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INTRODUCTION GÉNÉRALE 
 

 Les pathologies articulaires concernent environ 20 % de la population française. Différentes 
pathologies peuvent affecter l’articulation, qu’elles soient d’origine dégénérative ou inflammatoire. 
Elles conduisent à des handicaps fonctionnels, et bien souvent produisent des douleurs altérant la 
qualité de vie des patients. Malgré les progrès dans la compréhension des mécanismes cellulaires et 
moléculaires impliqués dans ces pathologies, les traitements proposés actuellement sont 
principalement symptomatiques et restent insuffisants.  

Outre la nécessité de trouver de nouvelles cibles pouvant améliorer les thérapeutiques actuelles, un des 
axes de recherches de plus en plus développés consiste en l’amélioration de l’adressage des 
traitements existants grâce à l’utilisation de systèmes permettant leur transport. Ces systèmes de 
transport peuvent être de différents types, des micro/nanoparticules, des liposomes, des nanotubes, et 
de compositions variables selon les besoins. Grâce à leur taille et la possibilité de diriger ces vecteurs 
vers une cible spécifique en adaptant le recouvrement, il est possible d’apporter une molécule 
thérapeutique directement au niveau de son lieu d’action, en évitant les sites où cette molécule peut 
avoir des effets toxiques. De plus, ces vecteurs peuvent permettre une diffusion progressive du 
composé encapsulé, autorisant un apport au long terme du principe actif. 

Ces dernières années, de grandes avancées ont eu lieu dans le domaine des thérapies ciblées et de la 
« nanomédecine ». Un grand nombre de structures, compositions, et recouvrements ont été mis au 
point selon les différents besoins, le tout associé à plusieurs types de principes actifs. Les traitements 
des pathologies articulaires pourraient bénéficier des avantages procurés par les nanomédecines. En 
effet, cette technique peut favoriser la biodisponibilité et le temps de résidence de principes actifs au 
sein des articulations. 

Ce travail de thèse s’inscrit dans cette thématique de ciblage des tissus articulaires grâce à l’utilisation 
de vecteurs particulaires nanostructurés. Il fait suite à des études réalisées en partenariat avec un 
laboratoire de chimie, qui ont permis le développement du vecteur constitué d’acide poly lactique-co-
glycolique (PLGA) et possédant un recouvrement en un dérivé amphiphile de l’acide hyaluronique 
(HA). À l’issue de ces études de synthèse chimique, nous avons étudié les interactions de ces vecteurs 
avec les principaux contingents cellulaires présents dans l’articulation, puis lors de différents modèles 
chez le rat (sains et pathologiques). 

De plus en plus d’équipes se consacrent à l’étude de l’encapsulation de molécules d’intérêts dans des 
vecteurs et leurs potentialités thérapeutiques.  

La plupart de ces études se concentrent sur les effets thérapeutiques de ces molécules apportées grâce 
à un vecteur. Peu d’études s’intéressent aux effets que pourrait avoir le vecteur seul sur les tissus 
ciblés. Dans ce travail de thèse, nous nous sommes concentrés sur la validation de ce vecteur 
particulaire comme un outil intéressant qui pourra être associé à un principe actif. Nous avons cherché 
à valider cet outil d’adressage, de vectorisation de molécules, dans un contexte de pathologies 
articulaires en étudiant son innocuité.  

 En introduction, nous détaillerons le fonctionnement d’une articulation synoviale, puis 
développerons deux des principales pathologies articulaires et les thérapies associées. Ensuite, nous 
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analyserons quels pourraient être les avantages de l’utilisation d’un vecteur particulaire, et détaillerons 
les différents types de vecteurs existants actuellement.  

Après un rappel des développements déjà réalisés au laboratoire sur cette thématique, l’étude se divise 
en quatre axes principaux. Tout d’abord, nous analyserons les interactions des particules avec les 
différents contingents cellulaires de l’articulation, puis les conséquences de ces interactions sur 
l’homéostasie cellulaire. Ensuite, nous évaluerons l’impact de ces particules sur les fonctions 
physiologiques des cellules. Enfin, nous terminerons ce travail par des études in vivo de ces particules.  
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INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE 
 

Chapitre 1 : L’ARTICULATION ET SES PATHOLOGIES 
I. L’ARTICULATION SYNOVIALE 

A. GÉNÉRALITÉS 
 Au cours de ce travail, nous nous sommes intéressés aux articulations dites « synoviales » ou 
diarthroses. Ces articulations sont mobiles, contrairement aux synarthroses qui sont des articulations 
totalement immobiles (comme les sutures crâniennes) ou aux amphiarthroses qui sont des articulations 
peu mobiles telles que la symphyse pubienne.  

Les articulations synoviales sont constituées d’un ou plusieurs segments osseux tapissés de cartilage 
articulaire. L’ensemble est délimité par une capsule articulaire fibreuse et élastique dont la paroi 
interne est recouverte par une membrane synoviale qui va sécréter le liquide synovial remplissant toute 
la cavité articulaire [1]. La Figure 1 représente un exemple de diarthrose : l’articulation du genou. 

 

Figure 1 : Représentation schématique de l'articulation du genou, en coupe sagittale. 

Adapté de Servier Médical Art. 

 

 La stabilité de l’articulation va être assurée par un réseau de tendons reliant les muscles aux os 
et de ligaments reliant les différentes pièces osseuses (Figure 2). Ces ligaments s’entrecroisent dans 
tous les plans, et vont se déformer, quels que soient les mouvements du genou. Dans certains cas, afin 
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d’améliorer la stabilisation et d’assurer un rôle d’amortissement et faciliter la congruence lors des 
différents mouvements, on peut retrouver des structures fibrocartilagineuses entre les deux surfaces 
articulaires : les ménisques. 

 

Figure 2 : Vue frontale des différents composants de l'articulation du genou. 

La stabilité de l’articulation est maintenue grâce au réseau de ligaments, garants de l’organisation des différentes pièces 
osseuses. http://egphysiotherapy.com/physiotherapy-for-knee-pain/ (Page consultée en janvier 2015) 

 

B. LE CARTILAGE ARTICULAIRE 
 Le cartilage est un tissu conjonctif très spécialisé qui a la particularité d’être avasculaire et non 
innervé. Il est constitué d’une matrice extracellulaire très dense qui renferme l’unique type cellulaire 
présent, le chondrocyte. Le principal rôle de ces cellules est d’assurer la synthèse d’un réseau 
protéique dense permettant au tissu d’acquérir les propriétés mécaniques nécessaires à son maintien 
comme la résistance à l’étirement, à la compression et l’absorption des chocs. 

Selon la composition de la matrice extracellulaire, on peut distinguer trois types de cartilage chez 
l’adulte :  

 Le cartilage élastique : sa composition riche en fibres élastiques lui confère des propriétés 
mécaniques permettant une résistance accrue à la déformation et aux flexions répétées. Les très 
nombreuses cellules présentes dans ce tissu synthétisent ces fibres qui s’organisent en un réseau 
tridimensionnel très dense. Ce cartilage élastique se trouve, par exemple, dans le pavillon de l’oreille 
externe et de l’épiglotte, structure qui permet la fermeture des voies respiratoires lors de la déglutition. 
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Figure 3 : Coupe histologique de cartilage élastique de l'épiglotte. 

