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Le cartilage est un tissu conjonctif complexe non vascularisé et non innervé. Il
est composé de chohdrocytes et d’une matrice extracellulaire riche en collagenes et
protéoglycannes. Sa composition est étroitement liée & ses propriétés mécaniques et ses
fonctions. En effet, le cartilage est un tissu soumis en permanence a plusieurs
contraintes mécaniques, la compression étant la contrainte déterminante au sein du
cartilage sous charge mécanique. Elle entraine d’autres contraintes telles que la
pression hydrostatique et le cisaillement, ainsi que différents phénomeénes physiques,

électriques, et biochimiques au niveau cellulaire.

Au cours de certaines atteintes articulaires tels que les traumatismes accidentels
ou pathologies dégénératives comme 1’arthrose, on assiste a une dégradation
importante du cartilage qui a une faible potentialité de régénération. Des traitements
médicaux et chirurgicaux lourds sont appliqués actuellement en clinique. Un traitement
innovant, faisant appel a I’ingénierie tissulaire, concept qui s’est développé au cours de
ces dernidres années, conduirait a la régénération d’un néo-cartilage réimplantable.

L’ingénierie tissulaire du cartilage consiste en la culture de cellules dans un
biomateriau tridimensionnel, sous des conditions biochimiques ou mécaniques
contrdlées, afin de reconstruire un néo-cartilage. Cette forme de thérapie differe de celle
des traitements standards et propose une solution durable a certains problémes

cliniques.

Cependant, un des principaux challenges dans la création d'un nouveau tissu vient
du fait que les cellules qui sont mises en culture in vifro ne forment pas un tissu
identique au tissu natif. En effet, les conditions de culture in vitro ne reproduisent pas
complétement I'environnement in vivo trés complexe : a l'intérieur du corps, des signaux
sont transmis aux cellules par leur environnement extérieur. Ces signaux peuvent étre
chimiques, mécaniques et €lectriques et stimulent l'assemblage des cellules en tissus
puis en organes. Les scientifiques ont tenté de reproduire les conditions naturelles de
différentes maniéres en prenant en compte les principaux parameétres : utilisation de

biomatériaux biocompatibles, addition de facteurs de croissance dans le milieu de
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culture, mise en charge de contraintes mécaniques sur des cellules, et enfin, mise au
point de bioréacteurs pour réguler le flux de nutriments et I’ensemble des paramétres
sus-cités.

Les chondrocytes et les cellules souches mésenchymateuses (CSMs) sont les
sources cellulaires principales dans le cadre de 1’ingénierie tissulaire du cartilage. De
nombreuses €tudes ont montré que des facteurs biochimiques et mécaniques sont
capables de modifier le phénotype ainsi que la synthése de la matrice extracellulaire
des chondrocytes et d’induire la différenciation des CSMs en chondrocytes. Cependant,
les paramétres optimaux pour favoriser la formation d’un néo-cartilage in vitro sont
loin d’étre déterminés. Il est donc nécessaire de développer les connaissances sur les
comportements de ces cellules en réponse aux stimuli biochimiques et mécaniques
pour en comprendre le mécanisme ainsi que pour contréler les conditions in vitro afin
d’aboutir a un néo-tissu présentant une structure et une fonctionnalité semblable a celle

du tissu natif.

L’objectif de cette étude a ¢t¢ de definir d’une part les conditions optimales
d’utilisation des CSMs en ingénierie tissulaire, et d’autre part d’établir un protocole de
culture en matrice 3D, sous stimulation mécanique ou biochimique, pour initier la
chondrogénése et, a plus long terme, reconstruire un néo-tissu.

L’ensemble de ces travaux a été réalisé, en parallele sur des CSMs et des

chondrocytes humains, ces derniers servant de cellules « témoins ».

La premicre étape abordée en ingénierie tissulaire est une étape d’expansion
cellulaire. Or, il est connu que la culture en monocouche peut affecter le phénotype
cellulaire, et entraine, en particulier, une dédifférenciation des chondrocytes. Il est
donc primordial de contrbler cette étape pour la poursuite des expérimentations en
matrice 3D, de maniére a ensemencer, dans ces matrices, des cellules possédant un
potentiel chondrogénique intact.

C’est pourquoi, dans un premier temps, nous nous sommes appliqués a contrdler le
phénotype des CSMs et des chondrocytes apres 5 passages. Ces travaux ont été réalisés
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sur 28 jours en fonction de deux objectifs principaux :

1. d’une part, par le contrdle des marqueurs phénotypiques des CSMs et des
chondrocytes, par cytométrie en flux (CD34" / CD45"/ CD105 / CD166" /
CD90"/ CD73M).

2. d’autre part, par 1’étude de la synthése des composants matriciels par PCR
quantitative (collagénes de type I, II, II, X, versican, agrécannes, Sox9,
COMP, ...),

pour trouver un compromis entre l'expansion cellulaire en monocouche et le

maintien des caractéristiques chondrocytaires des cellules.

Dans un deuxieme temps, l'influence d’un type de contrainte mécanique,
développée sur le modele du lit fluidisé (« entrechoquement »), a été€ explorée sur les
chondrocytes et les CSMs ensemencés dans des hydrogels d’alginate/HA. Les
principaux parametres €tudiés dans cette partie sont la viabilité, I’activité métabolique,

le cycle cellulaire, la synthése de la MEC ainsi que 1’expression des génes d’intérét.

Dans un troisieme temps, une étude préliminaire a été conduite sur 1’influence de
la compression dynamique sur ces constructions cellulaires. Les principaux paramétres

étudiés dans cette partie sont identiques a ceux décrits ci-dessus.

Enfin, nous avons €tudié la réponse des cellules incorporées dans ce biomatériau
a deux facteurs de croissance, impliqués dans la chondrogénese, tels que le TGF-B1 et

le BMP-2.
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I. Physiologie du cartilage articulaire

Le cartilage est un tissu conjonctif complexe non vascularisé et non innervé. Il est
compos¢ d’un seul type de cellule, appelées chondrocytes, et d’une matrice
extracellulaire qui contient des protéines et de l'eau, entre autres. Les variations de la
composition de la matrice extracellulaire (MEC) permettent de décrire trois types de
cartilage (Figure I-1): le cartilage hyalin, le cartilage fibreux et le cartilage élastique
[Mallein-Gerin F et al., 1996].

Le cartilage hyalin : c'est le type de cartilage le plus représenté dans le corps

humain. 1l se distingue des deux autres types de cartilage par la présence dune MEC,
riche en collagénes de type 1L, [X et XI et en protéoglycannes. Il est rencontré au niveau

du nez, de la trachée, des bronches, des costaux et des articulations.

Le cartilage fibreux ou fibrocartilage : contrairement au précédent, sa MEC

contient d'épais faisceaux de fibres de collagene de type I. Ces fibres permettent une
bonne résistance a des forces de traction et de compression. Ce type de tissu est retrouvé
dans les disques intervertébraux de la colonne vertébrale ainsi que dans les zones

d'insertion des tendons.

Le cartilage élastique : il est caractérisé par la présence d'une grande quantité de

fibres élastiques. Ces fibres élastiques sont disposées en un réseau tridimensionnel, lui
permettant ainsi de conserver leur structure comme c'est le cas pour le pavillon de

l'oreille externe, 'épiglotte et certains cartilages du larynx.

Compte tenu de l'objet du présent travail, cette étude bibliographique ne
concerne que le cas du cartilage articulaire, qui est situé & la surface de l'os et en regard

du liquide synovial (Figure [-2). C’est une forme de cartilage hyalin.
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Figure I-1 : Localisation chez ’Homme adulte des différents types de cartilage
[Mallein-Gerin F et al., 1996]
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L.1. Constitution du cartilage articulaire

Le cartilage articulaire normal apparait blanc, brillant, discrétement translucide,
et sa richesse en protéoglycannes lui donne un indice de réfraction €levé qui ne rend
pas visibles les fibres de collagéne, d'ou son qualificatif de hyalin [Maraudas A ef al.,
1986]. L'épaisseur d'un cartilage varie d'une articulation & une autre. Elle est de 'ordre
de 2 a4 4 mm pour une hanche, de 6 & 7 mm pour un genou [Muir H et al., 1986].

Dans le cartilage sain, la substance intercellulaire apparait amorphe. Les études
en microscopie €lectronique du cartilage articulaire montrent des structures fibreuses
incluant les chondrocytes et formant une substance fondamentale homogene. Les
études biochimiques montrent qu'environ 40 % du poids sec du cartilage articulaire

correspondent aux collagénes [Mow VC et al., 1999].

Ainsi, le cartilage articulaire est constitué¢ de trois éléments principaux (Figure
I-3) : des chondrocytes, un réseau de fibres des collagenes, un gel de protéoglycannes

hydrophiles qui forment la matrice extracellulaire, et de ’eau [Muir H ez a/. 1986].

Esn

[ Chondroeytes Typell

O Collagines

Protéoplyoannes Typa I, X et X1
Auntres Tvpe V. Viat VI

{électrolyies, protéines, ete}

Figure I-3 : Répartition des différents constituants du cartilage articulaire

L1.1. Les chondrocytes

Origine des cellules : Le seul type cellulaire rencontré dans le cartilage articulaire

est le chondrocyte, qui dérive du mésenchyme embryonnaire. La différenciation des
cellules mésenchymateuses en chondroblastes est accompagnée d'un fort

développement du réticulum endoplasmique. Les chondrocytes synthétisent une matrice
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intercellulaire en quantité telle que les cellules se retrouvent €loignées les unes des
autres. Ainsi, le cartilage apparait pauvre en cellules (3%-8% du volume total). La
densité cellulaire varie en fonction de la profondeur du cartilage, de I’individu et pour
un méme individu, du type d'articulation considérée [Szimai J, 1969].

Morphologie cellulaire : Le chondrocyte a une forme sphérique et mesure de 10 a

30 um de diamétre. Les chondrocytes contiennent un noyau volumineux, un réticulum
endoplasmique avec de nombreux ribosomes, un appareil de Golgi bien développé, des
mitochondries avec des crétes indistinctes, des vacuoles lipidiques et glycogéniques, des
bonnets endoplasmiques, des liposomes et des lysosomes [Vignon E et al, 1987] (Figure

I-4).

Figure I- 4 : Morphologie du chondrocyte
[www.master-biomed.ethz.ch/education/bio_courses]

Métabolisme : Les chondrocytes utilisent essenticllement le glucose comme
substrat énergétique. En raison du caractére avasculaire du cartilage, ils regoivent peu
d'oxygene et donc doivent privilégier la voie de la glycolyse anaérobie [Muir H et al.,
1986]. Ils convertissent le glucose en glucosamine, pour réaliser la synthése des
protéoglycannes.

Espace péricellulaire : Les chondrocytes sont séparés de la MEC par un espace

péricellulaire particulier. Dans cet espace, les protéoglycannes et les collagénes
présents sont utilisés pour réaliser l'ancrage des chondrocytes a la matrice par

l'intermédiaire de protéines membranaires [Marcelino J et al., 1995]. Le métabolisme
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des chondrocytes est influencé par les conditions physico-chimiques définies dans cet
espace péricellulaire [Wilkins RJ et al., 1995]. En effet, le pH y est plus acide (pH 6,1)
que dans I’espace extracellulaire (pH 7,4) [Adolphe M et al., 1992]. Activées par le pH
acide, les lysosomes secrétent des protéases a cystéine : les cathepsines, qui réguleront
I’homéostasie du cartilage.

Role du chondrocyte dans ’homéostasie : L.”homéostasie est la balance entre les

phénomenes d’anabolisme et de catabolisme. Dans le cartilage, seuls les chondrocytes y
sont impliqués. En effet, les chondrocytes sont non seulement capables de produire la
MEC mais également les enzymes capables de la dégrader afin d’assurer un équilibre.
Dans des cas pathologiques, les cellules peuvent aussi produire des cytokines
pro-inflammatoires provoquant la destruction du cartilage par augmentation de la
synthése et de l'activité des métalloprotéinases [Shlopov BV et al., 1997], des
hyaluronidases [Flannery CR er al., 1998] et des agrécannases. Enfin, ils assurent la
trophicité du cartilage en élaborant une substance fondamentale solide mais poreuse
permettant ainsi le transport des éléments nécessaire au métabolisme cellulaire depuis et

vers le liquide synovial par le phénoméne d'imbibition [Eyre DR, 2004].
1 1.2 Lamatrice extracellulaire

Ainsi qu’il est décrit plus haut (cf. Figure 1-3), les composants majeurs de la
matrice cartilagineuse sont l'eau, les collagénes, les protéoglycannes, les électrolytes
etc. [Mow VC et al., 1999].

11.2.1. Leréseau collagénique :

A ce jour, vingt-sept types de collagénes sont identifiés [Ricard-Blum S ef al.,
2005], ils jouent un rdle de soutien des tissus conjonctifs. Chaque molécule de collagéne
est composée de trois chaines, caractérisées par une séquence Gly -X - Y répétitive ou
dans 30 % des cas X est une proline et Y une hydroxyproline (Figure I-5a). Cette
structure primaire a pour conséquence la formation d'une hélice gauche de type
polyproline (Figure I-5b). L'association avec deux autres hélices gauches conduit a la
formation d'une superhélice droite (Figure I-5c¢). Cette structure est extrémement

résistante a la protéolyse, excepté lorsque celle-ci implique des collagénases. Pas moins
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de 35 chalnes ont été rapportées et chacune chaine est codée par un géne unique. Ces

chalnes se combinent entre elles pour former un homotrimére ou un hétérotrimere [Van

Der Rest M et al., 1991].
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Figure I-5 : Structure du collagéne.
Chaque molecule de collagene est caractérisée par une séquence répétitive d’acides
aminés (a). Cette structure primaire forme une hélice gauche (b) qui s associerait avec
2 autres hélices pour former une superhélice droite (c). Ces superhélices sont reliées

entre elles pour former de grosses fibres (d) trés résistantes, visibles au microscope
électronique (e et f).

[http://wwwiac.mcdaniel.edu/Chemistry/ CH3321JPGs/Proteins/Collagen.jpg]

Au niveau du cartilage articulaire, sept principaux types de collagénes (II, IX, XI,
X, V, VI et VII) ont été identifiés (Figure 1-6). Ces collagénes conferent a ce tissu sa

propriété mécanique d’élasticité.
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Figure 1-6 : Représentation schématique de I'organisation des collagénes dans le
tissu cartilagineux. Les collagenes de types I, VI, IX, XI constituent les principaux
collagenes impliqués dans la charpente de la MEC du cartilage articulaire.

[Mallein-Gerin F et al., 1996]

Le collagene de type II est la protéine collagénique la plus abondante trouvée
dans le cartilage et constitue 80 & 85 % du contenu en collagénes [Cremer MA ef al.,
1998]. 1l est composé de trois chaines de type al (II) codées par le géne Col2al. Par
ailleurs, le collagéne de type II est synthétisé en pro-collagéne de type IIA ou type IIB,
issus d’un épissage alternatif du précurseur d’ARNm au niveau de l'exon 2. Le
pro-collagéne de type IIA comprenant l'exon 2 est synthétisé par le mésenchyme
chondrogénique, le périchondrium ainsi que les tissus non-cartilagineux. Par contre, le
pro-collagéne de type IIB excluant l'exon 2 est synthétisé par les chondrocytes
différenciés [Mehlhorn AT et al., 2006]. Les fibrilles de collagéne de type II entourent le
collagéne de type XI et a la périphérie des fibrilles de collagéne de type II s'attachent au
collagene de type IX [Eyre DR ef al., 2002].

Les collageénes de type IX et XI représentent entre 3 et 10 % du collagene total

suivant la source du cartilage (nature de l'articulation et espéce) et 'dge du donneur
[Cremer MA et al., 1998].

Le collagene de type IX interviendrait plus particuliérement dans les liaisons
inter-fibrillaires et les interactions avec les protéoglycannes. Les fonctions du collagéne

de type IX sont mal connues. Il pourrait jouer un role dans l'espacement de fibrilles
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distinctes, la liaison entre fibrilles et I'interaction avec les protéoglycannes.

Le type XI régulerait l'organisation tridimensionnelle des fibrilles et leur diametre.
Il contribuerait a la formation et a la stabilit¢ du réseau collagénique. Il est
principalement localisé a l'intérieur des fibrilles ou il est li¢ de fagon covalente au
collagéne de type II via des réticulations faisant intervenir des hydroxylysines. Dans les
fibrilles de petit diamétre, sa proportion de collagéne de type XI est plus importante que

dans celles de gros diametre.

Le collagéne de type X est un homotrimeére plus court que les collagénes de type
II et XI. Il est retrouvé en faible quantité dans la zone superficielle du cartilage
articulaire [Linsenmayer TF ef al, 1988 ]. 1l se dépose sous la forme d'un tapis
uniquement autour des chondrocytes du cartilage calcifié et des chondrocytes
hypertrophiques ; ce tapis représente vraisemblablement la forme dans laquelle il est
sécrété. La présence du collagene de type X est transitoire durant la formation des os.
Cependant, de petites quantités de collageéne de type X ont été observées dans la zone de
surface du cartilage adulte normal [Robins SP et al., 1988]. 1l jouerait un role dans la
résorption du cartilage hypertrophique ou un réle fonctionnel dans 'organisation de la
matrice. II serait aussi impliqué dans la minéralisation du cartilage.

Les collagenes de type V. VI et VII sont aussi présents au sein du cartilage

[Buckwalter JA et al, 1998]. Ces molécules conferent sa rigidité au cartilage. Le
collagéne de type VI est retrouvé a deux niveaux : a la surface du cartilage et dans
l'espace péricellulaire, il pourrait intervenir dans l'adhérence des chondrocytes a la
MEC [Marcelino J et al., 1995]. Le collageéne de type VI ne parait pas se lier de fagcon
covalente avec d'autres collagenes.

Le collagéne de type I et III sont absents du cartilage articulaire en dehors de

deux situations particuliéres : certaines étapes du développement embryonnaire et divers

états pathologiques [Cremer MA ef al., 1998 ; Aigner T et al., 1993].

11 est important de noter que le "turn-over" quasi nul de réseau de collagéne au
sein du cartilage articulaire adulte, ne permet d'envisager qu'un trés modeste

processus d'entretien sans réelle possibilité de réparation.
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1.1.2.2. Les protéoglycannes :

Entre les cellules et les fibres de collagene se trouve la substance fondamentale :
les protéoglycannes. Ce sont des macromolécules formées par une protéine axiale ou
porteuse (protéine de noyau) sur laquelle se branchent une ou plusieurs chaines de
glycosaminoglycannes (GAGs). Le cartilage articulaire contient deux classes de
protéoglycannes : d'une part des protéoglycannes formant de larges agrégats, d'autre
part des protéoglycannes de petites tailles. La fonction principale des protéoglycannes
est de retenir 1'eau dans le cartilage, ce qui confere a ce tissu sa propriété mécanique de
viscosité.

Les GAGs sont des polysaccharides composés d'une répétition de disaccharides
contenant un sucre aminé (hexosamine) et un sucre de type hexuronique (ou galactose
dans le cas du sulfate de kératanne) [Roughley PJ et al., 2006] (Figure 1-7). Ces sucres
forment un polysaccharide non branché, chargé négativement par le groupement
carboxylique ou par le groupement sulfate qui repousse les charges négatives
environnantes et attire les cations. Il existe 5 types de chaines de GAGs : le sulfate de
chondroitine (CS), le sulfate de dermatanne (DS), le sulfate d'héparanne (HS), le sulfate
de kératanne (KS) et I'acide hyaluronique (HA). Tous ces GAGs sont retrouvés dans le

cartilage, en concentration variable en fonction de la zone du cartilage considérée.

L ohoncholine sulfate] -« (118)
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Figure I-7 : Structure chimique des glycosaminoglycannes. Le sulfate de kératanne
(KS), le sulfate de chondroitine (CS) et l'acide hyaluronique (HA) sont composés d'une
répétition de disaccharides contenant un sucre aminé (hexosamine) et un sucre de type
hexuronique (ou galactose dans le cas du sulfate de kératanne).
[http://www.ulysse.u-bordeaux.fr/atelier/ikramer/biocell_diffusion/ /images/figl4.jpg]
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Le HA est le seul GAG qui ne posséde pas de groupement SO4> et qui ne soit
pas lié a une chaine protéique. Il joue un rdle structural indispensable au niveau de la
matrice cartilagineuse puisqu’il participe a la formation des agrégats de
protéoglycannes. De plus, le HA influence de nombreuses fonctions cellulaires, telles
que la migration, I’adhérence ou la prolifération cellulaire, en raison de la présence de
récepteurs spécifiques sur les chondrocytes [Lindenhayn K et al., 1999]. Au niveau de
la MEC, ce polymeére jouerait un rdle primordial dans la rétention des protéoglycannes
[D’Souza AL et al., 2000] et favoriserait leur synthése par les chondrocytes [Kawasaki
K et al., 1999]. Son rdle protecteur contre I’action d’enzymes de dégradation ou vis a
vis de radicaux libres, provenant des réactions impliquées dans la respiration cellulaire,
a par ailleurs ét¢ mis en évidence in vifro sur des explants cartilagineux [Larsen NE et
al., 1992].

L'agrécanne, est le plus important des protéoglycannes parce qu’il constitue 90 %
des protéoglycannes du cartilage articulaire. Il est composé d'une protéine axiale de
220kDa sur laquelle sont fixées, de facon covalente, une centaine de CS et une trentaine
de KS. L'agrécanne se lie avec HA, de facon non-covalente, au niveau de sa région
NH2-terminale. Cette interaction est stabilisée par une protéine de liaison. Plus de 300
molécules d'agrécannes peuvent s'associer autour d'un squelette d'HA et constituer un
ensemble pouvant atteindre 10 micrometres [Buckwalter JA ef al., 1994a] et créant de
larges domaines hydrodynamiques entre les fibres de collagéne (Figure I-8). Du fait de
leur taille, ces protéoglycannes sont retenus dans la MEC durant les déformations subies
par le cartilage. La perte de ces macromolécules conduit & une diminution de la
viscosité du tissu et est observée lors de l'arthrose.

Au cours du vieillissement, il se produit une diminution de la quantité de ces
macromolécules du fait du ralentissement du métabolisme des cellules et d'une durée de
renouvellement plus courte des protéoglycannes que des collagénes, respectivement, 1 a
3 ans suivant les articulations versus 400 ans [Sandy J, 1992]. De ce fait, les propriétés
mécaniques du cartilage se détériorent ce qui peut expliquer la dégénérescence

arthrosique survenant avec le vieillissement.

-39 .-



Etude bibliographique

A

Matvice
extracelulaire

acide hiyaluronicue
{HA)

C

s i ; L) b} ‘Gz KS—rich“
Nelinked oligosaccharides,

£
] .
l . ol ‘ 1HGE CRP
Y 5 s ‘...,, . 3 & .I ‘6 {) ‘v l' @2.
il 3SEERI T T 1 6 z SISTE T L. oo Hiérarchie structurate
Bl

|
} Lectiil Y P
i o agidcanie

o

Y
FiR

Qﬂ%&sm4

. i
B PR
protéine de liaison

Figure I-8 : Structure des agrécannes

Les agrécannes s'associent autour d'un squelette d’'HA et créent de larges domaines
hydrodynamiques entre les fibres de collagene (A). La hiérarchie structurale montre
que l’agrécanne est composée d'une protéine axiale sur laquelle sont fixées des GAGs
(B). L’agrécanne contient 3 domaines globulaires (G1, G2, G3) et 2 régions prolongées,
qui forment la région interglobulaire entre Gl et G2, et la région principale
d'attachement des GAGs. Le domaine G1 de ’agrécanne est lié a HA et cette attache est
stabilisée par la protéine de liaison (C). [http://web.mit.edu/cortiz/www/Figure2.gif]

Le cartilage contient aussi de larges protéoglycannes non agrégées qui

ressemblent en structure et en composition a l'agrécanne. Ces molécules représentent
moins de 10 % de la masse de protéoglycannes et pourraient correspondre a des
agrécannes dégradés [Buckwalter JA et al., 1994a].

Les petits protéoglycannes ne représentent que 3 % environ du tissu cartilagineux.

Généralement, ils ne sont pas spécifiques du cartilage mais participent a la formation de
la MEC. Parmi eux, la décorine, le biglycanne et la fibromoduline qui interagissent avec
les fibres de collagéne [Roughley PJ et al., 1994]. La décorine et la fibromoduline sont
décrites comme régulant le diamétre des fibrilles de collagéne durant la fibrillogénése
[Font B ef al., 1998]. De plus, la décorine comporte un site de liaison spécifique a

certains facteurs de croissance tels que le TGF-B (transforming growth factor ) et
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PIGF (Insulin like growth factor) [Burton-wurster N et al., 2003 ; Schonherr E ef al.,
2005] et peut agir sur le métabolisme et la prolifération des chondrocytes.

La fonction du biglycanne n'est pas trés bien connue. Il est principalement
localise dans la région péricellulaire des chondrocytes et peut interagir avec le collagéne
de type VI [Roughley PJ et al., 2006].

D'un point de vue général, ces molécules se lient aux autres macromolécules et
influencent probablement I'organisation de la MEC et la fonction des chondrocytes. Les
petits protéoglycannes peuvent agir sur l'activité des cytokines dans le cartilage

[Roughley PJ et al., 2006].
11.3. L’eau et les autres constituants de la matrice extracellulaire

L'eau représente 65 % - 80 % du poids humide du cartilage. La teneur en eau est
plus élevée a la surface du tissu qu’en profondeur [Maroudas A et al., 1985]. L'eau
existe sous 2 formes : libre ou liée aux protéoglycannes [Maroudas A et al., 1985].
L'eau libre véhicule les substances nutritives et les déchets métaboliques tandis que
I'eau liée confére au tissu sa consistance €lastique. Ainsi, l'interaction entre l'eau et les
macromolécules de la matrice influence la viscosité du tissu.

I existe également des protéines non collagéniques et non glycoprotéines dans

I’assemblage de la matrice du cartilage articulaire. Elles sont décrites comme
appartenant 4 la famille des protéines d'adhérence qui comprend, entre autres,
l'annexine V, et l'anchorine CII. Une autre protéine comme la COMP (Cartilage
Oligo Matrix Protein) a valeur de marqueur du renouvellement et de la dégénération de
la matrice extracellulaire. Citons encore la trombospondine, la tétranectine, la
tenascine et la fibronectine comme protéines non collagéniques [Buckwalter JA et al.,
1998]. Dans un cartilage normal, la synthése de ces protéines est modérée mais peut
considérablement augmenter dans diverses situations pathologiques. Bien que la
fonction de la plupart de ces protéines reste encore inconnue, elles semblent cependant
jouer un role important dans les interactions entre les chondrocytes et la MEC et donc
dans les phénomenes d'adhérence et de migration des chondrocytes. La liaison avec les

chondrocytes se réalise par des protéines transmembranaires, les intégrines.
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Des électrolytes (Na*, K™ Ca®*, CI', etc.) sont également présents dans la MEC et

permettent de neutraliser les charges des protéoglycannes et des collagenes [Mow VC et

al, 1999].
L2. Répartition des différents constituants dans le cartilage articulaire

Les chondrocytes ainsi que les collagenes, les protéoglycannes et d'autres
protéines sont organisés au sein du tissu cartilagineux dans un ordre défini. La MEC
formant le cartilage change de composition et de propriétés en fonction de sa position
par rapport a la surface articulaire. Ainsi, quatre couches peuvent étre différenciées
depuis la surface articulaire jusqu'a I'os sous-chondral selon leur composition, 1’activité
métabolique des cellules et les propriétés biomécaniques [Figure I-9]. De méme, les
chondrocytes ont une forme, une taille et une orientation différente dans chacune de ces

couches [Aydellote KA ef al., 1992].
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Figure I-9 : Structure du cartilage articulaire
Les couches superficielles, moyennes, profondes et basales qui forment le cartilage
articulaire sont caractérisées par ’activité métabolique des cellules, la présence des
différents  constituants  matriciels et  leurs  propriétés  biomécaniques.
[http://www.ukcte.org/images/cartilage.jpg]

L2.1. La couche superficielle
Elle est en contact avec le liquide synovial et sert de surface de glissement. Elle
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représente environ 5 a 10 % de I’épaisseur totale du cartilage. Cette couche est séparée
en deux zones :

| (1) La zone en contact avec le liquide synovial, composée dun film de
microfibrilles avec peu de protéoglycannes et aucune cellule.

(2) La zone en contact avec la couche moyenne, contenant des chondrocytes plats
et ellipsoidaux, disposés parallelement a la surface articulaire. Ces chondrocytes
synthétisent une plus forte quantit¢ de collagénes et une plus faible quantité de gros
protéoglycannes que les chondrocytes des autres zones. Les concentrations en
fibronectine et en eau sont plus ¢élevées. Les fibrilles de collagéne sont orientées
parallélement a la surface articulaire apportant une plus grande résistance aux tensions
et aux pressions mécaniques que dans les zones plus profondes.

La couche superficielle protége le cartilage sous-jacent des contraintes
mécaniques générées lors de l'activité articulaire [Roth V et al., 1980]. La suppression
expérimentale de cette couche augmente la perméabilité du tissu ainsi que la contrainte
supportée par la matrice extracellulaire sous jacente durant la compression. La déchirure
et le remodelage est le premier changement détectable dans l'induction expérimentale
d'une ostéoarthrose [Guilak F et al., 1994].

En outre, la surface articulaire limite 'acceés du cartilage au systéme immunitaire
en bloquant entre autre la pénétration des immunoglobulines. Une déchirure de cette
couche peut donc exposer des constituants natifs ou dégradés du cartilage, stimuler le

systeme immunitaire et induire a plus ou moins long terme une dégradation du cartilage.
L2.2. La couche moyenne ou transitionnelle

Elle constitue 5 a 40% de la hauteur cartilagineuse. Elle est formée de fibres de
collagénes de type II, IX et XI qui y sont enchevétrées en tous sens mais avec une
majorité de fibres dirigées obliquement par rapport a la surface du cartilage. Les
chondrocytes, ici, de forme plus arrondie, sont plus actifs dans cette zone que dans la
couche supérieure, comme l'indique I’importance du réticulum endoplasmique et de
P’appareil de Golgi. De plus, le taux de protéoglycannes augmente fortement en

comparaison avec celui de la couche superficielle.
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12.3.  La couche profonde

Elle représente 40 a 90 % de ['épaisseur totale du cartilage. L'organisation
principale des fibres de collagéne de type II, IX et XI se fait perpendiculairement a la
surface articulaire. Les chondrocytes présents dans cette zone montrent les signes d'un
anabolisme cellulaire plus actif que dans les deux zones précédentes. Au niveau de la
couche profonde, les chondrocytes se présentent souvent alignés et dirigés
perpendiculairement 2 la surface. Ils sont également entourés par des chondrons, sorte
de panier fibreux qui entoure un ou plusieurs chondrocytes. Cette formation fibreuse,
mise en évidence par Poole [Poole CA, 1997], structure la matrice de la couche
profonde, mais aussi celle de la couche moyenne. Le rdle de ces chondrons n'a pas
encore €té mis clairement en évidence. Ils seraient cependant responsables de la
protection des chondrocytes face aux contraintes mécaniques telles que la pression
hydrostatique, le flux de liquide et la compression (cf. paragraphe 1.3.2.) subies par le
cartilage. Cette couche contient la plus grande quantité de protéoglycannes et la plus

faible proportion en eau.
1.2.4.  La couche basale ou calcifiée

Cette couche s'étend sur 2 a 3 % de la hauteur totale du cartilage et est en contact
avec la plaque osseuse sous-chondrale a laquelle est amarré le cartilage. La couche
basale correspond & une zone ou le cartilage est en voie de calcification et ou les
chondrocytes conservent la disposition en file indienne décrite dans la couche profonde.
Ces cellules sont beaucoup plus restreintes en nombre et deviennent hypertrophiques.
La couche basale est séparée de la couche profonde par une ligne protéique basophile
nommeée "tide-mark". Celle-ci correspond a un enchevétrement extrémement dense de

fibres de collagéne [Oegema T et al., 1995].

En conclusion, le cartilage articulaire est un tissu hautement organisé et complexe,
constitué de différentes couches aux morphologies variées. Ces couches successives
sont fondamentales sur le plan fonctionnel car elles sont susceptibles de répondre

différemment aux contraintes extérieures.
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1.3. Propriétés biomécaniques du cartilage articulaire

Le cartilage est un tissu spécialis¢ et adapté aux contraintes mécaniques. I
amortit dans le temps et répartit dans 1’espace les contraintes mécaniques auxquelles il
est soumis. Sa composition et ses propriétés physico-chimiques, 1'organisation
fondamentale du réseau de collagéne, et l'interaction moléculaire des fibres de
collagénes et des protéoglycannes ont des effets essentiels sur les propriétés
mécaniques intrinseques de la MEC ainsi que sur les propriétés de transport et de

diffusion des liquides du cartilage.
1.3.1. Contraintes exercées sur le cartilage

Le cartilage est soumis en permanence & plusieurs contraintes mécaniques. La
contrainte principale est la compression qui engendre d’autres contraintes telles que
des flux de liquide, des contraintes de cisaillement, des pressions hydrostatiques et des
forces de tension ou d’étirement etc. [Kerin A et al., 2002 ; Urban JP, 1994 ; Smith RL
et al., 1995]. La capacité du cartilage articulaire d'exécuter sa fonction physiologique,
quand 1l est soumis a différents types de contraintes, dépend de l'interaction sensible
des constituants du cartilage et de 'écoulement du fluide interstitiel a travers la matrice
perméable [Hasler EM, 1999].

La pression exercée a la surface du cartilage articulaire varie entre 0 et 20 MPa
en fonction des activités physiques. En effet, des mesures in vivo ont montré que dans
la position debout, la pression qui s’exerce sur la hanche d’un patient est de 0,7 MPa.
Lors d’une marche, une contrainte de 5-10 MPa est exercée sur la hanche, soit une
charge équivalente a 3-8 fois le poids du corps [Bergmann G et al., 2001 ; Afoke NY
et al., 1987 ]. Enfin, cette contrainte peut dépasser 18 MPa lors de mouvements
physiques plus intenses comme par exemple un saut a partir d’une chaise [Kerin A et

al., 2002].

Dans le cartilage au repos, les forces de tension entre les fibres de collagéne sont

en I'équilibre avec les forces de gonflement osmotique des protéoglycannes [Bader DL

et al., 1992].
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Pendant la locomotion normale, le cartilage articulaire est soumis a une

contrainte dynamique qui entraine une augmentation des surfaces de contact et génére

une compression, un étirement et des contraintes de cisaillement [Mow VC et al.,
1990]. Les forces de compression appliquées sur le cartilage augmentent et diminuent
rapidement et répétitivement de facon cyclique. La réponse du cartilage a la contrainte
dynamique dépend de ses propriétés viscoélastiques a court terme [Bader DL ef al.,

1994] et est reliée a la fréquence des contraintes [Wong M et al., 2000].

Sous des contraintes de hautes fréquences, le cartilage est incompressible, ce qui
signifie que dans ces circonstances il n'y a aucun flux de liquide du cartilage [Wong M

et al., 2000].
1.3.2.  Réponse du tissu aux contraintes mécaniques

Les propriétes d’élasticité et de viscosité du cartilage sont essentielles a la
capacité de résistance du tissu aux contraintes mécaniques. Ainsi, 1’élasticité dépend en
grande partie des caractéristiques du réseau de collagénes [Bader DL et al., 1992 ;
1994], tandis que la viscosité est étroitement liée a la teneur en protéoglycannes,
notamment en HA. De ce fait, ces propriétés d’élasticité et de viscosité influencent
respectivement la déformation du tissu ainsi que le mouvement liquidien [Mow VC et
al., 1984].

Comme il a €té évoque, dans le paragraphe 1.2, les 4 couches qui composent le
cartilage ont des teneurs en protéoglycannes et un réseau de collagéne qui différent
selon la profondeur du tissu. Ainsi, il en résulte des propriétés mécaniques variables
d’une couche du cartilage a ’autre. Lorsque le cartilage est soumis & une contrainte
mécanique de type compression, la couche superficielle laisse sortir le fluide, devenant
alors plus solide. Dans la couche moyenne et profonde, la pression hydrostatique
augmente, alors que la compression et le flux de liquide diminuent. Au niveau de la
couche basale, la compression et le flux de liquide deviennent négligeables, tandis
qu’une contrainte de cisaillement apparait dans 1’interface cartilage/os (Figure I-10)

[Wong M et al., 2000].
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Figure I-10: Représentation schématique de I’environnement mécanique du
cartilage articulaire sous contrainte

Selon les couches du cartilage, la MEC et les cellules sont soumises a des contraintes
mécaniques, qui différent dans leur nature et/ou leur intensité. [D’aprés Wong M et al,
2003]

Les propriétés biomécaniques du cartilage articulaire ne sont pas
unidirectionnelles. Il existe une certaine anisotropie reliée a la distribution et a la
structure non homogene des constituants du cartilage articulaire [Bank RA ef al., 2000 ;
Laasanen MS et al., 2003]. Généralement, le réseau de collagene agit au niveau de
P’étirement [MOW 1990], tandis que les protéoglycannes interviennent sur la
compression [Bader DL et al., 1994 ; Korhonen RK et al., 2003a]. Ainsi, la résistance
a I’étirement décroit alors que la résistance ala compression croit lorsque 1’on
s’enfonce dans le cartilage, définissant ainsi une anisotropie axiale [Schinagl RM et al.,
1997, Wang CC et al., 2002]. En plus de cette anisotropie axiale, il existe une
anisotropie parallele a la surface articulaire. Cette conformation anisotrope confére au
cartilage une plus grande résistance al’étirement. En effet, une partie de la force

d’étirement verticale est transformée en une déformation parallele aux fibres a la

surface du cartilage [Wong M et al., 2003].
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1.3.3.  Réponse des cellules aux contraintes mécaniques

Tandis que les influences des contraintes mécaniques sur le cartilage et le
métabolisme des chondrocytes ont été intensivement explorées, les mécanismes de la
mécanotransduction restent mal compris.

Le concept de mécanotransduction peut se traduire ainsi: les cellules
transforment les signaux mécaniques en signaux biochimiques, qui acheminés vers le
noyau, induisent des modifications métaboliques.

Lors d’une mise sous contrainte de 1’articulation, la déformation de la MEC du
cartilage représente la premieére étape du phénomene suivie par 1’apparition d’un
cisaillement et d’une pression hydrostatique. Ces contraintes induisent une
modification des potentiels électriques, une augmentation de la pression osmotique et
une baisse de pH [Gray ML er al, 1988, Guilak F et al., 1999]. Toutes ces
modifications peuvent influencer les activités métaboliques ainsi que 1’expression des
geénes via la voie de la mécanotransduction [Shieh AC et al., 2003].

Plusieurs voies de mécanotransduction ont été identifiées et impliquent les
canaux ioniques, les intégrines, le cytosquelette et le noyau (Figure [-11). De plus, ces
voies de mécanotransduction sont ¢galement li€es a d’autres voies de signalisation, qui
partagent des chemins communs tels que les canaux ioniques, les protéines G et les
kinases couplées avec les récepteurs transmembranaires. Ceci explique peut-étre les
effets synergiques des contraintes mécaniques avec les facteurs de croissance [Adrian
Cetal., 2003].

Les canaux ioniques : I’écoulement ionique au niveau cellulaire est un

événefnent important dans la voie commune de la transduction de signal. Les canaux
ioniques (en particulier Na*, K" et Ca®"), activés par les contraintes mécaniques,
induisent le changement de la concentration ionique qui provoque une cascade de
réactions cellulaires via des messagers secondaires, les protéines G et les kinases [Wu

QQ et al., 2000].

Intégrines : Les intégrines, responsable en partie de la liaison MEC- cytosquelette

(actine), sont identifiées comme des mécanotraducteurs importants des interactions
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entre les cellules et la MEC. En effet, ces molécules sont capables d’enregistrer
directement le signal de la déformation de ia MEC et par la suite de transférer cette
information au noyau de la cellule. Cette transfert peut se faire soit via le cytosquelette
[Durrant ef al., 1999] ou via la voie de signalisation de FAK (focal adhesion kinase)
ainsi que des MAPK (mitogen-activated protein kinases) et d’activer des facteurs de
transcription tels que AP-1, NFkB efc. [Loeser RF et al., 2002]. La majorité des
intégrines se trouvant dans un cartilage articulaire normal sont les alB5, a581, alOp1 et
aVB1 [Loeser RF et al., 2000 ; Ostergaard K ef al., 1998]. Parmi elles, I’intégrine a5p1,
récepteur de la fibronectine, est 1'intégrine la plus impliquée dans la voie de
méchanotraduction. 11 a ét¢ démontré que aSP1 participe & 1’hyperpolarisation des
chondrocytes sous une contraint de compression dynamique [Millward-Sadler SJ et al.,
2000 ] et associée a’augmentation de la synthése de GAGs et de la prolifération de
chondrocytes [Chowdhury TT ef al., 2004]. Par ailleurs, les récepteurs, les intégrines a2,
B1 interviennent plus spécifiquement au niveau des CSMs [Chen J et al., 2006 ; Mueller

FI et al., 2006].

Contraintes mécanigues

”» ¢
MNayau R wibles

Figure 1I-11: Représentation schématique d’une voie possible de
mécanotransduction. Les signaux mécaniques extracellulaires induits par les
contraintes sont transformés en signaux intracellulaires via les canaux ioniques, la
MEC, les intégrines, le cytosquelette afin de modifier la transcription de genes cibles
dans le noyau. [Lee C et al, 2005]
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Cytosquelette : le cytosquelette est considéré comme un mecanotransducteur

potentiel en raison de son role structural dans la cellule. Le cytosquelette peut subir de
nombreux changements induits par les contraintes mécaniques, y compris la
déformation, la réorganisation, la polymérisation des fibres d’actines. [Shieh AC et al.,
2003]. La composition du cytosquelette (actine, tubuline et vimentine) varie d’une
zone a I’autre du cartilage, créant un environnement mécanique différent dans chaque
zone du cartilage [Langelier ER ef al., 2000].

