Similar effects were observes with bFGFr @ata suggest that bFGF and ED modulate
chondrogenic differentiation at the level of COL&Xpression, without effect on COL2B. These
effects could be partly mediated through a spligrgein.

Conclusion: ED could interfere with growth plate cartilage difénciation and in consequence with
skeletal development, by delaying type 2 collagexiunation. COL2A persistence could induce later
weakening through aging. COL2A in excess could fefiaity for growth factors and sequester them,
and then modify degradation speed in pathologkesdsteoarthritis.

Mots clés (francgais) : cartilage, plaque de croiss&e, collagéne de type 2, maturation, NOAEL,
vinclozoline, xenestrogénes.

Keywords : cartilage, growth plate, type 2 collagenmaturation, NOAEL vinclozolin,
xenoestrogens
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