La coloration à l’orcéine met en évidence, en brun, les nombreuses fibres élastiques entourant les chondrocytes (flèche noire). 
http://webapps.fundp.ac.be/umdb/histohuma/histohuma/index.php?go=img&chap=27&pos=16&dsc=1 (Page consultée en 

août 2014) 

 

 Le fibrocartilage : ce tissu est très riche en fibres de collagène de type I, parmi lesquelles les 
chondrocytes qui s’organisent en rangées alternées avec les épais faisceaux de collagène. Cette 
composition confère au tissu de bonnes propriétés de résistance à la compression et à la tension. On le 
trouve dans la composition des disques intervertébraux et des ménisques.  

 

Figure 4 : Coupe histologique de fibrocartilage. 

On remarque l’organisation en travée des chondrocytes au sein de la matrice. Coloration Résorcine-Fuchsine. 
http://www.histology-world.com/ (Page consultée en août 2014) 

 

 Le cartilage hyalin : également appelé cartilage articulaire, il se situe en surface des os dans 
les articulations. On en trouve également au sein du larynx, de la trachée et des bronches. C’est le type 
de cartilage qui nous intéresse dans cette étude. Il est constitué d’une importante matrice 
extracellulaire riche en collagènes de type II, IX et XI, et en protéoglycannes. Cette matrice est 
produite par un nombre restreint de chondrocytes (ils ne représentent que 10 % du volume du cartilage, 
les 90 % restants étant constitués de matrice), et possède d’importantes capacités de résistance aux 
forces de compressions et de tension. Cela permet un glissement harmonieux des pièces osseuses lors 
du mouvement, tout en amortissant les contraintes mécaniques. 
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1. Structure et fonctions du cartilage hyalin 

 D’épaisseur variable selon les articulations et sa localisation (de 5 à 7mm), le tissu 
cartilagineux composé de chondrocytes, collagènes, protéoglycannes et d’autres protéines est 
extrêmement bien organisé. Plusieurs couches peuvent être distinguées et diffèrent par leur 
composition et leurs propriétés mécaniques (Figure 5). 

 

 

Figure 5 : Représentation schématique des différentes zones du cartilage articulaire. 

Le cartilage est divisé en quatre zones : superficielle ou tangentielle, intermédiaire, profonde et calcifiée, d’organisation et de 
composition variable. La morphologie des chondrocytes est aussi différente selon les zones. http://temenoff.bme.gatech.edu 

(Page consultée en octobre 2014) 

C'est ainsi que quatre zones sont décrites depuis la surface articulaire jusqu'à l'os sous-chondral. 

 La zone superficielle : elle se trouve en contact direct avec le liquide synovial et sert de 
surface de glissement. À sa surface, elle est recouverte par une couche acellulaire : la lamina splenda, 
composée de microfibrilles avec peu de protéoglycannes, elle permet l’ancrage de macromolécules 
issues du liquide synovial et, ainsi, la constitution d’une couche protectrice pour le cartilage. En 
dessous de la lamina splenda, les chondrocytes sont de forme aplatie et allongée et sont disposés 
parallèlement à la surface articulaire. Ils produisent une matrice très riche en collagènes (de type I et 
III) et pauvre en protéoglycannes. Ces collagènes sont orientés parallèlement à la surface articulaire, 
ce qui confère à cette zone de bonnes capacités de résistances aux tensions et aux pressions subies lors 
du mouvement. La zone superficielle protège le cartilage sous-jacent des forces de déchirement 
générées lors de l’activité articulaire. 

 La zone intermédiaire : elle représente 40 à 45 % de l’épaisseur totale du cartilage. Composée 
de chondrocytes sphériques de taille plus importante, ils synthétisent une matrice riche en collagènes 
de type II, IX et XI, qui s’entrecroisent obliquement sans former un réseau orienté (au contraire des 
collagènes de la zone superficielle), et en protéoglycannes. Les chondrocytes ont également un 
réticulum endoplasmique et un appareil de Golgi de taille plus importante, ce qui traduit une activité 
métabolique accrue. 
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 La zone profonde : elle contient elle aussi des collagènes de type II, IX et XI, mais qui 
s’organisent en travées perpendiculaires à la surface du cartilage. Les chondrocytes, qui également 
synthétisent une quantité importante de protéoglycannes, s’organisent en colonnes, elles aussi 
perpendiculaires à la surface. Cette organisation permet l’amortissement lors du mouvement, les 
arches formées de protéoglycannes s’opposent à l’écrasement. L’épaisseur de cette couche représente 
40 à 45 % de la hauteur du cartilage. 

 La zone calcifiée : est la zone la plus proche de l’os sous-chondral. Cette zone, qui contient 
des chondrocytes de type hypertrophique, est pauvre en protéoglycannes et les fibres de collagène 
gardent une orientation radiaire, mais sans continuité avec les fibres de collagène de l’os sous-jacent. 
La concentration en calcium y est élevée. Séparée de l’os sous-chondral par une couche protéique 
basophile, la « tide-mark » qui correspond à un enchevêtrement très dense de fibres de collagène, cette 
couche profonde contient néanmoins une quantité élevée de calcium. 

La Figure 6 représente plus précisément l’organisation des différentes couches du cartilage articulaire. 

 

Figure 6 : Représentation schématique des constituants des différentes couches du cartilage. 

Les différentes couches du cartilage articulaire sont déterminées en fonction de l’orientation des fibres de collagènes, de la 
composition en protéoglycannes et de la morphologie des chondrocytes. SZ : Superficial Zone, MZ : Middle Zone, DZ : Deep 

Zone, CZ : Calcified Zone et SB : Subchondral Bone. Adapté de Hayes & coll., 2007 [2]. 

 

2. Les chondrocytes 

 Les chondrocytes sont des cellules d’origine mésenchymateuse, très différenciées et très 
spécialisées. La différenciation des chondrocytes fait intervenir de nombreux facteurs (Figure 7) et fait 
l’objet de multiples études visant une meilleure compréhension des phénomènes impliqués.  

Les chondrocytes utilisent essentiellement le glucose comme substrat énergétique. De plus, la synthèse 
de protéoglycannes nécessite la conversion de glucose en glucosamine, d’où une consommation 
importante de glucose par les chondrocytes. Hormis dans la zone superficielle où les chondrocytes 
peuvent disposer de l’oxygène présent dans le liquide synovial, le cartilage vit majoritairement en 
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hypoxie. Cette particularité varie selon la zone du cartilage considérée, la teneur en oxygène variant de 
1 à 10 % de la profondeur à la surface [3,4]. Dû à cet environnement pauvre en oxygène, les 
chondrocytes vont privilégier la voie de la glycolyse anaérobie. 

 

 

Figure 7 : Deux principaux facteurs impliqués dans la différenciation des chondrocytes à partir de cellules souches 
mésenchymateuses. 

Régulation transcriptionnelle positive (en bleu) et/ou négative (en rouge) pendant le développement des chondrocytes. 
Adapté de Servier Médical Art. 