Déformation du noyau : la déformation du noyau induite par des contraintes

mécaniques peut modifier 1’organisation de la membrane nucléaire et donc la
perméabilité des pores membranaires induisant aussi des modifications dans la

transcription de 'ADN génomique [Lee DA et al., 2000].

L.4. Fonctions du cartilage articulaire

Le cartilage constitue la partie essentielle de l'articulation. Il recouvre les
extrémités osseuses et il joue un role de " film protecteur " de l'articulation. Lors de la
réalisation de mouvement, il remplit deux principales fonctions. Il assure d'une part, le
glissement des segments osseux les uns contre les autres, en diminuant au maximum
les forces de friction présentes. Le cartilage €tant non innervé, il ne peut donc
transmettre aucune information au cerveau, ce qui rend le mouvement imperceptible et
indolore. D'autre part, le cartilage assure la transmission, la repartition et
l'amortissement des contraintes subies par l'articulation. Une troisitme fonction,
dépendante des deux premicres, peut lui étre attribuée : celle d'assurer sa propre
trophicité. Le cartilage est effectivement “nourri” par le liquide synovial, lui-méme

sécrété par la membrane synoviale.
L4.1.  Glissement des surfaces articulaires

Le cartilage articulaire exécute cette fonction a 1’aide du liquide synovial dans des
conditions de frottements minimales. Cette propriété du cartilage articulaire est due &
l'interaction entre la couche superficielle et le liquide synovial qui est un lubrifiant

articulaire. Le liquide synovial est un liquide transparent, secrété par la membrane
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synoviale, tapissant la face interne de la capsule articulaire [Buckwalter JA et al., 1997].
L’HA est le principal constituant de ce liquide articulaire. Il est son support rhéologique.
La capacité a passer d’un comportement visqueux (mouvement lent) a un comportement
¢lastique (mouvement rapide) est une des caractéristiques de I’HA. Ainsi, le coefficient
de friction, trés faible, assure un fonctionnement harmonieux de 1’articulation. L’HA
forme également une mince pellicule protectrice a la surface du cartilage articulaire.
Lors d'un mouvement de glissement, ce film protecteur se déforme tels les deux feuillets
de la plévre pulmonaire, évitant ainsi l'usure du cartilage. A ce mécanisme s'ajoute, lors
de la mise en charge de 'articulation, un écoulement du liquide contenu dans le cartilage
vers les régions voisines moins sollicitées et vers le milieu intra-articulaire. Ce liquide

synovial joue un rdle de lubrification de la surface cartilagineuse.
1.4.2.  Transmission et amortissement des contraintes

Le cartilage est un tissu ayant une extraordinaire capacité d'amortissement et de
répartition des pressions, ce qui permet une diminution des contraintes mécaniques
imposées a l'articulation.

Lors de la mise en charge de l'articulation, la transmission et 'amortissement des
contraintes s'effectuent en deux temps : dans un premier temps, le cartilage répond
rapidement par un changement de forme, a volume constant. L’expansion latérale, qui
se produit, provoque un mouvement des protéoglycannes ainsi qu’un flux de liquide qui
se trouve dans la région soumise a la compression. Dans un second temps, via les pores
de la matrice cartilagineuse, 1'eau et les électrolytes migrent vers les zones ou régne une
pression plus faible. Cette fuite de liquide entraine une augmentation de la concentration
en protéoglycannes, contribuant a une augmentation de la pression osmotique. Ce
phénoméne entralne deés lors une résistance a la pression croissante ainsi qu'une
déformation cartilagineuse modérée, qui permet de mieux répartir les contraintes subies.
Ce processus se termine lorsque 1’équilibre entre les deux pressions est atteint (Figure
I-12 a-c).

Lors de la mise en décharge de l'articulation, le phénomeéne inverse s'observe : la

chute rapide de la pression osmotique suivie d'un retour de liquide vers les zones de
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faible pression. Le volume cartilagineux augmente graduellement jusqu'a ce que
l'¢quilibre original entre la pression de gonflement et la tension des fibres de collagene

soit restauré (Figure 1-12 d-e).

Sortie de Entrée de
Peau et les électrolytes 'eau et les &lectrolytes
IEERRRE

Fquibre ateint  Décharge de Particulation Retoura la
de Particulation condition statigue

(@ ®) © @ (e
Figure 1-12: Représentation schématique de la transmission et de
I'amortissement des contraintes mécaniques
Quand [’articulation est mise en charge, la pression intracellulaire augmente et
conduit l'eau et les électrolytes a migrer vers les zones ou régne une pression plus
faible (a, b). Cette fuite de liquide entraine une augmentation de la pression osmotique
Jusqu'a un équilibre (c). Lorsque la contrainte est retirée de [’articulation, I’eau et les
électrolytes retournent dans le tissu (d, e).

1.4.3.  La fonction de trophicité

Outre ces deux fonctions, une troisi¢me fonction peut étre attribuée au cartilage :
celle d'assurer sa propre trophicité. En effet, le cartilage est dépourvu de vaisseaux.
Cette trophicité dépend des cellules qui élaborent une MEC fondamentale solide,
déformable, poreuse, qui permet la circulation des liquides et des électrolytes. C'est
donc dans les mouvements articulaires de la vie de tous les jours que, par imbibition, le
cartilage articulaire puise les éléments nécessaires a son métabolisme cellulaire, via les

échanges de liquides réalisés avec le liquide synovial depuis sa couche superficielle.
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II. Physiopathologie du cartilage articulaire

La dégradation du cartilage peut conduire, & plus ou moins long terme, a
l'apparition de lésions qui peuvent aller jusqu'a l'os sous-chondral, ou il se produit au
niveau du foyer lésionnel, une invasion de cellules issues de la moelle osseuse [Setton
LA et al., 1999]. La réaction de type inflammatoire qui s'ensuit engendre alors la
formation d'un tissu cartilagineux proche du fibrocartilage, par sa constitution riche en
collagéne de type I et faible en ¢lastine [Setton LA et al., 1999]. Les propriétés
mécaniques, moins élastiques et moins résistantes, d'un tel tissu ne lui permettent pas de
résister aux fortes contraintes que subirait sans dommage un cartilage articulaire sain ; il
finit généralement par se fissurer [Naumann A et al., 2002]. Or le cartilage articulaire
n'a pas la capacité de se régénérer naturellement dans le cas de 1ésions qui dépassent 2
millimetres de diametre [Ghivizzani SC et al., 2000]. Ceci explique que 1’on rencontre
des lésions du cartilage articulaire dans plus de 10% de la population [Bliddal H et al.,
2006]. -

L’exposition du cartilage a des ¢éléments agressifs (enzymes protéolytiques,
cytokines inflammatoires, efc.) peut stimuler la dégénérescence des protéoglycannes ou
en inhiber la synthése [Zhang L ef al., 2007]. Ces agressions peuvent ¢galement agir sur
le collagene et les chondrocytes. La plupart des 1€sions ont une origine traumatologique
(entorses graves ou luxations rotuliennes) mais elles peuvent également apparaitre a la
suite de phénoméne inflammatoire (ostéochondrite juvénile ou aprés une
corticothérapie). Elles peuvent aussi é&tre dues au vieillissement. La réparation
sponitanée de ces 1€sions est déterminée par de nombreux facteurs : le type, 'ampleur et
la sévérité des 1ésions, 1'état général du cartilage et 1'dge de I'individu [Zhang L et al.,

2007].
II.1. Classification des lésions cartilagineuses

Les lésions localisées dans le cartilage superficiel apparaissent pour la plupart
sous forme de fissures ou de 1¢ésions de surface plus étendues. Ces lésions s’arrétent a la
couche de cartilage calcifié. En revanche, les 1ésions profondes concernent des 1ésions

qui atteignent la zone du cartilage calcifié et I'os sous-chondral au-dela de la «tide
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mark» [Minas T et al., 1997]. D’apres la loi d’Outerbridge, les 1ésions cartilagineuses
sont classées en quatre grades, selon leur localisation et leur gravité [Minas T et al.,
1997] (Figure I-13):

Le grade I correspond a un ramollissement localisé du cartilage articulaire dd a
la rupture d'une petite quantité¢ de fibres de collagene. Cette 1ésion peut étre décelée
grace a I’imagerie par résonance magnétique qui permet d'observer un léger oedéme
cartilagineux au niveau de la zone 1ésée (Figure I-13A).

Le grade II désigne un cartilage articulaire présentant des fissurations au niveau
de sa surface. Cette 1ésion résulte d'une fibrillation plus importante que celle observée
au grade [ (Figure I-13B).

Le grade Il se caractérise par une fissuration beaucoup plus marquée qu'au
grade II, mais toujours sans exposition de 1'os sous-chondral (Figure I-13C).

Le grade IV  est marqué par une destruction cartilagineuse beaucoup plus
massive, entralnant I'exposition de 1'os sous-chondral au milieu intra-articulaire. A ce
stade avancé, il existe un risque d'abrasion de la surface articulaire cartilagineuse

opposée a la partie endommagée (Figure I-13D).

CRAE Gm‘&@t i CiRALST GAADE o

==

Figure I-13 : Classification des lésions cartilagineuses selon la loi d’Outerbridge
Chaque grade (I a IV) se caractérise par une fissuration de plus en plus importante du cartilage
pouvant atteindre 1'0s sous-chondral.
[http./fwww.orthojournalhms.org/ojhms2002/images/77-1.jpg]

I1.2. Relation entre facteurs biomécaniques et lésions cartilagineuses

I1.2.1. Implications des facteurs mécaniques dans la physiopathologie du

cartilage

Les influences mécaniques sont souvent a 1’origine du développement de

pathologies du cartilage [Hayes DW et al., 2001]. Les lésions du cartilage se
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produisent quand la contrainte appliquée excede la capacité d’absorption de charge du
tissu [Cornwall MW, 1984]. Divers mécanismes peuvent étre impliqués :

Tout d’abord, un dommage mécanique peut se produire dés qu’une articulation
se déplace au dela de sa possibilité habituelle de mouvement, induisant un effort sur les
parties plus molles du cartilage qui ne peuvent pas supporter la contrainte, et
endommagent ainsi le réseau de collagene. [Andersson S et al., 1989].

Par ailleurs, d’autres dommages d’origines mécaniques peuvent également se
produire de maniére chronique lors d'exercices sportifs physiques intenses et répétés.
Dans ce cas, les articulations sont répétitivement exposées a des contraintes de niveaux
élevés, et les dommages sont associées a une fissure de fatigue [Kujala UM et al.,
1995].

Enfin, P'exposition & des surcharges et une utilisation anormale et répétée de
I’articulation déja endommagée menent a des lésions plus graves et a la
dégénérescence du caﬁilage [Simmons EJ et al., 1999 ; Van de Breevaart Bravenboer J

et al., 2004].
I1.2.2. Mécanisme de dégradation du cartilage

Laltération du réseau de collagéne constitue le facteur décisif dans les
pathologies du cartilage entrainant par la suite une diminution de l'agrégation des
protéoglycannes. Avec une augmentation de la teneur en eau, ces changements, qui ont
lieu dans la couche superficielle du cartilage, sont les premiers symptomes
réversibles. [ Arokoski JP et al., 2000 ; Bank RA et al., 2000].

Ces changements de la couche superficielle sont associés a une augmentation
compensatoire de la synthése des protéoglycannes dans les zones plus profondes de
telle sorte qu'il n’y a aucune perte de la quantité totale des protéoglycannes pour toutes
les couches du cartilage confondues [Poole AR et al., 1992]. Dans ces zones les plus
profondes, la synthése de collagéne semble également étre augmentée dans cette phase,
reflétant une tentative de réparation des dommages par les chondrocytes [Fukui N et al.,
2001]. Par conséquent, la concentration en collagéne demeure constante, mais la

composition du collagéne est modifiée. Il se trouve en effet sous forme de molécules
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dégradées restant incorporées dans les fibrilles en raison de la structure réticulée du
réseau de collagéne [Bank RA er al., 1997]. Cependant, comme la molécule de
collagéne a subit un clivage par des métalloprotéinases matricielles, certaines de ces
réticulations ne sont plus fonctionnelles [Pratta MA et al., 2003]. Par conséquent, les
molécules de collagéne dépolymérisées glisseront les unes le long des autres pendant
P’application de la contrainte, ce qui explique pourquoi ces fibrilles seront moins
¢lastiques [Bank RA er al, 2000]. Ainsi, la quantité de molécules dégradées de
collagene est fortement reliée a la diminution de la rigidit€ du cartilage [Bank RA et al.,
2000]. En raison des dommages du réseau de collagéne et du déclin de I'agrégation des
protéoglycannes, la résistance a 1’étirement et a la compression de la couche
superficielle du cartilage est réduite [Armstrong CG et al., 1982]. Comme la zone
superficielle de cartilage est la zone la plus rigide, elle joue un réle important dans les
réactions de compression et d’étirement. Ainsi, les changements substantiels des
propriétés biomécaniques dans cette zone auront un effet significatif sur les
caractéristiques globales du tissu [Guilak F et al., 1994]. Dans ce cas, la compression
axiale de la surface articulaire du cartilage meénera a une expansion latérale plus
importante que la normale. Ainsi, la surface subissant la contrainte, sera élargie. Les
secteurs adjacents seront sollicités et il en résulte que le réseau de collagéne y subira de
plus grandes tensions et pourra étre endommagé. Ceci aboutira & une réduction de
l'agrégation des protéoglycannes. Comme conséquence fonctionnelle, une nouvelle
réduction de la rigidité a la tension et a la compression de la couche de cartilage sera
observée [Guilak F et al., 1994]. L’ensemble de ces réactions entre dans un cercle

vicieux (Figure [-14).
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Figure I-14 : Représentation schématique du “ cercle vicieux”
Une contrainte mécanique entraine une distribution anormale des forces sur le
cartilage et endommage les chondrocytes. La diminution de la synthése de la MEC
ainsi que la résistance mécanique provoquent ainsi une nouvelle lésion. Ces réactions
entrent alors dans un cercle vicieux.

11.3. Stratégies thérapeutiques concernant les lésions cartilagineuses

11 est généralement admis que le cartilage articulaire, apres un traumatisme de la
trame du collagéne, ne peut se réparer spontanément. Il existe alors le risque de voir se
développer chez le sujet atteint, une arthrose précoce qu'il sera difficile de traiter par des
moyens autres que la pose d’une prothése totale. Il est donc nécessaire d'intervenir aussi
rapidement que possible afin d'éviter que le cercle vicieux du phénomeéne arthrosique
cité précédemment (Figure I-14) se mette en oeuvre.

Actuellement, de traitements médicaux et chirurgicaux sont disponibles en
clinique. Un complément pourra &tre apporté a ces traitements, grice au

développement de I’ingénierie tissulaire.
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I1.3.1. Les traitements médicaux

Le traitements médicaux combinent généralement plusieurs des techniques

suivantes :

La mise en décharge : une pression intra-articulaire trop élevée est souvent
retrouvée, comme point commun aux lésions, entrainant, pour le cartilage, une
surcharge mécanique néfaste. De plus, il a ét¢ démontré que dans des conditions de
pression moindre, l'activité métabolique du chondrocyte s'accroit, ce qui pourrait
favoriser la régénération matricielle [O'Driscoll SW et al., 1998].

Agents pharmacologiques : Des substances comme des corticostéroides, de

’acide hyaluronique et des facteurs de croissance font 1'objet de nombreuses études car
ce sont des agents pharmacologiques pouvant stimuler la régénération spontanée du
cartilage articulaire. Cependant, elles suscitent de nombreuses controverses. En effet,
certains auteurs y voient une action stimulante sur la régénération cartilagineuse
[Sarzi-Puttini P et al., 2005], alors que d'autres constatent par la suite une aggravation
de P’arthropathie et une augmentation des phénomenes inflammatoires [O'Driscoll SW
et al., 1998].

Mouvement passif': introduit par Salter et al. [Salter RB et al., 1980], cette

technique est aujourd’hui massivement reconnue pour sa complémentarité apportée dans
le traitement des 1ésions cartilagineuses. Rappelons ici que le mouvement est nécessaire
a 1'imbibition du cartilage alors que l'immobilisation compléte d'un membre produit son
amincissement et une diminution de son contenu en protéoglycannes [Minas T et al.,

1997].

Lorsque le traitement médical est un échec, un traitement chirurgical peut venir

en secours.
11.3.2.  Traitements chirurgicaux

11.3.2.1. Techniques palliatives

Lavage articulaire : Le lavage articulaire consiste a retirer le liquide synovial qui

contient les cellules inflammatoires, les cytokines (Il-1, TNF-a), les enzymes de
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dégradation du cartilage (les métalloprotéinases) et des fragments cartilagineux. Le
sérum physiologique ou le glycocolle sont recommandés alors que 1’eau distillée ou le

Ringer lactate entrainent des 1ésions ultra-structurales du cartilage.

Stimulation de 1’0s sous-chondral : Dans le cadre d’une atteinte traumatique, la
réparation des lésions peut se faire par stimulation de 1’os sous-chondral. Il s’agit de
favoriser I’apparition d’un fibrocartilage a partir de la stimulation des cellules souches
de la moelle osseuse sous-jacente & 1’0s, qui va combler la perte de substance depuis la
profondeur jusqu'en superficie. C’est le cas des « perforations de Pridie», de « micro
fractures» qui aboutissent aprés un délai de 4 a 6 mois a la formation d'un fibrocartilage.
Comme le fibrocartilage ainsi obtenu est plus fragile que le cartilage articulaire normal,
la plupart des protocoles de réhabilitation conseille d'y associer le mouvement passif

continu et un soulagement des contraintes articulaires [Minas T ef al., 1997].

11.3.2.2. Techniques de réparation cartilagineuse

Greffes de périoste ou de périchondre : La couche profonde du périoste est riche

en cellules progénitrices chondrales et osseuses et en facteurs de croissance. Le
principe de cette technique est de prélever un lambeau sur la portion cartilagineuse des
derniéres cotes en emportant la couche profonde. Le prélévement est alors adapté a la
zone receveuse. Au niveau d'une lésion cartilagineuse, ce type de greffe aboutit a la
formation d’un cartilage hyalin. Actuellement, il existe un risque d'ossification
endochondrale du greffon qui ne laisse espérer que de faibles résultats & long terme.
L'age influence lourdement le pronostic de ce type de greffe. Dans le cas d’une
application clinique, les greffes de périchondre sont adaptées uniquement a des 1ésions
récentes chez un sujet 4gé de moins de 40 ans [Minas T et al., 1997].

Greffes ost€éochondrales : Le cartilage tend a se fissurer, il y a perte de matrice

et dégénérescence chondrocytaire. Beaucoup de patients présentent du fibrocartilage
et chez certains, 1'os sous-chondral est & nu. A ce stade d’altération de la partie
sous-chondrale, les traitements précédents ne sont plus efficaces. Certains travaux ont
cependant obtenu de meilleurs résultats avec des greffes ostéochondrales [Minas T et

al., 1997]. Mahomed et al. [Mahomed MN et al., 1992] ont réalisé des allogreffes sur
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des condyles fémoraux et ont observé 75% de succes avec un recul clinique de cing
ans.

La technique la plus récemment employée est la mosaicoplastie qui utilise de
petits cylindres de cartilage autologue prélevés sur des zones non-portantes de
l'articulation (Figure I-15) [Hangody L ef al., 1998]. Les greffons maintiennent leur
caracteére hyalin dans 60 & 80% des cas. L'intégration des greffons est généralement
excellente au niveau du tissu hdte et les patients retrouvent une bonne fonctionnalité
articulaire [Hangody L et al., 1998]. Apres trois ans, des biopsies ont montré que le
tissu conservait son aspect hyalin [Hangody L ef al., 1998]. Cependant, il faut noter
que cette technique a donné de bons résultats au niveau des condyles mais pas sur des
lésions rotuliennes. De plus, la quantité de matériel prélevé en zone non portante doit

étre faible pour éviter une nécrose du tissu donneur.

Figure I-15 : Principe de la mosaicoplastie

De petits cylindres ostéochondraux sont prélevés sur des zones non-portantes de
Uarticulation, puis sont réimplantés au niveau de la lésion cartilagineuse
[http://perso.orange.fr/corine.bensimon/versier03. htm]

Transplantations de chondrocytes autologues : cette stratégie thérapeutique a été

réalisée, chez 'Homme, par Brittberg M [Brittberg M et al., 1994]. Des chondrocytes
autologues prélevés en zone saine sont placés en culture pendant deux a trois semaines.
A D’issue de la culture, les 1ésions cartilagineuses de 1,6 a 6,5 cm? de diamétre sont

suturées par un couvercle de périoste, dans lequel les chondrocytes sont réimplantés
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(Figure 1-16). Les chondrocytes commencent dés lors & produire une MEC proche de
celle du cartilage hyalin. Au cours de ces derniéres années, ce type d’intervention a été
pratiqué dans le monde sur 12000 patients. De bons résultats ont été obtenus sur une
période de 2 a 10 ans surtout chez les patients jeunes [Marlovits S et al., 2006].
Cependant, la transplantation de chondrocytes autologues présente toujours certains
inconvénients. Tout d’abord un cofit élevé et par ailleurs D'arthroscopie révéle
I’apparition d’une zone hypertrophique importante au niveau de 1’implantation

[Marlovits S et al., 2006].

- Béimplantation des celinles
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Figure I-16 : Procédure de la transplantation de chondrocytes autologues

Des chondrocytes autologues prélevés en zone saine sont placés en culture pendant
deux a trois semaines. A 'issue de la culture, les lésions cartilagineuses de 1,6 a 6,5
em’ de diamétre sont suturées par un couvercle de périoste, dans lequel les
chondrocytes sont réimplantés. [Brittberg M et al., 1994]

Le but du traitement des lésions cartilagineuses est d'arréter et d’inverser leur
progression localement et globalement. Cependant, les traitements actuellement
disponibles pour réparer le cartilage articulaire endommagé ne sont pas tout a fait
satisfaisants, au niveau de la restitution structurelle et fonctionnelle. Il s’avére donc
nécessaire et important de trouver de nouveaux moyens pour régler ce probleme.

Une nouvelle génération de traitement a ainsi vu le jour récemment, il s’agit de

I’ingénierie tissulaire [Hunziker EB et al., 2002].
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III. Ingénierie tissulaire du cartilage

L'ingénierie tissulaire se définit comme [’ensemble des techniques et des

méthodes s’inspirant des principes de 1’ingénierie et des sciences de la vie pour
développer un nouveau tissu ou un organe qui sera implanté au niveau d’une lésion.
Cette approche vise a induire, guider et structurer la croissance cellulaire avec ou sans
matrice adéquate, afin d'organiser les cellules en tissus complexes et éventuellement
fonctionnels. Ainsi, pour «fabriquer» un tissu, de nombreuses disciplines sont requises:
sciences des matériaux, biologie moléculaire et cellulaire, ingénierie chimique et
mécanique, biochimie, robotique, bioinformatique, médecine et chirurgie. Les produits
de l'ingénierie tissulaire peuvent, par ailleurs, améliorer les thérapies actuelles tout en
réduisant les cofits du traitement.

Dans le cas de l'ingénierie tissulaire du cartilage, 1’objectif est de produire un

cartilage artificiel pour combler les 1ésions du tissu natif et maintenir ou améliorer ses
fonctions au niveau articulaire.

Cependant, malgré tous les progres de ces derniéres années, il reste encore de
nombreux problémes a résoudre. Un des principaux challenges dans la création d'un
cartilage vient du fait que les cellules, mises en culture, in vitro, sont incapables de
s’organiser d’elles-mémes en tissus implantables. En effet, comme les chondrocytes ne
'représentent que moins de 10% du tissu, ils sont tributaires de la MEC qui donne au
tissu ses propriétés et a travers laquelle vont transiter différents signaux (chimiques,
mécaniques et électriques). En fait, les cellules ont besoin de ces signaux et d’une
matrice tridimensionnelle pour former un tissu tridimensionnel fonctionnel. Donc, il
est important de reproduire des conditions les plus physiologiques possibles afin de
construire un néo-cartilage de facon controlée.

L'ingénierie tissulaire, et plus particulierement celle du cartilage comporte un
certain nombre d’étapes (Figure [-17). Tout d’abord, des cellules (chondrocytes ou
cellules souches) sont amplifié¢es et ensemencées dans des biomatériaux. Cette
construction cellulaire (cellules-biomatériau) est ensuite placée dans un milieu de

culture en présence de facteurs de croissance et/ou de contraintes mécaniques pendant
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une période de culture déterminée. Le néo-tissu résultant peut &tre implanté au niveau
des lésions cartilagineuses. Ces différentes étapes vont &tre développees dans les

paragraphes qui suivent.

Sonrce celiulaire :

Chondroeytes ou cellules souches

Bismatérisux

Ohtention 4'un néo-tissu

>

, E
% Factenrs de crobssance |
: :
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Figure I-17 : Principales étapes de I’ingénierie tissulaire du cartilage

III.1. Sources cellulaires

L’ingénierie du cartilage a besoin d’une source abondante de cellules saines qui
peuvent étre autologues (du méme individu), homologues (d’un autre individu de
méme espéce) ou hétérologues (d’un individu d’une autre espéce). Ces cellules
peuvent aussi étre embryonnaires, foetales ou adultes [Leo AJ et al., 2006].

Le choix des cellules est conditionné par la nécessité d’obtenir une nouvelle
matrice aux propriétés biochimiques et biomécaniques les plus proches possibles de
celles du tissu a remplacer. Deux grandes catégories de cellules peuvent servir a la
réparation du cartilage : les chondrocytes natifs ou des cellules immatures, les cellules

souches, qui, ont la capacité de se différencier en chondrocytes.
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III.1.1. Chondrocytes

Le chondrocyte, du fait de sa capacité a synthetiser une matrice extracellulaire
associant le collagéne de type II et les agrécannes s’est imposé naturellement comme
source cellulaire pour la réparation du cartilage [Brittberg M et al., 1996].

Cependant, le nombre limité de cellules, obtenues par prélévement autologue,
nécessite une amplification de celles-ci afin d’en obtenir une quantité suffisante pour
une réparation de qualité. Cela présente un probléme important, puisqu’une
dédifférenciation cellulaire se produit rapidement lors de 1’expansion de chondrocytes
en monocouche. Elle se caractérise par des changements de morphologie (cellules
fibroblastiques) et de synthése matricielle (notament apparition du collagéne de type I
et disparition du collagéne de type II) [Domm C et al., 2002]. Le tissu néosynthétisé
dans ces conditions ne retrouve pas ses propriétés biologiques et mécaniques initiales,
mais présente des caractéristiques de fibrocartilage [Kafienah W et al., 2002]. Diverses
techniques telles que la multiplication tridimensionnelle, sous hypoxie ou en présence
de facteurs de croissance ou de contraintes mécaniques, ont ¢ét¢ développées pour
permettre aux cellules de retrouver un phénotype de chondrocytes. C’est ce que 1’on
appelle la redifférenciation cellulaire [Domm C et al., 2002].

Une autre source cellulaire est utilisée : les cellules souches, qui sont des cellules
indifférenciées. L’objectif est de controler leur différenciation, in vitro, vers un

phénotype chondrocytaire.

IIL.1.2. Cellules souches

L’utilisation de cellules souches présente plusieurs avantages [Luyten FP et al.,
2001]. Ces cellules permettent de s’affranchir du prélevement de chondrocytes
autologues, €vitant ainsi I’étape du prélévement cartilagineux potentiellement iatrogéne
et les problémes de prolifération et de dédifférenciation cellulaire [Cancedda R et al.,
2003]. Les cellules souches semblent ainsi étre de bonnes candidates a la thérapie

génique et tissulaire [Grande DA et al., 2003]
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III.1.2.1 Définition des cellules souches

11 3

Le terme de “ cellule souche ” est utilis€ pour désigner une cellule jeune qui
n’exprime, aucune spécificité. Cette cellule est dite “indifférenciée”. Lorsque les
cellules souches sont placées dans un environnement tissulaire approprié, elles sont
capables de se multiplier et de produire des cellules spécialisées, qui acquirent une
morphologie et une fonction spécifique du tissu. C’est la différenciation.

En raison de 1’origine des cellules souches, elles sont classées en trois types :

Les cellules souches embryonnaires (CSEs) se distinguent par trois

caractéristiques essentielles : (1) Elles proviennent d’un embryon de 4 a 5 jours (stade
blastula) issu d’une fécondation in vitro ; (2) Elles conservent leur état indifférencié ce
qui leur permet de s’autorenouveler [Boyer LA et al., 2006] ; (3) Elles sont totipotentes
et peuvent conduire a la formation de tous les tissus de ’organisme, y compris les tissus
de la lignée germinale, méme aprés une culture prolongée in vitro. [Kerr CL et al.,
2006].

Bien qu’il soit possible d’induire la différenciation in vitro des cellules souches
embryonnaires [Hwang NS et al., 2006 ; zur Nieden NI ef al., 2005], plusieurs
problémes devront étre résolus avant d’arriver a 1’étape finale d’application en clinique.
Premierement, le maintien en culture de cellules peut entrainer des mutations génétiques,
et induire un risque de développement ultérieur de tumeurs [Draper JS et al., 2004].
Deuxi¢émement, la réponse immune de 1'héte aux CSEs pose un défi important. Enfin,
I’obstacle majeur au développement de la recherche sur les CSEs humaines reste,
notamment en France, d’ordre éthique. L’absence d’accords quant a ’utilisation de
cellules souches embryonnaires humaines dans un but expérimental limite leur
application en I’ingénierie tissulaire [Bobbert M, 2006].

Les cellules souches foetales sont issues de tissus foetaux a un stade beaucoup

plus tardif (5-9 semaines) que le stade de blastocyste embryonnaire et sont isolées a
partir de foetus résultant d’avortements [Guillot PV et al., 2006].

Les cellules souches adultes sont, pour leur part, déja engagées dans un

programme tissulaire spécifique, ce qui explique leur hétérogénéité, méme si certaines
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d’entre elles peuvent conduire & la formation ou a la régénération de tissus distincts
(multipotence). Plusieurs sous-types de cellules souches adultes sont identifiés, tels que
les cellules souches hématopoiétiques, neuronales, é€pithéliales, mésenchymateuses,
gastro-intestinales, épidermiques etc. [Tarnowski M et al., 2006].

Les cellules souches adultes et plus particulierement les cellules souches
mésenchymateuses sont les plus utilisées et plus immunocompatibles. De plus, elles ne
sont pas concernées par les problemes éthiques. La maitrise de leur plasticité constitue
un maillon essentiel dans 1’ingénierie tissulaire du cartilage. Cependant, il est encore
nécessaire d’optimiser les techniques d’isolement, de maintien de 1’état différencié et de
I’amplification et de la synthése matricielle en vue de la formation d’un tissu ou d’un

organe.
II1.1.2.2  Localisation des cellules souches mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses (CSMs) sont présentes dans divers tissus
de ’organisme :

- La moelle osseuse est considérée comme la source la plus riche en CSMs et la

plus accessible [Tuan RS et al., 2003]. Elle contient plusieurs types de cellules
souches : les cellules souches hématopoiétiques (CSHs) qui donnent naissance aux
différentes lignées des cellules sanguines, les CSMs qui assurent la fonction de
soutien stromal, et une troisieme population a été découverte trés récemment
(2002), 1l s’agit des MAPCs de ’anglais «multipotent adult progenitor cells»
(Figure I-18) [Coulombel L, 2003]. Ces cellules offrent un vaste potentiel de
différenciation, proche des CSEs. Les MAPCs sont décrites comme étant les
ancétres de toutes les populations hématopoiétiques et mésenchymateuses
présentes dans la moelle osseuse humaine [Verfaillie CM, 2005].

- Les tissus feetaux tels que le placenta [Zhang X et al., 2006] et le cordon ombilical

[Guillot PV et al., 2006] sont également riches en CSMs.

- Les tissus conjonctifs chez P’adulte peuvent contenir un faible pourcentage de

CSMs, en particulier, le tissu adipeux [Zuk PA et al., 2002], mais aussi le

cartilage [Alsalameh S ef al., 2004], le périoste [Cuevas et al., 2004], la membrane
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synoviale [De Bari C et al., 2001], le liquide synovial [Jones EA et al., 2004], les
muscles [ Young HE ef al., 2001] ainsi que les tendons [Salingcarnboriboon R et

al., 2003].
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Figure 1-18 : Filiation des différentes populations cellulaires de la moelle osseuse
MAPCs : de I'anglais «multipotent adult progenitor cells»; CS : Cellule Souche ; GR :
Globule Rouge ; PN : Polynucléaire neutrophiles ; NK : de I’anglais «naturel killery ;
Mo : Monocytes ; Meg : Mégacaryocytes ; T, B : Lymphocytes T et B ; Dend : Cellules
dendritiques. [Coulombel L et al., 2003].

by

Les CSMs isolées a partir de différents tissus présentent une expression des

marqueurs de la surface cellulaire similaire quelle que soit I’origine du tissu [ Yoshimura
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H et al., 2007]. Cependant, leurs potentiels d’expansion et de différenciation

chondrogénique sont différents :

Les CSMs issues de la moelle osseuse ont un taux de prolifération important et

peuvent se différencier en chondrocytes en présence des facteurs de croissances
tels que les TGF-Bs, les BMPs efc. Cependant, leur potentiel de différenciation
cartilagineuse diminue au fur et & mesure des phases d’expansion [Sakaguchi Y et
al., 2005].

Les CSMs provenant du cordon ombilical peuvent se multiplier rapidement et

suivent la voie de la différenciation chondrocytaire méme apreés une longue durée
d’expansion [Wang JF et al., 2004].

Les CSMs isolées a partir du périoste et de la membrane synoviale ont un potentiel

plus important d’expansion que celles de la moelle osseuse [Sakaguchi Y ef al.,
2005 ; Yoshimura H ef al., 2007]. Le nombre de colonies obtenues aprés 7 jours
de culture est 6 fois plus élevé que celui de CSMs d’origine médullaire. De plus,
une meilleure potentialité de synthese de la MEC cartilagineuse a été décrite pour
des CSMs isolées a partir du périoste et de la membrane synoviale,
comparativement aux CSMs d’origine médullaire [Shirasawa S et al., 2006].

Le tissu adipeux pourrait servir d’excellente source de CSMs du fait de la quantité

présente dans 1’organisme humain et de la disponibilité¢ de déchets opératoires liés
a la chirurgie [Mehlhomn AT et al., 2006]. Il est & noter que les CSMs, isolées a
partir du tissu adipeux, ont un potentiel d’expansion supérieur, mais un potentiel
chondrogénique inférieur & celui des CSMs isolées a partir de la moelle osseuse
[Sakaguchi Y et al, 2005; Yoshimura H et al, 2007]. Aprés 2 semaines de
culture dans un gel d’alginate en présence de TGF-B1, les CSMs originaires du
tissu adipeux expriment 10 fois moins le géne de col2al et 4 fois moins

d’agrécanne que celles de la moelle osseuse [Mehlhorn AT et al., 2006].

Le tableau I-1 rassemble les études portant sur les potentiels de prolifération et de

différenciation cartilagineuse de CSMs selon leur origine.
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Tableau I-1: Comparaison des potentiels de prolifération et de différenciation
cartilagineuse en fonction de I’origine des CSMs

Différenciation chondrocytaire

Origine de s Lo
CSMs Prolifération  Expressiondu  Syntheése de Reférences
collagene 1II MEC

v Sakaguchi Y et al, 2005
Mocelle

-+ +++ A+t Mehlhorn AT et al, 2006
osseuse

Yoshimura H et al, 2007

Sakaguchi Y et al, 2005

Périoste ++++ ot ++++ Shirasava S et al, 2006

Yoshimura H et al, 2007

Membrane Sakaguchi Y et al, 2005

) o+ -+ b
synoviale Yoshimura H et al, 2007
Sakaguchi Y et al, 2005
cles ++ ++ ++
Mus Yoshimura H et al, 2007
. Sakaguchi Y et al, 2005
Tissu

. +++ + + Mehlhorn AT et al, 2006

adipeux

Yoshimura H et al, 2007

II.1.2.3  Caractérisation des CSMs

Les CSMs peuvent étre caractérisées par leurs marqueurs de surface cellulaire.
Ces cellules présentent, comme toutes les autres, de nombreux marqueurs de surface.
La plupart de ces marqueurs sont peu spécifiques et peuvent étre retrouvés a la surface
de cellules différenciées. Ces marqueurs pourraient seulement étre présents sur une
cellule souche a un instant particulier ou dans certaines conditions, ce qui est le cas du
marqueur CD34 sur le différenciation des CSHs [Engelhardt M et al., 2002]. Les
différents marqueurs de surface exprimés par les CSMs humaines actuellement connus
sont regroupés dans le Tableau I-2 [Pittenger MF et al., 2004]. Les CSMs expriment
les récepteurs tels que CD105 (endogline), CD73 (5 terminal nucleotidase) et CD90
(Thy-1) ainsi que HLA (humain leukocyte antigen) de classe I et a-Smooth Muscle
Actin (a-SMA). Les CSMs n’expriment pas CD40 et CD154 (CD40 ligand) ni CD80
et CD86 (les molécules de co-stimulation B7-1 et B7-2) [Pittenger MF ez al., 2004].
Les premicres caractérisations des marqueurs de surface des CSMs, par cytométrie de
flux, ont révélé qu’elles exprimaient des molécules de surface dont les ligands étaient

présents sur les cellules matures des lignées hématopoiétiques, incluant, CD72 ; CD54
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(intercellular adhesion molecule-1, ICAM-1); CD102 (ICAM-2); CD106 (vascular
cellular adhesion molecule-1, VCAM-1); CD58 (lymphocyte function-associated
antigen-3, LFA-3) et CD166 (activated leukocyte-cell adhesion molecule, ALCAM)
[Majumdar MK et al., 2003]. Ceci souligne 1’étroite interaction entre ces deux types
cellulaires. Les CSMs ne possedent pas a leur surface les marqueurs hématopoiétiques
CD3, CD4, CDl11a et surtout CD34 ou CD45 [Pittenger MF et al., 2004]. Cette
propriété permet de distinguer aisément les deux populations a partir d’un échantillon
de la moelle osseuse [Tableau 1-3]. Les CSMs expriment de CD 49 (chaine al des
intégrines) qui ont un réle important dans la mobilité cellulaire. Pourtant, la liste des

marqueurs de surface des CSMs reste incompleéte.

Tableau I-2 : Liste des marqueurs de surface exprimés ou non par les CSMs humains
CD = Cluster de Différenciation ; TGFBIR = Transform growth factor f receptor type I;
TGFpIIR = Transform growth factor p receptor type II; HLA = Humain leukocyte
antigen; SSEA = Stage specific embrynnic antigen.

CDI13, CD29, CD44, CD49a, b, ¢, ¢, f, CD51, CD54 (ICAM1),
CD58, CD71, CD73, CD90 (Thy-1), CD102, CD105, CD106

Marqueurs
(VCAM), CDw119, CD120a, CD120b, CD123, CD124, CD126
presents (ALCAM), CD127, CD140a, CD166, P75, TGFBIR, TGFBIIR,
HLA-A, B,C, SSEA-3, SSEA-4, D7.
CD3, CD4, CD6, CD9, CDIO, CDlla CD14, CDI5, CD18
Marqueurs

. CDZI CD25 CD31 CD34 CD36 CD38 CD45 CD49d CDSO :
CD62E,L,S, CDS0. CD86 CDY5, CD117, CD133, S /

Récemment, Diaz-Romero et al. ont montré que lorsque les chondrocytes

articulaires humains cultivés en monocouche se dédifférenciaient en fibroblastes, ils
exprimaient les marqueurs CD166, CD105 et CD90 a des niveaux semblables aux
CSMs indifférenciées. Ceci suggere que le suivi de 'expression des marqueurs CD166,
CD105 et CD90 pourrait étre approprié pour évaluer la différenciation des CSMs en
chondrocytes [Diaz-Romero J et al., 2005].
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Tableau I-3 : Expression de marqueurs a la surface des cellules souches
hématopoiétiques (CSHs), des cellules souches mésenchymateuses (CSMs) et des
chondrocytes sans culture (liste non exhaustive)

ND = Non Déterminé ; CD = Cluster de Dijfférenciati

Marqueurs CSMs Références

Jones EA et al., 2004;

epIo Diaz-Romero J et al., 2005
----------------------------------------- Jones EA et al, 2-004,
b Diaz-Romero J et al., 2005
------------------------------ Kuwana M et a}., 2003
A4 e Diaz-Romero J et al., 2005
———————— Brakebusch C et al. , 2005;
CD29 Mareschi K et al., 2006;
Diaz-Romero J et al., 2005
______________________________ Mare;c-h—i"K etal, 200_6;
.44 I 7 Diaz-Romero J et al., 2005
Wang L et al., 2000;
CD44 Mareschi K et al., 2006;
N Diaz-Romero J et al., 2005
------------------ Szilvassy ST et al., 2003 ;
€D Jones EA etal, 2004;
CDA49a Diaz-Romero J et al., 2005
 Zhow Zetal,, 2005;
e o2 Diaz-Romero J et al., 2005
""""""""""""" Gigant C et al., 2001;
cpss Diaz-Romero J et al., 2005
----------------------------------- Jones E4 et al., 2004
CD55 Davies ME etal., ]994_’_“_
" Risbud MV et al., 2006;
hed et Diaz-Romero J et al., 2005
CD71 Szilvassy SJ et al., 2003
CD73 Oswald J et al., 2004
N 44— eSS = Baddoo M et al., 2003;
DSt Diaz-Romero J et al, 2003
______________________________ Burchert /-1- etal, 1999;
cps2 Diaz-Romero J et al., 2005
__________________________________ Mareszrhi Ketal, 2006,
%0 Diaz-Romero J et al,, 2005
__________________________________ j(;;zes EAdetal, 2004;
N4 e . Diaz-Romero J et al,, 2005
----------------- Szilvassy ST et al., 2003;
e oot Diaz-Romero J et al., 2005
CD120a Diaz-Romero J et al., 2005
CD120b Diaz-Romero J et al., 2005
CD151 Diaz-Romero J et al., 2005
CD166 Mareschi K et al., 2006,

Diaz-Romero J et al., 2005
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III'1.2.4. La chondrogénése

La chondrogénése est le processus qui permet la formation du cartilage par la
différenciation de CSMs au cours du développement du squelette. Les chondrocytes
différenciés passent ensuite par une étape de maturation hypertrophique et aboutissent
a une ossification endochondrale. Ce processus est régulé par de nombreux facteurs de
croissance qui interviennent dans la régulation de la prolifération, de la différenciation
et de la maturation des cellules. Ces facteurs induisent des changements de
I’expression des genes a ’aide des facteurs de transcription de la famille des Sox entre
autres. Ce processus s’effectue en trois é€tapes: la condensation de CSMs, la

différenciation chondrocytaire et 1’hypertrophie des chondrocytes (Figure I-19)

[Goldring MB et al., 2006].
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Figure I-19: Représentation schématique des différentes étapes de la
chondrogénése et de ’ostéogencse au cours du développement des os longs
Différents facteurs de croissances et facteurs de tranmscription interviennent dans
[’expression des genes dans chaque étape. [Goldring MB et al., 2006]

La condensation de CSMs

Cette étape est composée de la sélection, la migration, la prolifération et la
condensation des CSMs (Figure 1-19). Ces actions sont régulées par des interactions
cellules-cellules et cellules-matrice [Hall BK, 2000 ; Tuan RS, 2004]. La condensation
correspond a une augmentation de 1’adhésion cellulaire et & des modifications du
cytosquelette. Préalablement a la condensation, les CSMs produisent une MEC riche en
HA et en collagene de types I et IIa [Sandell LJ, 1994]. L’initiation de la condensation
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est associée a une augmentation de 1’activité de la hyaluronidase et a 1’apparition de
molécules d’adhésion telles que les N-cadhérines et les N-CAMs (Neural Cell Adhesion
Molecules). Le facteur de croissance TGF-B, un des premiers stimuli dans la
condensation chondrogénique, stimule la synthése de la fibronectine, qui en retour
régule les récepteurs N-CAM. Les syndécanes, un type de protéoglycannes
membranaires, se fixent a la fibronectine et régulent négativement les récepteurs
N-CAM, définissant ainsi les limites de la condensation. La matrice, contenant aussi la
ténascine, la thrombospondine, les protéines COMP, interagit avec les molécules
d’adhésion pour activer les voies de signalisation intracellulaires. Les molécules
N-cadhérines et N-CAM ne seront plus exprimées a la surface des chondrocytes mais
réapparaitront plus tard a la surface des cellules du périchondre [DeLise AM et al.,
2000].