 Le principal rôle des chondrocytes est de produire les différents constituants de la matrice 
extracellulaire. Ils sont les garants du maintien de l’homéostasie du cartilage, c’est-à-dire de 
l’équilibre entre la synthèse et la dégradation du tissu. Ainsi, ils vont produire et organiser très 
finement les fibres de collagènes, les protéoglycannes et autres molécules nécessaires au tissage de la 
matrice, mais ils seront également capables de produire les enzymes responsables de la dégradation de 
cette même matrice. Leur activité métabolique varie selon les stimuli ressentis en fonction de la 
couche de cartilage dans laquelle ils se trouvent. D’autre part, en situation pathologique, les 
chondrocytes sont à même de répondre à une stimulation paracrine par des cytokines pro-
inflammatoires, sont capables d’en produire (mécanisme paracrine et autocrine), cela provoquant un 
catabolisme du cartilage par une synthèse accrue de métalloprotéinases [5], hyaluronidases [6] et 
agrécannases. 

Les chondrocytes sont séparés de la matrice extracellulaire de type cartilage par un espace 
péricellulaire particulier. Cet espace a un pH plus acide (pH 6,1) que dans le reste du tissu (pH 7,4). 
Les enzymes lysosomiales (cathepsines B) qui y sont libérées, sont activées par le pH acide, et 
peuvent donc dégrader la matrice extracellulaire. De plus, dans cet espace péricellulaire, les 
protéoglycannes et les collagènes présents, par exemple le collagène de type VI [7], sont utilisés pour 
réaliser l'ancrage des chondrocytes à la matrice par l'intermédiaire de protéines membranaires. Des 
protéoglycannes insérés dans la membrane plasmique des chondrocytes peuvent aussi servir de lien 
entre la cellule et la matrice extracellulaire.  

 Une particularité des chondrocytes est que leur métabolisme est en permanence influencé par 
les conditions physico-chimiques qui règnent dans cet espace péricellulaire [8,9]. Ainsi, l'application 
cyclique de forces sur des fragments de cartilage se répercute sur le pH qui règne dans cet espace, 
mais également sur la forme des chondrocytes. Il en résulte une modification des microfilaments 
d'actine du cytosquelette qui peut induire ou modifier l'expression de certains gènes. Il existe donc un 
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lien direct entre les conditions physiques et physico-chimiques qui règnent autour du chondrocyte et 
son activité métabolique [10]. 

3. La matrice extracellulaire 

 Composée essentiellement d’eau (à hauteur de 65 à 80 %) et de macromolécules, la matrice 
extracellulaire constitue 95 % du cartilage. Elle peut être subdivisée en trois zones en fonction de sa 
proximité vis-à-vis du chondrocyte. La matrice péricellulaire, au contact direct des cellules, forme un 
microenvironnement particulier (le chondron). Le pH est acide facilitant l’activité enzymatique et la 
zone est riche en protéoglycannes sulfatés, acide hyaluronique, biglycannes, collagènes de type VI et 
molécules telles que l’anchorine ou la fibronectine ; toutes permettant une meilleure intégration du 
chondrocyte dans son environnement. Les matrices territoriales et interterritoriales, plus distantes des 
cellules, sont très riches en protéoglycannes et collagènes (Figure 8), leur composition précise variant 
selon la couche de cartilage considérée. 

 

Figure 8 : Représentation schématique des composants de la matrice extracellulaire autour des chondrocytes. 

L’organisation des molécules de la matrice territoriale (proche des cellules) et interterritoriale (plus distante des cellules) est 
représentée. Adapté de Kiani & coll, 2002 [11]. 

Nous détaillerons dans les trois parties suivantes les constituants principaux de la matrice 
extracellulaire du cartilage. 

 

a) Les collagènes 
 Les fibres de collagène sont composées de trois chaînes polypeptidiques formant une triple 
hélice. Cette organisation permet aux fibres d’être extrêmement résistante à la protéolyse, hormis celle 
causée par des collagènases, enzymes appartenant à la famille des métalloprotéinases. Dans des 
conditions physiologiques, les collagènes de type I, II, III, V et XI s'organisent pour former des 
fibrilles (collagènes fibrillaires), lesquelles s'associent entre elles pour former des fibres.  

Les collagènes sont sécrétés sous la forme de procollagènes. Les extrémités NH2 et COOH- 
terminales de ces procollagènes présentent des domaines appelés propeptides. Ces domaines sont 
clivés par des protéases spécifiques lors de la sécrétion des collagènes afin de former les fibrilles de 
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collagènes [12]. Après l'élimination des propeptides, il subsiste de courtes extensions non 
collagèniques (NC) aux extrémités des collagènes, les télopeptides, composés de 10 à 15 acides 
aminés. Ces domaines représentent également les principaux sites antigéniques des collagènes. 
Contrairement aux portions hélicoïdales, les domaines NC et les chaînes dénaturées sont sensibles à la 
dégradation par diverses enzymes (par exemple, pepsine ou trypsine). La Figure 9 représente les 
différentes étapes nécessaires à la formation des fibres de collagène. 

 

 

Figure 9 : Les différentes étapes de la formation des fibres de collagène. 

(A) Les chaînes de procollagènes vont d’abord subir des modifications post-traductionnelles d’hydroxylations et de 
glycosylation avant de former des triples hélices de procollagènes. Ensuite ces molécules seront sécrétées, puis des 

propeptidases pourront réduire les extrémités terminales et ainsi former une triple hélice de collagène fonctionnelle. Ces 
triples hélices vont ensuite s’assembler entre elles pour former des fibrilles, qui vont à leur tour s’associer pour former des 

fibres. Ces fibres, d’apparence typique, sont visibles en microscopie électronique (B). [13] 

 Cinq collagènes (II, VI, IX, X, XI) ont été identifiés dans le cartilage articulaire en quantité 
suffisante pour permettre leur isolement de ce tissu ou à partir de milieux de culture de chondrocytes. 
Le collagène de type II est à la base de l’architecture du cartilage, il lui confère notamment ses 
propriétés de résistance à la compression. Caractéristique du cartilage, il représente un marqueur de 
chondrocyte sain, et témoigne de son caractère différencié en culture cellulaire. Il existe deux 
catégories de collagènes de type II, la forme II-A, exprimée par le chondrocyte en cours de 
développement, et la forme II-B, exprimée par les chondrocytes du cartilage adulte. Cependant, le 
collagène de type II n’est pas spécifique du cartilage, car il est également retrouvé dans d’autres tissus. 
Bien qu’il représente à lui seul 80 à 90 % des collagènes totaux, d’autres types sont également 
présents. C’est le cas du collagène de type VI qui serait impliqué dans l’adhésion du chondrocyte à la 
matrice extracellulaire. Le collagène de type IX représente, quant à lui, 1 % des collagènes. Il est lié de 
façon covalente aux fibres de collagène de type II, et favoriserait les interactions fibrilles-fibrilles ou 
fibrilles-protéoglycannes. Le collagène de type X est également retrouvé. C’est le seul collagène 
totalement spécifique du cartilage articulaire (dans la zone de cartilage hypertrophié et minéralisé). Il 
est présent autour des chondrocytes hypertrophiques et dans la zone calcifiée du cartilage articulaire. Il 
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serait impliqué dans le processus de minéralisation. Enfin, le collagène de type XI représente 2 à 3 % 
des collagènes totaux, et est souvent retrouvé près du collagène de type II.  

b) Les protéoglycannes 
 Les protéoglycannes sont composés d’une protéine porteuse (core protein) et d’une ou 
plusieurs chaînes de glycosaminoglycannes (GAG). Les GAG sont des polysaccharides composés 
d’une répétition de disaccharides contenant un sucre amine (hexosamine) et un sucre de type 
hexuronique (ou galactose dans le cas du sulfate de kératanne) (30). 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 tels que Ca2+ 
et Na+. 