Plusieurs auteurs ont décrit I’implication de nombreux facteurs de transcription
mais aussi la présence de nombreux geénes dans le contrdle de la chondrogénése

(Figure I-19) [DeLise AM et al., 2000 ; Eames BF et al., 2003; Hall BK ef al., 2000].

La différenciation chondrocytaire :

Cette différenciation se caractérise par la formation d’une matrice contenant
différents types de collagene tels que les collagenes de type 11, IX et XI mais aussi des
agrécannes (Figure I-19).

Le facteur de transcription Sox9 est un des premiers facteurs permettant aux
cellules de commencer [’é¢tape de condensation (Figure 1-20). Dans la phase de
différenciation, le facteur de transcription Sox9 permet 1’expression du collagéne de
type Ila (Col2al) mais aussi I’expression d’autres protéines matricielles du cartilage
tels que Colla2 [Eames BF er al., 2003]. Deux autres membres de la famille des
facteurs transcriptionnels Sox (L-Sox5 et Sox6) co-exprimés avec Sox9 dans cette
étape sont indispensables pour permettre la différenciation des chondro-progéniteurs en
chondrocytes [Lefebvre V et al., 1998]. En effet, la présence de LSox5 et Sox6 permet
I’expression des collagénes de type II, IX, des agrécannes et des protéines de liaison

[Smits P ef al., 2001]. Un autre facteur de transcription, le Run2, intervient dans la
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phase de différenciation chondrocytaire. Comme le montre la figure 1-20, ce facteur est
également présent dans les autres étapes telles que la condensation et 1’ossification

[Ducy P et al., 1997].

1
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Figure 1-20: Représentation schématique de P’expression des facteurs
transcriptionnels lors des différentes étapes de la chondrogénése et de I'ossification
endochondrale

Des facteurs de transcription sont soit des inhibiteurs () soit des activateurs ( 1) des
différentes étapes. [Goldring MB et al., 2006]

L’hypertrophie des chondrocytes :

Dans cette étape, les chondrocytes différenciés deviennent des chondrocytes
hypertrophiques et commencent a exprimer leur seul marqueur spécifique a savoir le
collagene de type X [St-Jacques B et al., 1999]. La transcription du collagéne de type
X est régulée par le facteur de transcription Runx2 dont 1’expression est augmentée
dans I’étape d’hypertrophie de la chondrogénese [Shen G et al., 2005]. L’apparition de
ce type de collageéne indique le stade terminal de la chondrogénese et le début de
I’ostéogenese ou le collagéne de type X facilite le dép6t de la matrice osseuse et la
calcification [Enomoto H ef al., 2002]. La chondrogénése et 1’ostéogenese sont donc
étroitement coordonnées par I’étape d’hypertrophie de chondrocytes. Le suivi de
I’expression du collagéne de type X est indispensable au contrdle de la chondrogénese

afin de ne pas débuter le processus d’ossification endochondrale.
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I 1.2.5. Systéme de culture

La différenciation en chondrocytes ou chondrogénese nécessite des conditions
spécifiques. Entre autre, il est nécessaire de respecter un environnement 3D. Différents
systémes 3D pourraient initier la chondrogénése, parmi lesquels nous pouvons citer,

les cultures en « micromasses », en « pellet » ou en biomatériaux 3D.

Culture en « micromasses » ou en « pellet » :

Comme il P’a été décrit précédemment, la différenciation des CSMs en
chondrocytes commence par une phase de condensation des cellules ou elles
s’agrégent avec une forte densité dans le centre du pré-cartilage. Les cultures in vitro a
haute densité (« micromasses » ou « pellet ») sont des systémes de culture qui imitent
I’étape de la condensation des CSMs [Weston AD, et al., 2000 ; Sakaguchi Y ef al.,
2005]. En effet, les changements de la composition de la MEC produite dans ces
systémes de culture sont équivalents a ceux observés in vivo, faisant de ces systémes
de bons modéles pour étudier les premiéres étapes de la chondrogénése [De Bari C et
al., 2004]. Par conséquent, ces deux systémes de culture sont largement utilisés pour
initier la chondrogénése ou encore étudier les événements de signalisation impliqués

dans la différenciation des CSMs en chondrocytes.

Culture dans des biomatériaux tridimensionnels :

Les CSMs peuvent également étre cultivées dans différents biomatériaux
tridimensionnels, afin d’améliorer la prolifération, la synthése de la MEC pour aller

vers une différenciation de CSMs en chondrocytes (cf. paragraphe III .2.).
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III .2. Biomatériaux

Les biomatériaux constituent un support de culture et permettent une
reconstitution tridimensionnelle de tissus. Les biomatériaux tridimensionnels sont
appréciés pour la réparation du cartilage car ils miment la structure native de ce dernier
et permettent de mieux promouvoir la multiplication des chondrocytes et la synthese
d’une matrice cartilagineuse que les systémes de culture en 2 dimensions. En effet, la
culture en monocouche ne permet pas le maintien d’un phénotype chondrocytaire.
L’¢laboration de biomatériaux doit remplir un cahier des charges trés strict afin de
fournir aux cellules non seulement un environnement biocompatible mais également

une stabilité mécanique.
II1.2.1. Cahier des charges

Les propriétés des biomatériaux doivent étre adaptées aux exigences requises par
leur application (la nature du comblement) :

Biocompatibilité : les biomatériaux doivent &tre biocompatibles étant donné qu’ils

seront colonisés par des cellules vivantes. Cette biocompatibilité est liée a la fois au
matériau en lui-méme, au procédé de sa fabrication mais aussi aux produits de sa
dégradation. Cette biocompatibilité favorisera ’adhésion, la prolifération cellulaire et
I’expression du phénotype a leur contact. De plus, ils doivent éviter le rejet immunitaire
et la réponse inflammatoire de I'hote.

Porosité : les biomatériaux doivent posséder une haute porosite et présenter une
importante interconnexion entre les pores afin de permettre la colonisation et la
migration cellulaire, ainsi que la diffusion des nutriments et métabolites. En générale,
une taille de pore de 100 a 200 um semble étre adéquate.

Propriétés mécaniques : étant donné la présence de stimulations mécaniques dans

le cas de différenciation in vitro mais aussi de 1’environnement mécanique in vivo, les
biomatériaux doivent supporter des déformations et doivent pouvoir récupérer leur
forme tout au long de la régénération.

Biodégradabilité : Les biomatériaux idéaux doivent étre totalement

biodégradables au fur et 2 mesure que la néo-matrice se forme. Les produits issus de la
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dégradation ne doivent présenter aucune toxicité pour I’organisme hote. Leur durée de
dégradation dépend essentiellement du temps nécessaire a la synthése de 1a néo-matrice
extracellulaire par les cellules. Il faut noter que la reconstitution d’un tissu fonctionnel
peut nécessiter plusieurs mois et les constituants matriciels artificiels doivent donc étre

choisis en fonction de cet impératif de durée.
II1.2.2. Biomatériaux utilisés en ingénierie tissulaire du cartilage

Plusieurs types de biomatériaux sont actuellement disponibles pour la
reconstitution d’un cartilage. Ils peuvent étre classés en deux catégories selon leur

origine (naturelle ou synthétique).
11221 Biomatériaux d’origine naturelle

Le souci de biocompatibilité des implants a orienté les chercheurs vers des
biomatériaux biocompatibles d'origine naturelle. Les trois biomatériaux naturels les plus

utilisé€s sont I’alginate, [’agarose et le collagéne.

L’alginate

L’alginate se rapporte a une famille de copolymeres polyanioniques dérivés des
algues de mer brunes et comprenant des résidus 1,4-B-D-mannuroniques (M) et des
résidus a-L-guluroniques (G) dans des proportions variables et semble étre un
biomatériau intéressant. L'alginate de sodium est soluble en solution aqueuse et forme
un gel stable & température ambiante, en présence de cations bivalents (Ba>*, Ca*") 3 des
concentrations non cytotoxiques, par interaction ionique entre le groupe des acides
guluroniques. Sa biodégradabilité et ses propriétés mécaniques varient en fonction de la
proportion de M/G, et de la concentration en cations bivalents [Wu SF et al., 2002]. Le
gel d'alginate permet de placer les chondrocytes dans un environnement tridimensionnel,
afin de maintenir un phénotype différenci¢ sain et de permettre la synthése des
constituants matriciels tels que les protéoglycannes et les collagenes de type II
[Marijnissen WJ et al., 2002]. Le fait que les chondrocytes ne se dédifférencient pas
dans les gels d'alginate a entrainé leur exploitation intensive dans le domaine de
I’ingénierie tissulaire du cartilage [Domm C et al., 2004 ; Heyland J et al., 2006]. De

-77 -



Ftude bibliographique

plus, la combinaison d’alginate avec I’HA, composé présent dans le cartilage natif,
pourrait encore améliorer sa résistance mécanique ainsi que sa biocompatibilité.
L’utilisation de gel d’alginate/HA comme support matriciel a la culture des

chondrocytes est en plein essor actuellement [Gerard C et al., 2005].

L’agarose

L’agarose est un polysaccharide sous forme purifiée. Il dérive de 1’agar obtenu a
partir d'algues rouges. Il présente des caractéristiques proches de 1’alginate et il est
couramment employé en ingénierie tissulaire pour la réparation de cartilage. Il possede
également I’avantage d’étre injectable sous forme semi-liquide & température ambiante
et donc de maniére moins-invasive. Le durcissement s’effectue alors, in situ, aprés
implantation dans la 1ésion, sous I’influence de la température corporelle. De
plus, I'étude de sa réponse a la pression a montré que la transmission de cette contrainte
était compléte et immédiate, dans toute la gamme de pressions, de fréquences, de
volumes appliqués, et de viscosités examinées [De Rosa E et al., 2006 ; Chowdhury TT

et al., 2006].

Le collagéne

Le collagéne est une matrice de nature protéique d'origine animale (extrait de la
peau) ou humaine (extrait du placenta humain). Le collagéne est un excellent
biomatériau en raison de ses propriétés mécaniques, son excellente biocompatibilité et
sa biodégradabilité [Aigner T et al., 2003]. De plus, il est indispensable au
développement cellulaire parce qu’il joue un rdle important en régulant le phénotype
chondrogénique et la chondrogénése, aussi bien in vitro qu’in vivo [Lee JE et al., 2004].
De maniére générale, deux types de collagene sont utilisés :

Le collagéne de type I est principalement utilis€ pour la fabrication des

biomatériaux [Galois L et al., 2004 ; Cortial D et al., 2006]. En effet, il est peu
immunogene et son antigénicité peut étre réduite par réticulation thermique ou chimique
ou par €élimination des télopeptides par une digestion avec la pepsine. Malgré tout, des
anticorps contre le collagéne de type I ont été détectés chez des patients traités avec du
collagéne de derme bovin [Klopper PJ, 1986]. Cette réaction dépend de 1’origine du
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collagene ainsi que du site d’implantation [Aragona F et al., 1998].

Le collagéne de type II pourrait étre un bien meilleur biomatériau pour le

cartilage parce qu’il correspond & un composant naturel et majeur du cartilage hyalin.
En effet, il a été démontré qu’il induisait une stimulation de la prolifération des
chondrocytes et un maintien du phénotype [Nehrer S et al., 1997]. Cette action se fait
via P’activation de cytokines qui sont inhibées par le collagéne de type I [Qi WN et al.,
1998]. Cependant, le collagéne de type Il a été décrit comme responsable de maladies
auto-immunes et ne peut donc pas étre utilisé comme biomatériau implantable [Takeda
T et al., 1996].

De plus, des biomatériaux de ce type (hydrogel d’alginate, d’agarose et du
collagéne de type I) ensemencés avec des chondrocytes humains ou des CSMs
humaines ont déja été¢ implantés chez 1’animal, notamment chez le lapin ou chez le rat

[Rahfoth B et al., 1998 ; Kaul G et al., 2006 ; N6th U et al., 2007].

1I1.2.2.2 Biomatériaux polymériques synthétiques

Bien que les biomatériaux naturels soient utilisés en ingénierie tissulaire, leur
comportement mécanique n’est pas adéquat et ne permet pas une transplantation
tissulaire [ Yoon DM et al., 2006]. De plus, il existe une certaine hétérogénéité lors de
leur préparation [Yoon DM et al., 2006]. C’est pour ces raisons que de nombreuses
études s’orientent vers 1’utilisation de biomatériaux polymériques synthétiques qui sont
préparés avec des polyesters ou des polyéthyleénes. En plus d’étre moins chers, ils
permettent une bonne reproductibilité. Le large éventail des procédés de fabrication
permet ’ajustement des propriétés mécaniques, de la porosité, de la biodégradabilité,
ainsi que leur biocompatibilité grice au greffage de peptides naturels (par exemple :
peptides RGD, Arginine - Glycine — Acide Aspartique), de facteurs de croissance, de
polysaccharides et de I’ADN efc [Yoon DM et al., 2006].

Les polyvesters et leurs copolyméres

L’acide polylactique (PLA) et1’acide polyglycolique (PGA) ainsi que leurs
copolymeres : ’acide lactique-co-glycolique (PLGA) sont les matrices biorésorbables.

Ces composés sont utilisés depuis longtemps pour la confection de fils de suture
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chirurgicaux. Des études in vitro avec ces composés ont été pratiquées et ces polymeéres
constituent des modeles intéressants pour la culture de chondrocytes ou CSMs [Banu N
et al., 2006 ; Xin X et al., 2007]. Cependant, leur application biomédicale a été freinée
par la présence de leurs produits de dégradation qui sont acides et susceptibles de
produire des réactions immunitaires et inflammatoires [Kim BS er al, 1998].
Actuellement, ce phénoméne est mieux contr6lé et plusieurs études ont été publiées
démontrant 1’usage possible de ces matrices synthétiques en ingénierie tissulaire du
cartilage.

Les hydrogels a base d’oxyde de polyéthyiléne

Les hydrogels a base d’oxyde de polyéthyléne sont des matrices injectables in situ
qui évitent la nécessité d’un traitement invasif, Ils sont caractérisés par une excellente
biocompatibilité, résorbabilité et malléabilité, ce qui les rend attractifs en ingénierie

tissulaire du cartilage [Grant C et al., 2006].

" Enfin, une nouvelle conception de "matériau intelligent” est & noter. Ce matériau
devra adapter sa réponse, signaler une modification apparue dans l'environnement et
dans certains cas, provoquer une action de correction. Il sera, indiscutablement, une
matrice de choix a développer dans les années a venir pour la réparation des lésions du

cartilage [Kirkpatrick CJ et al., 2006].

I .3. Facteurs biochimiques ou physicochimiques

De nombreux facteurs biochimiques ou physicochimiques tels que les facteurs
de croissance, les vitamines et les hormones, jouent un role essentiel dans le maintien
du phénotype des chondrocytes, I’induction de la différenciation des CSMs en
chondrocytes, ainsi que la stimulation de la maturation terminale en chondrocytes
hypertrophiques [Moreau JE et al., 2005] (cf. 111.1.2.4). 11 sera donc intéressant de les
utiliser en ingénierie tissulaire.
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ITL3.1. Facteurs de croissance

Les facteurs de croissance présentent une importance qui n’est plus & démontrer
dans la régénération du cartilage ou d’autres tissus. En effet, ils peuvent agir soit sur la
prolifération cellulaire [Attisano L et al., 2002], soit sur la synthése de la MEC [Sakai
T et al., 2002].

II1.3.1.1 Facteurs de croissance de la superfamille du TGF-f

La superfamille du TGF-f (Transforming Growth Factors-f) comporte les
TGF-fs, les BMPs (Bone Morphogenic Proteins) et les activines. Ces cytokines jouent
un réle primordial dans la détermination du devenir cellulaire au cours de
I’embryogenése et contrblent un large spectre de réponses biologiques chez 1’adulte
[Roberts AB et al., 1998]. Les effets chondroinductifs de ces molécules ont été
également montrés dans de nombreuses études utilisant les CSMs [Mackay AM et al.,

1998 ; Barry F et al., 2001].
TGFE-fs

Les TGF-Ps sont des facteurs de croissance modulant la prolifération cellulaire et
la synthése des composants de la MEC. Principalement, trois isoformes appelés TGF-B1,
TGF-B2 et TGF-P3 sont distingués [Roberts AB er al., 1998].

Les récepteurs de TGF-Bs incluent le type I (TB-RI, TGF-3 récepteur type I) et le
type II (TB-RI, TGF-B récepteur type II). Ils transmettent le signal par 'intermédiaire
de protéines Smads. Un troisieéme type de récepteur (TP-RILL, TGF-f récepteur type III)
joue un rdle dans l'attachement du facteur de croissance aux TP-RI et TB-RII (Figure
I-21). La liaison des molécules de TGF-Bs a TB-RII, a la surface des cellules, méne a la
phosphorylation des résidus sérine et thréonine du TP-RI. Ce récepteur phosphoryle et
active ensuite le Smad2/3, en combinaison avec Smad4, ce complexe est transféré au
noyau ou une fois activé, il recrute d'autres facteurs de transcription qui activent
ensemble 1'expression des genes de cible qui exécute les fonctions biologiques des

TGF-fBs [Roberts AB er al., 1998].
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Figure I-21 : Voie de transduction de la signalisation des TGF-fis

Les TGF-fis se lient au récepteur TB-RII. Cette liaison pourrait étre renforcée par la
présence de TP-RIII. Ce complexe recrute et phosphoryle TS-RI menant a l'activation
de Smad?2 et de Smad3 par la phosphorylation (p). Ce processus est inhibé par Smad7.
Les protéines Smad?2 et Smad3 activées forment des hétérodimeres avec Smad4 et sont
transloquées au noyau. Les co-activateurs, les co-répresseurs et d'autres facteurs de
transcription (TF) associés au complexe Smads réglent l'expression de genes.
[www-ermm.cbcu.cam.ac.uk/03005726h.htm]

Les TGF-Bs stimulent la prolifération des chondrocytes et des CSMs mais
inhibent la prolifération des cellules telles que les cellules épithéliales, les cellules
lymphoides et les cellules myéloides car ils bloquent la croissance cellulaire 4 la phase
G1 du cycle cellulaire [Kurosaka D et al., 1994]. Ces facteurs de croissance induisent
également une augmentation de la synthése du collagéne de type I et des
protéoglycannes [Hiraki Y et al., 1988], mais aussi une inhibition des enzymes de
l'espace péricellulaire impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire,
comme la collagénase [Hiraki Y et al., 1988]. Les effets de ces cytokines sur les
chondrocytes sont cependant controversés car ils varient en fonction de I'état de
maturation des chondrocytes, des couches du cartilage par rapport a la surface
articulaire [Itayem R ef al., 1997] ainsi que des conditions expérimentales [Redini F et
al., 1988 ; Galera P et al., 1992].

Les TGF-Bs sont aussi capables d’induire la différenciation des cellules souches

en chondrocytes [Barry F et al., 2001]. En effet, ils favorisent I’expression des génes
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chondrogéniques ainsi que la synthése de la MEC. L’efficacité des différents TGF-Bs
n’est pas identique pour chacun d’eux. Toutes les isoformes de TGF-fs peuvent
augmenter 1’expression des molécules d’adhésion telles que les N-cadhrines, les
N-CAM, la ténascine et la fibronectine qui permettent 1’interaction cellules-cellules et
cellules-matrice pendant la chondrogénése [Chimal-Monroy J et al., 1999]. Cependant,
le TGF-B1 est l’isoforme la plus efficace, suivi par TGF-f3 puis par TGF-$2
[Chimal-Monroy J et al., 1999].

Par ailleurs, une formation uniforme de la MEC au cours de la chondrogénése
induite par TGF-B1 est observée dans les « micromasses » de CSMs, alors que le
TGF-f2 et le TGF-B3 entralnent une répartition moins homogene de la MEC
[Chimal-Monroy J et al., 1999]. Néanmoins, des ¢tudes ont montré que TGF-B2 ou
TGF-B3 sont plus efficaces pour la différenciation chondrocytaire des CSMs que
TGF-B1, car ils induisent 2 fois plus de dépot des GAGs et de collagéne type II que
TGF-B1 [MacKay AM et al., 1998 ; Barry F et al., 2001].

BMPs

Les BMPs (Bone Morphogenetic Proteins) sont de petites glycoprotéines qui
font partie de la superfamille de TGF-B. Les BMPs comportent plus de 10 types de
protéines. Selon leur homologie de la séquence d'acides aminés, les BMPs peuvent étre
classées principalement en trois groupes tels que le groupe de BMP-2/-4, le groupe de
BMP-5/-6/-7 et le groupe de BMP-3. Les BMPs sont des facteurs solubles, synthétisés
et sécrétés sous forme de précurseurs inactifs. Ils sont activés par protéolyse,
acqui¢rent une conformation spécifique et se dimérisent par des liaisons covalentes
(ponts disulfures) [De Caestecker M et al., 2004].

Les dimeéres de BMPs se lient a deux types de récepteurs BMPR-I (BMP
récepteur type 1) et BMPR-II (BMP récepteur type II), pour former un complexe
hétérotétramérique. Le complexe BMP-récepteur active par phosphorylation e
complexe récepteur-Smad (R-Smads) 1, 5 ou 8 et ainsi initie une cascade de
signalisation. Le complexe R-Smads s’associe & Smad4 (qui est aussi un composant de

la voie des TGF-fs) et permet ainsi sa translocation dans le noyau. Pourtant, cette voie
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de transduction peut étre bloquée par des inhibiteurs sécrétés tels que les protéines
noggine, chordine, follistatine et cerberus. La signalisation par les inhibiteurs empéche
la phosphorylation de R-Smads et/ou leur interaction avec Smad4. (Figure I-22)

[Canalis E ef al., 2003].
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Figure [-22 : Cascade de signalisation des BMPs
Les BMPs se lient aux récepteurs BMPR-I et BMPR-II. L’hétérodimeére formé est
phosphorylé. Cela mene a la phosphorylation et a lactivation du récepteur (R-) Smads
(1, 5 ou 8). Les R-Smads réagissent réciproquement avec co-Smad (Smad 4). Cette
réaction permet la translocation du complexe au noyau, afin de réagir avec les autres
Sfacteurs de transcription, de méme que les TGF-fs. [Nadiri A, 2005]

Ces facteurs ont été originellement identifiés et caractérisés par leur capacité a
induire de novo la formation d'os et de cartilage sur des sites ectopiques [Wozney JM et
al., 1988]. Ces protéines sont impliquées non seulement dans le controle de la
prolifération, la maturation et Ihypertrophie des chondrocytes au cours du
développement embryonnaire [Hogan et al., 1996] mais également dans les processus
de réparation des tissus osseux [Gerhart TN ef al., 1993] et cartilagineux [Sellers LT et
al., 1992] suite a des 1ésions provoquées.

Par ailleurs, il a été montré que les BMPs peuvent également induire la
chondrogénese des CSMs. En effet, BMP-2 et -7 sont capables de provoquer la
différenciation chondrogénique et ostéogénique chez le CSMs issues du tissu adipeux

[Shea CM et al., 2003 ; Knippenberg M et al., 2006]. La BMP-4, quand a elle, peut
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induire la chondrogénése des CSMs issues des muscles in vitro et favoriser la réparation
du cartilage in vivo [Kuroda R et al., 2006]. La présence de BMP-6, dans le milieu de
culture, induit une augmentation significative de I’expression de col2al mais uné
diminution de 1’expression de col10al chez les CSMs issues des tissus adipeux [Estes
BT et al., 2006]. Cependant, I’expression de col10al chez les CSMs issues de 1a moelle
osseuse est inhibée par BMP-6 [Estes BT et al., 2006].

Activines

Les activines contrdlent différents processus physiologiques et jouent un role
essentiel dans le développement et l'intégrité fonctionnelle de Ia plupart des
tissus [Bilezikjian LM et al., 2006]. Ainsi, elles favorisent I’expression de certaines
molécules d’adhésion tels que le N-CAM [Jiang TX et al., 1993] et de la fibronetine

[Downie SA et al., 1995] au cours de la chondrogénese.
II13.1.2  Autres facteurs de croissance

Hormis les facteurs de croissance de la superfamille du TGF-B, il existe
¢galement d’autres facteurs de croissance impliqués seuls ou en combinaison avec les
TGF-Bs ou les BMPs dans la régénération du cartilage.

L'IGF-1 (Insulin-like Growth Factor-1) stimule la prolifération des chondrocytes
différenciés ainsi que la synthése de constituants matriciels tels que les
protéoglycannes. L'IGF-1 induit aussi la différenciation de CSMs en chondrocytes. Cet
effet est renforcé en combinaison avec les TGF-fs [Longobardi L ef al., 2006].

Le bFGF (Basic Fibroblast Growth Factor) a la capacité d’accélérer la croissance
cellulaire des chondrocytes et des CSMs. Son action peut étre augmentée par la
présence d'insuline. I1 a été montré que ce facteur de croissance provoque également la
chondrogenese de CSMs avec une augmentation de la synthése de la MEC et des génes
chondrogéniques [Chiou M et al., 2006].

Le PDGF (Platelet-Derived Growth Factor) est un facteur mitotique pour les
chondrocytes et les CSMs [Gruber R et al., 2004]. 1l induit non seulement la synthése
de la MEC, aprés un long temps d’incubation avec les chondrocytes, et inhibe la
maturation des chondrocytes vers un phénotype hypertrophique [Schmidt MB et al.,
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2006]. De plus, le PDGF et le TGF-fs ont des effets synergiques sur la chondrogenése
- de CSMs [Nakayama N et al., 2004].

II1.3.2. Autres facteurs biochimiques ou physicochimiques

D’autres facteurs biochimiques ou physicochimiaues occupent également une
place trés importante dans le processus de régénération du cartilage.

L'oxygéne est un facteur important pour le développement du cartilage. Les
chondrocytes sont adaptés a des conditions d'hypoxie, c'est-a-dire que les pressions
partielles en oxygene présentes dans le cartilage varient entre 1% et 10% [Siliver 1A et
al., 1975]. C’est aussi le cas pour les CSMs issues de la moelle osseuse qui se trouvent
dans un environnement ot la pression moyenne en oxygene est d’environ 6,4% [Huang
ST et al., 2004]. Cependant, I’effet de 1’oxygeéne, pendant la culture in vitro, reste
actuellement une question controversée. Dans des conditions hypoxiques (O, = 5%),
Domm C et al. ont observé un effet stimulateur sur la production de la MEC
cartilagineuse par les chondrocyte [Domm C ef al., 2002]. De méme, Malda et al. ont
démontré une augmentation de la synthése de GAGs associée & une diminution de
I’expression du collagéne type I par des chondrocytes cultivés en « pellet » sous des
pressions en oxygene de 5% et 1% en comparaison a une culture sous 21%
d’oxygene [Malda J et al., 2004]. En revanche, il a été montré une synthése plus
importante de la MEC, en particulier de protéoglycannes, par des chondrocytes
cultivés dans des biomatériaux tridimensionnels sous des conditions aérobies [Murphy
CL et al., 2001]. Pour le cas des CSMs, il a été prouveé qu’une pression en oxygene de
5% peut favoriser la synthése de la MEC et ’expression des génes chondrogéniques
mais inhiber la prolifération de CSMs [Wang Y et al., 2005]. Si la pression en oxygeéne
baisse jusqu'a 2%, la chondrogénése de CSMs pourrait étre favorisée au détriment de la

prolifération cellulaire [Grayson WL et al., 2006].

L'acide ascorbique (vitamine C) est connu pour induire des modifications du

phénotype des chondrocytes en culture. Il augmente la prolifération des cellules, in
vitro, et assure la maintien des tissus connectifs car il joue un rble critique dans

I’assemblage de la MEC [Meaney Murray M et al., 2003 ; Malpeli M et al., 2004 ].
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L’acide ascorbique favorise également la prolifération et la chondrogénése des CSMs
[Lin TM et al., 2005]. De plus, I’acide ascorbique en présence d’IGF induit une
augmentation significative de la transcription du collageéne de type I dans les CSMs

issue de la moelle osseuse [Moreau JE et al., 2005].

Le dexaméthasone, un anti-inflammatoire stéroidien, retarde la synthese de

collagéne de type X dont I’expression est inversement proportionnelle a sa
concentration [Quarto et al., 1992]. Par ailleurs, les chondrocytes expriment a nouveau
Sox9, et retrouvent leur capacité chondrogénique en présence de dexaméthasone et
de TGF-B1 dans le milieu de culture [Malpeli M et al., 2004]. Le dexaméthasone joue
également un rdle important dans la prolifération des cellules souches du systeme
squelettique dont elle induit, in vitro, une différenciation en chondrocytes, ostéoblastes
ou adipocytes [Grigoriadis AE ef al., 1988]. De plus, il agit en synergie avec le TGF-3
pour stimuler ’expression du géne de collagéne de type II, d’agrécanne et de Sox9

ainsi que la synthése de la MEC par les CSMs [Chen CW ef al., 2005].

III.4. Facteurs biomécaniques

Au niveau de I’articulation, le cartilage articulaire est soumis en permanence a de
nombreuses contraintes mécaniques. Ces derniéres influencent différents phénomenes
physiques, électriques, et biochimiques au niveau cellulaire, comme la déformation,
I’écoulement, la pression hydrostatique, les potentiels de flux, la pression osmotique, les
gradients de concentration en éléments nutritifs et en ions, et les changements de pH
[Gray ML et al., 1988, Guilak F ef al., 1995]. De nombreuses études ont montré que les
forces mécaniques stimulaient la synthése de la MEC, maintenaient la structure et
l'intégrité et amélioraient les propriétés mécaniques du tissu cartilagineux [Lee CR et al.,
2005].

Les études concernant la relation entre les propriétés mécaniques des cellules et
leur microenvironnement ainsi que celles concernant les mécanismes de la
mécanotransduction sont donc cruciales pour déterminer les contraintes mécaniques a
appliquer en ingénierie tissulaire du cartilage.
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Il a été¢ démontré que différents types ou régimes (force, fréquence et durée etc.)
de contraintes mécaniques pouvaient induire différentes réponses cellulaires. De méme,
des contraintes identiques appliquées sur des cellules différentes (diverses origines ou
modeles de culture) n’ont pas les mémes effets. Ci-dessous, sera présenté un résumé
succinct d’études concernant certains types de stimuli mécaniques appliqués a
différents modeles d’étude tels que les explants, les cellules cultivées en monocouche

ou dans des biomatériaux tridimensionnels.

1I1.4.1. Modéles d’étude

Les explants peuvent fournir des informations exactes et précises sur la
régulation tissulaire du cartilage naturel par des contraintes mécaniques. En effet, les
explants représentent le seul type de modele d’étude sur le cartilage natif in vitro. Les
résultats obtenus, en utilisant ce modele, représentent les comportements des
chondrocytes se trouvant dans leur MEC native. Ainsi, ce modele est utile pour
comprendre 1’homéostasie du cartilage. Cependant, il est difficile de caractériser les
réponses cellulaires aux stimuli mécaniques, puisqu’il existe également dans un
cartilage intact d’autres facteurs affectant le métabolisme du chondrocyte.

Les cellules cultivées en monocouche permettent d’étudier les effets directs des

stimuli mécaniques. Leur microenvironnement peut étre entierement contrélé. Pourtant,
leur utilisation est limitée par un inconvénient: les chondrocytes, cultivés en
monocouche, se dédifférencient. De plus, il n’est pas possible d’appliquer des

contraintes mécaniques comme la compression dans ces conditions.

Les cellules cultivées dans des biomatériaux tridimensionnels représentent le

modele le plus utilisé pour les études biomécaniques en ingénierie tissulaire du
cartilage. En effet, ce modele permet d’étudier simultanément les comportements
meécaniques des cellules et les propriétés biomécaniques des biomatériaux dans
lesquels les cellules sont encapsulées. La majorité des études concernent 1’application
des stimuli mécaniques sur des constructions cellulaires (composées de cellules

encapsulées dans des biomatériaux) a base d’agarose, d’alginate ou de PGA.
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111.4.2. Différents types de contraintes mécaniques

Les études dans le domaine de 1’ingénierie tissulaire du cartilage concernent
typiquement 3 types de contraintes mécaniques : la compression, le cisaillement induit
par I’écoulement et la pression hydrostatique.

1I14.2.1 Compression

La compression est la contrainte la plus importante au niveau de ’articulation
mais aussi la plus étudiée in vifro. 11 a été montré que la compression dynamique, de
niveaux modérés (0,5-1,0 MPa) et de fréquences physiologiques (0,01-1,0 Hertz),
appliquée sur des explants de cartilage peut moduler la viabilité, I’expression des génes,
et aussi la synthése matricielle des chondrocytes [Steinmeyer J et al., 1997; Wong M et
al., 1999].

Drapres ces études, de nombreuses expériences, d’une durée allant de quelques
heures 4 quelques semaines, ont été réalisées en appliquant des conditions variées de
compression dynamique pour stimuler la prolifération, la différenciation ainsi que
I’activité de la biosynthése dans différentes constructions cellulaires afin de développer
un tissu cartilagineux fonctionnel [Xie J et al., 2007].

La compression dynamique présente des avantages sur la synthése de la MEC

des chondrocytes ensemencés dans des biomatériaux variés. La compression
dynamique peut également induire la redifférenciation des chondrocytes. De plus, clle
peut aussi favoriser la différenciation chondrogénique des CSMs. Bien que pour la
majeure partie des études, une compression dynamique physiologique ait des effets
- positifs sur la synthése de la MEC, il a été montré que dans certains cas, ces effets
pourraient étre négatifs. En effet, certaines études ont montrée une dégradation de la
matrice, une inhibition de la synthése de protéglycannes, voire une perte des propriétés
mécaniques [Hunter CJ et al., 2004 ; Kisiday JD et al., 2004]. Ces résultats sont
peut-€tre dus au mode opératoire, a la qualité du tissu prélevé (sain ou pathologique?).
Alors que la compression dynamique induit une augmentation de la synthése de

la MEC, la compression statique a un effet inverse.

Dans le Tableau I-4 sont rassemblés les principaux résultats obtenus sur des
échantillons sous mis a différents types de compression.
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Tableau I-4 : Effets de la compression sur la réponse cellulaire en fonction du

modéle (liste non exhaustive). GAGs = glycosaminoglycannes

Référence

Biosystéeme Type de Paramétres .Ré‘lj'onsés
contrainte de contrainte  cellulaires
Compression 440-940 KPa P;otéglycannes {  Ching CT et
. ique  05H agrécanne | 1, 2004
Explant du cartilage dynarmql.le z ag’rec%anng Tﬂ 2 -
Compression 690 KPa Protéglycannes y  Ching CT et
statique agrécanne | al., 2004
Lee DA et
. 15%strain  Protéglycannes 1 e e
Compression L al., 2000 ;
. 1 Hz . GAGs !t
dynamique . . . Shelton JC
~* ~ intermittente  Prolifération 1
. e et al., 2003
Compression 3% strain ré el BuschmannM
dynamique 0,01-1 Hz po \ gy e Detal, 1999
. 15%strain -
Compression Protéglycannes ! Mauck RL et
Chondrocytes-Agarose  dynamique L Hz  Collagénes t  al, 2003
- | al.,
o & Ten 1 intermittente BEe
Compression 15% strain GAGs t Tina T et
. 1 Hz
dynamique . . . NO | al., 2003
intermittente ” .
Compression 5% strain j‘Protéegcannes:T_;' Kisiday JD
dynamique ~ 1Hz . atdl, 2004
Compression . Collagéne Il |  Villemure I et
. 15% st o
statique 5% strain  Collagéne X |  al, 2005
Chond -Poly . 10%strain .
on ro‘cytes oY Compression % strain. g .~ GAGs !t Xie Jet al,
(L-lactide-co-&- dynamique 0.1 Hz Collagéne I1 t 2007
caprolactone) y 4 _intermiftente, ’g
. Wald
Chondrocytes- Compression 5% strain  Protéglycannes Slj etnzn
Phosphate de calcium  dynamique 0,1 Hz  Collagénes 2004 ’
Chondrocytes Compression  4%strain ~ GAGst Hunter CJ
- gel de Fibrine dynamique 0,1 ou 1Hz hydroxyproline {  etal, 2004
Chond
. c')n ’rocy‘Ees Compression  0,3% strain . ' Lee R et al,
dédifferences- dynamique 0,1 Hz Froteelyoannen | 2003
Collagene de type II v d ’ '
Ch
. o.n d’rocytf:s Compression 5% strain Demarteai O
dedifférences dynamique 1 Hz Ui ! etal., 2003
-PEGT/PBT yhamig - "
Commiossion 0-9 KPa GAGs t Huang CY
CSMs-Agarose 015033 Collagéne It eral, 2004,
e Hz _ Sox9 1 2005
. i 9 i Campbell
CSMs-Alginate Compresswn 15% strain col I¥T, Sox91 ampbell JJ
dynamique 1 Hz agrecanne | et al., 2006
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1I1.4.2.2.  Pression hydrostatique

Quand le cartilage est soumis a une charge mécanique, une premiere résistance
a I’écoulement, ainsi que nous le décrirons ci-dessous, peut induire une pression
hydrostatique dans le tissu. Bien que l'application de la pression hydrostatique produise
un stimulus simple : la pressurisation, les résultats sont contradictoires en ce qui
concernent les effets de cette contrainte sur le comportement des chondrocytes.

Une étude récente, appliquant la pression hydrostatique intermittente sur les
CSMs cultivées en « pellet», a montré que cette contrainte peut également induire la
chondrogénése des CSMs. De plus, la pression hydrostatique et le TGF-3 ont un effet
synergique sur la chondrogenese [Miyanishi K et al., 2006].

Dans le Tableau I-5 sont rassemblés les principaux résultats obtenus sur des

échantillons soumis a différentes conditions de pression hydrostatique.

Tableau I-5: Effets dela pression hydrostatique sur la réponse cellulaire en
fonction du modele (liste non exhaustive) GAG = glycosaminoglycannes

Parametres Référence

Biosysteme Type de Réponses
contrainte de contrainte cellulaires
. _ Collagéne Il t
Pression 5 MPa o Toyoda T et
Chondrocytes-agarose , . agrécanne |
hydrostatique ~ continue . - . al, 2003
: Protéoglycannes
Pression = 5MPa Protéos camklxé‘sy . Hall AC et
hydrostatique ~ continue ; e . al, 1991

2% strain

ion ... e
Explant du cartilage Pressm'n | Yz -:Colla’geng 111 am C et
hydrostatique . .  Agrécanne ! al., 2006
; intermittente ¢ -
Pression = 0,2 MPa . ... SchererK et
. . ) Protéoglycannes !
hydrostatique intermittente , ; . al, 2004
Pression 1-10 MPa  Proteéoglycannes t  Tkenoue T et
Chondrocytes cultivés  hydrostatique 1 Hz colll 1 ,agrécanne ! al., 2003
en monocouche Pression 5 MPa Protéoglycannes  Parkkinnen
hydrostatique intermittente  [(1.5h);1(20h)  JJetal, 1993
Pression 3,44-6,87 MPa GAGs { Carver SE
Ch -PGA S s
ondrocytes hydrostatique intermittente  Collagéne I 1 et al, 1999
Pression 2,8 MPa . Mizuno S et
h . h b 14
Chondrocytes-collagene hydrostatique 0,015 Hz Protéoglycannes 1 al. 2002
| 10 M Proté
CSMs cultivées Pression pa  Protboplannes| | mishi K
1 Hz colll 1, s0x-9 ¢
et al, 2006

en « pellet » hydrostatique

intermittente = agrécanne 1
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11 4.2.3.  Cisaillement

Le cisaillement, issu de 1’écoulement dans le cartilage, induit par la compression,
est peut-étre la base des autres changements cellulaires et biochimiques [Kim YJ et al.,
1994]. Hormis I"amélioration du transport de la masse par 1’écoulement, les études in
vitro ont montré également que ce cisaillement peut avoir des effets positifs mais aussi
négatifs sur le métabolisme des chondrocytes.