 

Figure 10 : Représentation schématique de l’organisation des protéoglycannes au sein de la matrice cartilagineuse. 

Ici est représentée une molécule d’acide hyaluronique, sur laquelle sont fixés les protéoglycannes. Ils sont composés d’une 
protéine axiale (l’agrécanne) sur laquelle sont fixées des chaînes de Chondroitine Sulfate et de Kératane Sulfate. 

http://classconnection.s3.amazonaws.com/536/flashcards/812536/jpg/picture101319418271397.jpg (Page consultée en août 
2014). 

Cette propriété est à l’origine de la capacité des protéoglycannes à attirer les molécules d’eau. Cela 
permet aux protéoglycannes de créer une pression osmotique et d’assurer l’hydratation du cartilage, 
entraînant ainsi la tension des fibres de collagènes, à l’origine des propriétés mécaniques du cartilage 
articulaire.  

 Il existe 5 types de chaînes de glycosaminoglycannes : les sulfates de chondroïtine (CS), le 
sulfate de dermatanne (DS), le sulfate d'héparanne (HS), le sulfate de kératanne (KS) et l'acide 
hyaluronique (HA). Il est à noter que le HA est le seul GAG ne possédant pas de groupement SO4

2- et 
n'étant pas lié à une chaîne protéique. Tous ces GAGs sont retrouvés dans le cartilage en concentration 
variable en fonction de la zone du cartilage considérée. Il est possible de distinguer deux classes de 
protéoglycannes dans le cartilage articulaire : d’une part les protéoglycannes de masse molaire élevée 
(en particulier l’agrécanne) qui représentent 90 % des protéoglycannes totaux, et d’autre part les 
protéoglycannes de faible masse molaire. Les agrécannes sont constitués d’une protéine porteuse de 
220 kDa, sur laquelle sont fixées de manière covalente des chaînes de chondroïtine sulfate (environ 
100) et de Kératane sulfate (environ 30). Cette protéine se lie à l’acide hyaluronique de façon non 
covalente par sa région N-terminale. Une petite glycoprotéine (« link protein ») stabilise cette liaison 
en se fixant simultanément à l’acide hyaluronique et à la protéine core. Cependant, la composition des 
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agrécannes dépend également de l’âge et de la zone du cartilage. Plus de 300 molécules d'agrécannes 
peuvent s'associer autour d'un squelette de HA et constituer un ensemble pouvant atteindre 10 
micromètres et créant de larges domaines hydrodynamiques entre les fibres de collagène. Du fait de 
leur taille, ces protéoglycannes sont retenus dans la matrice extracellulaire durant les déformations 
subies par le cartilage. Les fibres de collagènes interagissent avec les régions riches en kératane sulfate 
de la plupart des agrécannes. L’acide hyaluronique qui lie les molécules d’agrécannes est également 
relié aux fibres de collagènes (Figure 11). Il est synthétisé par les chondrocytes et est tout 
particulièrement abondant dans la zone intermédiaire du cartilage.  

 Les petits protéoglycannes ne représentent que 3 % environ du tissu cartilagineux. 
Généralement, ils ne sont pas spécifiques du cartilage, mais participent à la formation de la matrice 
extracellulaire. Parmi eux, la décorine, le biglycanne et la fibromoduline interagissent avec les fibres 
de collagène [14]. À noter que le collagène de type IX est considéré comme un protéoglycanne, car il 
peut porter une chaîne de GAG de type chondroïtine sulfate. La décorine et la fibromoduline ont été 
décrites comme régulant le diamètre des fibrilles de collagène durant la fibrillogénèse [15]. De plus, la 
décorine comporte un site de liaison spécifique avec un facteur de croissance : le TGF-ß 
(Transforming Growth Factor ß) et peut ainsi agir sur le métabolisme et la prolifération des 
chondrocytes. D'un point de vue général, ces molécules se lient aux autres macromolécules et 
influencent probablement l'organisation de la matrice extracellulaire et la fonction des chondrocytes, 
les petits protéoglycannes pouvant influencer l'activité des cytokines dans le cartilage [1]. 

 

 

Figure 11 : Organisation des protéoglycannes dans la matrice cartilagineuse. 

Les fibres de collagène vont interagir avec les régions riches en Kératane sulfate et avec l’acide hyaluronique, permettant de 
former de larges régions hydrophiles au sein de la matrice. [16] 

 

c) Les protéines non collagèniques 
 Ces protéines du cartilage ont été moins étudiées que les collagènes. Elles semblent intervenir, 
pour la plupart, dans le maintien et la stabilisation de la structure de la matrice extracellulaire. Les 
protéines actuellement décrites appartiennent à la famille des protéines d'adhérence comprenant, entre 
autres, l'annexine V, l'anchorine CII présente à la surface des chondrocytes, la COMP (Cartilage Oligo 
Matrix Protein) qui a valeur de marqueur du renouvellement et de la dégénération de la matrice 
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extracellulaire, la trombospondine, la tétranectine, la ténascine et la fibronectine. Ces deux dernières 
interagissent également avec les chondrocytes et la matrice. Dans un cartilage normal, la synthèse de 
ces protéines est modeste, mais peut considérablement augmenter dans diverses situations 
pathologiques. Ces protéines jouent un rôle important dans les interactions entre les chondrocytes et la 
matrice extracellulaire et donc dans les phénomènes d'adhésion et de migration des chondrocytes. La 
liaison avec les chondrocytes est réalisée par des protéines transmembranaires, les intégrines. Ces 
protéines sont reliées au cytosquelette par leur côté cytosolique et peuvent induire des mécanismes de 
transduction du signal et activer des gènes. 

 

C. LA MEMBRANE SYNOVIALE 
 La synoviale est une membrane qui délimite la cavité articulaire, elle se réfléchit sur les pièces 
osseuses et s'insère à la limite de la transition os/revêtement cartilagineux. Elle couvre toutes les 
structures intra-articulaires, à l’exception du cartilage et de petites surfaces osseuses exposées en 
bordure. C’est un tissu conjonctif spécialisé d’une épaisseur inférieure à 100 µm dans les conditions 
physiologiques normales avec une « bordure » synoviale composée d’une à trois couches de cellules 
(synoviocytes de type A : dérivées de macrophages et synoviocytes de type B : dérivés de fibroblastes). 
Elle sécrète le liquide synovial à l'intérieur de l'articulation et elle est bordée à l'extérieur par la 
capsule articulaire et les formations ligamentaires. 

 

1. Histologie et organisation 

 La membrane synoviale est un tissu conjonctif lâche différencié qui s'organise en deux couches 
de l’extérieur vers l’intérieur : la couche sous-intimale (subintima), en contact avec la capsule 
articulaire, et la couche bordante (intima) en contact avec la cavité articulaire. Ces deux couches sont 
séparées de la capsule par la subsynoviale, tissu conjonctif paucicellulaire essentiellement constitué de 
substance intercellulaire. 
Histologiquement, la démarcation entre ces différentes couches n'est souvent pas très nette et, par 
endroits, l'intima ne se compose que de synoviocytes isolés au sein d'une subintima très développée. 
Des cellules souches d’origine mésenchymateuse sont également présentes dans la membrane 
synoviale [17]. Grâce à leur capacité de différenciation en chondrocytes, elles participeraient au 
processus de cicatrisation observé en réponse à des lésions ostéochondrales ou méniscales [18].  
 

a) L’intima 
 Elle a une épaisseur qui varie entre 20 et 40 µm selon le type de synoviale. Les cellules de 
l’intima sont appelées synoviocytes et sont disposées en une à trois couches dans une articulation dite 
« saine ». Elles sont endothéliformes et ont parfois des prolongements cytoplasmiques dirigés vers la 
lumière articulaire. Elles sont riches en enzymes oxydatives (enzyme de la glycolyse, du cycle de 
Krebs, du circuit pentose-phosphate), en enzymes hydrolytiques (phosphatase acide, catheptase...) et 
en adénosine 5-triphosphatase. La substance intercellulaire contient d’importantes quantités d’acide 
hyaluronique. 
Les synoviocytes sont classiquement décrits comme pouvant appartenir à deux types que l’on peut 
distinguer en microscopie électronique : 
 Les synoviocytes de type A sont les plus nombreux. Ils dérivent de cellules souches sanguines 
mononuclées, ils ne sont pas fixés et représentent les cellules macrophagiques. Les synoviocytes de 
type A sont généralement de morphologie ronde et situés à la surface de l’intima. La surface de ces 
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cellules est couverte de microvillosités et de microplis, structures caractéristiques des macrophages. 
Elles ont de nombreux lysosomes, de larges vacuoles et des vésicules pinocytaires situées 
principalement à proximité de la cavité articulaire. Dans des conditions physiologiques normales, les 
cellules de type A peuvent absorber et dégrader les constituants extracellulaires, les débris cellulaires, 
les microorganismes et les antigènes dans le liquide synovial ou dans la matrice de l’intima grâce à 
leurs systèmes vésiculaires et lysosomials très développés. Elles expriment également les molécules 
du système majeur d’histocompatibilité de classe II et jouent un rôle prépondérant dans la présentation 
de l’antigène et les phases primaires de la réponse immunitaire. 
 Les synoviocytes de type B sont moins nombreux et représentent les cellules de type 
fibroblastique. Ils ont une forme plus massive et peu de prolongements cytoplasmiques. Les 
synoviocytes de type B sont des cellules possédant un noyau relativement volumineux. Contrairement 
aux cellules de type A, elles présentent peu de vacuoles et de vésicules, et possèdent un appareil de 
Golgi nettement moins développé. En revanche, l’ergastoplasme est particulièrement développé, 
porteur de ribonucléoprotéines, ce qui témoigne de l’importance de leur fonction de biosynthèse 
protéique. Les cellules de type B sécrètent des collagènes et de la fibronectine, de l’acide hyaluronique 
et d’autres GAGs dans l’espace interstitiel de l’intima et dans la cavité articulaire, et sont donc 
impliquées directement et indirectement dans le contrôle de la composition protéique du liquide 
synovial [19].  
 

 
Figure 12 : Représentation schématique des deux types cellulaires présents au niveau de l’intima de la membrane 

synoviale. 

Les synoviocytes de type A sont localisés à la surface de l’intima synoviale, alors que les cellules de type B, caractérisées par 
leur activité sécrétoire, peuvent se situer plus profondément dans l’intima [19]. 

 
b) La subintima 

 La subintima est une partie fibreuse, riche en cellules et beaucoup plus vascularisée que l’intima. 
Elle comprend pour moitié des fibroblastes, des histiocytes, des mastocytes, des adipocytes et des 
fibres collagènes. Elle contient aussi de très nombreux capillaires dans la partie la plus superficielle, 
des artérioles et des vaisseaux lymphatiques. En cas d’inflammation, il se produit une modification des 
veinules post-capillaires et une hypertrophie des cellules endothéliales qui contribuent à une 
augmentation de la perméabilité vasculaire.  
 

c) La subsynoviale 
 Dans les couches superficielles, les cellules sont des cellules conjonctives banales. La 
substance fondamentale contient des mucopolysaccharides et des fibres collagèniques lâches. Dans les 
couches plus profondes, on distingue des cellules adipeuses qui infiltrent le tissu conjonctif. Dans les 
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synoviales de type fibreux, la subsynoviale se confond souvent avec les éléments capsuloligamentaires 
sous-jacents. 

2. Rôles physiologiques  

a) Rôle trophique pour l’articulation 
 L’acide hyaluronique est synthétisé par les synoviocytes. Il contribue à la lubrification de 
l’articulation et à la trophicité du cartilage et des structures ligamentocapsulaires. L’acide 
hyaluronique est un mucopolysaccharide de haut poids moléculaire composé d’une longue chaîne 
disaccharidique : acide glucuronique et N-acétylglucosamine, en unités répétées. Ce polysaccharide 
est trouvé dans le liquide synovial sous forme de hyaluronate de sodium. Dans la membrane synoviale, 
la concentration en acide hyaluronique est très importante dans la couche intimale où il est synthétisé. 
Ses propriétés chimiques ou physiques dépendent directement de son poids moléculaire qui peut être 
variable, ainsi que de sa concentration dans le liquide synovial [20,21]. 
Propriétés viscoélastiques du liquide synovial : l’acide hyaluronique forme avec l’eau un gel 
déformable qui devient élastique si les forces de cisaillement appliquées sont plus marquées 
(propriétés thixotropes). Il participe à la lubrification et à l’absorption des chocs.  
Propriétés antalgiques et anti-inflammatoires : l’acide hyaluronique inhibe la production des 
prostaglandines E2 dans le liquide synovial humain et régule de nombreuses activités cellulaires 
(inhibition du chimiotactisme, de la migration des polynucléaires neutrophiles et des lymphocytes, 
inhibition de la phagocytose par les macrophages). Il diminue la production de radicaux libres dans le 
liquide synovial. 
Propriétés chondroprotectrices : l’acide hyaluronique augmente l’activité métabolique du chondrocyte 
et du fibroblaste synovial. Un déficit en acide hyaluronique provoque des modifications de la matrice 
cartilagineuse avec dégradation des protéoglycannes. 
 