L’effet de ce type de cisaillement sur les constructions cellulaires peut étre ¢tudié
a l'aide de différents bioréacteurs (cf. chapitre II1.5.1). Les constructions cultivées dans
un bioréacteur de type «spinner flask», sont suspendues dans le milieu, soumises a une
agitation rotative qui provoque un écoulement turbulent. Cet écoulement turbulent
induit la formation d'une capsule fibreuse externe ayant des propriétés mécaniques
inférieures a la surface des constructions de chondrocytes-PGA [Vunjak-Novakovic G
et al., 1999]. En revanche, le bioréacteur a rotation produit des cisaillements laminaires
d’approximativement de 0,08 Pa, le long de la surface de la construction cellulaire. 11
peut améliorer les propriétés mécaniques et biochimiques des constructions de
chondrocytes-PGA [Raimondi MT et al., 2002]. L’étude réalisée dans un bioréacteur a
rotation a montré qu’un écoulement constant peut supprimer I'accumulation des GAGs
et favoriser le dépot de collagénes. Par contre, un écoulement dynamique induit une
accumulation tres élevée des collagénes et des GAGs [Saini S et al., 2003].

Ce type de cisaillement a aussi des effets sur les CSMs. Grayson WL et al. ont
constaté que la perfusion (0,1 mL/min) peut accroitre la prolifération des CSMs ainsi
que la sécrétion de fibronectine et d’HSP47 (Heat Shock Protein 47) aprés 20 jours de
culture dans un bioréacteur a perfusion. De plus, la perfusion (1,5 mL/min) peut
induire la différenciation ostéogénique en raison de 1’augmentation de ’activité de la
phosphatase alcaline et du dép6t de calcium [Grayson WL et al., 2006]. Cependant,

I’effet du cisaillement sur la chondrogenese des CSMs reste a exploiter.
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II1.4.2.4. Contraintes mécaniques complexes

En fait, la charge mécanique percue par le cartilage articulaire, in vivo, ne se
résume pas a un seul type de contrainte simple tel que la compression, la pression
hydrostatique, ou le cisaillement. Il est donc nécessaire d’étudier la réponse cellulaire &
des contraintes mécaniques complexes se trouvant au niveau de ’articulation. Wimmer
MA et al ont ainsi développé un bioréacteur qui tient compte simultanément de la
compression, du cisaillement ainsi que du transport du liquide articulaire dans les
constructions cellulaires [Wimmer MA et al., 2004]. Ces auteurs ont montré que les
contraintes complexes, obtenues par ce bioréacteur peuvent augmenter 1’expression de
I’ARNm codant pour le hyaluronate ainsi que de la libération du hyaluronate dans le

milieu de culture [Grad S et al., 2005].

Etant donnée la dispersion des résultats de ces études, la synthése et la
détermination des paramétres optimaux s’aveérent difficile. Malgré tout, on peut en
conclure que les stimuli mécaniques jouent un réle trés important dans 1’ingénierie
tissulaire du cartilage. Les effets cellulaires de la contrainte mécanique sont liés a sa
durée, a sa fréquence et & son régime. Généralement, il semble qu’une contrainte
cyclique soit plus avantageuse pour la synthése de MEC qu’une contrainte constante.
De plus, 1’existence d’une interaction entre les stimuli mécaniques et d’autres facteurs
tels que les facteurs de croissance, les biomatériaux efc. doit étre considérée pour

controler le développement d’un néo-cartilage.

IIL.S. Systéme de culture - Bioréacteurs

Dans le corps humain, les cellules sont toujours stimulées par des signaux
mécaniques, électriques et/ou chimiques qui influencent leur comportement. Si ces
signaux sont insatisfaisants ou inexistants, le développement du tissu devient
désorganis¢ [Wendt D et al.,, 2005]. En fait, les tissus biologiques adaptent leur
structure et leur composition aux demandes spécifiques et fonctionnelles environnantes

[Portner R er al., 2005]. La mise en culture de cellules ou seulement leur mise en
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contact avec des matériaux dans un milieu de culture appropri¢ n’est pas suffisante
pour obtenir un tissu fonctionnel. Par conséquent, I’utilisation d’un bioréacteur est
cruciale.

Le concept des bioréacteurs n’est ni nouveau ni restreint a 1’ingénierie tissulaire.
Les bioréacteurs sont surtout utilisés dans les industries des micro-organismes,
alimentaires, pharmaceutiques efc. Dans le domaine de 1’ingénierie tissulaire, le
bioréacteur se définit comme un appareil qui peut restituer les conditions
physiologiques afin de maintenir et favoriser la régénération tissulaire. Les
bioréacteurs sont employés pour accroitre le nombre de cellules et ainsi former les

tissus fonctionnels destinés a la transplantation.

II1.5.1. Différents systémes de bioréacteurs
Les bioréacteurs courants peuvent étre divisés en deux classes principales, le

bioréacteur a rotation et le bioréacteur a perfusion.
II15.1.1. Bioréacteur a rotation

Le "rotating-wall vessel"(RWV) est un bioréacteur a rotation trés utilisé en
ingénierie tissulaire du cartilage. Ce type de bioréacteur se compose de deux cylindres
concentriques (Figure [-23). Le cylindre, situé a ’intérieur, reste immobile et permet
un échange gazeux avec ’intérieur du bioréacteur tandis que le cylindre extérieur
tourne sur lui-méme. Entre les deux cylindres se trouvent les constructions cellulaires
et le milieu de culture arrivant de fagon continue dans ce compartiment. Les
constructions cellulaires sont maintenues en permanence en suspension dans le milieu,
car la force centrifuge contrebalance la force gravitationnelle en ajustant la vitesse de
rotation du cylindre extérieur [ Temenoff JS et al., 2000].

La vitesse de rotation peut étre ajustée pour produire un flux laminaire non
perturbé. Ce systéme protege les tissus fragiles parce qu'il diminue les efforts de
cisaillement et il évite le contact entre les cellules et les parois du bioréacteur [Begley
CM et al., 2000]. En outre, le bioréacteur a rotation favorise la croissance uniforme des
tissus ainsi qu’un transport efficace de masse dans les constructions [Portner R et al.,
2005].
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Figure I-23 : Présentation schématique du bioréacteur a rotation
(1) Structure principale du bioréacteur a rotation; (2) Photo de [’appareil
"rotating-wall vessel”. Un moteur (A) entraine ume ceinture qui fait tourner le
compartiment cylindrique de culture (B) le long de son axe horizontal. Un
compresseur (C) diffuse l'air dans le compartiment de culture par un filtre de 0,22-um
(D). [Hammond TG et al., 2001]

Un certain nombre d'études a prouvé que la formation du néo-cartilage et
I'intégrité mécanique des constructions peuvent &tre augmentées pendant la culture
dans le RWV en comparaison avec les cultures en condition statique ou dans un
environnement turbulent d'écoulement, tel qu'un bioréacteur de type «stirred-flask» ot
I’oxygeéne et les nutriments dans le milieu de culture sont mélangés a 1’aide d’une
héfice [Sikavitsas VI et al., 2002]. Une étude récente montre que la production de
GAGs par des chondrocytes encapsulés dans un gel d’alginate est plus élevée apres
culture dans le RWV que dans des conditions statiques [Akmal M et al., 2006]. En
culture dans le RWV, le collagéne de type II est produit par les chondrocytes dans les
régions périphériques mais aussi les régions centrales des constructions cellulaires, de
plus, sa quantité est augmentée. En outre, une couche de cellules, contenant le
collagene de type I, s'est développée autour des constructions maintenues en condition
statique mais n’est pas présente dans les constructions cultivées dans le RWV [Akmal

M et al., 2006].
I11.5.1.2. Bioréacteur a perfusion

Un bioréacteur a perfusion est formé d’une chambre immobile de culture qui
tient compte de la culture des tissus complexes. Dans le cas d'un bioréacteur a

perfusion, le milieu de culture doit étre continuellement remplacé pour fournir le gaz et
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les aliments aux cellules et pour enlever des déchets métaboliques [Carver SE et al.,
1999 ; Martin I et al., 2000]. Ainsi, le systéme de perfusion se compose habituellement
d'oxygénateur, de pompe péristaltique et de réservoir de milieu (Figure [-24).
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Figure 1-24 : Présentation schématique de bioréacteur a perfusion
[Carver SE et al., 1999]

Tout ou une partie du milieu de culture peut étre recyclé avec ou sans un
approvisionnement en milieu frais. De plus, le milieu de perfusion peut traverser la
chambre de culture, et par la suite les constructions cellulaires maintenues statiques.
Des contraintes mécaniques telles que le cisaillement et les forces hydrostatiques
peuvent alors facilement étre appliquées sur les constructions cultivées [Sodian R et al.,
2002].

I1 a été montré que les constructions de chondrocytes-PGA mises sous perfusion
pendant la culture, produisaient une quantité¢ plus importante d'ADN que celles
cultivées en condition statique. La synthése de la MEC a été également modulée par la
perfusion. Neuf jours de perfusion continue ont permis d’améliorer la synthese et le
dépot de GAGs approximativement de 40% par comparaison‘ aux cultures en
conditions statiques [Davisson T et al., 2002 ; Raimondi MT et al., 2006]. En outre, le
pH du milieu dans un bioréacteur a perfusion reste constant (7.4-6.96 pendant plus de 2
semaines), contrairement, a ce qui peut &tre observé en conditions statiques [Pazzano D

et al., 2000]
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I11.5.2. Avantages des bioréacteurs
115.2.1.  Contrile des paramétres physico-chimiques

Les bioréacteurs permettent de créer un environnement physico-chimique qui se
rapproche des conditions intracorporelles, ce qui favorise la régénération cellulaire
[Portner R et al., 2005]. Ainsi, les cellules sont continuellement approvisionnées en
oxygéne et en nutriments et débarrassées du gaz carbonique et des déchets. Les
parametres de culture, tels que le pH, la température et les contraintes mécaniques, sont
constamment contrdlés et régulés. De plus, ces conditions peuvent &tre modifiées pour
permettre 1’étude de leurs influences sur la croissance et sur la qualité des différents
types de cellules. Les technologies orientées vers les bioréacteurs proposent donc des
avantages exceptionnels pour [’ingénierie tissulaire du cartilage. Le principe de

fonctionnement d’un bioréacteur est présenté sur la figure 1-25.

Oxygene

Nutriments ~ Déchets

Figure I-25 : Principe du fonctionnement d’un bioréacteur

I1I1.5.2.2.  Répartition des cellules dans le biomatériau

Selon le type de biomatériau et plus précisément la porosité et I’interconnexion
entre les pores, la qualité de la répartition des cellules dans le biomatériau dépendra du
biomatériau utilisé. En effet, pour des biomatériaux avec une porosité ¢levée et une
haute interconnectivité de pores, la répartition uniforme des cellules peut étre obtenue
en utilisant des bioréacteurs de type «stirred-flask» [Vunjak-Novakovic G et al., 1996].
En revanche, pour des biomatériaux €pais ou moins poreux et moins interconnectifs, le

moyen le plus efficace est la perfusion d’une suspension de cellules directement par les
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pores d'un biomatériau afin d’augmenter le transport de convection des cellules dans
tout ce dernier [Wendt D et al., 2003 et 2005]. Il a été montré que ’ensemencement
des chondrocytes ou des CSMs dans les biomatériaux en céramiques ou faits de
biopolyméres par une perfusion directe est plus efficace et plus uniforme que par un
chargement statique ou un bioréacteur de type «stirred-flask» [Wendt D et al., 2003,

Braccini A et al. 2005].

111.5.2.3.  Amélioration du transport de masse dans le biomatériau

La maitrise du transfert des nutriments et des déchets métaboliques est souvent
considérée comme un des plus grands défis en ingénierie tissulaire. La structure et la
composition des constructions cellulaires cultivées en condition statique sont souvent
peu homogenes. En effet, ces constructions cellulaires contiennent une région centrale
nécrotique et hypoxique et des couches denses de cellules vivantes situées & la
périphérie des constructions. Dans la culture réalisée en condition statique, la diffusion
du milieu de culture ne permet d’atteindre les cellules que sur une profondeur de 100 a
200 pm [Carver SE ef al. 1999].

L’avantage des bioréacteurs est de proposer des écoulements de milieu de
culture dynamiques qui permettent une pénétration jusqu’au centre des constructions
afin d’y apporter un approvisionnement en oxygéne et en nutriments, et en méme
temps d’y reprendre des déchets métaboliques. Les systémes de bioréacteurs
permettent donc d'améliorer ’apport de nutriments ainsi que le métabolisme de toutes
les cellules dans un biomatériau.

Aprées plusieurs semaines de culture dans un bioréacteur & rotation, des auteurs
ont réussi a fabriquer une construction cartilagineuse dont les propriétés biochimiques
et biomécaniques sont plus intéressantes que celles d’une construction cultivée en
condition statique et plus proches du cartilage natif [Marsano A et al. 2006 ; Wendt D
et al., 2006].
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111.5.2.4. Application de contraintes mécaniques contrélées

Comme il 1’a été décrit dans le paragraphe II1.4.2., les stimuli mécaniques
peuvent moduler le métabolisme des chondrocytes ainsi que la chondrogenése de
CSMs. C’est pourquoi, des bioréacteurs permettent 1’application de stimuli mécaniques
sur les constructions cellulaires dans un souci d'augmenter la différenciation de cellules
et/ou le développement de tissu. Différents types de bioréacteurs peuvent fournir des
contraintes mécaniques variées telles que la compression, le cisaillement, I’étirement,
pour modifier la régénération du cartilage. Dans ce cas, la magnitude, la fréquence
ainsi que le mode d’application constant ou intermittent de ces contraintes sont donc
bien contrdlés. |

En effet, il a été décrit que ’application de compression dynamique ou de
cisaillement sur des chondrocytes encapsulés dans un biomatériau tridimensionnel
stimule la synthése de GAGs et augmente les propriétés mécaniques des tissus obtenus
[Mauck RL et al., 2000 ; Waldman SD et al., 2003]. La compression dynamique peut
également amener les CSMs a produire des collagénes de type II et exprimer un
phénotype chondrogénique [Campbell JJ et al, 2006].

L’application de forces mécaniques spécifiques fournies par les bioréacteurs sur
les constructions cellulaires peut non seulement améliorer la synthése cellulaire mais
diriger également la différenciation des cellules multipotentes vers des lignées

spécifiques.
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CHAPITRE IT : MATERIELS ET METHODES
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I. Culture cellulaire

Les études sont réalisées sur deux types de cellules : les chondrocytes et les
CSMs. Ces cellules, isolées a partir de prélévements humains, sont cultivées en
monocouche et multipliées au cours des passages. Pour certaines expériences, ces
cellules sont cultivées, a I’issue de 1’expansion en monocouché, dans des biomatériaux

(hydrogel d’alginate/HA).
L1. Isolation des cellules a partir des prélévements

Les chondrocytes sont isolés des tétes fémorales humaines, prélevées lors d’un
geste chirurgical réalisé chez des patients (4gés de 50 & 85 ans) ayant subi une pose de
prothese totale de hanche. Les CSMs humaines sont isolées a partir de prélévements de
moelle osseuse humaine obtenus lors de cette opération.

Ces prélevements sont réalisés conformément aux procédures approuvées par les

textes sur l'expérimentation humaine et les comités éthiques des hdpitaux.

Répartition des échantillons en fonction du type d’étude :

- Phénotype des cellules cultivées en monocouches : 12 patients ;

- Influence de la stimulation mécanique d’une contrainte d’entrechoquement : 6
patients ;

-Influence de la stimulation mécanique d’une compression dynamique
intermittente : 2 patients ;

- Influence de la stimulation biochimique des facteurs de croissance : 3 patients.

Li.1. Réactifs principaux
» Dulbecco’s Modified Eagle Medium Nut Mix F-12 (DMEM/F12) : réf. 21331,
Invitrogen, France.
DMEM-Low Glucose (1000mg/L) (DMEM-LG) (réf. 31885, Invitrogen, France)
> Antibiotiques :
< 100 U/mL de pénicilline (réf. 15070, Invitrogen, France)
< 100 pg/mL de streptomycine (réf. 15710, Invitrogen, France)
< lpg/mL d’amphotéricine B (réf. 15290, Invitrogen, France).
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Solution de chlorure de sodium (NaCl) stérile & 0,9% (réf. Braun, France).
Pronase (réf. P5147, Sigma Aldrich, France) reconstituée a 2 mg/mL dans du
chlorure de sodium (NaCl) 0,9% additionné d’antibiotiques.

» Collagénase B (ref. 1088831, Roche Applied Science, USA) reconstituée a 2
mg/mL dans du DMEM/F12 additionné d’antibiotiques.

» Sérum de veau feetal (SVF) décomplémenté (réf. F9665, Sigma, France)
Glutamine (réf. 25030, Invitrogen, France) a 2mM
Solution Leucoplate (réf. 3101.002, Sobioda, France) : pour lyser les globules
rouges dans la moelle osseuse.

» Milieux de culture :

Tableau II-1 : Milieux de culture pour I’expansion en monocouche

Milieu IT
(pour CSMs)
DMEM/F-12
DMEM-LG )
SVF décomplémenté a 10% @
Glutamine a 2 mM ®
| @

Antibiotiques

L 1.2. Méthodologie

1 1.2.1. Isolation des chondrocytes humains de la téte fémorale

Le cartilage hyalin des tétes fémorales est découpé en petits morceaux d’environ
Imm? et rincé trois fois dans du NaCl 4 0,9% additionné d’antibiotiques. Il est ensuite
digéré pendant 2 heures a 37°C, 5% CO, dans la solution de pronase a 2 mg/mL. Les
morceaux de cartilage sont rincés a nouveau avec du NaCl a 0,9% puis digérés pendant
une nuit a 37°C, 5% CO, dans la solution de collagénase B. Aprés numération de la
suspension cellulaire obtenue, une centrifugation a 300g pendant 5 minutes est réalisée
afin de récupérer le culot cellulaire qui sera suspendu dans le milieu I. Les

chondrocytes sont ainsi isolés du cartilage et préts pour la mise en culture.
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11.2.2. Isolation des CSMs humaines de la moelle osseuse

La moelle osseuse est placée dans un tube de 50 mL (réf. 227261, Dutscher,
France) contenant I ml de solution héparinée supplémentée en antibiotiques. La
moelle osseuse est reprise dans 25 mL de milieu II puis centrifugée & 300g pendant 5
minutes. Le culot cellulaire est repris dans 20 mL de milieu II. Le comptage cellulaire
est réalisé a partir de 10 pl de la suspension mélangée avec 190 pL de solution
Leucoplate qui lyse les globules rouges. Apres 3 minutes d’incubation, les cellules sont
comptées au moyen d’une cellule de Thoma (réf. A4500T, Bioblock, France) par

observation microscopique.

L2. Culture en monocouche, passage et congélation
L2.1. Réactifs
»  Tampon PBS (Phosphate Buffered Saline) (réf. 14190, Invitrogen, France) sans
Ca?* ni Mg*".
>  Solution de digestion : solution de trypsine-EDTA a 0,5% (réf. 25300, Sigma,
France).
»  Solution de congélation : DMSO (diméthyl sulfoxyde, réf. D5879, Sigma
Aldrich, France) dilué a 10% (v/v) dans du SVF.

1.2.2. Méthodologie
12.2.1. Mise en culture en monocouche

Les chondrocytes : 10° chondrocytes obtenus lors de ’étape décrite dans le

paragraphe 1.1.1.2 sont dilués dans 10 mL de milieu I et cultivés dans une boite de
culture de 75 cm? (soit 1,3.10% cellules par cm®) (réf. 353136, Dutscher, France). Les
chondrocytes sont incubés en atmosphére humide & 37°C avec 5% CO,. Le milieu est
ensuite changé 2 fois par semaine jusqu'a I’obtention d’un tapis cellulaire &
sub-confluence (90%). Ceci est le passage 0 (PO).

Les CSMs : 3,75.106 cellules issues de la moelle osseuse obtenues lors de
1’étape décrite dans le paragraphe 1.1.2.2 sont diluées dans 10 mL milieu II puis mises
dans une boite de culture de 75 cm? (soit 5.10% cellules par cm?). Les cellules sont

incubées en atmosphere humide a 37°C avec 5% CO,. Apres 48 h de culture, il faut
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vérifier la présence de cellules adhérentes et changer le milieu de culture pour enlever
les débris cellulaires en suspension dans le milieu. Le milieu sera ensuite changé 2 fois
par semaine jusqu'a 1’obtention d’un tapis cellulaire & sub-confluence (90%). Ceci est

le passage 0 (PO).

12.2.2. Passage

Lorsque les cellules de PO sont arrivées a 90% de confluence, elles sont prétes
pour faire un passage. D’abord, elles sont lavées 2 fois avec du tampon PBS. Puis 5
mL de trypsine-EDTA a 0,5% sont ajoutés dans chaque boite de culture pour décoller
les cellules. Les boites de culture sont ensuite incubées pendant 5 minutes a 37°C avec
5% CO,. Afin d’inhiber 1’action de la trypsine, 5 mL de milieu de culture contenant du
SVF (Milieu I ou II) sont ajoutés dans chaque boite de culture. Les cellules en
suspension sont alors récupérées dans un tube de 50 mL afin d’étre centrifugées (300g,
5 minutes). Enfin, les cellules sont ensemencées au premier passage (P1) avec une
concentration de 10° (pour les chondrocytes) et 0,5.10° (pour les CSMs) par une boite
de culture de 75 cm®.

Les cellules peuvent continuer a se multiplier via un certain nombre de passages
selon leur utilisation. Ainsi, pour la caractérisation du phénotype et du profil
d’expression des genes, les chondrocytes et les CSMs sont multipliés en monocouche
jusqu’au passage 5. Par contre, pour réaliser les stimulations biochimiques ou
mécaniques, les chondrocytes et les CSMs sont ensuite ensemencés respectivement

dans les biomatériaux a P2 et P4.

12.2.3. Congélation des cellules

Le culot cellulaire obtenu aprés la digestion est suspendu a 10%/mL dans du
milieu de congélation, puis réparti dans des cryotubes (réf. C23954, Fisher, France).
Apres une incubation & 4°C (pendant 1h), a -20°C (pendant 30min) et ensuite a -80°C
(pendant une nuit), les cellules sont définitivement conservées dans 1’azote liquide.

Pour la décongélation, les cellules placées dans les cryotubes sont plongées dans
un bain-marie a 37°C jusqu'a la fonte totale du contenu du cryotube. Les cellules sont

ensuite lavées avec du milieu I ou II pour éliminer le DMSO. Enfin, les cellules sont
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ensemencées dans des boites de culture de 75 cm? et cultivées jusqu’a sub-confluence.

1.3. Ensemencement des cellules dans des biomatériaux tridimensionnels

Le passage des cellules (chondrocytes en P2 et CSMs en P4) dans des hydrogels

d’alginate/HA permet d’étudier leurs réponses lors de stimulations biochimiques et

mécaniques.

Y V V V V¥V

L3.1. Réactifs

Solution d’alginate/HA (2%) : la poudre d’alginate, de viscosité moyenne, issue
de I’algue Macrocystis Pyriferia (A-2033, Sigma-Aldrich, France), et celle d’HA
(réf. 25177, Accros, France) sont melangées dans des proportions de 4:1 et
stérilisées par autoclavage (121°C, 20 minutes) avant d’étre solubilisées dans du
NaCl 0,9%. La concentration finale d’alginate est de 16 g/L, celle d’HA est de 4
g/L.

Solution de chlorure de calcium stérile (CaCl,) (ref. C4901, Sigma-Aldrich,
France) est 2 102 mM dans 1’eau distillée.

DMEM-High Glucose (4500mg/L) (DMEM-HG) (réf. 411965 Invitrogen, France)
Solution Hépes & 5 mM (pour maintenir le pH du milieu a 7.4)

Solution de CaCl, stérile a 1 mM (pour maintenir 1’intégrité structurale des billes
ou des cylindres)

Pyruvate de Sodium (réf. P-5282, Sigma, France) 4 100 pg/mL

Proline (réf. P-5607, Sigma, France) a 40 pg/mL

L-acide ascorbique 2P (réf. A-8960, Sigma, France) a 50 pg/mL

Dexaméthasone (réf. D2915, Sigma, France) a 100 nM

Milieux de culture pour des constructions cellulaires & base d’alginate/HA :
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Tableau II-2 : Milieux de culture utilisés avec les biomatériaux d’alginate/HA

Billes Cylindres
Milieulll. MilieulV = Milieu V. Milieu VI
(chondrocyt (CSMs)

DMEM/F-12

DMEM-HG

SVF décomplémenté a 10%

5 mM Hépes

1 mM CaClz

Glutamine a 2 mM

Antibiotiques

Pyruvate de Sodium a 100 pg/mL

Proline & 40 pg/mL

L-acide ascorbique 2P a 50 pg/mL

Dexaméthasone a 100 nM

1.3.2.  Meéthodologie

1.3.2.1. Fabrication des billes d alginate/HA

Pour ensemencer les cellules dans 1’hydrogel d’alginate/HA, le culot cellulaire
(chondrocytes ou CSMs) est mis en suspension dans la solution d’Alginate/HA (2%) a
raison de 3.10° cellules/mL. Cette solution est ensuite versée goutte par goutte dans un
tube de 50 mL contenant une solution de CaCl; a 102 mM. Cette opération est réalisée
a ’aide d’une seringue équipée d’une aiguille (réf. G1811/2, Terumo, Belgique). Au
contact du CaCl,, 1’alginate/HA polymérise et forme une bille d’environ 2 mm de
diamétre. Les billes sont alors laissées pendant 15 minutes dans la solution de CaCl,a
102 mM. Avant leur mise en culture définitive, les billes sont lavées 3 fois avec une
solution de NaCl a 0,9% pour ¢€liminer le CaCl, résiduel, puis une fois dans le milieu
IIT (pour les chondrocytes) ou le milieu IV (pour les CSMs).

Des billes sans cellules, fabriquées avec la méme solution d’alginate/HA, servent

de blanc réactif et sont appelées «billes blanches».
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1.3.2.2.  Fabrication des cylindres d’alginate/HA

Le principe de polymérisation de 1’hydrogel d’alginate/HA est le méme lors de
la fabrication des billes ou, comme ici, pour la fabrication des cylindres. Seulement, au
lieu de déposer directement la solution d’alginate/HA, avec ou sans cellules, dans la
solution de CaCl,, cette solution est injectée dans un moule inox développé par
I’Institut de Biomécanique de Berne [Wong M et al., 2001] (Figure II-1) a I’aide d’une
seringue équipée d’une aiguille (réf. G2111/2, Terumo, Belgique). Ce moule est
ensuite immergé dans la solution de CaCl, a 102 mM, pendant 15 minutes, pour la
polymérisation de ’alginate/HA. Ensuite, la construction cellulaire d’alginate/HA est
libérée du moule, afin d’étre lavée 3 fois dans une solution de NaCl a 0,9% pour
¢éliminer le CaCl, résiduel, puis une fois dans le milieu V ou le milieu VI
respectivement. Puis, des poingons stériles (diamétre intérieur 5 mm) (réf. 505, CSP,
France) sont utilisés pour créer des petits cylindres d'alginate/HA afin de les mettre en

culture dans des plaques 6 puits (réf. C22416, Fisher, France).

; L . .
Figure 1I-1 : Moule développé par 'Institut de Biomécanique de Berne pour la
création de cylindre d’alginate/HA [Wong M et col., 2001]
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II. Stimulations mécaniques

Différents types de contraintes mécaniques (entrechoquement et compression
dynamique intermittente) sont appliqués sur des chondrocytes et CSMs cultivés dans
des billes ou des cylindres d’alginate/HA, dans le but d’étudier la réponse cellulaire a

des stimulations mécaniques.
I11.1. Entrechoquement

L’entrechoquement des billes d’alginate/HA entre elles est réalisé a I’aide d’un
agitateur tridimensionnel (Gyro-Rocker ™, STUART, UK) (Figure II-2A), & travers un
systéme de type «lit fluidisé ». L’installation des tubes, sur ’agitateur mis a 37°C,
permet de simuler un mouvement tridimensionnel (Figure 1I-2B). Une vitesse de 30

tours par minute est choisie pour exécuter cet entrechoquement.

Figure II-2 : Appareil permettant I’entrechoquement
A : Agitateur tridimensionnel Gyro-Rocker ™ B - Schéma du processus d’agitation

Pour réaliser une contrainte d’entrechoquement, des billes d’alginate/HA
ensemencées en chondrocytes ou CSMs, obtenus lors del’étape décrite dans le
paragraphe 1.3.2.1, sont réparties 10 par 10 dans des tubes de 15 mL (réf. 188271
Dutscher, France) avec 10 mL de milieu III (pour les chondrocytes) ou milieu I'V (pour
les CSMs). Ce moment est compté comme le jour 0 (JO). A partir de J3, une partie des
billes est soumise & I’entrechoquement 1h par jour (1h/J), une autre partie 4h par jour
(4h/]), une autre encore 15h par jour (15h/J) pendant 25 jours. Les billes restantes sont
cultivées en condition statique comme contrdle. Le milieu est renouvelé 2 fois par

semaine (Figure II-3).
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- 3 jours ~m4 25 jours

H J3 {début d entrechoquement) J28

Figure II-3 : Représentation schématique du protocole d’entrechoquement

IL.2. Compression dynamique intermittente

La compression dynamique est réalisée a I’aide d’un systétme de compression
Flexcell (Flexcell International, USA) (Figure II-4A). La pression d’air, générée par un
compresseur, est appliquée par le dessous du puits, dont le fond est composé d’une
membrane flexible en silicone. La déformation de la membrane provoque une
¢lévation du puits et compresse 1’échantillon contre le bouchon (Figure II-4B). La
forme du signal de pression, son amplitude et sa fréquence sont des parameétres pilotés
par le logiciel FX-3000 (Flexcell International, USA).

A B

b
Bdermbrame en silicorv: flesdhble * Fp
Pression appliguée

Figure I1-4 : Appareil de compression et son principe
A : Appareil de compression Flexcell (Flexcell International, USA) développé par la
société Flexcell, B: Présentation schématique du principe du systeme de
compression.

Pour appliquer une compression dynamique sur les constructions cellulaires, les
cylindres d’alginate/HA ensemencés avec des chondrocytes ou des CSMs, obtenus
de I’étape décrite dans le paragraphe 1.3.2.2 sont cultivés dans des plaques de
compression de 6 puits (réf. BF-3000C/10, Dunn labortechnik GmbH, Allemagne).

Chaque cylindre est placé au centre du puits dans un anneau de maintien (diamétre = 5
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mm) en présence de 3 mL de milieu V (pour les chondrocytes) ou milieu VI (pour les
CSMs). Le puits est ensuite refermé avec un bouchon a vis mis en contact avec
1’échantillon. Dans un premier temps, les cylindres sont mis en culture statique a 37°C,
5% CO,. Ce moment est compté comme le jour 0 (JO). A partir de J3, une partie des
cylindres est soumise & la compression pendant 11 jours, les autres cylindres restant
sous culture statique sont utilisés comme contréle (Figure II-5). Le milieu est
renouvelé 2 fois par semaine.

Les paramétres de la compression dynamique choisis sont les suivants :

< Force : 200 KPa

< Fréquences : 0,5 Hertz ou 1,0 Hertz

< Intermittence : 30min on, 30min off

< Durée de compression : 8h par jour (4h sous compression, 20 h sous culture

statique)

Staﬁiégue . . Btanqgue (conmdle)

- 3 e b4 11 jowrs

i6h !

Figure II-5: Représentation schématique du protocole de compression
dynamique intermittente

A : Représentation schématique du protocole de compression; B : Représentation
schematique d’un jour de compression dynamique. Le rectangle en rouge représente le
temps sous compression, celui en jaune représente le temps sous culture statique.
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III. Stimulations biochimiques
Deux types de facteurs de croissance tels que TGF-1 et BMP-2 sont appliqués
sur des chondrocytes et CSMs cultivés dans des billes ou des cylindres d’alginate/HA,

dans le but d’étudier la réponse cellulaire a des stimulations biochimiques.
IIl1. Réactifs

» Milieux de culture pour les stimulations biochimiques :

Tableau I1-3 : Milieux de culture pour les stimulations biochimiques des
chondrocytes ou des CSMs ensemencés dans des billes d’alginate/HA

Milieu avec SVF Milieu avec ITS
Vilie Milieu X

DMEM/F-12

DMEM-HG

SVF décomplémenté a 10%

ITSal%

1 mM CaCl,

Glutamine & 2 mM

Antibiotiques

Pyruvate de Sodium a 100 pg/mL

Proline a 40 pg/mL

L-acide ascorbique 2P a 50 pg/mL

Dexaméthasone a 100 nM

» Milieu contenant du TGF-p1 : TGF-B1 (réf. 240-BM-010, R&D, France) dissout
dans le milieu IX (pour les chondrocytes) ou le milieu X (pour les CSMs) a une

concentration finale 10 ng/mL

» Milieu contenant de la BMP-2 : BMP-2 (réf. 355-BM-010, R&D, France) dissoute
dans le milieu IX (pour les chondrocytes) ou le milieu X (pour les CSMs) a une

concentration finale 50 ng/mL
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II1.2. Méthodologie

Pour appliquer la stimulation biochimique sur les cellules, des billes
d’alginate/HA ensemencées avec des chondrocytes ou CSMs sont réparties dans des
plaques de 6 puits a raison de 20 billes par puits. 4 mL de milieu VII (pour les
chondrocytes) ou de milieu VIII (pour les CSMs) contenant de 10% SVF est alors
ajouté dans chaque puits et les constructions cellulaires sont ainsi cultivées & 37°C et
5% CO,. Ce moment est compté comme le jour 0 (JO). A partir de J3, une partie des
billes est cultivée dans le milieu IX (pour les chondrocytes) ou le milieu X (pour les
CSMs) contenant 1% ITS, une autre partie dans le milieu contenant 10 ng/mL TGF-f1,
une autre encore dans le milieu contenant 50 ng/mL. BMP-2 pendant 25 jours. Les
autres billes restantes, cultivées dans le milieu contenant de 10% SVF, sont utilisées

comme contrdle (Figure II-6). Le milieu est renouvelé 2 fois par semaine.

108 SVE

10% VT {contrdle)
4 ) ' &

.
-

+—  djomy —E 23 jouars
30 13 {(debut de stimulation biochimeque) I28

Figure I1-6 : Représentation schématique du protocole de stimulation
biochimique
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IV. Méthodologies analytiques

Lors de la phase d’expansion des chondrocytes et des CSMs, ’expression
qualitative et quantitative des marqueurs de surface cellulaire ainsi que ’expression
des génes d’intérét permettant de suivre 1’évolution du phénotype chondrocytaire sont
analysées.

Pour I’étude de la stimulation biochimique ou mécanique, les parametres
cellulaires tels que la viabilité, ’activité métabolique, le cycle cellulaire, I’expression

des geénes et des protéines matricielles est analysée systématiquement.
IV.1. Analyse de viabilité cellulaire, apoptose et nécrose

La viabilité cellulaire ainsi que 1’apoptose et la nécrose ont été mesurées a I’aide

du Kit Vybrant / Apoptosis .

IV.1.1. Principe

L’apoptose est un processus par lequel des cellules déclenchent leur
auto-destruction en réponse a un signal. C'est une mort cellulaire physiologique,
génétiquement programmeée, nécessaire a la survie des organismes pluricellulaires.
L’apoptose se distingue de la nécrose, ou de la mort accidentelle des cellules, par des
changements morphologiques et biochimiques caractéristiques, tels que le tassement et
la fragmentation de la chromatine nucléaire, le rétrécissement du cytoplasme, et la
perte d'asymétriec membranaire. Dans les cellules vivantes normales, la
phosphatidylsérine (PS) se situe sur la surface cytoplasmique de la membrane
cellulaire. Cependant, pour les cellules apoptotiques, la PS est transférée du feuillet
interne au feuillet externe de la membrane plasmique, s’exposant ainsi a
I'environnement cellulaire externe. L'anticoagulant humain, annexine V, est une
protéine phospholipide-liante et Ca*"-dépendante qui a une affinité élevée pour la PS.
L’annexine V, marquée avec un fluorophore ou de la biotine, peut identifier les
cellules apoptotiques en se liant aux PSs exposées sur le feuillet extérieur.

Contrairement a 1’apoptose, la nécrose est la forme principale de mort cellulaire,

lors d’accidents traumatiques, suite a certaines pathologies ou lors de déficits
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métaboliques. Pour les cellules nécrotiques, la membrane plasmique étant détruite, elle
permet 1’entrée de certaines molécules telles que 1’iodure de propidium (IP).

Le kit Vybrant / Apoptosis ™™ contient de I'annexine V recombinante conjuguée
au fluorochrome Alexa Fluor® 488, ainsi qu’une solution d’IP permettant de marquer
I’acide nucléique des cellules nécrotiques. Ainsi, les cellules apoptotiques fixeront
l'annexine V couplée a I’ Alexa 488 et émettront une fluorescence verte tandis que les
cellules nécrotiques fixeront I'IP et émettront une fluorescence rouge. Enfin, les
cellules vivantes n’émettront aucune fluorescence. Ainsi, les trois populations
cellulaires peuvent &tre séparées en cytometrie en flux par leur différence d’émission

de fluorescence (Figure I1- 7).
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sy
fot
T

Pl fluorescence
g

1y

Ll ptrand

T LB BRI LR T Illlllll T .Illlllll T T 1 1 ITET
1P 10 1P i 1*
Alexa Fluor 488 fluorescance

Figure I1-7 : Détermination de I’état physiologique des cellules
Sur ce scattogramme, les cellules non fluorescentes (L) correspondent aux cellules
vivantes. Les cellules exprimant une fluorescence verte (4) correspondent aux cellules
apoptotiques. Les cellules exprimant une double fluorescence verte et rouge (D)
correspondent aux cellules en nécrose.

IV.1.2. Réactifs

» Solution de Citrate-EDTA : citrate de sodium (réf. S4641, Sigma Aldrich, France)
et EDTA (réf. 15706, Sigma, France) sont dissouts dans I’eau distillée a une

concentration finale de 55mM et 50mM respectivement.
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> Kit Vybrant/Apoptosis ™ (téf. V13241, Molecular Probe, France.)
<> Tampon annexine-liant 5X contient 50 mM HEPES, 700 mM NacCl, 12,5
mM CaCl,, pH 7,4, dilué 5 fois dans 1'eau déionisée avant 1’utilisation ;
< Solution d’annexine V couplée au fluorochrome Alexa Fluor® 488 ;
< Solution d’iodure de Propidium (IP) a 1 mg/mL utilisée a 100 pg/mL apres

une dilution en tampon annexine-liant 1X.
IV.1.3.  Méthodologie

Pour les cellules encapsulées dans des billes ou des cylindres d’alginate/HA,
500uL de solution de citrate-EDTA sont versés sur chaque biosysteme afin de
dissoudre I’alginate. Les cellules sont ainsi récupérées aprés centrifugation (300g,
Smin).

Les culots cellulaires sont suspendus dans 100 ul de tampon annexine-liant 1X
puis 2,5 pl d’annexine V couplée au fluorochrome Alexa Fluor® 488 et 1 pL de IP
(100 pg/mL) sont ajoutés a la suspension cellulaire. Les suspensions sont ensuite
incubées pendant 15 minutes, a température ambiante et a 1’abri de la lumiére. Apres
cette période d'incubation, 200 ul de tampon d’annexine-liant 1X sont a nouveau
ajoutés dans chaque tube. Aprés une délicate homogénéisation, les échantillons sont
préts pour 1’analyse en cytométrie.

Les cellules sont analysées en mesurant I'émission de fluorescence a 530 nm et
575 nm correspondant, respectivement, a 1’émission de fluorescence de 1’ Alexa 488 et
de I’IP.

Un contrdle négatif (cellules sans marquage) est préparé et analysé en méme
temps que les échantillons. Ce contrble permet d’analyser 1’auto-fluorescence des

cellules.

IV.2. Analyse de Pactivité métabolique

La mesure de l’activité métabolique des cellules a été réalisée par le test de

Alamar Blue™ et le dosage de ’ADN.
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1V.2.A. Principe

Le test Alamar Blue™ (réf. BUF 012B, Serotec, France) est congu pour mesurer
quantitativement la prolifération cellulaire et la cytotoxicité de drogues sur les cellules.
Ce composé comprend un indicateur colorimétrique sensible a 1’activité métabolique
cellulaire. Plus précisément, 1’Alamar Blue™ est composé d’un indicateur Rédox qui
change de couleur en fonction de la réduction chimique du milieu de culture. En outre,
ce test a plusieurs avantages non négligeables par rapport a d’autres tests métaboliques
(lactate deshydrogénase, MTT). En effet, 1’Alamar Blue™, n’est pas un toxique
cellulaire et le test ne nécessite pas la lyse des cellules, ce qui permet ainsi de suivre
I’évolution du signal de maniére cinétique.

Des cellules saines et/ou en prolifération produisent des composés réducteurs tels
que FADH,, NADH, NADPH et ont une activité cytochromique préservée qui contribue
a réduire 1’Alamar Blue™. Par contre, des cellules atteintes par un stimulus cytotoxique
ne réduisent pas 1’ Alamar Blue™ et produisent des composés oxydants.

La mesure de Uactivité cellulaire est donc basée sur le taux d’oxydo/réduction de
1’ Alamar Blue ™ déterminé par la mesure densitométrique 4 570 nm (A570, absorbance
du composé réduit) et a 600 nm (A600, absorbance du composé oxydé). Le pourcentage
de réduction reflétant 1’activité métabolique, est alors déterminé par la formule

suivante :

(AS570 echantilion X 117216) — (A600 gchantition X 80586)

% de réduction = x 100%

(A600 panc X 155677) — (AS70 ppane X 14652)

Le dosage d’ADN contenu dans chaque bille nous permet de normaliser nos
résultats du test Alamar Bleu en fonction de la quantit¢ d’ADN. Les résultats seront

donc exprimés sous la forme de « % de réduction / pg ADN ».