b) Barrière de filtration et d’échange 
 La synoviale, et en particulier les cellules de l’intima, élabore et résorbe le liquide articulaire, 
qui est en faible quantité à l’état physiologique. Ce liquide est un dialysât de plasma sanguin auquel 
s’ajoute l’acide hyaluronique, il provient essentiellement du sang en empruntant les capillaires 
présents dans la membrane synoviale [21]. 
Les échanges entre le sang et la cavité articulaire se font dans les deux sens à travers la barrière 
synoviale, sous l’effet des pressions hydrostatiques et osmotiques d’une part, et sous l’effet de 
barrières capillaires et interstitielles propres à la membrane synoviale d’autre part. Les cellules 
intimales, les macrophages et même les autres cellules mononucléées de la subsynoviale contrôlent 
également le transport de substances d’un compartiment à l’autre par pinocytose ou phagocytose. La 
concentration en électrolytes est sensiblement identique dans le sang et le liquide synovial. La 
concentration en sucres du liquide synovial est plus faible (glucose, galactose, fructose), ainsi que 
celle des lipides. Trois fois moins de protéines sont présentes dans le liquide synovial, ce sont les 
protéines de haut poids moléculaire qui semblent ne pas pouvoir franchir les différentes barrières. 
Dans des conditions physiologiques normales, le liquide synovial comprend de l’acide hyaluronique, 
des protéines, principalement de l’albumine et de la α-globuline, et de très faibles quantités de 
protéines de haut poids moléculaire, tel que le fibrinogène, les IgM, les inhibiteurs de métalloprotéases. 
Il est constitué, par ailleurs, de cytokines, de collagènes, d’enzymes, de protéoglycannes et de 
fibronectines en faibles concentrations, d’électrolytes (Na+ et Cl-), de molécules de petite taille 
(comme l’urée et le glucose), et contient des lipides en très faibles quantités. Les constituants 
cellulaires du liquide synovial sont les leucocytes : lymphocytes, monocytes, polynucléaires, des 
synoviocytes de type A et des cellules souches mésenchymateuses. 
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Dans des conditions physiopathologiques, le liquide synovial présente des modifications de sa 
composition avec une diminution du poids moléculaire et de la concentration en acide hyaluronique, 
une augmentation de son contenu en protéines et en lipides avec notamment une hausse de la quantité 
de cholestérol estérifié, et une apparition de triglycérides. Une augmentation de ses constituants 
cellulaires est également retrouvée. Lors de pathologies articulaires, il est courant que le liquide 
synovial soit produit trop abondamment, ce qui provoque un épanchement articulaire. 
 

c) Défense de l’articulation 
 Les synoviocytes de type A ont des caractères communs avec les cellules macrophagiques : 
elles contiennent un appareil de Golgi développé, des lysosomes ainsi que de nombreuses vésicules de 
pinocytose, suggérant une activité macrophagique vis-à-vis de petites particules ou des débris 
cellulaires et bactériens. Les cellules A sont renouvelées constamment.  

Les synoviocytes portent à leur surface des antigènes qui sont directement impliqués dans les 
processus pathologiques tels que la synovite rhumatoïde : 

• antigènes HLA de classe II, 
• antigènes associés à la lignée leucocytaire et macrophagique : CD11b (CR3), CD13, CD14, 

CD16 (FcRIII), CD18, CD32 (FcRII), CD45 (« leucocyte common antigen »), CD54 (ICAM-
1), CD64 (FcRI), CD68 et CD71 (récepteur de la transferrine), 

• récepteurs pour le fragment Fc des immunoglobulines : CD64, CD32, CD16, 
• molécules d’adhésion ICAM-1. 

 

D. L’OS SOUS-CHONDRAL 
 D’un point de vue biomécanique, l’os sous-chondral constitue une zone de transition entre le 
tissu cartilagineux et l’os trabéculaire et joue ainsi un rôle primordial dans l’amortissement des chocs 
en minimisant le stress mécanique du tissu cartilagineux (50 % de l’amortissement articulaire). Il 
permet, au même titre que le cartilage calcifié, de transformer les forces de cisaillement en force de 
pression. L’os sous-chondral est similaire à un os lamellaire tout en étant moins rigide. Sa force et sa 
rigidité croissent exponentiellement avec la densité du contenu minéral. L’épaisseur de l’os sous-
chondral varie entre 0,1 et 2 mm et peut atteindre jusqu’à 3 mm dans les régions à fortes contraintes 
mécaniques (au niveau du plateau tibial). Cette épaisseur varie d’une espèce à une autre, en fonction 
de l’âge, du poids, et de la localisation au sein même d’une articulation. Contrairement au tissu 
cartilagineux, l’os sous-chondral est innervé et vascularisé. Si la vascularisation de l’os sous-chondral 
semble jouer un rôle nutritif pour les couches profondes du cartilage et pendant la croissance, il est en 
revanche absent chez l’adulte. Le remodelage de l’os sous-chondral diminue en cas d’activité physique 
et dans les zones à fortes contraintes mécaniques.  
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II. LES PATHOLOGIES ARTICULAIRES INFLAMMATOIRES 
 

 Le cartilage articulaire et, de manière plus générale, les articulations sont soumises à de 
nombreuses contraintes et sont, par conséquent, sujettes à diverses détériorations et pathologies. Les 
principales maladies susceptibles de les affecter sont des pathologies dégénératives et inflammatoires. 
Parmi ces dernières, la polyarthrite rhumatoïde (PR) est la plus fréquente. 

 

A. GÉNÉRALITÉS 
 La PR est une polysynovite chronique à médiation immune qui se caractérise par une 
destruction du cartilage et de l’os, dont les manifestations cliniques sont un pincement articulaire et 
des érosions osseuses. La PR est le plus fréquent des rhumatismes inflammatoires : environ 0,5 % de 
la population française est concernée. Il existe une nette prédominance féminine avec un sex-ratio de 
3/1. En situation pathologique, la membrane synoviale est envahie par des cellules immunitaires 
(lymphocytes T et B, cellules dendritiques, macrophages, neutrophiles). Le pannus synovial ainsi 
formé va envahir la cavité articulaire et éroder le cartilage et l’os sous-jacent. La Figure 13 représente 
les différents acteurs impliqués dans la pathologie. 

 

 

Figure 13 : Représentation schématique d’une articulation de genou, saine à gauche et arthritique à un stade avancé à 
droite. 

L’arthrite va provoquer une hyperplasie de la membrane synoviale (pannus), une infiltration massive par des cellules 
immunitaires ainsi qu’une prolifération synoviale intra-articulaire. Le recrutement de cellules inflammatoires va conduire à 

d’importantes lésions cartilagineuses et osseuses. Adapté de Strand et coll. 2007 [22]. 

Les premiers signes de l’apparition de la maladie sont la douleur, la raideur matinale, la tuméfaction, 
la chaleur, la rougeur et la sensibilisation de certaines articulations. L’inflammation qui réduit la 
mobilité peut se manifester de façon progressive ou sous forme de crises aigües. 
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De manière générale, trois phases sont distinguées dans l’établissement de la pathologie :  

 La phase initiale : elle implique essentiellement l’immunité innée et multifactorielle. Il 
existerait des facteurs hormonaux (sex-ratio à prédominance féminine), génétiques (épitope partagé, 
groupe tissulaire HLA de classe 2) et environnementaux (microbiote, infection, stress, alimentation, 
tabac).  