IV.2.B. Réactifs

» DMEM Nut Mix F-12 sans rouge de phénol (réf. 51200, GibcoBRL, France).
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> Alamar Blue™ (réf. DAL1100, Biosource) utilisé 4 10% (v/v dans DMEM Nut
Mix F-12 sans rouge de phénol).

> Hoechst 33258 (réf. H3569, Invitrogen, France) a 0,1 pg/mL dans un tampon
Hoechst (Tris 10 mM, 1 mM EDTA, 0,1 M de NaCl a pH 7.4).

» ADN de thymus de veau (réf. D4764, Sigma, France)

wW.2.C. Meéthodologie
V2.C. 1. TestdeAlamar Bleu

A la fin de la stimulation mécanique ou biochimique, trois billes ou trois
cylindres de chaque groupe sont isolés dans des plaques de 48 puits (réf. 677180,
Dutscher, France). Afin d’éliminer I'interférence du rouge de phénol présent dans le
milieu de culture, les constructions cellulaires sont lavées dans 0,5 mL/puits de DMEM
Nut Mix F-12 sans rouge de phénol pendant 15 minutes. Puis 0,5 mL d’une solution
d’Alamar Blue™ & 10% sont ajoutés dans chaque puits, y compris trois puits sans
constructions cellulaires utilisés comme « blanc réactif. Aprés une incubation de 4
heures (37°C, 5% CO,), le milieu de chaque puits est enlevé et les absorbances a 570
nm et 3 630 nm sont mesurées en utilisant un spectrophotometre (DU 640, Beckman

USA).

V.2.C.2. Dosage del’ADN

3 billes d’alginate sont lysées dans un tampon citrate-EDTA (55 mM citrate, 50
mM EDTA), pendant 10 minutes a 37°C puis centrifugées a 1500 tours/min pendant 5
minutes. Le culot cellulaire est ensuite conservé a -20°C jusqu’au dosage.

Les culots cellulaires des 3 billes sont repris dans 100 pl de tampon Hoechst et
les cellules sont lysées par 3 séries de congélation/décongélation dans 1’azote liquide.
Pour le dosage, 2 mL de solution Hoechst sont ajoutés a chaque échantillon. Une
gamme ¢étalon de 0 2 0,5 pg/mL est établie a partir d’ADN de thymus de veau.

Le dosage est effectué a une longueur d’onde d’excitation de 356 nm et une

longueur d’émission de 458 nm sur un spectrofluorimétre (Hitachi U2001, Japon).
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IV.3. Analyse du cycle cellulaire

La cytométrie en flux est une méthode rapide pour mesurer la teneur des cellules
en ADN, et fournit un outil commode de recherche pour surveiller la régulation du

cycle des cellules.

1V.3.1. Principe

Le cycle cellulaire comprend plusieurs phases (Figure 1I-8). Durant la premiere
phase (phase G1), la cellule croit et devient plué large. 11 y a synthése des protéines
permettant la division. A partir d’une certaine taille, elle entre dans la deuxiéme phase
(phase S), dans laquelle débute la synthése de I'ADN. La cellule duplique son matériel
héréditaire (réplication de 'ADN) et une copie de chacun de ses chromosomes est
effectuée. Durant la phase suivante (phase G2), la cellule contrdle que la réplication de
I'ADN a bien été réalisée (réparation post-réplicative) et prépare la division cellulaire.
Les chromosomes sont séparés durant la mitose (phase M) et la cellule se divise en
deux cellules filles (cytokénése). A travers ce mécanisme, les deux cellules filles sont
dotées des mémes chromosomes que ceux de la cellule mere. Aprés la division, les

cellules retournent en phase G1.

Croissanos ef
réplication de

Figure I1-8: Différentes phases du cycle cellulaire

Les méthodes d'analyse du cycle cellulaire, par cytométrie en flux, sont basées
sur I’émission de la fluorescence des noyaux marqués a 1’iodure de propidium. Une

population a croissance exponentielle de cellules aura une distribution de son contenu
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d'ADN montrant une premier pic de cellules en phase GO/G1, une vallée de cellules en
phase S, et un deuxiéme pic contenant des cellules en phase G2/M. Les cellules de la
phase G2/M ont deux fois plus de contenu d'ADN que les cellules de la phase GO/G1.
Les cellules en phase S possédent une teneur en ADN comprise entre 2N et 4N et

correspondent a I’espace situé entre les 2 pics (Figure 11-9).
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Figure I1-9 : Analyse des phases du cycle cellulaire par cytométrie en flux

IV.3.2.  Réactifs
» Kit DNA Prep Reagent (réf. PN 6607055, Beckman coulter, USA)
contenant:
<> DNA Prep™ LPR : détergents non ioniques, salins et stabilisateurs.
<> DNA Prep™ Stain: 50pg/mL iodure de Propidium, RNAse [Type III-A,
Bovine Pancrease (4KU/mL)], <0,1% NaNj, efc.
» DMEM Nut Mix F-12 sans rouge de phénol (réf. 51200, Gibco BRL,

France)
1V.3.3.  Méthodologie

A Tissue des stimulations mécaniques ou biochimiques, les biomatériaux
d’alginate/HA contenant les cellules sont répartis dans des tubes & hémolyse (réf.

080053 Dutscher, France). Les hydrogels sont dissous selon le protocole décrit dans le
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paragraphe IV.1.3 et les cellules sont récupérées. Les culots cellulaires sont suspendus
dans 25 pl de DMEM sans rouge de phénol, puis perméabilisés en ajoutant 25 pl de
solution DNA prep LPR et suivi d’une agitation pendant 30-60 secondes au vortex. Les
cellules sont ensuite marquées avec 1’iodure de propidium en ajoutant 250 pl de
solution DNA-Prep Stain, puis mise en agitation pendant 30-60 secondes. Enfin, les

cellules sont analysées en cytométrie en flux, dans 1’heure qui suit le marquage.
IV.4. Analyse de Uexpression des marqueurs de surface cellulaire

Pour caractériser le phénotype des cellules (chondrocytes et CSMs) en fonction
du passage, nous avons analysé l’expression de certains marqueurs de surface
cellulaire tels que le CD34, CD45, CD73, CD90, CDI105 et CD166. Ces travaux ont

¢té réalisés en cytométrie de flux par immunomarquage direct.
IV 4.1. Marquage par immunofluorescence directe
IV.4.1.1. Principe

Les récepteurs exprimés a la surface des cellules sont reconnus spécifiquement

par un anticorps directement couplé a un fluorochrome (Figure 1I-10).

Cellule

3 Fluorochrome

Figure I1-10 : Principe du marquage par immunofluorescence directe

1V.4.1.2. Réactifs

» DMEM Nut Mix F-12 sans rouge de phénol.
> Solution de blocage : albumine de sérum bovin (BSA, réf. A-9667, Sigma
Aldrich, France) dissoute dans DMEM sans rouge de phénol a 0,5% (p/v) pour

empécher tout marquage aspécifique des anticorps.
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> Solution d’immunomarquage : anticorps dilués dans la solution de blocage afin

d’obtenir une concentration finale appropriée (Tableau 1I-4).

Tableau II-4 : Anticorps impliqués dans les immunomarquages directs

Spécificité de Concentration
Anticorps Isotype Fournisseur (réf.)
Pespéce finale

Anti-CD34/PE Humain IgG (Souris) 2 ul./ tube BD (réf. 555822)
Anti-CD45/FITC Humain IgG (Souris ) 5 uL/ tube Dako (réf. F0861)
Anti-CD73/PE Humain IgG (Souris) 2 L/ tube BD (réf. 550257)
Anti-CD90/FITC Humain IgG (Souris) 2 uL./ tube BD (réf. 555595)
Anti-CD105/FITC Humain IgG (Souris) 5 uL/ tube Dako (réf. 1.5133)
Anti-CD166/FITC Humain IgG (Souris) 5 pl / tube Dako (réf. LS172)
Contréle isotypique/PE Humain IgG (Souris) S5uL/tube  Dako (réf. X0928)
Contrble isotypique/FITC Humain 1gG (Souris) SulL/tube  Dako (réf. X0927)

1V.4.1.3. Meéthodologie

Les échantillons cellulaires (chondrocytes et CSMs de PO a P5), conservés a
-80°C sont décongelés et lavés une fois avec la solution de blocage, puis ils sont répartis
3 raison de 5.10° cellules par tube. Ensuite, les cellules sont lavées par centrifugation
(300 g, 5 min) et les culots cellulaires sont resuspéndus dans 100 puL de solution
d’immunomarquage incluant soit différents anticorps, soit IgG-PE/FITC (contrdle
isotipique) ou dans 100 pL de la solution de blocage (contrdle négatif). A 1’issue d’une
incubation pendant 30 minutes & température ambiante et a 1’abri de la lumiére, 0,5 mL
de DMEM sans rouge de phénol sont ajoutés dans chaque tube, puis une centrifugation
(5 min, 300 g) est faite afin d’¢liminer les anticorps en exces. Le culot cellulaire est
alors repris dans 300 ul. de DMEM sans rouge de phénol avant d’étre analysé en

cytométrie en flux (EPICS XL Coulter ; Beckman-Coulter).
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1V.4.2. Quantification du nombre de marqueurs de la surface cellulaire
1V.4.2.1. Principe

L’immunomarquage étant réalis€é en conditions saturantes et la fixation du
fragment F(ab’)2 étant considérée comme monovalente, chaque site antigénique est
théoriquement occupé par un anticorps monoclonal. Il existe alors une équivalence entre
le nombre d’anticorps fixés et le nombre de sites antigéniques par cellule [Poncelet et al,
1996]. Ainsi, les valeurs d’intensité moyenne de fluorescence (IMF) peuvent étre
transformées en nombre de sites antigéniques.

Le calibrant se présente sous forme de microsphéres, simulant les cellules,
recouvertes de quantités croissantes d’immunoglobulines de souris, ce qui permet
apres marquage a l’aide d’un fluorochrome et analyse cytométrique de tracer une
droite d’étalonnage reliant ’'IMF (unité arbitraire) au nombre de sites antigéniques par
cellule (unité absolue). La quantification du nombre de récepteurs exprimés a la
surface des cellules est réalisée en reliant I'IMF au nombre de sites antigéniques par

cellule par un étalonnage adapte.
1V.4.2.2. Réactifs

» Le kit Quantum™ Simply Cellular® (réf. 810B, Bangs Laboratoires, France) :
Ce kit est destiné a la quantification en immunofluorescence directe. Il se
compose de 5 populations de microsphéres, d’un blanc (contrdle négatif) et de quatre
populations de microspheres ayant différentes capacités de liaison aux anticorps

monoclonaux d’IgG.
1V.4.2.3. Meéthodologie

Parallélement aux marquages cellulaires, un mélange d’une goutte de chaque
population de microspheres est préparé, dans un tube a hémolyse, en ajoutant 50 pL de
solution de blocage. Les microsphéres sont ensuite marquées de la méme maniere que

dans le paragraphe IV.4.1.3.
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1V.4.3. Analyse des échantillons cellulaires en cytométrie en flux
IV.4.3.1. Principe

La cytométrie en flux est une technique permettant de faire défiler des particules,
molécules ou cellules a grande vitesse devant un faisceau laser. La lumiére émise (par
diffusion ou fluorescence) permet de classer la population suivant plusieurs criteres.

La cytométrie en flux (CMF) est définie comme 1’étude précise de particules
isolées (cellules, bactéries...) entrainées par un flux liquide. C’est une technique de
caractérisation individuelle, quantitative et qualitative de particules en suspension dans
un liquide. Elle consiste a analyser les signaux optiques ou physiques €mis par une
particule coupant le faisceau lumineux d’un laser ou d’une lampe a arc. Les signaux
mesurés sont essenticllement relatifs aux propriétés optiques intrinseques des
particules qui correspondent aux phénomeénes de diffusion lumineuse liés aux
dimensions de la particule, a leur structure interne ou a I’auto fluorescence de certaines
cellules comme les végétaux, le phytoplancton, efc. Ces sighaux mesurés sont
¢galement relatifs aux propriétés optiques induites de fluorescence obtenues par des
marquages spécifiques de structures ou de fonctions cellulaires. Ces signaux séparés
par des filtres optiques sont collectés par des photo-multiplicateurs, amplifiés,

numérisés, traités et stockés par un ordinateur.
1V.4.3.2. Meéthodologie

Les cellules sont analysées sur un cytometre (EPICS XI. Coulter;
Beckman-Coulter). Un minimum de 10 000 événements a été collecté lors de chaque
analyse. La population cellulaire est repérée sur le scattogramme en fonction de la taille
et de la granulosité de cellules. Une fenétre prenant en compte uniquement cette
population est dessinée afin d’¢liminer les débris cellulaires, ou les doublets et triplets
de cellules. Ainsi, les valeurs de SSC (Side Scatter) et de FSC (Forward Scatter) sont
réglées de fagon a bien visualiser la population cellulaire et les microspheres de
calibration.

Sur I’histogramme de fluorescence, la tension du photomultiplicateur (PMT) est
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réglée de maniére & ce que les cellules non marquées (le controle négatif qui permet de
s’affranchir de 1’autofluorescence des cellules) ainsi que les cellules incubées en
présence d’immunoglobulines non spécifiques (le contrble isotipique qui permet de
s’affranchir de le fluorescence du marquage aspécifique) apparaissent négatives. La
tension du PMT ne doit plus étre touchée apres ce réglage afin de ne pas faire d’erreur
sur la lecture des intensités de fluorescence des échantillons analysés. L’intensité de
fluorescence de la population cellulaire est mesurée automatiquement par le cytometre
et analysés a 1’aide du logiciel SYSTEM II® (Beckman Coulter). De plus, la tension du
PMT est réglée de la méme manicre pour les microsphéres de calibration que pour les
échantillons cellulaires. Lors de la quantification, il apparait ainsi sur I’histogramme de
fluorescence plusieurs pics correspondant aux diverses populations de microsphéres de
calibration.

Les résultats obtenus par cytométrie en flux, sont exprimés soit en pourcentage de
cellules positives, soit en intensité moyenne de fluorescence (IMF).

Une représentation reliant en abscisse 'IMF et en ordonnée les valeurs de
capacité liante des anticorps des microsphéres de calibration données par le fournisseur
est ensuite effectuée. La droite d’étalonnage est réalisée par un logiciel de quantification
(QuickCal V2.3 Bangs Laboratoires, France). Apres avoir retiré a I’IMF de I’échantillon
choisi, la valeur de I’IMF du contr6le négatif, la valeur du nombre de sites par cellule
est extrapolée a partir de la droite d’étalonnage. Cette IMF est alors transformée en

nombre de sites de marqueurs membranaires.

IV.5. Analyse de la synthése matricielle par histologie

Les colorations a I’HES (Hématoxyline-Erythrosine —Safran), au Rouge Sirius et
au Bleu Alcian sont utilisées respectivement pour visualiser la morphologie des

cellules, le collagene et les GAGs.
IV.5.1. Principe

L’HES est un colorant standard, permet de visualiser la morphologie des cellules

puisque I’hématoxyline colore les noyaux en violet foncé, 1’éosine se fixe sur les
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¢léments acidophiles et leur confeére une coloration rose (cytoplasme), tandis que le
safran se lie aux collagénes (coloration jaune).

Le Rouge Sirius est un colorant anionique du collageéne. La réaction se produit
entre les groupements sulfoniques du colorant et les groupements basiques présents sur
les molécules de collagéne.

Le Bleu Alcian permet la mise en évidence de GAGs carboxylés, sulfatés ou

phosphatés.
IV.5.2. Réactifs

» Solution de fixation : ParaFormAldéhyde (PFA) 4%, 10 mM de CaCl; dans un
tampon cacodylate (réf. C0250, Sigma, France) 4 0,1 M.

» Solution de lavage : 50 mM de BaCl, (réf. B0750, Sigma, France) dans un tampon
cacodylate a 0,1 M.

» Alcool absolu (réf.) est dilué a 70° et 95° dans de I’eau distillée ;

» Solution d’acide picrique a 0,1% : acide picrique (réf. 20.642, Prolabo, France)

> Solution de bleu alcian & 0,1% : Bleu Alcian 8GX Gurr (réf. M/N24, Searle
Diagnostic, France)

» Solution de Kernechtrot a 0,1% : 0,5 g Kernechtrot (réf. 5189, Merck, USA) et 25
g de sulfate d’aluminium (réf. 21070.297, Prolabo, France) sont dissouts dans 500
mL d’eau distillée.

» Résine de montage PERTEX (réf. 02407831, Baler, France)

IV.5.2. Methodologie

Les constructions cellulaires sont fixées a 1’aide d’une solution de fixation a
température ambiante pendant 4 heures. Elles sont ensuite placées toute une nuit a 4°C
dans une solution de lavage. Les constructions subissent ensuite une série de
déshydratation progressive dans des bains croissants d’alcool (alcool 70° pendant 1h
minimum, alcool 95° 2 fois 1 heure, alcool absolu 3 fois 1 heure). L’alcool est ensuite
¢liminé par 3 bains de 15 minutes dans du toluéne.

Pour I'inclusion en paraffine, les prélévements sont placés dans des cassettes en
plastique de facon & les laisser s’imbiber dans un bain de paraffine liquide (58°C)
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pendant 2 3 3 heures. Les prélévements sont ensuite inclus, définitivement, dans la
paraffine et les blocs sont solidifiés par la diminution de la température.

Des coupes de 5 pm sont réalisées & 1’aide d’un microtome (LEICA RM 2135,
France). Les lames sont ensuite colorées avec un appareil a coloration automatisé
(Tissue TekDRS, Sakaura, Japon). Les colorants utilisés sont I’HES, le Rouge Sirius et
le Bleu Alcian :

- I’HES (Hématoxyline-Erythrosine-Safran) : L’hématoxyline (0,5 %, 5 min),
1’€osine (1 %, 5 min), et le safran (1 %, 5 min).

- La coloration au Rouge Sirius est réalisée avec une solution saturée en acide
picrique a 0,1 %. Les lames sont alors rincées dans un bain d’acide chlorhydrique
0,01N pendant 2 min puis dans une solution d’alcool & 95 °C et enfin dans de 1’alcool
absolu pendant 2 min. Elles sont ensuite déhydratées et montées avec la résine
synthétique PERTEX.

- La coloration au Bleu alcian est réalisée avec une solution de bleu Alcian a
0,1% pendant 2 heures, puis des ringages a 1’eau courante. Un bain de 10 min dans la
solution de Kernechtrot est ensuite réalisé. Les échantillons sont ensuite déshydratés
dans des bains d’alcool croissants (1 min alcool 95 °C, et 5 min alcool absolu).

Apres les colorations, les échantillons peuvent étre observés sous le microscope
(réf. Labophoto-2, Nikon, Japon). Les lames colorées au Rouge Sirius, sont dans un
premier temps, observées en lumiére classique puis en lumicre polarisée en disposant
les lames & 45° sous un microscope équipé de deux filtres spécifiques. La lumiére

polarisée permet de visualiser I’architecture du réseau collagénique.

IV.6. Analyse de ’expression des génes par RT-PCR quantitative

[’étude de I’expression des génes est réalisée par RT-PCR (Reverse transcription
- Polymerase Chain Reaction) quantitative.

Les geénes étudiés lors des différentes PCR sont les génes codants pour : des
protéines matricielles (Collagénes de type I, I, III et X, COMP), des protéoglycannes
(Agrécanne, Versican), un facteur de transcription impliqué dans la chondrogénese et
le phénotype chondrocytaire (Sox9), ou encore une protéine de référence (RP 29,
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codant pour une protéine ribosomiale).
IV.6.1. Principe
1V.6.1.1. PCR (Polymérase Chaine Réaction)

L'¢tude de l'expression des genes est réalisée en biologie moléculaire a l'aide
d'une technique, appelée PCR (Polymérase Chaine Réaction) pour 1’amplification en
chaine de 'ADN par une polymérase. Cette technique permet d'obtenir a partir d'un
échantillon, d'importantes quantités d'ﬁn fragment d'ADN spécifique et de longueur
définie. Pour cela il est nécessaire d'extraire les ARN totaux des cellules et de rétro
transcrire (RT) les ARN en ADNc. Cet ADNc va servir de matrice a la technique de
PCR pour connaitre 1'expression des genes a étudier & 'aide d'amorces spécifiques. Pour
chaque gene étudié, il est possible de déterminer quantitativement le taux d'expression

de ce géne dans la cellule.

1V.6.1.2. PCR gquantitative (PCRq)

Comme la PCR classique, la réaction de PCRq se deroule en trois étapes :
dénaturation, hydridation et élongation (Figure 1I-11). A la différence dune PCR
classique, la PCRq utilise des molécules se liant & 'ADN double brin de maniére non

spécifique qui permet la quantification de I'amplicon formé en temps réel.

La molécule la plus couramment utilisée dans la PCRq est le SyBR Green. Le
SyBR Green est un fluorophore capable d'émettre une fluorescence quand il est 1ié a de
I'ADN double brin. Au début de la réaction, le mélange réactionnel contient de I'ADN
dénaturé, les amorces et le fluorophore non lié. Aprés 1'hybridation des amorces, le
fluorophore se lie au double brin. La liaison & ' ADN se traduit par une augmentation de
la fluorescence. Pendant l'étape d'élongation, le nombre de molécules de fluorophore
liés a I'ADN synthétisé augmente, ce qui se traduit par une augmentation de la
fluorescence (Figure II-12A). La fluorescence est mesurée a la fin de [I'étape
d'élongation de chaque cycle grice a un thermocycleur piloté par un ordinateur qui

permet l'acquisition et le suivi en temps réel des données ainsi que leur traitement.
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Figure II-11 Principe de la technique de PCR
Les brins d’ADN complémentaires sont dénaturés a 95°C puis les amorces spécifiques
se fixent sur les brins et enfin la polymérase synthétise les brins complémentaires a
l’aide des oligonucléotides présents dans le milieu réactionnel.
[http://www.inrp.fr/Acces/biotic/biomol/techgen/html/schempcr. htm]
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Figure II-12 Principe de la PCR en temps réel avec un fluorophore (SYBR Green)
A : SYBR Green non fixé a I'ADN n’émet pas de fluorescence. Lors de I’hybridation, les
amorces se fixent sur les brins d’ADN complémentaire avec insertion de la sonde.
Pendant [’élongation, ['intensité de fluorescence croit avec l'insertion des sondes dans
les doubles brins formés. B : Courbe de fusion ; C : Quantification de |’expression d un
gene en fonction d’'une gamme d’ADN complémentaire.

IV.6.1.3. Exploitation des données de PCRq

Courbe de fusion

A la fin des cycles, 1’appareil réalise une courbe de fusion, lors de laquelle la
température est élevée a 95 °C ou I’ADN double brin se dissocie, entrainant la
libération du SYBR Green dans le milieu et une diminution progressive de la
fluorescence. Lorsqu’une quantité de 50 % de I’ADN double brin est dissociée, la
fluorescence chute brutalement, c’est a cette température que correspond Ila
température de fusion du produit synthétisé. En tragant la courbe dérivée premiére
négative de la fluorescence en fonction de la température, nous obtenons un maximum

qui correspond a cette température de fusion (Tm). La position du Tm sur I’axe des
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températures est donc caracteristique d’un amplicon donné et doit toujours apparaitre a

la méme position (Figure II-12B).

Gamme d’ADNc

La PCRq permet de faire une quantification relative de 1’expression des génes
d'intérét dans des échantillons donnés par rapport & un géne de référence (RP29 dans
cette étude), dont I'expression ne varie pas en fonction des conditions expérimentales. 11
permet aussi de faire une quantification absolue (détermination en nombre de copies)
par rapport a une gamme d'ADNe.

Cette gamme est réalisée, en parallele des échantillons, afin de pouvoir quantifier
l'expression des différents genes. Pour cela, I'ADNc correspondant au géne a étudier est
dosé, puis dilué pour faire une gamme de 10~ & 107 pg/mL (Figure 1I-12C). Cette
gamme est analysée en méme temps que les échantillons et permet de quantifier le géne
étudié.

IV.6.2. Réactifs

» RNeasy mini kit (réf. 74106, Qiagen, France)

» Amorces de polydT 12-18 (réf. 18418-012, Invitrogen, France)

» Transcriptase inverse M-MLV (réf. 28025-013, Invitrogen, France)

» SYBR Green (réf. 204145, Qiagen, France)

> QZAquick® Kit (réf. 28104 Qiagen, France)

» Amorces de chaque géne (Tableau II-5) : (MWG-Biotech AG France)
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Tableau I1-5 : Amorces et conditions de PCRq pour chaque géne

Nom d’amorce Sequence (5°-3%) Tm
Collagéne 1  Reverse GGACCACTTTCACCCTTGT .
Forward AGGTGCTGATGGCTCTCCT e
Collagéne2  Reverse ATCTCAGGGCTGAGGCAGT .
Forward GCAGGATGGGCAGAGGTAT e
Collagéne 2a Reverse ACAGTCTTGCCCCACTTAC .
Forward GACAATCTGGCTCCCAAC e
Collagéne3 Reverse GCCAACGTCCACACCAAATT .
Forward AACACGCAAGGCTGTGAGACT e
Collagéne 10 Reverse CTCCAGGATCACCTTTTGGA .
Forward GCTAAGGGTGCCCCACTTAC e
Agrécanne Reverse TCGAGGGTGTAGCGTGTAGAGA .
Forward TCGAGGACAGCGAGGCC e
Versican Reverse CTTCCACAGTGGGRGGTCTT .
Forward TGTTCCTCCCACTACCCTTG e
Sox9 Reverse CCTGGGATTGCCCCGA
55°C
Forward GAGCAGACGCACATCTC
COMP Reverse TCTGCATCAAAGTCGTCCTG .
Forward ACAATGACGGAGTCCCTGAC e
Ostéocalcine Reverse TCAGCCAACTCGTCACAGTC .
Forward GTGCAGAGTCCAGCAAAGGT e
RP 29 Reverse AGACGCGGCAAGAGCGAGAA .
Forward AAGATGGGTCACCAGCAGCTCTACTG e
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1V.6.3. Meéthodologie

Les ARN totaux des cellules sont d’abord extraits et rétro transcrits en ADNc.
Puis, la PCR en temps réel est réalisée par mise en présence de SYBR Green avec le
produit de RT ainsi que les amorces des différents genes & étudier. Les fragments de
PCR doivent étre courts, de 100 & 350 paires de bases. Le programme permet d’obtenir

toutes les données nécessaires & 1’analyse du géne cible.
IV.6.3.1. Extraction des ARN totaux

L'extraction des ARN totaux s'effectue sur un culot cellulaire. Les cellules
cultivées en monocouche ont été trypsinées puis récupérées apres centrifugation. En ce
qui concerne les chondrocytes encapsulés dans des billes, 30 billes sont nécessaires. Les
hydrogels des billes sont déstructurés dans une solution de Citrate-EDTA pendant 10 a
15 minutes. Le mélange alginate - cellules est homogénéisé avec la pipette puis
centrifugé 30 secondes a 1200 tours/min (réf. 5145R, Eppendorf, Allenmand) de fagon a
récupérer le culot cellulaire. Les cellules sont lavées, 5 fois avec du PBS, de facon a
¢liminer toute trace d’alginate et donc toute interférence possible lors de 1’extraction
d’ARN et de RT-PCR.

L’extraction d’ARN s’effectue selon les recommandations du fournisseur en
utilisant le kit d’extraction des ARN, RNeasy mini kit. Le dosage des ARN est réalisé
par spectrofluorimétrie (réf. F2000, Hitachi, Japon), par la lecture de la DO aux
longueur d’onde de 260nm et 280nm. La longueur d’onde a 260 nm permet de détecter
les acides nucléiques et la longueur d’onde a 280 nm permet de détecter les protéines.
Le rapport DOye/DOssy permet de déterminer la qualité de l’échantillon, puis la
concentration en ARN de ’échantillon est déterminée de la maniere suivante : [ARN]

png/mL=DOx4; x Dilution x 40
1V.6.3.2. Rétro Transcription (RT)

L’ADNc est obtenu a partir de 500 ng d’ARN par transcription inverse en
utilisant des amorces de polydT 12-18 se fixant sur la séquence poly-Adénylée des

ARN messagers. Ces amorces, contrairement aux amorces a fixation aléatoire, nous
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permettent d’obtenir I’ADNc uniquement des ARN messagers. La synthése du brin
d’ADNc est réalisée selon les recommandations du fournisseur dans le tampon de RT,
en présence des amorces polydT par une transcriptase inverse M-MLV pendant 90 min

437 °C. Les ARN restants sont dénaturés par la chaleur (5 min, 95 °C).
1V.6.3.3. Réaction de PCRq en temps réel

La réaction de PCRq s’effectue dans des capillaires placés dans le thermocycler
(réf. Light Cycler, Roche, USA). Elle se déroule par la mise en présence de 10 pl de
SYBR Green, de 2 ul de solution de RT diluée au % et 2 pl de chaque amorce (10 pM)
de chaque geéne. La PCR dure kl heure avec le maintien de I’activité polymérase. A
chaque cycle, chaque capillaire passe devant le systéme optique ou la fluorescence est

mesurée. Aprés le dernier cycle de PCR, la courbe de fusion est réalisée.
1V.6.3.4. Construction de la gamme d’ADNc

Le contenu d'échantillons de PCR, ayant subi une amplification spécifique d'un
géne cible, est récupéré et ensuite purifié en utilisant le kit d’extraction d’ADN selon
les recommandations du fournisseur. Un dosage spectrophotométrique est effectué afin
de déterminer la concentration en ADN de la maniére suivante :

[ADN] ng/mL=D0Oy x Dilution x 50.

Cette solution meére est ensuite diluée pour obtenir notre gamme de concentrations
du gene considéré. Puis, elle est analysée en méme temps que les échantillons et permet

de quantifier le gene étudié.

IV.7. Analyse de ’expression de protéines collagéniques

L’expression des protéines de collagenes de type I et type II est analysée en

microscopie confocale a balayage laser par immunomarquage indirect.

IV.7.1. Marquage par immunofluorescence indirecte

1V.7.1.1 Principe

Les protéines collagéniques présentes dans la matrice néo-synthétisée a la

surface des cellules sont reconnues spécifiquement par un anticorps (anticorps
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primaire). Afin de mettre en €vidence la formation du complexe antigéne-anticorps
primaire, un deuxieme anticorps est utilisé (anticorps secondaire). Ce dernier est
couplé a un fluorochrome et il est dirigé specifiquement contre la partie Fc (fragment

commun) de I’anticorps primaire. (Figure I1-13).

Anticorps primaire

Cellule

Fluorochrome

Figure II-13 : Principe du marquage par immunofluorescence indirecte
IV.7.1.2. Réactifs

» DMEM Nut Mix F-12 sans rouge de phénol.

Solution de blocage : 0,5% BSA bréparée dans DMEM sans rouge de phénol.

» Solution d’immunomarquage : anticorps (Tableau II-6) dilués soit 1/50 pour les
anticorps primaire, soit 1/50 pour 1’anticorps secondaire dans la solution de
blocage.

> Solution de fixation : Paraformaldéhyde (PAF) (réf : P6148, Sigma) dissout dans
tampon PBS a 4% (p/v).

Tableau I1-6 : Anticorps impliqués dans les immunomarquages indirects

Anticorps Spécificité de Pespece Isotype Fournisseur (réf.)
Anti collagt I Humai 1eG (Lapin) Calbiochem
nti collagéne type umain apin
gene yp g (AP (réf. 234183)
Anti collags 1 Humai I¢G (Lapin) Calbiochem
nti collagene type umain apin
gene byp g (H4p (réf. 234187)
Molecular Probes
IgG-Alexa Fluor® 488 Lapin IgG (Chévre)

(réf. A-11008)
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IV.7.1.3. Méthodologie

Les constructions cellulaires d’alginate/HA sont coupées en deux a 1’aide d’un
scalpel puis lavées dans 500 pl de solution de blocage pendant 15 min. Elles sont
ensuite incubées avec 100 pl de solution d’immunomarquage contenant soit 1’anticorps
anti-collagéne I, soit ’anticorps anti-collagéne II. A I’issue d’une incubation de 45
minutes, a température ambiante, les échantillons sont lavés dans 500 ul de solution de
blocage pendant 10 min. Ensuite, les échantillons sont incubés dans 100 pl de solution
d’immunomarquage incluant I’anticorps secondaire couplé au fluorochrome pendant
45 minutes, & température ambiante et a 1’abri de la lumiére, puis rincés avec du
DMEM sans rouge de phénol pendant 10 ’minutes, Apres 10 minutes de fixation, 2
température ambiante et a [’abri de la lumiére, dans 500ul de solution de fixation, les
échantillons sont préts pour étre observés en microscopie confocale a balayage laser.

Un contrdle négatif, échantillon incubé seulement avec de la solution de blocage,

est préparé en méme temps.

1V.7.2.  Observation en microscopie confocale a balayage laser
Apres un marquage par immunofluorescence indirecte, on observe 1’expression
des protéines de collagenes autour des cellules encapsulées dans les billes

d’alginate/HA en microscopie confocale.
IV.7.2.1 Principe

La microscopie confocale a balayage laser permet de visualiser des échantillons
avec une haute résolution (200 nm latéral, 400 nm spatial) en éliminant la lumiére
parasite et permet une analyse tridimensionnelle des échantillons biologiques.

Le principe d’un microscope confocal a balayage laser utilise un faisceau laser
d’excitation qui est envoy¢ sur des miroirs galvanométriques (miroirs de balayage) qui,
en pivotant sur leur axe, vont permettre le balayage rapide (400-1000 hertz) de
I’ensemble du champ d’illumination. La lumiére d’émission récupérée via 1’objectif est
déscannée suivant le méme trajet, puis parvient au détecteur (tube photomultiplicateur)

via successivement un élément dispersif (miroir dichroique ou prisme), puis le
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diaphragme de détection (Pinhole en anglais). Le signal photo-¢lectrique généré par le
photomultiplicateur est amplifi¢ puis envoyé a l’ordinateur, ou il est numérisé
(dynamique 8-12 bits), puis affiché sur le moniteur. L’ordinateur gére les miroirs de
balayage, le moteur pas a pas (ou la platine galvanometrique) contrélant le
déplacement en z de la platine et ’ouverture de Pinhole (Figure II-14A).

L’illumination du spécimen par la lumiere laser ainsi que la détection du signal
provenant du plan de mise au point sont réduites a un point, grice a ’utilisation de
deux diaphragmes de faible diamétre. Ces deux diaphragmes sont conjugués dans les
plans confocaux. Ainsi, la lumiére émise hors du plan de mise au point n’atteint pas le
détecteur et seuls les objets situés dans le plan de mise au point contribuent a la
constitution de 1’image (Figure I1-14B).

Ainsi, a ’aide de la microscopie confocale a balayage laser, on peut visualiser
I’expression des protéines de collagénes aprés un marquage par immunofluorescence
indirect en détection de fluorescence excitée de fluorochrome couplé al’anticorps

secondaire.
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Figure 11-14 : Représentation schématique de la microscopie confocale a balayage laser
A : Représentation schematique de la structure de la microcopie confocale a balayage
laser; B : Représentation schématique du principe de la microscopie confocale a
balayage laser. [ hitp://confocal medecine.uhp-nancy.fr]

Iv.7.2.2. Méthodologie

L’observation de I’expression de protéines collagéniques est réalisée en
microscopie confocale Leica TCS SP2-AOBS (Leica Microsystems, Germany) équipée
d’un filtre opto-acoustique accordable, de laser solides argon (457nm, 476nm, 488nm,
514 nm), laser hélium-néon (543 nm et 633 nm) et oscillateur femtoseconde VERDI
(600-1100 nm), avec un objectif (x40/1,4 ; & immersion a eau). La longueur d'onde
d’excitation de 488 nm et la longueur d’onde d’émission de 519 nm correspondant au
fluorochrome (Alexa Fluor 488) couplé a I’anticorps secondaire ont été optimisées. Des
images de haute résolution (512 x 512 pixels) sont obtenues, avec une taille de voxel :

250nm x 250nm x 400nm et avec un critére Rayleigh de 1.

IV.8. Analyse statistique
Toutes les données sont présentées en moyenne *erreur standard de la moyenne.
Pour chaque patient, 3 intra-essais ont été réalisés. Les différences statistiques entre les
groupes d’expériences ont été analysées par une analyse de variance de I’ANOVA a
une direction a 1’aide du logiciel GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, USA). Un
test T de Turky a été effectué et les valeurs p inférieures & 0,05 ont ét€ considérées

comme significatives statistiquement.
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CHAPITRE III : RESULTATS ET DISCUSSIONS
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I. Influence de I’expansion en monocouche sur ’expression de marqueurs de

surface cellulaire et I’expression de génes d’intéréts

Les chondrocytes et les CSMs sont les deux types de cellules les plus utilisées en
ingénierie tissulaire du cartilage. Avant de les ensemencer dans des biomatériaux,
I’expansion cellulaire en monocouche est une étape essentielle pour obtenir une
quantité¢ suffisante de cellules. Cependant, une dédifférenciation rapide des
chondrocytes et une diminution de la capacité de différenciation de CSMs, aprés un
certain nombre de passages, a déja décrit et peuvent limiter leur application dans la
réparation du cartilage [Kafienah W et al., 2002 ; Goldring MB et al., 2006].

Le but de notre étude est de trouver un compromis entre 1'expansion cellulaire en
monocouche et le maintien et/ou I’apparition des caractéristiques chondrocytaires des
cellules. L’expression des marqueurs de surface (CD34, CD45, CD73, CD90, CD105
et CD166) ainsi que l’expression de certains geénes d’intérét pour la définition du
phénotype chondrocytaire (collagénes de type I, I, III et X, agrécanne, versican et Sox
9) ont été analysées pour chaque passage, de PO a P5, lors de 1’expansion en

monocouche de chondrocytes et de CSMs.

1.1. Evolution des marqueurs de surface cellulaire et des génes d’intérét exprimés

par les chondrocytes humains cultivés en monocouche en fonction du passage
L1.1. Expression des marqueurs de surface cellulaire

Sur la Figure III-1 sont présentés des exemples d’histogrammes de fluorescence
obtenus lors de ’analyse qualitative, par cytométrie en flux, des marqueurs de surface
exprimés par des chondrocytes cultivés en monocouche.

L’histogramme blanc représente 1’'intensité moyenne de fluorescence (IMF)
obtenue lors de 1’analyse du contrdle isotypique (cellules incubées avec un anticorps
isotypique). L’histogramme gris représente I’IMF obtenue lors de [’analyse des
échantillons cellulaires. La superposition des ces deux histogrammes montre que les
chondrocytes humains n’expriment ni le marqueur de surface CD34 ni le marqueur de

surface CD45. En revanche, ces cellules expriment les marqueurs CD73, CD90,
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Figure III-1: Expression des marqueurs CD34, CD45, CD73, CD90, CD105 et
CD166 a la surface de chondrocytes humains (CMF) Les chondrocytes ont été
marqués avec des anticorps monoclonaux spécifiques des les marqueurs indiqués dans
chagque histogramme.

L1 : cellules marquées avec un anticorps isotypique, _
: cellules marquées avec les anticorps monoclonaux spécifiques du marqueur de
surface étudié et couplés a un fluorochrome (PE ou FITC).

La Figure III-2 représente la proportion de cellules positives pour un marqueur
de surface cellulaire.

Il apparait que, pour les marqueurs CD34 et CD45, le pourcentage de cellules
positives est inférieur a 5%, quel que soit le passage.

Pour les marqueurs de surface CD73 et CD105, aucune variation significative
n’est observée en fonction des passages [CD73 : 96,8+1,2% (PO) versus 94,7+2,6%
(P5) ; CD105 : 75,3£10,9% (PO) versus 79,3£11,2% (P5)].

Pour le marqueur de surface CD90, bien qu’une différence significative soit
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observée entre PO et les autres passages (P1 versus PO : P<0,05; P2 a P5 versus PO :
P<0,001), le pourcentage de cellules exprimant ce marqueur reste toujours supérieur a
95% tout le temps de I’expansion.

En revanche, pour le marqueur CD166, son expression a PO est trés faible par
rapport aux précédents marqueurs (20,4+8,9% versus 96,8+1,2%, 93,2+1,3% et
75,3£10,9% pour CD73, CD90 et CD105 respectivement). Néanmoins, il apparait que

son expression augmente significativement en fonction du passage (P<0,01 des P3).
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Figure III-2 : Pourcentage de cellules positives pour un marqueur de surface
exprimé par des chondrocytes humains cultivés en monocouche (P0 a P5). (CMF).
Les résultats sont exprimés en moyenne *+ erreur standard de la moyenne (n=4).
*P<0,05, ¥**P<0,01, ***P<0,001, P1, P2, P3, P4, P5 versus PO.
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La Figure III-3 représente la Capacité Liante en Anticorps (CLA) pour chaque
marqueur cellulaire exprimé a la surface des chondrocytes humains. Bien qu’aucune
variation significative de la CLA ne soit observée pour les marqueurs CD73 et CD90
au cours de I’expansion en monocouche (P>0,05), il semble cependant qu’il existe une
tendance & une réponse biphasique pour ces marqueurs. En effet, nous observons une
augmentation de la CLA entre PO et P1 pour CD73 et PO et P2 pour CD90. Au-dela de

P2, le nombre de ces marqueurs a la surface des chondrocytes tend & diminuer jusqu’a

CD73 CcD90
4000000~ 400000000+
3000000+ 300000000+
9 : <
a 2000000 o 200000000
1000000 l ’ ' ' l ’ 100000000+
0 T~ T T T =
PO P1 P2 P3
Passages Passages
CD105 CcD166
40000004 4000000+
30000004 30000004
é 20000001 a 2000000+
1000000+ l_:_l 1000000+ ﬁ
c E’ t T T c T T T i
PO P1 P2 P3 P4 P5 PO Pt P2 P3 P4  P5
Passages Passages

Figure III-3 : Capacité liante en anticorps (CLA) pour les marqueurs cellulaires
exprimés a la surface des chondrocytes humains cultivés en monocouche (P0 a P5).
(CMF). Les valeurs d’IMF pour chaque marqueur sont transformées en nombre de
Sites antigéniques a l'aide de la droite d’étalonnage constituée d’apres 'analyse
simultanée de microspheres de calibration (cf- Matériel et Méthodes paragraphe
" IV4.3.2). Les résultats sont exprimés en moyenne * erreur standard de la moyenne
(n=4). *P<0,05, P1, P2, P3, P4, P5 versus P0.