 La phase inflammatoire : elle est liée à la formation du pannus synovial. L’immunité acquise 
occupe un rôle central et implique trois types cellulaires différents : les cellules présentatrices 
d’antigènes (lymphocytes B, macrophages, cellules dendritiques), les lymphocytes T et les 
synoviocytes. Au cours de cette phase, les cytokines pro-inflammatoires vont occuper une place 
centrale en tant que médiateurs de la réponse inflammatoire. Parmi toutes les cytokines impliquées, 
l’IL-1ß et le TNF-α sont deux médiateurs pivots et précoces dans l’établissement de la réaction 
inflammatoire.  

 La phase de destruction articulaire : phase ultime de la pathologie, elle est secondaire à 
l’action des cytokines et à la formation du pannus synovial. Il existe un défaut d’apoptose 
synoviocytaire, et une surproduction de métalloprotéinases, de cathepsines et de collagénases. 

 

B. ÉTIOLOGIE 
 La PR est une pathologie inflammatoire d’étiologie inconnue. Elle appartient à la grande 
famille des maladies auto-immunes et semble mettre en jeu de nombreux facteurs hormonaux, 
environnementaux, le tout sur un terrain génétique prédisposé.  

Les facteurs hormonaux : 

 Une plus grande incidence chez la femme (sex-ratio de 3/1) suggère une implication des 
hormones dans le déclenchement de la PR. Cette implication des facteurs hormonaux endogènes est 
soulignée par certaines études qui ont montré une hypoandrogénie relative chez les femmes, mais 
aussi chez les hommes atteints de PR, avec des taux de testostérone plus bas. Les hormones exogènes, 
que ce soit la pilule contraceptive ou le traitement hormonal substitutif, ne modifient pas l’incidence 
de la PR, mais semblent retarder son début et sa sévérité [23].  

Les facteurs génétiques :  

 L’agrégation familiale de cas de polyarthrite a laissé penser dès le début à une prédisposition 
génétique. L’association génétique la plus importe est observée avec les gènes codant pour les 
molécules antigènes des leucocytes humains (Human Leukocyte Antigen, HLA) de classe II, 
principalement présents au niveau membranaire des cellules présentatrices d’antigènes. Plus de 80 % 
des patients portent l’épitope du cluster HLA-DRB1*04. Les patients exprimant deux versions de 
l’allèle HLA-DRB1*04 ont, eux, un pronostic plus défavorable quant à l’évolution de la pathologie 
[24]. La présence d’une mutation sur le gène PTPN22 (codant pour une tyrosine phosphatase) double 
également le risque de développer la maladie. Une mutation au niveau du gène TRAF-C5 (situé sur le 
chromosome 9) peut également être corrélée avec une forme plus grave de la PR, avec présence 
d’anticorps anti-CCP (Cyclic Citrullinated Peptide, CCP). 

 

Les facteurs environnementaux :  
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 Des agents infectieux viraux (virus d’Epstein-Barr), bactériens (E. coli), ou mycobactériens 
ont déjà été incriminés dans le déclenchement de la PR. L’association d’une infection sur un terrain 
génétique « favorable » pourrait déclencher la maladie par mimétisme moléculaire de certains 
composants des agents infectieux avec les composants de l’articulation. Par exemple, la 
protéine HSP70 d’E. Coli est reconnue par l’épitope partagé de la molécule HLA-DR. Une réaction 
immunitaire croisée pourrait donc déclencher la réaction inflammatoire observée dans la PR. D’autres 
facteurs environnementaux, comme le mode de vie ou le régime alimentaire, sont connus comme 
pouvant avoir un lien avec l’établissement de la pathologie, mais leur rôle n’a pas été formellement 
prouvé. En revanche, l’influence du tabagisme sur le risque de développer une PR a déjà été démontré.  

 

C. MÉDIATEURS CELLULAIRES ET CYTOKINES IMPLIQUÉS DANS 

L’INFLAMMATION SYNOVIALE 
 L’installation de la PR commence par une phase inflammatoire chronique de la membrane 
synoviale (formation d’un pannus érosif), la synovite rhumatoïde, qui aboutit à la destruction du 
cartilage puis de l’os sous-chondral.  

 Au cours de la polyarthrite rhumatoïde, la membrane synoviale va former un pannus, siège 
d’une intense infiltration cellulaire. On y retrouvera les principales cellules de l’immunité adaptative : 
les lymphocytes B et T. Les synoviocytes macrophagiques et fibroblastiques prolifèrent et sont soumis 
aux effets d’un excès de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-1ß (Interleukine 1-ß) et le TNF-α 
(Tumor Necrosis Factor -α). 

 Le premier évènement dans la pathogenèse de la PR est l’activation de l’immunité innée, soit 
l’activation des cellules dendritiques par un antigène exogène ou autologue. Les cellules présentatrices 
d’antigènes (cellules dendritiques, synoviocytes macrophagiques) vont présenter ces antigènes 
associés à la PR aux lymphocytes T, qui vont sous l’influence de chimiokines produites par les 
cellules présentatrices d’antigènes, infiltrer et envahir la membrane synoviale. Les lymphocytes B 
contribuent à la pathologie en jouant également le rôle de cellules présentatrices d’antigènes et en 
produisant des cytokines et des auto-anticorps comme le facteur rhumatoïde (une immunoglobuline 
anti-IgG présente dans 80 % des PR), des auto-anticorps anti CCP (dirigés contre les peptides 
cycliques citrullinés, retrouvés chez plus de 90 % des malades). Les auto-anticorps vont pouvoir 
former des complexes immuns plus importants et ainsi stimuler la production de cytokines pro-
inflammatoires [25]. L’activation des lymphocytes B et T va augmenter la production de cytokines et 
chimiokines, attirant ainsi plus de cellules lymphocytaires, macrophagiques, et augmentant les 
interactions.  

 Les cytokines IL-1ß et TNF-α jouent un rôle physiopathologique majeur (Figure 14). 
Sécrétées par plusieurs cellules immunitaires actives, les monocytes/macrophages, les lymphocytes T 
et B, ainsi que par les synoviocytes et les chondrocytes en réponse aux médiateurs pro-inflammatoires, 
ces cytokines stimulent de nombreux types cellulaires qui, en retour, produisent des molécules à 
potentiel inflammatoire et/ou catabolique. En effet, elles ont notamment un rôle critique dans la 
libération de métalloprotéases matricielles impliquées dans la dégradation du cartilage. Le TNF-α 
stimule également la production de cytokines de la famille des CSF (Colony Stimulatory Factor) qui 
permettent la différenciation des cellules souches hématopoïétiques vers la lignée myéloïde. Il favorise 
également l’infiltration cellulaire en induisant la production de molécules d’adhérence par les cellules 
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endothéliales et de facteurs stimulant l’angiogenèse tels que le VEGF (Vascular Endothelial Growth 
Factor) [26]. 

 D’autres cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-6 et l’IL-17 sont aussi fortement 
impliquées dans les pathologies articulaires. L’IL-6 est produite au sein même des articulations par les 
lymphocytes T, les monocytes, les macrophages, les synoviocytes et les chondrocytes. Cette cytokine 
est capable de participer localement à la formation du pannus synovial en stimulant la prolifération des 
synoviocytes et en favorisant l’infiltration par les cellules immunitaires via l’activation des cellules 
endothéliales. Au sein de ce pannus, l’IL-6 contribue à la maturation des lymphocytes B et des 
plasmocytes et induit ainsi la production d’anticorps et d’auto-anticorps.  