11.2. Expression de génes d’intérét

Le Figure III-4 présente les résultats de l'expression de génes d’intérét
(collageénes de type I, II, IIA, III et X, agrécanne, versican et Sox 9) obtenus par

analyse en PCR quantitative.
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Figure I1I-4 : Expression de genes codant pour les différentes protéines d’intérét
exprimés par des chondrocytes en fonction du passage. Les données, obtenues par
PCRq, ont été normalisées et sont exprimées sous forme du rapport : géne / RP29. Les
résultats sont exprimés en moyenne + erreur standard de la moyenne (n=4). * P<0,05 ;
**P<0,01, ¥***P<0,001, P1, P2, P3, P4, P5 versus P0.

143 -



Résultats et discussion

L’expression des genes codant pour le collagéne de type I, I'agrécanne et le
versican semble augmenter en fonction du passage. Cette évolution ne devient
significative qu’a partir de P5 pour le collagéne de type 1 (P<0,001) ainsi que pour
I’agrécanne (P<0,05) et de P4 pour le versican (P<0,05).

En revanche, 1’expression des genes codant pour les collagenes de type II et TIA
ainsi que pour Sox9 diminue significativement a partir de P1.

Enfin, pour certains genes tels que le collagéne de type III et X, aucune

évolution significative n’est observée en fonction du passage (P>0,05).

L2. Evolution des marqueurs de surface cellulaire et de génes d’intérét exprimés

par les CSMs humains cultivés en monocouche en fonction du passage
L2.1. Expression des marqueurs de surface cellulaire

Sur la Figure III-5 sont représentés des exemples d’histogrammes de
fluorescence, obtenus lors del’analyse cytométrique, des marqueurs de surface

exprimés par des CSMs cultivées en monocouche.

De la méme fagon que pour les chondrocytes, I’histogramme blanc et
I’histogramme gris représentent, I’IMF obtenue lors de I’analyse du contréle
isotypique et des échantillons cellulaires, respectivement. La superposition de ces deux
histogrammes montre que les CSMs humaines n’expriment ni le marqueur de surface
CD34, ni le marqueur de surface CD45. En revanche, ces cellules expriment les

marqueurs CD73, CD90, CD105 et CD166.
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Figure III-5: Expression des marqueurs CD34, CD45, CD73, CD90, CD105 et
CD166 a la surface de CSMs humaines (CMF). Les CSMs ont été marquées avec des
anticorps monoclonaux spécifiques des marqueurs étudiés.

L1 - cellules marquées avec un anticorps isotypique,

L cellules marquées avec les anticorps monoclonaux spécifiques du marqueurs de

surface étudiés et couplés a un fluorochrome (PE ou FITC).

La Figure I1I-6 représente la proportion de cellules exprimant les marqueurs de
surface cellulaire.

Il apparait que pour le marqueur CD34, le pourcentage de cellules positives est
inférieur a 5%, quels que soient les passages. En revanche, pour le marqueur CD45, le
pourcentage de cellules positives a PO est de 14,9+3,5% puis diminue
significativement, & partir de P1, pour se stabiliser & moins de 5% jusqu’a P5
(P<0,001).

Pour le marqueur de surface CD73, le pourcentage de cellules CD73" semble
augmenter de PO a P2. Au-dela de P2, ce pourcentage se stabilise pour rester supérieur

a 80% jusqu’a la fin de I’expansion en monocouche.
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Figure I1I-6 : Pourcentage de cellules positives pour un marqueur de surface
exprimé par des CSMs humaines cultivées en monocouche (P0 a P5). (CMF). Les
résultats sont présentés en moyenne + erreur standard de la moyenne (n=4). * P<0,05,
*EXP<0,001, P1, P2, P3, P4, P5 versus PO0.

Pour le marqueur de surface CD90, le pourcentage de cellules CD90" augmente
significativement entre PO et Pll pour atteindre 95% a P1 (P<0,05).

Enfin, pour les marqueurs CD105 et CD166, une évolution biphasique est
observée. En effet, une diminution significative du pourcentage de cellules CD105" et
CD166" est observée de PO & P2 (P<0,05), puis ces proportions semblent augmenter a

P3 pour se stabiliser jusqu’a P5.
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La Figure III-7 représente la CLA pour chaque marqueur cellulaire exprimé 2 la

surface de CSMs humaines.
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Figure III-7: Capacité liante en anticorps (CLA) pour chaque marqueur
cellulaire exprimé a la surface des CSMs humaines cultivées en monocouche (P0 a
P5). (CMF) Les valeurs d’IMF de chaque marqueur sont transformées en nombre de
sites antigéniques a l’aide de la droite d’étalonnage constituée d’apres [’analyse
simultanée de microsphéres de calibration (cf- Matériel et Méthodes paragraphe

1V.4.3.2). Les résultats sont exprimés en moyenne + erreur standard de la moyenne
(n=4). *P<0,05, **P<0,01, ***P<0,001, P1, P2, P3, P4, P5 versus P0.

[l

P1 PO P1 P2 P3 P4

Passages Passages

Pour les marqueurs CD73, CD90 et CD166, la CLA augmente régulierement en
fonction du passage. Cette évolution devient significative a partir de P1, P2 et P3 pour
le marqueur CD73, CD90 et CD166 respectivement. En revanche, pour le marqueur de
surface CD105, aucune variation significative de la CLA n’est notée en fonction du

passage.

12.2.  Expression de genes d’intérét

Sur la Figure I1I-8 sont présentés les résultats de 1’expression de genes d’intéréts
(collagénes de type I, II, IIA, IIT et X, agrécanne, versican et Sox 9) obtenus par

analyse en PCR quantitative.
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Figure I1I-8 : Expression de génes codant pour des différentes protéines d’intérét
exprimeés par des CSMs en fonction du passage. Les données obtenues en PCRq sont
normalisees et exprimées sous forme du rapport: gene / RP29. Les résultats sont
exprimés en moyenne =+ erreur standard de la moyenne (n=4).

Aucune variation significative de 1’expression des geénes d’intérét n’est notée

lors de I’expansion en monocouche des CSMs ; bien qu’il semble que le rapport de

gene col I/RP29 soit plus important que les autres rapports des geénes. De plus, il
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semble que le géne codant pour le collagene de type I suive une évolution biphasique
au cours des passages et soit plus exprimé de P1 a P2. Toutefois notons que le
collagene de type II est trés peu exprimé. Enfin, aucune trace du géne codant pour le

Col IIA n’a été détectée au cours de I’expansion en monocouche des CSMs

L3. Discussion

Dans cette partie, nous avons contrdlé I’influence de I’expansion cellulaire en
monocouche sur le phénotype des cellules ainsi que sur leur état de différenciation.
Nous avons étudié 1’essentiel des marqueurs phénotypiques issus des chondrocytes
ainsi que des CSMs : d’une part, les clusters de différenciation caractéristiques des
états de différenciation, d’autre part, les paramétres matriciels. Cette &tape est

primordiale pour définir les parametres d’étude régissant la suite de nos travaux.

Dans un premier temps, nous avons étudié D’expression des marqueurs de
surface cellulaire caractérisant les CSMs ainsi que leur état de différenciation :
CD34, CD45, CD73, CD90. CD105 et CD166. Dans un souci de comparaison, nous

avons réalisé la méme étude sur les chondrocytes.

D’une part, nos résultas montrent, que les chondrocytes et les CSMs présentent
un phénotype CD34 et CD45".

Rappelons que le marqueur CD34 est une molécule de surface exprimée sur les
cellules hématopoiétiques de morphologie indifférenciée, en particulier d’origine
médullaire [Baumhueter S et al., 1994].

De méme, le marqueur CD45 est une molécule transmembranaire exprimée a la
surface de toutes les cellules hématopoiétiques nucléées ainsi que de leurs précurseurs,
excepté les érythrocytes et les plaquettes matures [Trowbridge IS ef al., 1994].

Ainsi, nos résultats, en accord avec de nombreuses études, confirment que les
cellules amplifiées en monocouche ne sont pas des CSHs. Par ailleurs, la sélection de
CSMs vis-a-vis des CSHs, a partir de la moelle osseuse, repose, tout d’abord, sur la
capacit¢ d’adhésion des CSMs au plastique, comme 1’a décrit Rhodes NP et al.

[Rhodes NP er al., 2004]. Bien qu’il existe une contamination faible de cellules
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hématopoiétiques lors du premier ensemencent (% de cellules CD45=14,15%), ce
pourcentage devient négligeable dés P1 et ce jusque PS5 (& P5: % de cellules
CD45"<5%). Ce résultat est également décrit par d’autres études qui rencontrent
fréquemment une contamination de cellules hématopoiétiques dans les cultures de
CSMs issues de la moelle osseuse obtenue de donneurs adultes [Mareschi K et al.,

2006].

D’autre part, nos résultas montrent que les chondrocytes et les CSMs possédent
le phénotype CD73", CD90", CD105" et CD166" durant toute la durée de 1’expansion
en monocouche.

Le marqueur CD73 est une enzyme catabolique de la déphosphorylation de
ribonucléosides monophosphates qui métabolise spécifiquement I’AMP en adénosine
[Eltzschig HK et al., 2006]. Ce marqueur joue également un rdle dans l'adhérence
cellulaire [Airas L et al., 1995]. Enfin, Krampera M et al. le décrivent comme étant
associ¢ a la différenciation de CSMs. En effet, ces auteurs ont montré que son
expression diminuait fortement aprés différenciation de ces cellules. 11 serait
également exprimé sur les cellules engagées dans la phase de prolifération. [Krampera
M et al., 2005].

Le marqueur CD90/Thy-1 est une glycoprotéine de surface cellulaire exprimée
sur une minorit¢ de chondrocytes issus du cartilage articulaire sain (<5%) [Summers
KL et al., 1995]. Lorsque les chondrocytes sont mis en culture en monocouche,
Diaz-Romero J et al. ont rapporté que ces cellules se mettaient & exprimer cette
glycoprotéine, dés les premiers jours de I’expansion. Selon ces auteurs, le marqueur
CD90 pourrait étre considéré comme un marqueur du stade de différenciation des
chondrocytes [Diaz-Romero J et al., 2005]. En ce qui concerne les CSMs, plusieurs
é¢tudes ont montré que le marqueur CD90 était exprimé a leur surface et plus
particulicrement & la surface des CSMs indifférenciées [Krampera M et al., 2005]. Par
ailleurs, son expression diminue une fois que les CSMs s’engagent dans la voie de
différenciation chondrocytaire ou ostéogénique [Krampera M et al., 2005 ; Wiesmann

Aetal., 2006 1.
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Le marqueur CD105/Endogline est une protéine transmembranaire associée aux

récepteurs de TGF-fs et forme un complexe qui entre dans la voie de signalisation des
TGF-Bs [Barry FP et al., 1999]. Chez les chondrocytes, son expression est inversement
proportionnelle & la capacité de synthése de la matrice cartilagineuse, ainsi que I’a
observé Dell’Accio F et al., chez le rat [Dell’Accio F et al., 2001]. La protéine
trans:ﬁembranaire CD105 serait donc un marqueur prédictif permettant d’évaluer la
capacité des chondrocytes a former une matrice cartilagineuse. Par ailleurs, le
marqueur CD105 est également présent a la surface des CSMs [Cheifetz S ef al., 1992].
Il a ét¢ montré que les cellules progénitrices exprimant le marqueur CD105 étaient
capables de s’engager dans la voie de différenciation chondrocytaire [Majumdar MK et
al., 2000].

Le marqueur CD166/ALCAM intervient dans les interactions cellule-cellule

[Swart GW, 2002]. Il est exprimé a la surface des CSMs lors des phases de
prolifération [Swart GW, 2002]. Récemment, sa présence a ét€¢ montré a la surface des
chondrocytes, aprés culture en monocouche, donc a la surface de cellules en voie de
dédifférenciation [Diaz-Romero J ef al., 2005]. Son expression diminue dés lors que
les cellules sont engagées dans la voie de différenciation ostéogénique [Bruder SP et

al., 1997]. Il est donc un marqueur du stade de différenciation.

Nos résultats seront discutés dans un premier temps en fonction du pourcentage de
cellules positives par un marqueur puis en fonction du nombre de sites par cellules.
Ces deux parametres peuvent, en effet, varier indépendamment 1'un de 1’autre [Gigant

C et al., 2001].

En ce qui concerne les chondrocytes, comme le montre le tableau III-1, le
pourcentage de cellules CD73", CDY0" et CD105" ne varie pas en fonction du passage.
Dans ce cas, nous avons observé une synergie avec 1’évolution du nombre du site.
D’apres les études réalis€es sur ces marqueurs, il apparait que les chondrocytes
présentent un caractére dédifférencié (CD73", CD90" et CD166"), avec une capacité de
synthése de la matrice cartilagineuse moindre (CD105") dés la mise en culture en

monocouche [Diaz-Romero J et al., 2005].
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Pour les CSMs, nous avons observé un phénomeéne différent des chondrocytes.
En effet, le pourcentage de cellules CD73" et CD90" augmente aprés P1, et se stabilise
alors que le nombre de sites augmente de P1 a P5. Comme il a été montré, ces
marqueurs étaient plus fortement exprimés a la surface de CSMs non engagées dans
une voie de différenciation [Krampera M et al., 2005 ; Wiesmann A et al., 2006]. 11 se
pourrait, qu’a PO, il existe une faible proportion de cellules déja engagées dans une
différenciation cellulaire. Ces précurseurs mésenchymateux se dédifférencieraient au
cours des passages, justifiant le nombre de sites plus important a la surface des cellules
a P5. En revanche, pour les marqueurs CD105 et CD166, une évolution biphasique du
pourcentage de cellule exprimant ces récepteurs est observée, traduisant une variation
du phénotype entre PO-P2 et P2-P5, pour aboutir, a PS5, 2 un phénotype maintenu
« indifférencié ».

Le suivi de la proportion de cellules positives pour les marqueurs étudiés montre
que pour les CSMs, le phénotype de ces cellules varie entre PO et P5. Il ne se stabilise
qu’a partir de P2, passage pour lequel les cellules retrouvent un phénotype

indifférencié.

Le tableau III-2 compare le nombre de sites de ces marqueurs a la surface de
chaque type cellulaire.

Le nombre de sites du marqueur CD73 a la surface des CSMs et des
chondrocytes est similaire au cours des passages. Ce marqueur est non seulement un
facteur de différenciation, mais il est également associé¢ aux cellules engagées dans un
stade de prolifération [Krampera M et al., 2005]. Ces résultats sont en adéquation avec
des études antérieures, qui montrent que la culture en monocouche favorise non
seulement la prolifération des CSMs ou des chondrocytes mais aussi la

dédifférenciation de ces derniers [Domm C et al., 2002 ; Diaz-Romero J ef al., 2005].
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Tableau III-1 : Comparaison de la proportion de chondrocytes ou de CSMs
positifs pour un marqueur. Les résultats présentés dans ce tableau montrent, tout
d’abord, 1’évolution du marqueur étudié entre PO et P5 (schématisée par des fléches)
ainsi que la proportion de cellules positives pour le marqueur obtenue a P5.

Proportion de

cellules positives Chondrocytes , CSMs
(%)
CD34 Non exprimé Non exprimé
CD45 Non exprimé Non exprimé (14.9% a P0)
CD73 - >90% 7 — >80%
CD90 —  >90% 7= >90%
CD105 —  >80% N/ =60%
CD166 7 >60% N/ =40%
® Cellule dans un stade de ® Cellule dans un stade de
prolifération prolifération
® Caractere dédifférencié @ Phénotype maintenu
; Capacité moindre de « indifférencié »
Conclusion . . , ;
synthése d’une matrice ® Présence de précurseurs
extracellulaire mésenchymateux qui se

dédifférencieraient au
cours des passages ?

Tableau III-2 : Comparaison du nombre de sites CD73, CD90, CD105 et CD166 a
la surface de chondrocytes ou de CSMs. Les résultats, présentés dans ce tableau,
montrent, tout d’abord, I’évolution du nombre de sites par cellule entre PO et P5
(schématisée par des fleches) ainsi que le nombre approché de sites du marqueur
obtenu a P5.

Nombre de

. Chondrocytes CSM Conclusion
sites

Etat de prolifération :
Chondrocytes = CSMs
@ Chondrocytes engagés dans un
¢tat de dédifférenciation
CD90 —  =2x10°®  =5x10" e CSMs non engagés dans la voic de
différenciation chondrocytaire ou

CD73 /N o= 1-2x10°0 0 =2x10°

ostéogénique
Capacité de synthese d’une MEC:
CD105 ~1x10° ~5x10°
- X - X Chondrocytes > CSMs
Maturité des cellules :
~1x10°  ~  ~3x10°
CD166 - X X Chondrocytes > CS
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Par ailleurs, les chondrocytes expriment environ 6 fois plus de marqueur CD90
que les CSMs. Selon Diaz-Romero J et al., ce marqueur est d’autant plus exprimé a la
surface des chondrocytes que les cellules sont a un stade dédifférencié [Diaz-Romero J
et al., 2005]. Par contre, pour les CSMs, nous avons observé un nombre de sites plus
faible & PO, qui traduit la présence de cellules « précurseur » déja en stade de
différenciation. Ces cellules semblent, au cours des passages, se dédifférencier pour
retrouver, a partir de P3, un phénotype indifférencié¢. Comme 1’a indiqué Bruder SP et
al. [Bruder SP et al., 1997], les cellules ne sont donc pas encore engagées dans une
voie de différenciation.

En revanche, les marqueurs CD105 et CD166 sont, de mani¢re générale, plus
exprimés par les CSMs par rapport aux chondrocytes. Ces données montrent que les
chondrocytes possedent non seulement une capacité de synthése matricielle plus
importante que les CSMs et que ces chondrocytes sont également des cellules plus

matures que les CSMs.

En conclusion, le pourcentage de cellules positives pour un marqueur nous
informe qualitativement sur le phénotype des cellules. Cette donnée semble
indispensable pour le suivi du phénotype d’un type de cellule au cours de I’expansion
en monocouche. En revanche, d¢s que ’on veut pouvoir comparer les stades de
différenciation entre les chondrocytes et les CSMs, nos résultats montrent que les
variations entre les deux types de cellules se situent au niveau du nombre de sites par
cellule.

Par ailleurs, il apparait que si les 2 types de cellules expriment les marqueurs
qualitativement et quantitativement, les variations de ces expressions témoignent de
capacités différentes, entre les cellules, a synthétiser une matrice extracellulaire mais
également d’un état d’avancement différent dans leurs stades de différenciation. Ceci

impligue qu’il faut étre vigilant quand au choix d’utilisation des cellules en fonction du

passage. En effet, selon les passages, le phénotype des cellules peut varier. 1l faut donc
trouver le bon compromis entre la quantité de cellules et le maintien de leur phénotype.

Ainsi, a I’issue de cette étude, il semblerait que, pour les chondrocytes, le compromis
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entre dédifférenciation des cellules et expansion doive se faire avant P2 tandis que pour
les CSMs, le compromis entre stabilité du phénotype et expansion peut se faire & partir

de P3.

Dans un deuxiéme temps, nous avons étudié d’une part ’expression des génes
(collagéne de type 11, 114, Sox9 et agrécanne) spécifiques aux chondrocytes natifs,
des génes (collagéne de type 1, IIl et versican) spécifiques des chondrocytes
dédifférenciés, et d’autre part DPexpression des geénes (collagéne de type X)
spécifiques les chondrocytes hypertrophiques.

Rappelons que les collagenes de type II et IIA ainsi que Sox9 sont des marqueurs

phénotypiques du chondrocyte natif. Lors de la dédifférenciation des chondrocytes,
leur expression est diminué¢e [Domm C et al., 2002]. Les collagénes de type II et ITA
ainsi que Sox 9 sont exprimés également chez les CSMs engagées dans la
chondrogenése [Goldring MB et al., 2006].

Les collageénes de type I et III sont des marqueurs spécifiques des fibroblastes,

une quantité tres faible du collageéne de type I et III est exprimée par les chondrocytes
natifs [Cremer MA et al., 1998 ; Aigner T et al., 1993]. Une fois que les chondrocytes
s’engagent dans un processus de dédifférenciation, I’expression des collagénes de type
I et IIT augmente [Domm C et al., 2002]. De plus, les collagénes de type I et III sont
exprimés chez les CSMs indifférenciées [Silva WA et al., 2003].

Le collagéne de type X est exprimé par les chondrocytes

hypertrophiques. L’apparition du collagéne de type X marque le début de 1’étape
hypertrophique dans la chondrogenése de CSMs [Shen G et al., 2005].

L’agrécanne est un des protéoglycannes principaux présents dans la MEC du
cartilage [Kolettas E ef al., 1995]. 1l est également exprimé chez les CSMs engagées
dans la chondrogenése [Goldring MB et al., 2006]. 1l peut aussi étre détecté chez les
fibroblastes synoviaux [Scaife S et al., 2004].

Enfin, le versican est une glycoprotéine qui fait partie de la famille des
chondroitine et kératane sulfates. Une quantité tres faible de versican est observé chez

les chondrocytes natifs. Son expression augmente lors de la dédifférenciation. 11 a été
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montré que le versican, exprimé chez les CSMs engagées dans 1’étape de condensation,
peut favoriser la prolifération de CSMs mais inhiber la chondrogénése [Zhang Y et al.,

2001].

Comme 1’indique le tableau III-1, dés P1, 1’expression des geénes codant pour le
collagéne de type II ainsi que Sox9 diminue significativement alors que I’expression
du géne codant pour le collagéne de type [ augmente. Ceci indique une
dédifférenciation des chondrocytes au cours de I’expansion cellulaire en monocouche.
Nos résultats sont en accord avec ceux de Chua KH ef al, qui ont observé une
diminution du rapport de 1’expression de col II/col I ainsi que de ’expression du géne
codant pour les agrécannes en fonction du passage [Chua KH er al.,, 2005].
L’augmentation de I’expression du versican observée a la fin de 1’expansion peut
s’expliquer par le fait que ces geénes sont également exprimés chez les chondrocytes
dédifférenciés [Scaife S et al., 2004].

En ce qui concerne les CSMs, nos résultats montrent que, quels que soient les
passages, les cellules expriment une quantité¢ importante de collagenes de type I et IIL
Par contre, une quantité trés faible de geénes spécifiques des chondrocytes tels que les
collagenes de type II et IIA, Sox9, agrécanne et versican est détectée chez les CSMs,
ce qui signifie que les CSMs maintiennent leur état indifférencié lors de la culture en

monocouche.

Tableau III-3 : Comparaison de ’expression de génes par des chondrocytes ou des
CSMs. Les résultats, présentés dans ce tableau, montrent, 1’évolution de l’expression
de genes étudiés entre PO et P5 (schématisée par des fleches)

’expression de genes Chondrocytes (Chon) CSM
Collagéne de type I a partir de P1./, significative & P5 —
Collageéne de type 11 a partir de P1°\ — faible
Collagene de type IT1A a partir de P1°\ Non détecté
Collagéne de type Il — —
Collagene de type X — — faible
Sox9 a partir de P1°\ — faible
Agrécanne a partir de P1./ significative a P5 —
Versican a partir de P17 significative a P4 et P5 —
Conclusion a partir de P1, Chon dédifférenciés ~ CSMs indifférenciées
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Conclusion générale

Nos résultats démontrent que I’expansion cellulaire en monocouche peut induire
une dédifférenciation évidente des chondrocytes a partir de P2. Ainsi, les chondrocytes
de Pl cultivés en monocouche seront retenus pour &tre ensemencéeés dans des
biomatériaux au cours des expériences suivantes.

En revanche, les CSMs cultivées en monocouche jusqu'a P5, ne perdent pas leur
phénotype indifférencié et présentent un phénotype stable a partir de P3. Etant donné
qu’une quantité suffisante de cellules peut étre obtenue a partir de P3, les CSMs seront
alors multipliées par culture en monocouche jusqu'a P3 avant d’étre ensemencées dans

des biomatériaux.
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II. Influence de la stimulation mécanique sur la réponse des chondrocytes et des

CSMs encapsulés dans un hydrogel d’alginate/HA : effets des entrechoquements

I est bien connu que la culture dans un systéme tridimensionnel ainsi que la
stimulation mécanique peuvent favoriser le maintien d’un phénotype chondrocytaire
dans le cas des chondrocytes, et €galement la chondrogenese de CSMs ainsi que
I’expression d’une MEC de type cartilagineux [cf. étude bibliographique paragraphe
I11.2.2 et 111.4].

Ainsi que nous [’avons déterminé précédemment et afin de respecter un
compromis entre 1’expansion cellulaire en monocouche et le maintien des phénotypes
indifférenciés des CSMs ou chondrocytaire, nous avons soumis des chondrocytes (P2)
et des CSMs (P4), encapsulés dans une matrice tridimensionnelle (hydrogel
d’alginate/HA), & une contrainte mécanique d’entrechoquement des billes dans un
systeme de type «lit fluidisé », apres différents temps de contrainte, choisis pour
représenter une « activité quotidienne ».

Cette technique permettra d’appliquer certaines contraintes mécaniques
(cisaillement di aux mouvements des fluides, faible compression) aux billes grice a
I’entrechoquement entre elles. Cependant, les contraintes dans ce cas ne sont pas
maitrisées, elles ne seront définies qu’en terme de durée et de cycle d’agitation.

Les principaux parameétres etudiés, dans cette partie, ont €té les parametres liés
aux activités métaboliques [viabilité, activités métaboliques (NADPH, FADH etc.),

prolifération] et aux activités de syntheése de la MEC.
IL.1. Réponse des chondrocytes

II1.1. Activité métabolique

L’activité métabolique des chondrocytes a été évaluée apres 1 jour et 28 jours de
culture grice 4 un dosage biochimique colorimétrique (Alamar Blue®). Les résultats
sont ensuite ramenés a la quantité d’ADN présente dans les biomatériaux.

Il apparait, sur la Figure III-9, que quel que soit le traitement (statique,
entrechoquement), I’activité métabolique des chondrocytes augmente apres 28 jours de

culture (P<0,01). Par ailleurs, la contrainte d’entrechoquement semble avoir une action

- 158 -



Résultats et discussion

positive sur 1’activité métabolique. En effet, une augmentation significative est notée
quelle que soit la condition d’entrechoquement (P<0,001). Notons cependant qu’une
activité métabolique maximale aprés 4h/J d’entrechoquement est observée.

Activité mé tabolique
250=
HiHE
200+ HH Cdedede HHHt
150~
100~

50+

©elREdixtion/ pg ATIN

statique statique 1h/J 4nhiJd

J1 J28

Figure III-9 : Influence de la contrainte d’entrechoquement sur Pactivité
métabolique des chondrocytes encapsulés dans un gel d’alginate/HA. (Test Alamar
Bleu). Les resultats sont exprimés en moyenne + erreur standard de la moyenne (n=3)
*%P<(,01, ***P<0,001, J28 versus JI; "P<0,01, ™P<0,001, Entrechoquement
versus statique en J28.

II.1.2.  Viabilité cellulaire
La viabilité des chondrocytes est contrOlée, apres 1 jour et 28 jours de culture, en
utilisant un Kit Vybrant/Apoptosis '™ qui permet de distinguer trois populations

cellulaires : vivantes, nécrotiques et apoptotiques, en cytométrie en flux.

Viabilité cellulaire

100- * _
cellules vivantes

£33 nécrose
apoptose

Statique Statique 1h/J
J1 J28

4h/J  15h/J

Figure I1I-10 : Influence de la contrainte d’entrechoquement sur la viabilité des
chondrocytes encapsulés dans un gel d’alginate/HA. (Test du Vybrant/Apoptosis ™)
Les résultats sont exprimés en moyenne + erreur standard de la moyenne (n=3).
*P<0,05, **P<0,01, J28 versus J1.
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La Figure III-10 représente la proportion de cellules vivantes, nécrotiques et
apoptotiques avec ou sans action de contrainte d’entrechoquement. Il apparait,
qu’apres 28 jours de culture, plus de 90% de cellules sont vivantes. Bien que le taux de
nécrose soit de 10,7% a J1, il n’est que de 4% a J28.

Aucune différence significative entre les cellules cultivées en condition statique
et celles soumises a différentes conditions d’entrechoquement n’a été observée
(P>0,05).

De méme, aucun signe d’apoptose n’est noté (<1%).

Pour compléter ces résultats, une étude histologique, par coloration au HES, a
été réalisée sur les billes aprés 28 jours de culture. |

La Figure III-11 représente les images obtenues aprés coloration au I’HES.
Aucune coloration n’est observée sur la bille blanche. Dans les biomatériaux contenant
les cellules, les chondrocytes apparaissent encapsulés uniformément. Ces cellules se
présentent sous une forme ronde et sont bien colorées. Aucun corps apoptotique n’est
trouvé quels que soient les biomatériaux ou les conditions de culture, confirmant ainsi

les résultats obtenus en cytométrie en flux.
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i

Figure III-11 : Coloration a HES sur les chondrocytes encapsulés dans un gel
d’alginate/HA (J28). 4 : bille blanche ; B : bille cultivée en condition statique,; C :
bille soumise a 1h/J d’entrechoquement ; D : bille soumise a 4h/J d’entrechoquement ;
E : bille soumise a 15h/J d’entrechoquement

II1.3.  Cycle cellulaire

L’étude du cycle cellulaire a été réalisée sur les chondrocytes apres 1 jour et 28
jours de culture. Cette approche originale nous permet de connaitre 1’état métabolique
des cellules vis & vis de la prolifération par analyse de la proportion de cellules en
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phase de quiescence (phase G0/G1), de synthése d’ADN (phase S) ou encore de mitose
(phase G2/M). Les phases S et G2/M permettent de connaitre la proportion de cellules
qui proliférent et qui sont en cours de division, respectivement.

La figure III-12 montre que la population cellulaire en phase G2/M des
chondrocytes cultivés en condition statique baisse significativement a J28
comparativement a J1 (4,5% a J1 versus 2,6% a J28, P<0,05). Cette variation
s’explique par une augmentation de la proportion des cellules en phase G2/M.

cycle cellulaire

100+ 1 GO/G1
1S
80- G2/IM
60-
R
40+
20
*
0- ¥ 'T‘ £ ]
Statique Statique 1h/J
J1 J28

Figure II1-12: Influence de la contrainte d’entrechoquement sur le cycle cellulaire
de chondrocytes encapsulés dans un gel d’alginate/HA. (CMF). Les résultats sont
exprimés en moyenne + erreur standard de la moyenne (n=3). *P<0,05 J28versus J1 ;
#P<0, 05, ##P<0,0], ###P<0,00], Entrechoquement versus statique a J28.

Nous notons également une variation significative du cycle cellulaire entre les
cellules cultivées en condition statique ou sous entrechoquement. En effet, il existe une
augmentation de la proportion de cellules en phase G2/M apres 4h/J et 15h/]
d’entrechoquement (4h/J : 4,5%, 15h/J: 5,1% versus statique : 2,6%), avec pour
corollaire une baisse de cellules en phase GO/G1. Une tendance similaire est observée
pour une agitation de 1h/J, mais elle n’atteint pas la significativité. Cependant, aucune

variation significative de la proportion des cellules en phase S n’est observée (£>0,05).
II.1.4. Expression de génes d’intérét

La Figure III-13 présente les résultats de 1’é¢tude de 1’expression de génes,
obtenus par I’analyse de PCRq, qui a été réalisée sur les chondrocytes apres 28 jours de

culture.
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Figure I1I-13 : Influence de la contrainte d’entrechoquement sur ’expression de
génes codant pour différentes protéines d’intérét exprimés par les chondrocytes,
apres 28 jours de culture. (PCRq) Les données ont été normalisées par rapport au
géne RP29 et sont exprimées sous forme du rapport : géne / RP29. Les résultats sont
présentés en moyenne + erreur standard de la moyenne (n=3). *P<0,05, **P<0,01,

Entrechoquement versus statique a J28.
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L’expression de génes codant pour le collagéne de type I et IIA ainsi que celle
pour les agrécannes, COMP et Sox9 n’augmentent qu’apres 4h/J et 15h/]
d’entrechoquement comparativement a la condition statique. De plus, il semble que
cette augmentation soit plus importante chez les chondrocytes soumis a 4h/J
d’entrechoquement qu’a 15h/J de I’entrechoquement. Cependant, la différence entre les
deux n’est pas significative.

En revanche, une diminution de 1’expression du gene codant pour le versican est
observée chez les chondrocytes soumis a 4h/J et 15h/J d’entrechoquement.

Enfin, aucune différence significative de 1’expression du geéne codant pour le
collagéne de type II n’est observée entre les différentes conditions, bien que 1’analyse

montre P’existence d’une tendance similaire.

1I.1.5. Synthese de la matrice extracellulaire

Une étude histologique a €té réalisée sur les chondrocytes, aprés 28 jours de
culture, par une coloration au Bleu Alcian ou au Rouge Sirius pour visualiser les GAGs

et le collagéne, respectivement.

La Figure III-14 montre que la synthése de GAGs augmente aprés
entrechoquement, comparativement aux billes en condition statique. Cependant, il
semble que la synthese des fibres de collagenes ne soit pas modifiée par
I’entrechoquement. En fait, aucune syntheése de novo de collagenes n’est observée a la
périphérie des chondrocytes. Enfin, aucune coloration n’a été observée dans la bille

blanche.
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II.1.6. Synthese de collagenes de type I et IT

En complément de 1’¢tude histologique, une analyse de D’expression de
collagenes de type I et Il synthétisés par des chondrocytes a été réalisée en microscopie

confocale.

La Figure III-15 représente les images obtenues par un marquage de collagénes
de type I ou II en immunofluorescence indirecte. Il apparait que ni le collageéne de type
I, ni le collagéne de type II ne sont exprimés par les chondrocytes apres 1 jour de
culture. Cependant, une expression de ces deux types de collagéne est observée dans
P’espace péricellulaire des chondrocytes, aprés 28 jours de culture en condition
statique.

Par ailleurs, il semble que les chondrocytes soumis & une contrainte
d’entrechoquement expriment une quantité plus importante de ces deux types de
collagéne en comparaison avec ceux cultivés en condition statique. D’aprés 1’intensité
moyenne de fluorescence observée, il semble que le marquage soit plus intense pour
les billes soumises a la contrainte d’entrechoquement de 4h/J, notamment en ce qui

concerne le collagéne de type II.
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Figure I1I-15 : Influence de la contrainte d’entrechoquement sur la synthése des collagénes de type I et II dans la matrice péricellulaire
des chondrocytes encapsulés dans un gel d’alginate/HA. Etude réalisée par immunofluorescence indirecte et observation par microscopie
confocale (Objectif x40,. immersion eau, ON=0.8). La coloration verte représente la présence du collagene de type I ou 1, selon le cas.
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IL.2. Réponses des CSMs
II.2.1.  Activité métabolique

La Figure III-16 représente I’activité métabolique des CSMs évaluée apres 1 jour
et 28 jours de culture par un test « Alamar Blue ». Les résultats sont ensuite ramenés a
la quantité d’ADN présente dans les biomatériaux.

Activité mé tabolique

250-
200-
150+
100+

50+

YoRé duxction/ pgADN

statique statique 1h/J 4h/J

J1 J28

Figure I1I-16 : Influence de la contrainte d’entrechoquement sur Pactivité
métabolique des CSMs encapsulées dans un gel d’alginate/HA. (Test Alamar Bleu)
Les résultats sont exprimés en moyenne * erreur standard de la moyenne (n=3).
**P<0,01, J28 versus J1.

Apres 28 jours de culture, les CSMs présentent une activité métabolique
significativement plus importante qu’a J1 (P<0,01). Cependant, aucune différence
significative n’est observée en fonction du traitement, bien qu’il semble y avoir une
tendance a ['augmentation lorsque les cellules sont soumises a une contrainte

d’entrechoquement (P>0,05).

I1.2.2.  Viabilité cellulaire

De la méme facon que pour les chondrocytes, les résultats présentés sur la Figure
I-17 sont obtenus aprés analyse de la wviabilité cellulaire par un Kit
Vybrant/Apoptosis ™, aprés 1 jour et 28 jours de culture.

Il apparait que la viabilité cellulaire augmente significativement, apres 28 jours
de culture (P<0,001). En effet, a J1, le taux de viabilité n’est que de 80% et la nécrose
représente 20% des cellules. Cependant, apres 28 jours de culture, il y a plus de 90%

de cellules vivantes, et moins de 5% de cellules nécrotiques.
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Par ailleurs, 1’application de la contrainte mécanique n’a pas d’influence sur la
viabilité cellulaire.
Enfin, et de méme que pour les chondrocytes, le taux d’apoptose est toujours

inférieur a 1%.
Viabilité cellulaire

100- i Ak *Ek —_— cellules vivantes
nécrose

804 ¢ apoptose

6041

%
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20|
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J1 J28

1l .
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Figure I1I-17 : Influence de la contrainte d’entrechoquement sur la viabilité des
CSMs encapsulées dans un gel d’alginate/HA. (Test Vybrant/Apoptosis ™) Les
résultats sont exprimés en moyenne *+ erreur standard de la moyenne (n=3).
**xP<0,001, J28 versus J1.

En complément de ces résultats, une étude histologique a été réalisée. La Figure
ITI-18 représente les résultats de cette étude, aprés 28 jours de culture, en utilisant la
coloration au HES.

Comme dans le cas des chondrocytes, les CSMs se présentent rondes et bien
colorées dans la bille d’alginate/HA. La distribution cellulaire apparait uniforme.

Aucune cellule apoptotique n’est mise en évidence, confirmant les résultats précédents.
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Figure III-18: Coloration a PHES sur les CSMs encapsulées dans un gel
d’alginate/HA (J28). 4 : bille cultivée en condition statique ; B : bille soumise a 1h/J
d’entrechoquement ; C : bille soumise a 4h/J d’entrechoquement ; D : bille soumise a
15h/J d’entrechoquement

11.2.3.  Cycle cellulaire

Les résultats de 1’étude du cycle cellulaire, réalisée sur les CSMs, apres 1jour et
28 jours de culture sont présentés sur la Figure III-19.

Ils montrent une augmentation significative de la population cellulaire en phase
GO/G1 et une diminution de celle en phase S, aprés 28 jours de culture,
comparativement a J1. Aucune variation de la population cellulaire n’est observée

entre les CSMs cultivées en condition statique et celles soumises & une contrainte

d’entrechoquement (P>0,05), quelle que soit la phase du cycle cellulaire.
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cycle cellulaire
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Figure III-19: Influence de la contrainte d’entrechoquement sur le cycle
cellulaire des CSMs encapsulées dans un gel d’alginate/HA. (CMF) Les résultats
sont exprimés en moyenne * erreur standard de la moyenne (n=3). *P<0,05,
*HRXP<0,001, J28 versus J1.

11.2.4. Expression de genes d’intérét

Le Figure III-20 présente les résultats de 1’étude de ’expression de génes
obtenus, par I’analyse de PCRq, réalisée sur les CSMs, apres 28 jours de culture.

Etant donné [’absence de significativité statistique mais la présence de tendaﬁces
que serait validée si le nombre d’échantillons était plus élevé, nous discuterons ces
résultats en restant prudent quand aux conclusions.

Ils montrent que 1’expression de génes codant pour le versican diminue aprés
1h/J et 4h/J d’entrechoquement, comparativement aux celles restées en condition
statique.

Pour certains genes tels que le collagéne de type IL, III et X, Sox9 ainsi que
I’agrécanne, aucune évolution significative n’est observée. Cependant, on remarque
une tendance a 1’augmentation en fonction de la durée de la contrainte pour COMP
ainsi que pour le collagéne de type 1.

Seule une diminution significative est notée pour le versican aprés 1h/J et 4h/J

de contrainte d’entrechoquement.
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Figure I11-20 : Influence de la contrainte d’entrechoquement sur I’expression de
genes codant pour différentes protéines d’intérét exprimés par des CSMs, apreés
28 jours de culture. (PCRq) Les données ont été normalisées par rapport au gene
RP29 et sont exprimées sous forme du rapport: géne / RP29. Les résultats sont
présentés en moyemne =+ erreur Standard de la  moyemne  (n=3).
*P<0,05, Entrechoquement versus statique a J28.
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I11.2.5.  Synthése de la matrice extracellulaire

La Figure III-21 montre les résultats de coloration des GAGs et des collagenes
obtenus par colorations histologiques au Bleu Alcian et au Rouge Sirius,

respectivement.

Il apparait que la synthése de GAGs, dans 1’espace extracellulaire, des CSMs
augmente significativement aprés entrechoquement. Cependant, aucune syntheése de
novo de collagéne n’est observée dans I’espace péricellulaire quelles que soient les

conditions.

I11.2.6. Synthese de collagenes de type I et IT

Nous avons également étudié la synthése de collagénes de type I et II sur les
CSMs apres 1 jour et 28 jours de culture, par microscopie confocale.

La Figure III-22 représente les images obtenues par immunofluorescence
indirecte aprés marquage des collagenes de type I ou II.

Il apparait que, a J1, les CSMs n’expriment ni le collagéne de type I ni le
collagene de type II. En revanche, aprés 28 jours de culture, une expression de
collagéne de type I et de type Il est observée dans I’espace péricellulaire des cellules.
Les deux types de collagenes sont exprimés de maniere similaire, cependant il semble
que la contrainte d’entrechoquement ait une action positive sur cette expression quelle

que soit la durée.
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Figure I11-22 : Influence de la contrainte d’entrechoquement sur la synthése des collagénes de type I et II dans la matrice péricellulaire
des CSMs encapsulées dans un gel d’alginate/HA. Etude réalisée par immunofluorescence indirecte et observation par microscopie confocale
(Objectif x40, immersion eau, ON=0.8). La coloration verte représente la présence du collagene de type I ou II, selon le cas.
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I1.3. Discussion

I1 est bien connu qu’en ingénierie tissulaire du cartilage, un certain nombre de
parametres est incontournable : le choix des cellules, les biomatériaux, les stimulations
environnementales telles que les contraintes mécaniques [Stoltz JF ef al., 2005]. Il est
important, pour le maintient et/ou 1’obtention du phénotype chondrocytaire, que les
cellules soient placées dans un environnement tridimensionnel [Domm C et al., 2002].
En effet, les matériaux tridimensionnels miment la structure native du cartilage et
peuvent fournir aux cellules non seulement un environnement biocompatible mais
également une stabilité mécanique. Enfin, les confraintes mécaniques peuvent
influencer les réactions cellulaires telles que D’activit¢ métabolique, ’expression des
geénes ainsi que la synthése de la MEC [Lee CR et al., 2005 ; Stoltz JF et al., 2006]. Les
stimulations mécaniques jouent donc un rdle trés important dans la régulation des
activités cellulaires du chondrocyte ainsi que dans l’induction de la différenciation
chondrocytaire des CSMs.

Nous avons, dans cette partie, tenu compte de ces deux parametres. Nous avons
ensemencé les chondrocytes et les CSMs, obtenus apres expansion en monocouche,
dans un hydrogel d’alginate/HA. Nous avons étudié les réponses cellulaires (activité
métabolique, prolifération cellulaire et cycle cellulaire), I’expression de génes d’intérét
ainsi que la synthése de la MEC en réponse a une contrainte mécanique
d’entrechoquement de trois durées différentes (1h/J, 4h/J et 15h/J). Cela nous a permis
d’évaluer les effets d’une contrainte mécanique en fonction de la durée et ainsi

optimiser les conditions de stimulation.

Nos résultats ont montré que 1’hydrogel d’alginate/HA est biocompatible, et
n’induit pas de phénomene d’apoptose. En effet, au bout de 28 jours de culture, on
observe une viabilité cellulaire supérieure a 95%. Le pourcentage plus faible observé a
J1 peut étre dii & un phénomeéne d’adaptation cellulaire, ainsi qu’il 1’a déja été
démontré [Yang JW et al., 2007]. De plus, il apparait que les billes d’alginate/HA
supportent bien les stimuiations mécaniques dues a ’entrechoquement des billes entre

elles ou aux mouvements de fluide. En effet, leur l'intégrit¢ a ét¢ maintenue au cours
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des 28 jours de culture.

L’alginate de sodium est un hydrogel, trés utilisé en ingénierie tissulaire du
cartilage [Domm C et al., 2004]. Il n’entraine pas |’utilisation de produits toxiques
vis-a-vis des cellules et permet la formation d’un hydrogel stable en présence d’ions
bivalents tels que les ions calcium. La libération des cellules des hydrogels d’alginate
est également réalisée sans l’utilisation d’enzymes protéolytiques [Domm C et al.,
2004]. Ces hydrogels d’alginate nous ont donc servi de modele de référence. De plus,
P’addition de HA a Dintéricur de I’alginate permet d’associer les propriétés
physico-chimiques de I’alginate aux propriétés biologiques de ’HA naturellement

présent dans le cartilage [Miralles G ef al., 2001].

Une fois ces parametres définis, nous avons évalué les effets d’une contrainte
d’entrechoquement de 1h/J, 4h/J et 15h/J sur les deux types cellulaires choisis. Nous
avons observé que les contraintes d’entrechoquement avaient un effet différent tant du

point de vue de leur durée que de la cellule étudice.
Paramétres métaboliques :

Bien qu’elles n’aient pas d’effet délétere sur les cellules (viabilité cellulaire
stable), les contraintes d’entrechoquement agissent sur 1’activité métabolique des
cellules de maniére différente, en fonction du type cellulaire. En effet, nous avons
montré que 4h/] ou 15h/J de contrainte augmentaient 1’activité métabolique des
chondrocytes, ainsi que la prolifération cellulaire (augmentation de 75% de la phase
G2/M). En revanche, aucune modification de ces parameétres n’est observée sur les
CSMs placées dans des conditions similaires. Cette augmentation de 1 activité
métabolique et de la prolifération a déja été montrée sur des chondrocytes murins
placées dans des condition similaires [Gigant-Huselstein C et al., 2003 ; Freyria AM et
al., 2004]. Cette amélioration, ou ce maintien des caractéristiques métaboliques des
cellules peut étre di & la présence d’un flux de milieu qui améliorerait le transport des
nutriments pour les cellules situées a la surface de la bille jusqu’au centre de la bille. Le

flux de milieu peut étre augmenté par les chocs qui se produisent entre les billes. En
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effet, cette diffusion facilitée permettrait d’optimiser [’apport de nutriments, les
¢changes gazeux, ainsi que 1’élimination des déchets métaboliques qui, dans ce cas,
peuvent sortir de la bille. Le renouvellement de milieu étant assuré toutes les 48 heures,
toutes les conditions sont donc remplies pour que les cellules se trouvent dans un
environnement optimal [Gigant-Huselstein C ef al., 2003].

Cette hypothese est confirmée par le fait que le plateau de réponse cellulaire se
trouve a 4h/J d’entrechoquement. 1h/J d’entrechoquement ne semble pas entrainer de
contrainte suffisante, bien qu’une tendance 4 la hausse des paramétres métaboliques
apparaisse. Par ailleurs, 15h/J d’entrechoquement n’améliore pas la réponse cellulaire.

Du point de vue du métabolisme, il est possible de dire que I’application d’une
contrainte d’entrechoquement (4 h/J, 30 tours/min) soit suffisante pour optimiser les

parametres de métabolisme.
Expression de génes d’intérét et syntheése de la MEC :

Au niveau de 1’expression de geénes d’intérét et de la synthése de la MEC, nous
notons également des différences sur I’action des contraintes sur les chondrocytes et les
CSMs.

En effet, chez les chondrocytes, I’ensemble des geénes spécifiques du phénotype
chondrocytaire est augmenté significativement (ou montre une tendance a
I’augmentation). Des résultats similaires ont été observés pour des chondrocytes bovins
ensemencés dans des éponges de collagénes de type I [Freyria AM ef al., 2004]. De
méme, une synthese augmentée de GAGs ainsi que de collagene de type II a ét¢ observé
aprés 4h/J] de contrainte quotidienne. I1 semble donc que Ila contrainte
d’entrechoquement de 4h/J soit suffisante. Ces contraintes couplées a I’ensemencement
dans un biomatériau tridimensionnel, permettent aux chondrocytes de se redifférencier
et retrouver un phénotype chondrocytaire au cours du temps (28 jours de culture).

En revanche, aucune augmentation de 1’expression des génes « chondrocytaires »
n’est observée chez les CSMs, bien que la synthése de GAGs soit augmentée aprés
I’effet d’une contrainte d’entrechoquement. Cependant, nous notons la présence des

deux types de collagénes (I et II) apres 28 jours de culture, ce qui peut étre le signe que
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les CSMs soient entrées dans la voie de différenciation chondrocytaire.

I faut néanmoins noter que 1’application de 1’entrechoquement a induit une
diminution de 1’expression de géne codant pour le versican aprés une contrainte de 1h/J
et 4h/J. Comme nous I’avons décrit précédemment, le versican, est exprimé par les
CSMs engagées dans |’étape de condensation et peut favoriser la prolifération de CSMs
mais inhiber la chondrogénése. Ainsi, cette diminution de 1’expression de versican
pourrait confirmer nos résultats et expliquer la baisse de prolifération cellulaire et la

tendance a I’augmentation de la synthése de GAGs et de collagenes.

En conclusion, nous pouvons dire que le couplage biomatériau
tridimensionnel-contrainte mécanique d’entrechoquement favorise le retour d’un
phénotype chondrocytaire sur des chondrocytes dédifférenciés. En revanche, ces
contraintes ne semblent pas suffisantes pour induire fermement la chondrogénése de
CSMs, bien qu’elles permettent [initialisation d’une différenciation a visée
chondrocytaire. Il est possible que I’amplitude de la contrainte ne soit pas suffisante, ou
qu’il soit nécessaire de combiner a des parametres de facteurs biochimiques tels que les
facteurs de croissance. De plus, 28 jours de culture peuvent se révéler une durée
insuffisante pour, d’une part induire la différenciation chondrocytaire finale de CSMs, et

d’autre part pour permettre la syntheése d’une MEC fonctionnelle.

Par ailleurs, ainsi que nous l’avons dit, ces contraintes sont mal définies et
relativement faible par rapport aux contraintes proches du MPa qui s’exercent sur le
cartilage in vivo. Nous avons donc testé I’effet d’un autre type de contrainte mécanique,

la compression, sur la redifférenciation et la chondrogénése.
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III. Influence de la stimulation mécanique sur la réponse des chondrocytes et
des CSMs encapsulés dans un hydrogel d’alginate/HA : effets de la compression

dynamique intermittente

La compression est la contrainte principale rencontrée au niveau de 1’articulation.
D’aprés la littérature, les caractéristiques temporelles d’une contrainte (intermittente,
constante efc.) ne sont pas & négliger au regard de la contrainte physique. En effet, il
semble qu’une contrainte dynamique intermittente soit plus avantageuse pour la
synthese de la MEC qu’une contrainte dynamique continue ou encore qu’une
contrainte statique (cf. Etude Bibliographique paragraphe I[11.4.2.1). Par ailleurs,
d’apres nos résultats, il semble que la contrainte d’entrechoquement telle qu’elle a été
deéfinie ne soit pas suffisante pour induire réellement une synthése matricielle et un

phénotype chondrocytaire. En outre, cette contrainte n’est pas contrlée.

Ainsi, dans cette partie, nous avons continué¢ 1’étude de I’influence de la

stimulation mécanique, en appliquant une contrainte contrélée de compression. Notre

choix s’est porté sur une contrainte de compression dynamique intermittente de 200
kPa, & deux fréquences différentes (0,5 Hz ou 1,0 Hz), pendant 14 jours de culture, &
raison de 4 heures par jour pour des chondrocytes ou des CSMs encapsulés dans le
méme type de biomatériau que pour les entrechoquements (hydrogel d’alginate/HA).
Ces parametres ont été choisis en fonction des conditions physiologiques. Bien que la
fréquence 0.5 Hz soit plus proche d’un état naturel, il a été montré que dans d’autre
condition que celle sus-citée, une fréquence de 1 Hz pouvait avoir un impact positif sur
la synthése matricielle [Fawzi-Grancher S er al., 2006]. Les deux fréquences seront
donc prises en compte.

Notons cependant que les résultats présentés ci-dessous sont des travaux
préliminaires et devront étre confirmés par la suite. De plus, le nombre d’échantillons
est faible et les tests statistiques effectués lorsque c’était possible n’ont qu’une valeur

relative.
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II1.1. Réponses des chondrocytes
IIL1.1. Viabilité cellulaire

Les résultats présentés sur la Figure I1I-23 sont obtenus lors de 1’analyse de la
viabilité des chondrocytes, par le test Vybrant/Apoptosis ", aprés 3 jours et 14 jours
de culture, en condition statique ou sous compressions dynamiques intermittentes (0,5
ou 1 Hz, 4 heures par jour).

Viabilite cellulaire

100+

80|

60-

%

- i
1.0 Hz

. [
Statique

&

Statlique 0.5'Hz
J3 J14

Figure III-23 : Influence de la compression dynamique intermittente sur la

viabilité des chondrocytes encapsulés dans un gel d’alginate/HA. (7est

Vybrant/Apoptosis ™) Les résultats sont exprimés en moyenne + erreur standard de la
moyenne (n=2).

Ces résultats montrent une viabilité cellulaire supérieure a 90% dans les
cylindres d’Alg/HA, quelles que soient les conditions de culture. De plus, il n’y a
aucune différence significative de la viabilité cellulaire entre les cellules cultivées en
condition statique et celles soumises a une compression dynamique a 0,5Hz ou 1 Hz.

Enfin, le taux d’apoptose observé dans chaque condition reste inférieur a 1%.

1I1.1.2. Cycle cellulaire

La Figure I1I-24 montre ’influence de la compression dynamique intermittente
sur le cycle cellulaire des chondrocytes, apres 3 et 14 jours de culture.

Il apparait, tout d’abord, que lorsque les cellules sont cultivées dans des
conditions statiques, apres 14 jours de culture, les proportions de ces cellules en phases

GO0/G1 ou G2/M diminuent significativement comparativement a J3 (G0/G1 : 85,5% a
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I3 versus 67,2% a J14, P<0,05 ; G2/M : 14,5% a J3 versus 1,3% a J14, P<0,01). Cette
baisse s’accofnpagne d’une augmentation significative de la population cellulaire en
phase S (3,7% a J3 versus 31,5% a J14, P<0,01).
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Figure I1I-24 : Influence de la compression dynamique intermittente sur le cycle
cellulaire des chondrocytes encapsulés dans un gel d’alginate/HA. (CMF) Les
résultats sont exprimés en moyenne = erreur standard de la moyenne (n=2). *P<0,05 ;
**p<(),01 J14 versus J3 ; "P<0,05, Compression versus statique da J14.

Par ailleurs, a J14, lorsque les cellules sont soumises a une compression
dynamique intermittente et quelle que soit la fréquence, la population cellulaire en
phase G0/G1 augmente significativement par rapport aux cellules maintenues dans des
conditions statiques tandis que celle dans la phase S diminue (G0/G1 phase: 82% a 0,5
Hz et 81% a 1Hz versus 67,2% en statique ; S phase : 14,1% a4 0,5 Hzet 17.2% a 1 Hz

versus 31,5 % en statique).

II1.1.3.  Expression de genes d’intérét

La Figure III-25 présente les résultats de [’expression des génes d’intérét
(Collagenes de type I, 11, IIA, X, Agrécanne, Versican, Sox9 et COMP), obtenus lors de
I’analyse par PCRq réalisée sur des chondrocytes ensemencés dans des gels d’Alg/HA,
apres 3 jours et 14 jours de culture.

Bien qu’aucune différence significative n’apparaisse, dii au fait du faible

échantillonnage, plusieurs tendances se dégagent. Ce sera donc sur ces tendances que
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nous analyserons nos résultats.
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Figure III-25: Influence d’une compression dynamique (0,5 ou 1 Hz) et
intermittente (4h/jour) sur D’expression de génes d’intérét exprimés par des
chondrocytes apres 3 et 14 jours de culture. (PCRq) Les données ont été
normalisées par rapport au gene RP29 et sont exprimées sous la forme du rapport :
gene étudié / RP29. (n=1).
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En premier lieu, il apparait que I’ensemble de 1’expression des génes d’intérét
tend a diminuer lorsque les cellules sont maintenues dans des conditions statiques
pendant 14 jours.

En revanche, dés que les cylindres d’Alg/HA sont soumis & une compression
dynamique, 4 heures par jour, il apparait que 1’expression des génes codant pour les
collagénes de type I, II, ITA, X, agrécanne, versican et Sox 9 augmente tandis qu’une
diminution de I’expression du géne codant pour COMP est observée, que la fréquence
de compression soit de 0,5 Hz ou de 1 Hz.

Enfin, lorsque 1’on compare les résultats obtenus lors d’une stimulation & une
fréquence de 0,5 Hz par rapport a une fréquence de 1 Hz, une augmentation
relativement plus importante de 1’expression des genes codant pour le collagéne de
type I, I’agrécanne et le versican est observée pour la fréquence de 0,5 Hz tandis que
I’expression des genes codant pour les collagénes de type II, IIA et X semble plus

¢levée a la fréquence de 1 Hz.

II1.2. Réponses des CSMs

II1.2.1. Viabilité cellulaire

La Figure I1I-26 présente les résultats obtenus lors de ’analyse de la viabilité des
CSMs, apres 3 jours et 14 jours de culture, en condition statique ou sous compression
dynamique intermittente (0,5 ou 1 Hz, 4 heures par jour).

11 apparait, tout d’abord, qu’il y a significativement moins de cellules vivantes et
plus de cellules nécrotiques a J14 en condition statique qu’a J1, dans les mémes
conditions (vivantes : 79,8% a J14 versus 90,8% a J1 ; nécrotiques: 18,9% a J14
versus 8,8% a J1).

Lorsque les cylindres d’Alg/HA ensemencés en CSMs sont soumis a une
compression dynamique et intermittente, il semble que la proportion de cellules
vivantes et nécrotiques ne varie pas par rapport aux cellules maintenues en condition
statique (P>0,05).

Par ailleurs, le taux d’apoptose observé dans tous les groupes est toujours
inférieur a 1%.
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Viabilité cellulaire

100- ,
* 3 cellules vivantes

nécrose
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%
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Statique Statique 0.5Hz 1.0 Hz

J3 J14
Figure ITI-26 : Influence de la compression dynamique intermittente sur la
viabilit¢ des CSMs encapsulées dans un gel d’alginate/HA. (Test

Vybrant/Apoptosis™) Les résultats sont exprimés en moyenne + erreur standard de la
moyenne (n=2). *P<0,05, J14 versus J1.

IIr2.2.  Cycle cellulaire

La Figure III-27 montre ’influence de la compression dynamique intermittente

sur le cycle cellulaire des CSMs, apres 3 et 14 jours de culture.

Cycle cellulaire

100+
3 GO/G1

80- * 1S

# ™ G2/M
60+

® .
40‘ - #
204
Statique Statique 0.5Hz 1.0 Hz

J3 J14

Figure I1I-27 : Influence de la compression dynamique intermittente sur le cycle
cellulaire des CSMs encapsulées dans un gel d’alginate/HA. (CMF) Les résultats
sont exprimés en moyenne + errveur standard de la moyenne (n=2). *P<0,05, Ji4
versus J1 ; #P<0, 05, Compression versus statique a J14.

Les résultats obtenus en condition statique, aprés 14 jours de culture, montrent

une diminution de la proportion de cellules en phase G0/G1 et une augmentation
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significative de la proportion de cellules en phase S comparativement a J3 (32,3% a J1
versus 38% a J14, P<0,05).

Lorsque les cylindres d’Alg/HA ensemencés en CSMs sont soumis a une
compression dynamique intermittente, aucun changement de la distribution du cycle
cellulaire n’est observé apres une compression dynamique a une fréquence de 0,5 Hz
en comparaison aux cellules maintenues en condition statique (P>0,05). En revanche,
la compression dynamique a une fréquence de 1 Hz induit une augmentation
significative de la population cellulaire dans la phase GO/G1 (66% a 1 Hz versus
54,1% en statique, P<0,05) accompagnée d’une diminution significative de la

population cellulaire dans la phase S (29,6% & 1 Hz versus 38% en statique, P<0,05).
II1.2.3.  Expression de genes d’intérét

La Figure III-28 présente les résultats de l’expression des génes d’intérét
(Collagenes de type I, 11, ITA, X, Agrécanne, Versican, Sox9 et COMP), obtenus lors de
I’analyse par PCRq réalisée sur des CSMs ensemencées dans des gels d’Alg/HA, apres
3 jours et 14 jours de culture.

Les résultats montrent qu’aprés 14 jours de culture et quels que soient les
traitements (statique ou compression), l’expression des génes codant pour les
collagenes de type II et X, agrécanne ainsi que pour le versican augmente par rapport
aux résultats obtenus en condition statique a J3.

En revanche, 1’expression des geénes codant pour les collagénes de type I, IIA et
COMP diminue apres 14 jours de culture en condition statique mais augmente lors de
la mise sous compression dynamique, en comparaison avec les cellules cultivées en
condition statique a J3.

Par contre, I’expression de géne codant pour Sox9 diminue apres 14 jours de

culture quelque soit le traitement (statique ou compression).

11 semble que la compression dynamique intermittente a la fréquence de 1 Hz a
induit une diminution de I’expression de génes codant pour les collagénes de type II, X,

tandis que la compression dynamique intermittente a la fréquence de 0,5 Hz a induit
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une diminution de 1’expression des genes codant pour le versican et Sox 9,

comparativement a la condition statique.
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Figure III-28: Influence d’une compression dynamique (0,5 ou 1 Hz) et
intermittente (4h/jour) sur ’expression de génes d’intérét exprimés par des CSMs,
apres 3 et 14 jours de culture. (PCRq) Les données ont été normalisées par rapport
au géne RP29 et sont exprimées sous forme du rapport : gene/RP29. (n=1).
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En revanche, une augmentation importante de 1’expression des genes codant
pour le collageéne de type I et COMP a été notée apres une compression dynamique

intermittente de fréquence 1Hz, comparativement a la condition statique.

II1.2.4. Synthése de collagenes de type I et IT

Afin d’appréhender ’expression des collagénes de type I et II dans la matrice
extracellulaire par des CSMs, nous avons également observé, par microscopie
confocale, la répartition de ces protéines dans une matrice néo-formée de 14 jours de
culture, aprés compression dynamique intermittente ou sans contrainte. La Figure
II1-29 représente les images obtenues par immunofluorescence indirecte.

L’observation de la répartition des collagenes de type I et II dans une matrice
néo-formée aprés 14 jours de culture, montre que quelles que soient les conditions, ces
protéines ont plutdt une répartition péricellulaire qu’extracellulaire.

11 apparait également que 1’expression des collagénes de type I et II augmente
apres stimulation mécanique, quelle que soit la fréquence par comparaison avec les
conditions statiques. De plus, il semblerait que le collagéne de type II soit plus
fortement exprimé lorsque les cellules sont soumises a une compression dynamique 3
une fréquence de 0,5 Hz. En revanche, il semblerait qu’aucune différence ne soit
observée sur I’expression du collagene de type I dans des matrices soumises a une

compression de 0,5 Hz ou | Hz.
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Collageéne de type 1
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Figure III-29 : Influence de compression dynamique intermittente sur la synthése de collagénes de type I et II dans la matrice
péricellulaire des CSMs encapsulées dans un gel d’alginate/HA. Etude réalisée par immunofluorescence indirecte et observation par
microscopie confocale (Objectif x40, immersion eau, ON=0.8) La coloration verte représente la présence du collagene de type I ou 11, selon le cas.
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II1.3. Discussion

La compression est la contrainte principale qui s’applique sur le cartilage. Elle
peut atteindre des valeurs trés élevées, allant jusqu’a 20 MPa lors de mouvements
physiques plus intenses [kerin A et al., 2002]. La compression est également une
contrainte connue pour moduler I’activité métabolique des chondrocytes ainsi que les
propriétés biomécaniques du cartilage. Si la compression statique (1 KPa a 3 MPa) est
décrite pour induire une diminution de la synthése des protéoglycannes ainsi que des
protéines, la compression dynamique est, quand a elle, décrite pour modifier les
activités métaboliques des chondrocytes [Buschmann MD et al., 1999 ; Park S et al.,
2004]. Ces effets dépendent fortement de !’intensité de la contrainte mais aussi de la
fréquence du signal mécanique. Chowdhury TT et al. ont montré qu’il existait
également une régulation temporelle du métabolisme des chondrocytes lorsqu’ils sont
soumis a une compression dynamique. Une compression dynamique intermittente
semblerait étre plus bénéfique qu’une compression dynamique continue [Chowdhury
TT, et al., 2003]. Ces parametres agissent €galement sur les métabolismes et les
capacités de synthése de MEC cartilagineuse des CSMs [Park SH et al., 2006].

Dans nos travaux préliminaires, nous avons choisi le meilleur compromis possible
entre nos biomatériaux dont les caractéristiques mécaniques sont loin de celles du
cartilage natif, et les contraintes physiologiques. Nous avons défini comme protocole
une contrainte de 200 KPa, pour laquelle nous avons contrdlé le maintien de 1’intégrité
physique de I’hydrogel alginate/HA a deux fréquences non seulement physiologiques

mais également décrites pour influencer les activités cellulaires, 0,5 Hz et 1 Hz.
Parameétres métaboliques :

Premiérement, nous avons observé que la compression dynamique intermittente
n’a pas un effet délétere sur les cellules, aucune augmentation de nécrose ou apparition
d’un phénoméne d’apoptose n’ayant été observées. Ces résultats sont en accord avec
d’autres études qui montrent que les chondrocytes cultivés dans un biomatériau de
chitosan maintiennent une viabilité supérieure & 95% jusqu'aprés 3 semaines sous

compression dynamique (0,1 Hz, amplitude 5-15%) [Fehrenbacher A et al., 2006]. Park
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SH et al., ont également montré que la compression dynamique (1 Hz) n’avait aucune
influence sur la viabilit¢ de CSMs de lapin encapsulées dans un hydrogel d’alginate

[Park SH et al., 2006].

En revanche, la compression dynamique semble avoir un effet sur la
prolifération cellulaire. En condition statique, ou en dehors de toute stimulation, les
chondrocytes ou les CSMs semblent en étre & un stade de prolifération (phase de
synthése de I’ADN augmentée). Or aprés compression, nous notons une inhibition de
cette phase, qui semble plus importante chez les chondrocytes. Ces données semblent
étre en contradiction avec d’autres études décrites dans la littérature. En effet, il a été
montré que la compression dynamique (15% strain 0,3 Hz - 3 Hz) induisait une
augmentation de la prolifération des chondrocytes encapsulés dans un gel d’agarose
[Chowdhury TT et al., 2006 ; Lee DA et al., 2000]. Cépendant, les différences notées
sur les paramétres de contraintes ainsi que sur la nature des biomatériaux utilisés
peuvent expliquer ces variations.

Ainsi que nous ’avons déja montré dans notre laboratoire, il serait possible que
cette inhibition de la prolifération s’explique par 1’entrée des cellules dans une phase

de synthése de la MEC [Fawzi-Grancher S et al., 2006].
Expression de génes d’intérét et synthése de la MEC :

D’apres les résultats préliminaires portant sur I’expression de génes d’intérét, il
semble que les deux types cellulaires concernés répondent de maniére différente.

Effectivement, les chondrocytes semblent étre impliqués dans un processus de
synthése de la MEC, avec une tendance a ’augmentation de génes codant pour les
collagénes de type I, II, ITA, et dans une plus faible mesure, pour les agrécannes, avec
une réponse meilleure & la fréquence de 1| Hz pour les marqueurs strictement
chondrocytaires (le collagene de type II).

En revanche, on observe une variation faible de I’expression de ces génes en
regard de la contrainte mécanique pour les CSMs. Ces résultats ne nous permettant pas

de discuter le bénéfice d’une fréquence par rapport a 1’autre.
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En conclusion, il est possible de dire que la compression dynamique
intermittente agit sur la redifférenciation des chondrocytes et/ou la différenciation
chondrocytaire des CSMs encapsulés dans un hydrogel d’alginate et pourrait entrainer
un processus de chondrogénése a plus long terme. En effet ces travaux ont porté sur
une durée de 14 jours, ce qui n’est pas suffisant pour avoir une réponse définitive.

Cependant, il est déja possible de dire que les conditions de contraintes devront
étre évaluées en fonction du type cellulaire, les chondrocytes semblent répondre plus

favorablement a 1 Hz par apport 4 0.5 Hz.
Ces travaux préliminaires devront étre poursuivis pour pouvoir, in fine, définir

clairement le protocole de contrainte pour arriver a un transfert vers un bioréacteur

capable d’assurer la néo-genese du nouveau cartilage.
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IV. Influence de la stimulation biochimique sur les chondrocytes et les CSMs

encapsulés dans un hydrogel d’alginate/HA

Dans les deux parties précédentes, nous avons étudié I'influence de deux types de
contrainte mécanique sur les réactions cellulaires des chondrocytes et CSMs encapsulés
dans un gel d’alginate/HA. Bien que nos résultats aient montré que les contraintes
mécaniques peuvent avoir des avantages sur le maintien du phénotype chondrocytaire
ainsi que sur ’induction de la chondrogénese, il est bien connu que les facteurs de
croissance jouent un rble essentiel dans la régénération du cartilage. Ils peuvent agir soit
sur la prolifération cellulaire soit sur la synthése de la MEC du chondrocyte [Sakai T et
al., 2002] et peuvent également contrdler le processus de la chondrogénése.

Ainsi, dans cette partie, nous avons pour but d’explorer les effets de deux types
de facteurs de croissance tels que le TGF-B1 et le BMP-2 sur les chondrocytes et CSMs

cultivés en hydrogel d’alginate/HA sur I’activité métabolique, la prolifération, le cycle
cellulaire, I’expression de génes d’intérét ainsi que la synthése de collageénes.

En raison de la présence de facteurs de croissance dans le SVF, nous avons utilisé
un substitut sérique, ’'ITS, pour éviter les interférences ou les synergies entre les
facteurs de croissance ajoutés et les facteurs de croissance présents dans le sérum. De
plus, il a ét€ montré que si la présence de 10% de SVF est connue pour favoriser la
prolifération cellulaire, elle peut inhiber, en revanche, la synthése matricielle
[Fawzi-Grancher S et al., 2006].

De méme que dans le cas des études sur la compression, ces travaux sont des
préliminaires. Il sera nécessaire de confirmer les résultats par des expérimentations
supplémentaires et les tests statistiques sont simplement indicatifs et les valeurs sont

toutes relatives.
IV1. Réponses des chondrocytes
IV1.1.  Activité métabolique

L’activité metabolique des chondrocytes a été évaluée apres 1 jour et 28 jours de

culture grace a un test d’Alamar Bleu.
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I apparait, sur la Figure III-30 que il n’y a pas de changement significatif de
I’activité métabolique des chondrocytes en fonction du temps ou des conditions de
culture.

Activité mé tabolique
300+

% Ré duction / pg ADN

SVF
J1 J28

Figure 1II-30 : Effet de la BMP-2 sur Pactivité métabolique des chondrocytes
encapsulés dans un gel d’alginate/HA. (Test du Bleu Alamar) (n=1)

V1.2, Viabilité cellulaire

La Figure III-31 présente les résultats obtenus lors de I’analyse de la viabilité

cellulaire en utilisant un Kit Vybrant/Apoptose ™ aprés 1 jour et 28 jours de culture.

Viabilité cellulaire

cellules vivantes
nécrose
apoptose

SVF SVF  ITS BMP-2

J1 J28

Figure I11-31 : Effet de la BMP-2 sur la viabilité des chondrocytes encapsulés
dans un gel d’alginate/HA. (Test Vybrant/Apoptosis ™) (n=1).

Il apparait que la population de chondrocytes vivants a J1 diminue en
comparaison avec celles des chondrocytes & J28 (98,6% versus 70%) et la population
de cellules nécrotiques augmente (1,4% a J1 versus 20,2% a J28). De plus, il semble
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que la présence de 1% d’ITS dans le milieu de culture induise une augmentation de la
nécrose. Par ailleurs, on observe I’apparition d’une population apoptotique élevée
(9,8%) dans le groupe de 10% de SVF comparativement aux études précédentes (<1%).
Cependant, ses résultats sont représentatifs d’une seule expérimentation. Il est donc

difficile de conclure.
IV.1.3. Cycle cellulaire

Les résultats de 1’étude du cycle cellulaire réalisée sur les chondrocytes aprés 1
jour et 28 jours de culture sont présentés sur la Figure III-32.

I apparait que la population cellulaire en phase GO/Gl a augmenté,
parall¢lement la population cellulaire en phase S a diminué apres 28 jours de culture en
comparaison avec J1. Par ailleurs, il en ressort que la présence d’ITS et de BMP-2 a
induit une augmentation de la population cellulaire dans la phase GO/G1 ainsi qu’une

diminution de la population cellulaire dans la phase S comparativement au groupe 10%

de SVF a J28.
Cycle cellulaire
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Figure III-32 : Effet de la BMP-2 sur le cycle cellulaire des chondrocytes
encapsulés dans un gel d’alginate/HA. (CMF) (n=1).

IV.1.4. Expression de génes d’intérét

Sur la Figure III-33 sont présentés les résultats de I’étude de I’expression de

geénes obtenus par ’analyse de PCRq qui a été réalisée sur les chondrocytes aprés 28
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D’aprés nos résultats, une tendance a 1’augmentation de 1’expression des

collagénes de type I, II, III, Sox9, agrécanne et versican a été observée pour les

chondrocytes cultivés dans un milieu contenant de la BMP-2 en comparaison avec

ceux du groupe 10% de SVF ou 1% d’ITS.
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Figure III-33 : Influence de la BMP-2 sur Pexpression de génes codant pour
différentes protéines d’intérét exprimés par des chondrocytes, aprés 28 jours de
culture. (PCRq) Les données ont été normalisées et sont exprimées sous forme du

rapport : gene / RP29. (n=1).
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IV.2. Réponses des CSMs

IV.2.1. Activite métébolique

Les résultats de I’analyse de 1’activité métabolique des CSMs encapsulées dans
un hydrogel d’alginate/HA et cultivées dans différentes conditions sont présentés sur la
Figure III-34.

Il semble que [activité métabolique des CSMs augmente aprés 28 jours de
culture dans un milieu contenant 10% de SVF. En revanche, la présence de 1% d’ITS
ou de TGF-B1 dans le milieu de culture induit une diminution significative de I’activité

métabolique en comparaison avec celle du groupe 10% de SVF a J28.

Activité métabolique

250+

% Ré duction / pg ADN

SVF s TGF-B1 BMP-2
J1 J28

Figure I1I-34 : Effet de facteurs de croissance (TGF-p1 et BMP-2) sur Pactivité
métabolique des CSMs encapsulées dans un gel d’alginate/HA. (Test Bleu Alamar)
Les résultats sont exprimés en moyenne + erveur standard (n=2). #P<0, 05, ###P<0, 001,
versus le groupe 10% de SVF a J28.

IV.2.2. Viabilité cellulaire

La Figure III-35 présente les résultats obtenus par analyse de la viabilité
cellulaire apres 1 jour et 28 jours de culture.

Contrairement a ce qui a été observé pour les chondrocytes, il apparait que, apres
28 jours de culture, la population de cellules vivantes a augmenté (85,3% a Jlversus
90,5% a J28) et la population de cellules nécrotiques a diminué¢ (14,1% a Jlversus
8,0% a J28) quel que soit le traitement. De plus, la proportion de cellules apoptotiques
reste trés faible (<2%). Aucune variation entre les différentes conditions de culture n’a
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¢té observée (P>0,05).

Viabilité cellulaire
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Figure I11-35 : Effet de facteurs de croissance (TGF-$1 et BMP-2) sur la viabilité
des CSMs encapsulées dans un gel d’alginate/HA. (Test Vybrant/Apoptosis ™) Les

résultats sont exprimés en moyenne = erreur standard de la moyenne (n=2).
*P<0,05, **P<0,01, J14 versus J1.

IV.2.3.  Cycle cellulaire
Les résultats de 1’¢tude du cycle cellulaire realisée sur les chondrocytes apres 1

jour et 28 jours de culture sont présentés sur la Figure III-36.
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Figure I11-36 : Effet de TGF-f1 et BMP-2 sur le cycle cellulaire des CSMs
encapsulées dans un gel d’alginate/HA. (CMF) Les résultats sont exprimés en
moyenne * erreur standard de la moyenne (n=2). *P<0,05, **P<0,01 J14 versus J1,
"p<0,001 versus le groupe 10% SVF a J28.
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I est montré que la population cellulaire en phase GO/G1 a augmenté,
parallélement a la baisse de la population en phase S et phase G2/M apres 28 jours de
culture, comparativement & J1. Par ailleurs, il apparait que la présence de BMP-2 a
induit une augmentation significative de la population cellulaire dans la phase G0/G1
ainsi qu’une diminution significative de la population cellulaire dans la phase S en
comparaison avec celles du groupe 10% de SVF. Enfin, il semble que ’addition d’ITS
et de TGF-B1 dans le milieu de culture n’a pas d’effet notable sur le cycle cellulaire

des CSMs.
IV.2 4. Expression de génes d’intérét

La Figure II-37 présente les résultats de I’étude de I’expression de genes
obtenus par I’analyse de PCRq qui a été réalisée sur les chondrocytes apres 28 jours de
culture.

Aucune variation n’est observée pour le collagéne de type III et le versican quel
que soit le traitement. En revanche, il semble que le TGF-B1 et la BMP-2 induisent une
tendance a ’augmentation de collagénes de type II et type X. Le TGF-B1 semble
induire une augmentation sur I’expression de géne codant pour le collagéne de type I
tandis que la BMP-2 inhibe son expression. Cependant, notons que ces résultats ne
représentent qu’une seule expérimentation. Il est donc nécessaire d’étre prudent quand

aux conclusions.

IV:2.5. Synthese de collagenes de type I et 1]

Nous avons également étudié la synthése de collagenes de type I et II par les
CSMs apres 28 jours de culture.

La Figure III-38 représente les images obtenues par immunofluorescence
indirecte. Il apparait que, a J1, les CSMs n’expriment ni le collagéne de type I ni celui
de type II. Aprés 28 jours de culture, I’expression de collagénes de type I et II est
observée dans D’espace péricellulaire des CSMs quelles que soient les conditions
expérimentales. De plus, le collagéne de type II semble étre plus exprimé que le

collagene de type I en présence de BMP-2.
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Figure III-37: Influence de facteurs de croissance (TGF-Bf1 et BMP-2) sur
Pexpression de génes codant pour différentes protéines d’intérét exprimés par des
CSMs, apres 28 jours de culture. (PCRg) Des données ont été normalisées et sont
exprimées sous forme du rapport : géne / RP29. (n=1).
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Figure I11-38 : Influence de BMP-2 sur la synthése de collagénes de type I et II dans la matrice péricellulaire des CSMs encapsulées dans
un gel d’alginate/HA. Etude réalisée par immunofluorescence indirecte et observation par microscopie confocale (Objectif x40, immersion eau,
- ON=0.8) La coloration verte représente la présence du collagene de type I ou I, selon le cas.
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IV.3. Discussion

Les deux facteurs de croissance que nous avons utilisés font partie de la
superfamille de TGF-s. Ils sont largement utilisés en ingénierie tissulaire, notamment
le TGF-B1 qui et connu pour favoriser la synthése de collagénes. Il a ét€ montré que le
TGF-B1 et la BMP-2 peuvent induire la rédifférenciation ainsi que la chondrogénese de
cellules cultivées en monocouche, en «micromasses» ou en «pellet» (cf. étude
bibliographique, paragraphe III.1.1). Cependant, les effets de la combinaison de
facteurs de croissance avec des biomatériaux tridimensionnels sur les comportements
cellulaires ne sont pas bien clairs. Nous avons donc, dans cette partie, étudié leurs
effets sur les cellules encapsulées dans un hydrogel d’alginate/HA.

Contrairement aux expérimentations précédentes, ces travaux ont été réalisés en
absence de SVF pour éviter les interférences (synergies ou antagonismes) entre les
différents facteurs de croissance présents dans le sérum et les facteurs de croissance
étudiés. Cependant, les composés sériques sont nécessaires au maintien un bon état
métabolique des cellules en culture. Nous avons donc remplacé le SVF par un substitut,
I'ITS, ainsi que des composés (acide ascorbique, proline, pyruvate de sodium et
dexaméthasone) couramment utilisés dans les milieux chondrogéniques et connus pour
améliorer la prolifération cellulaire et/ou de la syntheése de la MEC [Yong SC et al.,
20057.

Par ailleurs, les concentrations choisies en facteurs de croissance étaient de 10
ng/mL et de 50 ng/mL pour le TGF-B1 et le BMP-2 respectivement, ces deux
concentrations étant les plus couramment utilisées en ingénierie tissulaire
[Bosnakovski D et al., 2005 ; Mehlhorn AT et al., 2006 ; Park Y et al., 2005 ; Leguen E
etal., 2007].

Ces travaux restant préliminaire, I’ensemble des possibilités d’étude n’a pas été
abordé. En effet, dans un premier temps, les deux facteurs de croissance ont été testés
sur les CSMs, mais seule I’action de BMP-2 a été ¢étudiée sur les chondrocytes. Des
effets de ces facteurs de croissance, ainsi que du substitut de SVF, I'ITS, ont donc été
analysés sur les parametres de métabolisme et de synthése matricielle, en comparaison

avec les travaux effectués sur I’influence de contraintes mécaniques.
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Etant donné le caractére préliminaire de cette étude, nous nous limiterons a
I’observation de ces premiers travaux et a la suggestion d’hypothéses, qui devront bien

entendu étre confirmées.
Paramétres métaboliques :

Il apparait que, du point de vue du métabolisme cellulaire, les chondrocytes
semblent plus stables vis-a-vis du traitement. En effet, aucune variation de I’activité
métabolique n’est notée quelles que soient les conditions expérimentales.

En revanche, les CSMs, se révélent plus sensibles au manque de SVF, ce qui a
deja été montré pour d’autres types cellulaires [Fawzi-Grancher S er al., 2006]. 1i
semblerait néanmoins que la prolifération cellulaire soit plus faible dans tous les cas au
bout de 28 jours de culture, sans qu’il y ait réellement de corrélation avec la présence

de facteurs de croissance.
Expression de genes d’intérét et synthése de la MEC :

Il semble que la BMP-2 entraine une augmentation de la synthése de génes
codant pour la MEC cartilagineuse. Nos résultats peuvent étre confirmés par une étude
récente qui montre qu’il existe un effet synergique entre le fait que I’ensemencement
de chondrocytes dans le gel d’alginate soit proche de la situation dans le tissu natif et
I’action de BMP-2, ces deux facteurs réunis pouvant favoriser la redifférenciation de
chondrocytes [Grunder T et al., 2004].

De méme, la BMP-2 semble favoriser I’expression de géne codant pour le
collagéne de type II ainsi que la synthése du collagéne de type II, ce qui signifie
I’initiation de la chondrogénése pour les CSMs. Ce résultat est, par ailleurs, confirmé
par ’étude de 1’expression des collagenes, qui montre une apparition de ce type du

collagene.

Cependant, ces travaux ne nous permettent pas de conclure. Il nous semble que
ces facteurs de croissance pourraient favoriser la redifférenciation ainsi que la
chondrogénese. Mais les conditions d’utilisation de ces facteurs de croissance restent

controversées. Il est donc nécessaire de poursuivre ces travaux en appliquant
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différentes concentrations de facteurs de croissance, la combinaison de ces deux types
de facteurs de croissance, ainsi que le couplage facteurs de croissance-contraintes

mécaniques.

-204 -



Conclusions et Perspectives

CHAPITRE IV : CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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Les chondrocytes sont les cellules uniques situées au sein du cartilage. Les
CSMs représentent une source cellulaire alternative pour 1’ingénierie tissulaire du
cartilage grice a leur potentiel de différenciation en chondrocytes. De nombreux
facteurs mécaniques et biochimiques, ainsi que leur mode de culture (2D ou 3D) dans
des biomatériaux peuvent intervenir dans les processus de la redifférenciation et de la
chondrogénese.

L’objectif de cette étude était de définir un ensemble de protocoles bien
contr6lés des premiéres phases de la reconstruction d’un cartilage :

- expansion cellulaire,
- définition des stimulations environnementales, tant mécaniques que
biochimiques.

En effet, il était important de maitriser ces étapes avant de s’engager sur la voie
de la reconstruction d’un néo-cartilage.

Tous ces travaux ont été réalisés en parallele sur des chondrocytes et des CSMs,
ce qui nous permettra par la suite d’opérer un choix judicieux des cellules a utiliser
plus en aval dans ’étude, et également d’avoir la réponse des cellules natives du tissu

pour chaque protocole.

Dans un premier temps, nos travaux avaient pour but de définir un compromis
entre I’expansion cellulaire en monocouche, nécessaire pour avoir un nombre suffisant
de cellules pour envisager la reconstruction tissulaire, et le maintient d’un phénotype
chondrocytaire ou indifférencié selon la cellule étudiée.

En analysant 1’évolution, au cours des passages (PO a P5), d’une part des
marqueurs phénotypiques de cellules souches (CD34, CD45, CD73, CD90, CD105 et
CD166), et d’autre part des genes codant pour les marqueurs phénotypiques
spécifiques de 1’état des chondrocytes (collagene de type IL, IIA, X, Sox 9, agrécanne,
mais aussi collagéne de type I, III, versican etc.), nous avons pu définir les conditions
précises d’utilisation de ces cellules.

Nous en avons conclu qu’il était dangereux d’utiliser des chondrocytes apres le
second passage, puisqu’au dela ces cellules se dédifférencient. Par ailleurs, en ce qui
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concerne les CSMs, nous avons défini que leur phénotype indifférencié, au travers de
I’expression quantitative des clusters de différentiation membranaire (CD73, CD90,
CD105, CD166) se stabilisait apres le passage et qu’il était donc possible de les utiliser
au moins jusqu’au 4™ ou 5™ passage sans qu’il y ait modification du phénotype

indifférencié des CSMs.

Dans un deuxieme temps, en raison de I’importance des contraintes mécaniques
sur le maintien du phénotype chondrocytaire ainsi que pour la chondrogénése, nous
avons €tudié ’influence d’un type de contrainte mécanique tel que 1’entrechoquement
sur le comportement des chondrocytes et des CSMs ensemencés dans un biomatériau
tridimensionnel (hydrogel d’alginate/HA).

Nos résultats ont montré que 1’hydrogel d’alginate/HA peut constituer un
biomatériau propice pour la culture des chondrocytes et des CSMs soumis & une
stimulation mécanique. Cette contrainte mécanique appliquée sur les constructions
cellulaires (cellules-alginate/HA) a amélioré 1’ensemble des activités métaboliques, la
prolifération, 1’expression de certains génes chondrogéniques ainsi qu’un début de la
synthése matricielle. Cependant, ces effets sont étroitement liés aux parametres
caractérisant la contrainte tels que la durée, ainsi qu’au type cellulaire. En effet, 4h/J
d’entrechoquement peut étre considéré comme condition optimale. Néanmoins, bien
que nos résultats soient encourageants, il apparait que ’entrechoquement seul ne soit

pas suffisant pour avoir des résultats satisfaisants.

Dans un troisiéme temps, nous avons alors étudié, de facon préliminaire, les
effets d’une contrainte mécanique, s’exercant in vivo sur le cartilage, la compression
dynamiques intermittente, sur ces deux types de cellules encapsulées dans le méme
biomatériau.

Nos résultats ont montré qu’une compression dynamique intermittente (200 KPa,
4h/jour) n’est pas délétere pour les cellules mais peut inhiber la prolifération cellulaire.
Cette baisse de prolifération pourrait étre liée a une néo-synthése matricielle, qui est
étroitement liée a la fréquence ainsi qu’au type cellulaire. Cependant, des travaux
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complémentaires seront toutefois nécessaires pour confirmer nos résultats.

Enfin, une étude préliminaire a été conduite sur la réponse des cellules
incorporées dans les biomatériaux aux stimulations biochimiques. Lors de cette étude
préliminaire, nous avons testé la réponse des chondrocytes ou des CSMs, en terme de
métabolisme et de synthése matricielle vis-a-vis de deux facteurs de croissance : le
TGF-B1 et la BMP-2.

Nos résultats ont montré que le TGF-f1 et la BMP-2 semblent capables, ainsi
qu’il a déja été montré, d’induire I’expression de genes chondrogéniques par les
cellules encapsulées dans un hydrogel d’alginate/HA. Cette étude nécessite également

d’étre confirmée par des études complémentaires.

En conclusion, ’ensemble de ces travaux que nous avons menés sur le
phénomene de la rédifférenciation de chondrocytes ainsi que sur la chondrogénése de
CSMs en présence de contraintes mécaniques et de facteurs de croissance a permis par
I’analyse des réponses cellulaires de chondrocytes et celles de CSMs soumis aux
stimulations mécaniques et biochimiques, d’optimiser les conditions de culture pour

favoriser la formation un néo-cartilage in vitro.

Par ailleurs, ces travaux devront &tre confirmés, et pourront donner lieu a des
études complémentaires afin de répondre aux questions suivantes :

» Est-ce qu’il existe des effets synergiques entre les contraintes mécaniques et
des facteurs de croissance sur la redifférenciation ainsi que sur la
chondrogénese?

» Quelle est la voie de signalisation de la mécanotransduction et celle des
facteurs de croissance? Ces voies se recoupent-elles?

> Est-ce que les constructions cellulaires obtenues in vitro par ces moyens

peuvent former un cartilage structurel et fonctionnel in vivo.
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Enfin, il sera nécessaire d’étudier d’autres biomatériaux, qui présenteraient des
propriétés mécaniques plus poche du cartilage natif. Dans ce but, une étude
préliminaire a été initiée sur des cellules ensemencées dans des éponges de collagéne

de type I, mais ces travaux ne sont qu’a leurs débuts.
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Background

Ex vivo expansion of hematopoietic stem cells (HSC) can help reduce
cytopenia following transplantarion, especially in NHL patients whose
BM 15 deficient because of extensive chemotherapy. We have previously
reported thar human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) can
contribute to improved PBPC expansion when used tn co-culture with
CD34% cells.

Methods

We evalyated the roles of direct HUVEC CD347 contact and
HUVEC-produced soluble factors. We cultured CD34% PBPC
barvested from NHL patients in four different conditions: (1) hquid
crlture without HUVEC: (2) co-culture in contact with HUVEC; (3)
- co~culture with HUVEC bur without direct contact; (4) liquid culture
with HUVEC-conditioned medium (CM). Thrombopoietin (Tpo),
FIk2Fls3 ligand (FL) and c-kit ligand (KL) with or without vbIL-6

were added 1o these four culture conditions.

Results and discussion

Our results showed that HUVEC co-culture or addition of HUVEC-
CM to Tpo, FL and KL (TFK) improved CD34™ PBPC expansion
compared with liguid culture, as determined by total viable nucleated
cells (TNC), colony-forming cell assay (CFC) and week-6 cobblestone
area-forming cells (Wk-6 CAFC) expansions. Non-contact culture
led to similar PBPC expansion as contact co-culture; moreover,
HUVEC-CM improved PBPC expansion. However, when rbIL-6
was added to HUVEC-CM with TFK, no significant difference
was observed. Finally, high quantities of IL-6 were detected in
HUVEC-CM and addition of anti-IL-6 Ab inhibited the positive
effect of HUVEC on PBPC expansion. Our results thus suggest that
HUVEC may improve PBPC expansion, at least thvough IL-6

secretion.

Keywords

CD34 -, ex VIvo expansion, human endothelial co-culture, stem cells.

Introduction
The number and quality of hematopoietic stem cells
(HSC) within a graft are the major determinants of the
time and durability of hematopoietic reconstitution of a
transplant recipient [1-3]. Ex vive expansion of HSC is a
very promising approach for cellular therapy and can
improve the safety and efficacy of autologous and
allogeneic stem cell transplantation.

A variety of combinations and concentrations of cyto-

kines have been used to achieve HSC expansion. Throm-

bopoietin (Tpo), Flk2F1t3 ligand (FL) and c-kit ligand (KL)
have been identified as major cytokines capable of improv-
ing survival and proliferation of HSC [4-9]. They can
replace marrow stromal cells for expansion of progenitor
cells over a short period ## vitre. In the case of neonatal cord
blood, stem cells can sustain their long-term expansion
[10—14]. Furthermore, addition of rhIL-6 in combination
with Tpo, FL and KL (TFK) can promote further
proliferation and expansion of human long-term in vivo

repopulating cells for up to 3 weeks of culture in virro [15).
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Endothelial cells have been shown to play an active role
in the BM stromal microenvironment, acting as a cell
source of numerous hematopoietic growth factors [16,17].
It has been demonstrated that porcine microvascular
endothelial cells, and human brain endothelial cell cultures
elaborate growth factors that regulate hematopoiesis and
support the proliferation of myeloid, erythroid and mega-
karyocytic progenitors [18—20]. HUVEC produce most of
the cytokines known to play a role in hematopoiesis [21-
24]. We have previously shown that HUVEC can provide a
clinically relevant co-culture system for ex vive expansion
of G-CSF-mobilized CD34" PBPC cells collected from
normal donors as well as NHL patients {25]. Addition of
TFK in the HUVEC co-culture system induced a
synergistic increase of HSC rate [25]. In accordance with
our findings, Yildirim er 4l. [26] have recently published
that autologous HUVEC increase cord blood CD34 ™ cell
expansion rates. However, it is not clear if this effect is the
result of direct interactions between HSC and HUVEC or
between HSC and their extracellular matrix, or of
HUVEC-derived soluble cytokines. To analyze further
the role of HUVEC in PBPC expansion, we investigated
whether cellular contact between CD34% cells and
HUVEC is pecessary for HUVEC-dependent PBPC
expansion. Moreover, we explored the possibility of using
HUVEC-conditioned medium (CM) instead of a HUVEC
co-culture system to improve expansion of PBPC iz vitro,
and to develop further a clinically suitable medium for

expanding PBPC ex vivo.

Methods

HUVEC and MS-5 stromal cells

HUVEC were obtained from freshly collected umbilical
cord as reported previously by Jaffe er 4l [27], and
cultured in medium consisting of 40% RPMI-1640
(GIBCO-BRL, Grand Island, NY, USA), 40% MEM 199
(GIBCO), 20% pooled human AB serum,100 U/mL
penicillin and 100 pg/mL streptomycin (GIBCO). HU-
VEC-CM was obtained by growing HUVEC to 90%
confluency, and refed by IMDM supplemented with 10%
FBS (Hyclone, Logan, UT, USA). After 2 days of culture,
CM was harvested and non-adherent cells were removed
by centrifugation. CM was then stored at — 20°C unul use.
MS-5 were grown in o-minimal essential medium (-

MEM; GIBCO) supplemented with 10% FBS.

Purification of CD34™ cells

CD34™ cells were purified from human peripheral blood
leukapheresis product following G-CSF treatment of
NHL patents. Hematopoietic progenitors expressing
CD34 Ag were obtained by using the immunomagnetic
isolation kit MACS CD34 (QBEND10; Miltenyi Biotec,
Paris, France), according to the manufacturer’s instruc-

t1ons.

Recombinant human cytokines

Recombinant purified human cytokines including 10 ng/
mL Tpo, 50 ng/mL FL, 50 ng/mL KL and 10 ng/mL IL-¢
(all from R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), were
used in these studies as a TFK (Tpo™, FL*, KL) or
6TFK (IL-6", Tpo™, FL*, KL) combination.

CD34™" PBPC cultures

Stroma-free expansion cultuves

Fifty thousand CD34" PBPC cells were cultured at 37°C
in flatc-bottomed 6-well plates (Costar, Cambridge, MA,
USA) in 2mL IMDM supplemented with 10% FBS,
100 U/mL penicillin and 100 pg/mL streptomycin (named
as standard medium) with a TFK or 6TFK combination.

Contact HUVEC co-culture

Confluent HUVEC from secondary passage were used as
feeder layer. Fifty thousand CD34% PBPC cells were
plated in direct contact with confluent HUVEC and were
subcultured in 6-well plates, in standard medium with the
TFK combination.

Non-contact HUVEC co-culture

A transwell insert (0.45 um pore size; Costar) was placed
above a HUVEC confluent feeder and CD34 ™" cells were
plated in the upper wells in standard medium with the
TFK combination.

Culture in HUVEC-CM

In several experiments, HUVEC-CM was added (from
25% to 100% vol.) to standard medium in addition to the
TFK or 6TFK combination. For IL-6 neutralizing experi-
ments, HUVEC-CM were pre-incubated with 10 ng/mL
polyclonal anti-human I1L.-6 Ab (R&D) at 37°C for 30 min

before using for expansion cultures.
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Maintenance of expansion culture
All culture were performed in triplicate and maintained 1n
a humidified atmosphere at 37°C and 5% CO,. Cytokines

and fresh medium were added to each series twice a week.

Evaluation of PBPC expansion

After 2 weeks of culture, adherent and non-adherent
PBPC were collected by washing the wells twice with
PBS-supplemented 04% EDTA. Total viable nucleated
cell (TNC) numbers were determined by trypan blue
exclusion and the number of clonogenic assays and week-6
cobblestone area-forming cells (Wk-6 CAFC) were ana-
lyzed.

Clonogenic assay

Input CD34™" cells (1 x 10° cells) and expanded cells
(5 x 10° cells) were plated in triplicate in 35-mm tissue
culture dishes containing 1 mL methylcellulose semi-solid
culture medium (MethoCult H4435; Stem Cell technolo-
gies, Grenoble, France). After 14 days of incubation at
37°C in 5% CO,, CFU-GM, BFU-E and CFU-GEMM
were scored using standard scoring criteria. The total

colony number was expressed as CFC.

Wk-6 CAFC production

Wk-6 CAFC were assessed by replating non-adherent and
adherent cells on MS-5 stroma for a further 6 weeks.
CD34" PBPC or expanded cells were placed onto
confluent monolayers (eight different dilutions with 24
replicate wells for each) of MS-5 stroma in 96-well plates
using limiting dilution assays [28]. The cultures were fed
weekly by replacement of half of the culture volume with
fresh medium. The medium was prepared by supplement-
ing o-MEM with 12.5% horse serum, 12.5% FBS, 4 mm
I-gtutamine (GIBCO), 100 U/mL penicillin and 5 pM
hydrocortisone (Sigma, Saint-Quentia Fallovier, France).
After 6 weeks of culture, the percentage of wells with at
least one phase-dark hematopoietic clone of at least five
cells beneath the stromal layer was determined. Wk-6
CAFC frequency was then calculated according to Poisson

statistics.

Measurement of IL-6 level by ELISA

Aliquots of HUVEC-CM stored at —20°C were thawed
and the IL-6 level was measured using a Quantikine kit IL-
6 (R&D) according to the manufacturer’s instructions.

Samples were measured in triplicate, and were properly

diluted to ensure that measured values were within the

concentration range of the standard curve.

Statistical analysis

Data were analyzed with either paired Student’s r-tests or
one-way anova as appropriate, using STATVIEW Software
for Windows (SAS Institute Inc). Results were considered

statistically significant at P values lower than 0.05.

Results

HUVEC co-culture increases CD34 " PBPC
expansion

In the first series of experiments, we measured the effect of
HUVEC co-culture plus TFK on the expansion of human
CD34™ PBPC cells during 6 weeks (z = 6). We confirmed
that HUVEC plus TFK co-culture resulted in increased
PBPC expansion rates, which peaked at week 2 (data not
shown). Consistent with previous reports [19,22,23],
HUVEC co-culture plus TFK generated higher TNC,
CFC and Wk-6 CAFC outputs than TFK culture alone.
As shown in Figure 1A, B, at week 2 of culture with TFK a
70+ 11-fold expansion of TNC together with a 41 +9.8-
fold expansion of CFC was observed. Addition of HUVEC
to TFK resulted in higher TNC (110 £ 16-fold) and CFC
(56 £ 11.7-fold) expansion rates (P <0.05). Moreover,
HUVEC co-culture plus TFK induced a 2.58 + 0.45-fold
Wk-6 CAFC expansion, compared with 1.09 +0.13 with-
out HUVEC (Figure 1C; P <0.05).

Effect of non-contact HUVEC culture on CD34
PBPC expansion

To investigate whether HUVEC-induced PBPC expansion
required a direct contact between HUVEC and PBPC,
CD34™" PBPC cells were co-cultured with HUVEC plus
TFK but were separated by transwell inserts (z=26). As
shown in Figure 1A—C, HUVEC non-contact plus TFK
co-culture resulted in a 1164 13.7-, 624 14.5- and 2.92+
0.53-fold expansion of TNC, CFC and Wk-6 CAFC,
respectively. These rates were higher than those obtained
with TFK only (P <0.05). However, we did not observe
any significant difference between contact and non-contact
HUVEC co-cultures in terms of TNC, CFC and Wk-6
CAFC expansion (P > 0.05). Thus these data suggest that
(1) contact between CD34™ and HUVEC may not be
absolutely required for hematopoietic progenitor and

primitive stem cell expansion, and (2) soluble factor(s%@%
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Figuve 1. Two-weck expansion of TNC, CFC and Wk-6 CAFC in the presence of TFK minus or plus HUVEC (contact and no-contact) or
HUVEC-CM. (4, B) Each point represents the expansion of TNC and CEC in an independent expeviment initiated with 5 x 10 CD34* PBPC
cells (n = 7).(C) Data are presented as the fold expansion of Wk-6 CAFC compared with inpur cells (n = 6) + SEM. *P < 0.05 with respect 1o
TFK, #P < 0.05 with vespect to HUVEC culture (contact and non-contact), AP > 0.05 with respect to HUVEC contact.

may be responsible for the favorable effect of HUVEC on
PBPC expansion.

HUVEC-CM increased PBPC expansion
compared with HUVEC co-culture

To investigate more precisely the effects of HUVEC-
derived soluble factor(s) on HSC expansion, we evaluated
the synergistic activity of HUVEC-CM with TFK on
CD34™ PBPC cells. With this aim, HUVEC-CM was
added to TFK at different concentrations, and its effect
was evaluated on CFC expansion. Maximal CFC expan-
sion was observed with 50% HUVEC-CM plus TFK
(Figuare 2). Based on these results, we used 50% HUVEC-
CM in the further experiments. We observed that

HUVEC-CM in addition to TFK induced higher TNC,
CFC and Wk-6 CAFC expansion rates (158 + 17, 106 + 15
and 448+ 0.68, respectively) compared with TFK culture
(P < 0.05) and HUVEC co-culture plus TFK in contact or
non-contact (Figure 1A-C; P <0.05).

HUVEC enhance PBPC expansion through
secretion of IL-6

According to previous reports {15,29], addition of rhIL-6
in combination with TFK inducesa 139 +17.5-, 89 4+ 19.7-,
3.9+ 0.68-fold expansion of CFC, TNC and Wk-6 CAFC,
respectively. However, we did not observe any improve-
ment in TNC, CFC and Wk-6 CAFC production
when rhIL-6 was added o HUVEC-CM plus TFK
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(Figure 3A—C). To investigate further the role of IL-6 in
this latter culture system, we evaluated the role of IL-6
activity by adding anti-IL-6 Ab to HUVEC-CM culture.
We observed a 32% inhibition effect on TNC and CFC
expansion when anti-IL-6 was added to HUVEC-CM
(Figure 4; P < 0.05). In addition, high levels of IL-6 were
detected in HUVEC-CM, 1e. 290+ 76 pg/mL.

Discussion

We have recently shown that co-culture of PBPC with
HUVEC in the presence of TFK results in HSC expansion
[25]. In the present study, we have investigated the possible
mechanisms that lead to such a HUVEC-positive effect on
PBPC expansion. We have shown that (1) direct cell—cell
contact is not absolutely required for CD34% PBPC
expansion improvement and (2) HUVEC co-culture can
even be advantageously replaced by HUVEC-CM. Finally,
we have shown that IL-6 secreted by HUVEC is partly
responsible for the HUVEC-positive effect on CD34™
PBPC expansion.

Interaction between HSC and stromal cells is an
important factor for HSC support [30-33]. Verfaillie
[34] has shown that direct contact between human BM
stromal cells and HSC is not absolutely required. Support-

ing these results, studies using transwell insert culture

systems suggested that most of the effect of endothelial
cells (HUBEC and PMVEC) on hematopoiesis is mediated
by constitutively produced soluble factor [35,36]. Accord-

ing to these reports, our comparative analysis between
contact and non-contact HUVEC co-cultures do not show
any significant differences for maximal CFC and Wk-6
CAFC expansion, indicating that cell-to-cell contact is not
necessary for expansion of HSC and suggesting that
soluble factors secreted by HUVEC may play an important
role in the regulation of proliferation and differentiation of
hematopoietic progenitors. In contrast to these studies,
Breem er 4l. and Koller er 4l. [32,33] have shown that the
best conservation of graft quality is observed when HSC
are co-cultured in contact with irradiated stromal cells or
FBMD-1, L87/4 or L88/5 stroma cell lines. These
discordant results could be explained by the various
experimental conditions used, as numerous mechanisms
may be involved in the improvement of HSC expansion by
stromal or endothelial cells.

Stromal or endothelial co-culture systems require the
establishment of a confluent layer, and the separation of
HSC from the feeder layer is technically difficult. It has
been demonstrated that CM harvested from different
endothelial cells, such as human brain endothelial cells,
porcine brain microvascular endothelial cells and buman
BM microvascular endothelial cells, can support the ex vivo
expansion of human primitive hematopoietic BM progeni-
tor cells with a high replating potenual [35-37}. In our
study, HUVEC-CM significantly improved expansion of
HSC when added to TFK compared with TFK alone.
Moreover, we observed that HUVEC-CM also signifi-
cantly improved CD34" PBPC cell expansion in 2-week
culture, compared with HUVEC co-culture (contact and
non-contact) systems. This latter result was unexpected, as
HUVEC co-culture was thought likely to improve HSC
expansion through both adhesion signaling and secretion
of soluble factors. Therefore, a possible explanation for the
better results obtained with HUVEC-CM could be related
to apoptosis or necrosis of HUVEC during the long
co-culture period. Indeed, growth of HUVEC in this
co-culture system could have resulted in the induction of
negative signals because of the impossibility of performing
passages. Another possibility could be that HUVEC-CM
contains much more soluble factor than HUVEC co-
cultures because of the experimental conditions used.
However, these results suggest that HUVEC-CM, together
with TFK, is sufficient to improve PBPC expansion and
could serve as a relevant source of growth factors for

PBPC ex vivo expansion in cell therapy programs.
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Moreover, these results suggest that the hematopoietic
activity of HUVEC-CM is probably related to the
presence of soluble factors that act in addition to Tpo,
FL and KL. IL-6 has already been reported to have a
positive effect on primitive cell expansion, and the 6TFK
combination has been shown to promote proliferation and
expansion of human long-term i vive repopulating cells
[15,29,38,39]. Gammaitoni e a/. [15] have recently re-
ported that successful secondary engraftment was observed
with 6TFK-expanded cells, while negligible or no sec-
ondary engraftment was obtained with TFK-cultured cells.
Indeed, in their study 6TFK induced a 5-fold expansion of

LTC-IC, after a 2-week iz vitre culture system, whereas

only a 1.3-fold LTC-IC expansion was obtained with TFK.
According to these findings, we have shown here that the
addition of rhll-6 to the TFK combination greatly
increased CFC and Wk-6 CAFC expansion. However,
addition of rhIL-6 to HUVEC-CM did not increase PBPC
expansion in the presence of TFK, which leads us to
hypothesize that HUVEC-CM improved PBPC expansion
through IL-6 secretion. IL-6-neutralizing experiments
allowed us to demonstrate this hypothesis, as anti-IL6
Ab partally blocked the effect of HUVEC-CM on PBPC
expansion. Moreover, in accordance with this possibi-
lity, we observed the presence of IL-6 in HUVEC-CM.
Thus, altogether, these data suggest that, among the




Fold expansion

TNC fold expansion
CFC fold expansion

Q
k=

anti-1L-6
CM+TFK

CM+TFK

TFK

Figure 4. Effect of anti-IL-6 blocking polyclonal Ab on HUVEC-
CM-induced CD34" PBPC expansion. HUVEC-CM was incubared
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HUVEC-secreted factors that improve purified CD34™
PBPC expansion, [L-6 may play an important role.

In addition to IL-6, other soluble factors may also

contribute to the effect of HUVEC-CM on PBPC
expansion. Recent studies have reported the important

roles of candidate proteins in the maintenance of HSC i#

vitro, such as Notch ligand, WNT-protein family and bone
morphogenetic protein (BMP) [40-42]. Thus whether
HUVEC could act, directly or indirectly, by increasing the
protein levels of these transcription factors in PBPC,

remains to be investigated.
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Abstract.

To investigate whether the application of alginate culture and mechanical stimulation
will improve the synthesis of cartilaginous matrix in dedifferentiated chondrocytes, rat
chondrocytes underwent dedifferentiation upon serial monolayer culture up to passage 6, and
then were encapsulated in 2% alginate gel and subject to static culture. After 28 days culture
in static, the beads were exposed to 48 h of mechanical stimulation with continuous agitation.
The sGAG content in alginate bead was measured by alcian blue staining. The expression of
collagen protein was detected using immunofluorescence. After 28 days culture in alginate
bead, the dedifferentiated chondrocytes remained round in shape and re-synthesized the
chondrocyte-specific matrix. Compared with static culture, mechanical stimulation induced
statistically increases in the production of glycosaminoglycan (p<0.01), as well as in the
synthesis of collagen type II protein (p <0.05). On the contrary, no positive expression of
collagen type I protein was observed at the end of culture. Our results demonstrated that both
of alginate culture and mechanical stimulation help to restore chondrocyte phenotype and

promotes the synthesis of cartilaginous matrix.

Keywords: Alginate, mechanical stimulation, matrix, chondrocyte, cartilage tissue

engineering



1. Introduction

Articular cartilage has a limited self-healing potential after injury. Tissue engineering
could be used to cure articular cartilage defects using autologous bioengineered cartilage
tissue or cells [1, 2]. The main problem with such techniques is the small amount of
obtainable autologous chondrocytes. It is possible to multiply articular chondrocytes by
monolayer culture but this multiplication leads to dedifferentiation, a process during which
the cells change their morphology from round to spindle-shaped, and switch their collagen
production from type II to type 1, as those of fibroblast cells [3]. Therefore, it is important to
search for parameters favoring a redifferentiation of dedifferentiated chondrocytes.

Previous studies have demonstrated that three-dimension culture such as agarose
culture, pellet culture or alginate culture could induce the production of cartilage-specific
extracellular matrix components and promote chondrogenesis in embryonic precursor cells
[4-6].

Mechanical stress plays an important role in tissue morphogenesis and extracellular
matrix metabolism. For example, cartilage homeostasis is regulated by mechanical stress not
only during endochondral bone formation in limb development but also during fracture repair
and skeletal remodeling in adult [7]. It has been reported that in vitro mechanical stimulation,
including shear stress, dynamical compression and low-intensity pulsed ultrasound etc, is
helpful to the expression of chondrocyte phenotype [8-10].

Therefore, in this work we tested whether the application of both alginate culture and
mechanical stimulation will contribute to the synthesis of cartilaginous matrix of

dedifferentiated chondrocytes. We focused on the production of extracellular matrix including



sulfated glycosaminoglycan (SGAG) and collagen type I and type II protein. Our data
suggested that alginate culture and agitation stimulation support the synthesis of extracellular
matrix of the dedifferentiated chondrocytes.
2. Materials and methods
2.1 Chondrocytes i;olation and monolayer culture

Chondrocytes were enzymatically isolated from femoral head cartilage from male
Wistar rats (250-275 g) (Charles River, France). The articular cartilage was diced into small
pieces and was digested in 0.9% NaCl containing 2 mg/ml protease (Sigma, France) for 2 h at
37°C. The remaining tissue was then incubated in DMEM/F12 medium containing 2 mg/ml
collagenase B (Roche, France) at 37°C overnight. The cells were isolated from the digest
solution by centrifugation for 5 min at 250 g then resuspended in culture medium. Total cell
number and cell viability were determined using the trypan blue exclusion method with a
Thoma Cell. For monolayer cultures, 1x10° cells were plated in 75 cm?® culture flask. The
cells were cultured using DMEM/F12 medium (GibcoBRL, Life Technologie, France)
supplemented with 10% (v/v) inactive fetal bovine serum, 100 units/ml penicillin, 100 pug/ml
streptomycin, 2.5 pg/ml amphotericin B and 2 mM L-glutamine (GibcoBRL, Life Technology,
France). Cultures were maintained in a humidified atmosphere consisting of 95% air/5% CO,
at 37°C and culture medium was changed three times a week. The confluent primary culture,
designated as passage P0, was subcultured up to P5 to induce de-differentiation.
2.2 Alginate culture

Dedifferentiated chondrocytes were encapsulated into alginate gel as described

previously [11]. Briefly, P5 Chondrocytes were suspended at 3x10° cells/ml in 2% (w/v)



medium-viscosity sodium alginate (Sigma, France) prepared in 0.9% NaCl, pH 7.4. This
chondrocyte/alginate solution was dropped through an 18-gauge needle into a 100 mM CaCl,
to form alginate beads. The beads were allowed to further polymerize in the CaCl; solution
for 15 min, then were washed three times in 0.9% NaCl and once in culture medium. The
beads were then established in culture in six-well plates, typically 15 beads per well with 5 ml
culture medium. This time point was designed as day 0 of the experiment. The medium was
changed every 2 days.
2.3 Mechanical stimulation

After 28 days in static culture, the beads were transferred 10 by 10 into 15 ml sterile
plastic tubes containing 10 ml culture medium, and then exposed to mechanical stimulation
with continuous agitation on a Gyro-Rocker ™ (STUART, UK) for 48 hours at 30 rpm at
37°C[12].
2.4 Alcian blue assay of sGAG content

Thel deposition of sSGAG in alginate beads were investigated using alcian blue staining
as described previously [13] with a little modification. Briefly, the beads were fixed with 95%
ethanol for 20 minutes at room temperature, and then rinsed in 0.1 N HCl (pH 1.0) for 15
minutes to equilibrate the pH. The fixed beads were stained with 1% alcian blue 8GX (sigma,
France) in 0.1 N HCI (pH 1.0) for 24 h. After removing the dye solution, the beads were
briefly washed twice by distilled water to remove excessive staining. Then the stained beads
were solubilized in 8 M guanidine hydrochloride (Sigma, France) and quantitated by its
absorbance at a wavelength of 595 nm with use of a spectrophotometer (Beckman, USA).

Alginate beads without cells under the same experimental condition were used as blank



control to subtract the interference from the alginate to A595 value.
2.5 Immunofluorescence staining of collagen protein expression

The beads were briefly washed three times with phosphate-buffered saline (PBS), and
then were blocked with 0.5% BSA in PBS for 15 min at room temperature. The specimens
were then incubated for 24 h at 4°C with rabbit polyclonal antibody (Calbiochem, France)
against collagen type I (1/100 dilution) or collagen type II (1/100 dilution) in the presence of
0.5% (w/v) BSA. After binding of the primary antibodies, the samples were washed with
0.5% BSA in PBS and then incubated for 1h at 37°C in the dark with the secondary antibody,
Alexa TM-488 conjugated goat anti-rabbit IgG (1/200 dilution). Finally, after additional
washing in PBS, the beads were observed under a laser scanning confocal microscopy
(SP2-Leica micro systems, Germany). The percentage of immunopositive cells was calculated
by counting the total number of cells and the number of immunopositive cells in five random,
non-contiguous fields.
2.6 Statistical analysis

All data was presented as means + standards deviation (SD) of three independent
experiments. One-way ANOVA analysis followed by Student’s t-test was used for statistical
analyses. A p-value less than 0.05 was considered to be statistically significant.
3. Results
3.1 Changement in cell morphology

From PO to PS5, chondrocytes underwent dedifferentiation and became fibroblast-like
cells. After encapsulation in alginate gel, the dedifferentiated chondrocytes regained their

spherical morphology (Fig.1A). After depositing of newly synthesized extracellular matrix in



the pericellular region, the cells became larger than the initially encapsulated cells (Fig.1B).
Compared to static culture (Fig.1C), we found that there were more cells demonstrating
exuberant matrix production after agitation (Fig.1D), which could be confirmed by the
difference in cell size. As shown in Table 1, the percentage of large cell in agitation culture
was significantly higher than that in static culture.
3.2 The effect on the production of sGAG

As shown in Fig.2, the sGAG content of dedifferentiated chondrocytes in alginate
beads augmented 1297.3% after 28 days culture in static (p <0.01). Compared to static culture,
48 h of agitation induced 100.56% increase in the production of sGAG (p <0.01).
3.3 The effect on the expression of collagen protein

Dedifferentiated chondrocytes lost its phenotype and converted to expression of
collagen type I (data not shown). However, after 28 days culture in static, the chondrocytes
regained its immunopositive reaction to collagen type II. It was showed that a pericellular
meshwork of newly synthesized collagen type Il fibers surrounded chondrocyte in alginate
culture (Fig.3B). On the contrary, no obviously neosynthetic collagen type I was observed at
the end of culture (Fig.3A, C, and D). Moreover, mechanical stimulation did improve the
synthesis of collagen type II protein (Fig.3E and Fig.3F). The immunopositive percentage in
static culture increased from 24.4% +3.6% to 39.3% =% 5.1% in agitation culture (p <0.05).
4. Discussion

The success of autologous cell-based cartilage repair system depends on the ability of
the implanted cells to synthesis hyaline cartilage matrix. Previous studies [3, 14] have

demonstrated that multiplication of articular chondrocytes in monolayer leads to



dedifferentiation, in which cell lose their chondrocyte phenotype. The dedifferentiated cells
assume a fibroblast-like appearance and produce less glycosaminoglycan. The cells also
produce less cartilage-specific collagen type II but greater amounts of collagen type I
Consequently, in this study we examined the hypothesis that the factors mimicking the in vivo
environment of auricular chondrocytes like three-dimensionality and mechanical stimulation
might influence their ability to synthesize cartilaginous matrix.

Suspension of chondrocytes in three-dimension hydrogels has been shown to maintain
or promote chondrogenic phenotype. These artificial matrices may also provide temporary
cell attachment and generate a functional form for successful chondrocyte transplantation [15].
Alginate is a classical matrix for in vitro studies focusing on chondrogenesis. Chondrocytes
cultured in alginate have been shown to secrete a matrix that is similar to that seen in native
human cartilage [16]. Chondrocytes in alginate culture remain phenotypically stable for at
least 8 months and continue to synthesize collagen type II [17]. Consisted with the previous
researches, our results also showed that passaged chondrocytes encapsulated in alginate
typically exhibited a differentiated chondrocyte morphology. After static culture in alginate
bead, the synthesis of sGAG content increased. In addition, the expression of collagen type I
in dedifferentiated cells was replaced by collagen type II at the end of culture.

Another possible method for retaining the chondrocytic phenotype is to use
mechanical stimulus. Several investigators have reported the importance of shear forces and
cyclic compressive during cartilage development in vitro and in vivo [8, 9, 18]. The
continuous agitation on a gyroscopic rocker was used as a mechanical stimulation in this

study to test its effect on the biosynthesis activity of chondrocytes. Our data demonstrated that



agitation exert the positive effect on the cartilaginous matrix synthesis in dedifferentiated
chondrocyte in alginate bead. Compared to static culture, the production of sGAG and
collagen type II protein did be enhanced after 48 h of agitation. Previous studies have shown
that bioreactors including spinner flask, rotating-wall vessel, and flow-through perfusion
systems have a profound effect on the proliferation and phenotype of chondrocytes in
three-dimensional scaffold [19-21]. Therefore, we supposed that the agitation culture system
might be similar to these bioreactors which not only can enhance the nutrient and oxygen
transfer to affect the chondrocytes metabolism, but also provide the possibility of applying a
mild mechanical stimulation to the cell-construct to influence the biosynthesis activity in
chondrocytes.

In conclusion, our study demonstrated that the differentiated chondrocytes which were
encapsulated in alginate beads and under mechanical stimulation could regain the chondrocyte
phenotype and re-synthesis of cartilaginous matrix. Accordingly, our work also suggested that
this agitation-alginate culture system could be used for the redifferentiation of

monolayer-passaged chondrocytes for their implication in cartilage tissue engineering.
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Hlustrations:

Fig.1. Microscopic appearance of chondrocytes in alginate bead

Dedifferentiated chondrocytes were encapsulated in alginate gel and were subject to static
culture or agitation culture. The cell morphology was observed under phase-contrast
microscopy. Asterisk indicated the cells founded rich in pericellular matrix. A: initially
encapsulated chondrocyte in alginate bead; B: chondrocyte in alginate bead with depositing of
pericellular matrix; C: chondrocytes in alginate bead after 28 days in static culture; D:

chondrocytes in alginate bead after 48h of agitation.

Fig.2. Alcian blue staining assay of sGAG content

The production of sSGAG by chondrocytes encapsulated in alginate bead at day 0, day 28 and
after 48 h of agitation was analyzed using alcian blue staining. The value of A595 was in
proportion to the content of SGAG. * p<0.01 vs. day 0 in static culture; "p<0.05 vs. day 28 in

static culture.

Fig.3. Immunofluorescence staining of collagen protein of chondrocytes in alginate bead.
The expression of collagen type I and type II protein was detected by indirect
immunofluorescence staining and was observed under confocal microscopy (Objective 40x).
A: the negative expression of collagen type I protein; B: the positive expression of collagen
type II protein; C: collagen type I expression in day 28 static culture; D: collagen type I
expression after 48 h of agitation culture; E: collagen type Il expression in day 28 static

culture; F: collagen type II expression after 48 h of agitation culture.
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Table 1. Difference in cell size between static culture and agitation culture

(%) Cell size (um)

10 10-15 15-20 =20

In static culture 13.3 40.0 46.3 0.4

In agitation culture 1.6 26.7 65.1 6.6
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Fig.1. Microscopic appearance of chondrocytes in alginate bead
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Fig.3. Immunofluorescence staining of collagen protein of chondrocytes in alginate bead



RESUME

- Iingénieric fissvlaice du certilage permet de reconstruire un néc-cartilage réimplantabie en utilisant
des cellules telles que les chendrocytes et les cellules souches mésenchymateuses (CSMs) cultivés dans des
-biomatériaux tridimensionnels. Des facteurs mécaniques ef biochimiques y jouent un réle essentiel,

- Le ‘but de .nos iravaux a été d’évaluer, dans un premier temps, V’influence de ’expansion des
chondrocytes et des CSMs humains en monocouche sur I’évolution du phérotype cellulaire. Dans un

. deuxiéme temps,-une étude concernant les réponses biologiques des chondrocytes et des CSMs exposés aux
~stimulis mécaniques (entrechioquement et compression dynamique intermittente) et biochimiques (TGF-B1
et BMP-2) a 4té réalisée dans un hydrogel-d’alginate/HA. ‘

Nes résuliats  ont- montré .uné dédifférenciation notable des chondrocytes & partir du deuxiéme
-passage, alors que les CSMs ont maintenu leur phénotype indifférencic apres 5 passages. Par ailleurs, nous
avons mis en évidence que Papplication de contraintes rmécaniques ainsi que la stimulation de facteurs de
© . croissance peuvent améiiorer !activité métabolique, la prelifération cellulaire, ’expression des géne
chondrogéniques ainsi que. fa synihése de la matrice cartilagineuse, Cependant, ces effeis sont étroitement
liés aux paramétres mécaniques (Juree, fréquence) et au type cellulaire. '

- L'ensemble de ces travaux suzgére que le.contrble des conditions de culture ainsi que I’application
des contraintes mécaniques et bicchimiques peuvent moduler le stade de différenciation chondrocytaire et. .
dore la chondrogénéze. A ' s
‘Mots ciés; Chondrocytes, Cellules souches mésenchymateuses, Différenciation,‘Conﬁrainte mécanique,

Facteur de cioissance, Ingénierie tissulaire.

ABSTRACY

Cartilage tissue engineering could lead to reconstruct a re-implantatle neo-cartilage by using cells
such as,chondroéytes and mesenchymal stem celis (MSCs) cultured in a scarfold. Different mechanical and
~ biechemical factors play an ess:ntial role in this process as well.
) The aim of this study was to investigate firstly, the influence of monolayer expansion of human
chondreeytes end MSCs-on the cell phenotype. Secondly, the cellular respouses of chondrocytes and MSCs
-t mechanical stimuletions (agitation :and intermittent dynamic compression) as well as to. biochemical
stimuiations (TGF-B1 and BM¥-2) have been examined in an alginate/HA hydrogel.
Our resuits showed that notable dedifferentiation of chondrocytes hes occurred from passage 2, while
MSCs have still kept their undifferentiated phenotype uritil passage 5. In acdition, the application of these
mechanical” strains -and growth factors has been demonstratzd to improve metaboiic activity, cell
proliferation, chondrog:nic gene expression as wejl as synthesis of cartilaginous matrix. These effecis are
closely related to the mechanical parameters (duration, frequency) and the cell type. V
All of these results suggesied that the control of culture conditiens and the application of mechanica.
-strains 2s well az growth factoss could modulate the differentiaticn state and the chondrogenesis.
-Key words : Chondrocytes, Mesenchymal stem cell, different:ation, Mechanical strain, Growth factor,

Tissue engineering,

Spécialité ; Bioingépicrie
Groupe Ingénierie Cellulul e et Tissulaire
JFquive LEMTA-UMR 7562, CNRS/AFE 117 Bis ingénierie
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