 

Figure 14 : Représentation schématique des différents acteurs de la pathogenèse de la polyarthrite rhumatoïde. 

Sont représentées sur ce schéma quelques-unes des nombreuses interactions cellulaires lors de l’établissement de la PR. Les 
différentes cytokines impliquées ont un rôle très important dans le recrutement et l’activation des différents acteurs 

cellulaires, notamment le TNF-α et l’IL-1ß qui interviennent à de nombreux niveaux [25]. 

 

D. DÉGRADATION DU CARTILAGE ET DE L’OS SOUS-CHONDRAL 

1. Les chondrocytes au cours de la polyarthrite rhumatoïde 

 Lors de la PR, les chondrocytes participent à l’entretien de l’inflammation et à la dégradation 
tissulaire de la matrice cartilagineuse. Suite à l’action des cytokines pro-inflammatoires (IL-1ß et 
TNF-α notamment), ils vont participer à la boucle d’activation en produisant des prostaglandines et du 
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monoxyde d’azote. Ils synthétisent différents eicosanoïdes à partir des phospholipides membranaires, 
telle que la prostaglandine E-2 produite grâce à l’action de cyclooxygénases (COX), notamment COX-
2, forme induite lors des processus inflammatoires. La PGE-2 va induire la production de 
métalloprotéases par les chondrocytes, et bloquer la synthèse de protéines matricielles. Le monoxyde 
d’azote (NO), produit par une NO-synthase (NOs) dont la forme induite (iNOs) voit son expression 
augmentée lors de l’inflammation, va induire une vasodilatation qui favorise l’infiltration cellulaire, 
mais également la sécrétion de MMPs, de PGE-2 et d’IL-1ß. 

 Lors de la phase de dégradation du cartilage (Figure 15), le métabolisme chondrocytaire va 
évoluer vers un état catabolique. La synthèse de collagènases (MMP-1, 8, 13) de stromélysine (MMP-
3), d’agrécannases (ADAMTS : Desintegrin and A Metalloprotease with Thrombospondin Motifs) va 
augmenter et ces enzymes vont pouvoir dégrader la matrice extracellulaire. Dans le même temps, la 
production d’inhibiteurs de MMPs, les TIMPs (Tissue Inhibitors of Matrix Metalloprotease) va 
diminuer.  

 

Figure 15 : Représentation des différents facteurs régulant la dégradation de la matrice cartilagineuse lors de la 
polyarthrite rhumatoïde. 

La dégradation du cartilage se fait en différentes étapes basées sur la synthèse d’agrécannases (ADAMTS) et de 
métalloprotéases matricielles (MMPs). L’IL-17 et l’IL-1 produites par les lymphocytes vont inverser la balance 

synthèse/dégradation des chondrocytes, et favoriser la disparition de la matrice. La libération dans la cavité articulaire de 
fragments de matrice dégradée sera aussi à l’origine d’une nouvelle stimulation chondrocytaire. De plus, les synoviocytes 

activés par les mêmes cytokines vont pouvoir eux aussi produire différentes MMPs, et envahir le cartilage [27]. 

 

2. Rôle des ostéoclastes dans la destruction osseuse 

 Au cours de la PR, les ostéoclastes sont les pivots de la destruction osseuse. Leur hyperactivité 
est induite par le TNF-α, l’IL-1 et les prostaglandines, via le système RANK/RANK ligand. Le TNF-
α peut activer l’ostéoclaste soit directement, soit par induction de l’expression de RANK ligand 
(RANKL) sur la membrane des lymphocytes T activés, des synoviocytes, des ostéoblastes et des 
macrophages, qui se fixe au récepteur membranaire ostéoclastique RANK et entraîne l’activation 
cellulaire [27].
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III. LES PATHOLOGIES ARTICULAIRES DÉGÉNÉRATIVES 
 

 L’arthrose est une pathologie articulaire due à la dégénérescence du cartilage. C’est une 
pathologie très fréquente : en France, tous âges confondus, environ 17 % de la population sont 
concernés, soit plus de 9 millions de personnes. Même si cette pathologie ne présente pas de risque de 
mortalité élevé, la comorbidité est, en revanche, particulièrement préoccupante, notamment lorsque 
certaines articulations (comme le genou ou la hanche) sont concernées. L’arthrose constitue la seconde 
cause d’invalidité après les maladies cardiovasculaires.  

Différentes articulations périphériques peuvent être atteintes, parmi lesquelles le genou (gonarthrose : 
35 % des cas), la hanche (coxarthrose : 20 % des cas) ou encore les doigts. La problématique de 
l’arthrose rachidienne est plus complexe : la cervicarthrose est la plus précoce, débutant après 30 ans. 

 

A. ÉTIOLOGIE 
 Il n’y a pas de cause claire et définie de l’arthrose. La maladie peut être déclenchée par un ou 
plusieurs facteurs. Une distinction est cependant faite entre les arthroses primitives, dites idiopathiques 
(sans cause connue), et les arthroses dites secondaires, en lien avec une anomalie structurale ou 
mécanique de l’articulation. L’arthrose secondaire va généralement concerner des sujets plus jeunes, 
car elle peut survenir suite à des traumatismes tels qu’une sollicitation excessive de l’articulation, une 
fracture, des lésions osseuses ou articulaires diverses, ou encore un mauvais alignement articulaire. La 
survenue de lésions dites focales au niveau du cartilage qui ne seront pas réparées de manière optimale 
peut également favoriser l’apparition précoce d’une arthrose secondaire. 

Divers facteurs de risques sont classiquement mis en cause dans la genèse de l’arthrose [28] : 

 - Les facteurs systémiques : l’âge et le sexe du patient sont des facteurs importants. L’arthrose 
idiopathique est rare chez les sujets de moins de 45 ans, alors qu’elle va concerner environ 60 % des 
patients de plus de 75 ans. Les femmes seront également plus touchées, notamment par la gonarthrose. 

 - Les facteurs génétiques sont prépondérants dans l’apparition de certaines formes de la 
maladie, leur part est évaluée à 40 à 65 % lors d’arthrose des articulations de la main. La combinaison 
de différents gènes peut aboutir à une prédisposition pour les pathologies arthrosiques. 

 - Les facteurs biomécaniques sont également à prendre en compte dans le développement de la 
maladie. La survenue de l’arthrose peut être la suite d’anomalies articulaires, de perte de masse 
musculaire (au niveau du genou notamment), ou d’un indice de masse corporel trop élevé. Si l’excès 
d’activité physique peut favoriser le développement de l’arthrose, notamment lors de certains sports, 
des études ont également montré qu’à l’inverse, une activité trop faible, voire une immobilisation 
(plâtre), semble délétère pour le cartilage articulaire [29]. D’un autre côté, dans un modèle de section 
du ligament croisé antérieur chez le rat, le maintien d’une activité physique faible à modéré après 
induction de la pathologie a un effet bénéfique sur la sévérité des lésions chondrales [30]. 

 

B. PHYSIOPATHOLOGIE 
 Au cours du processus arthrosique, il va y avoir une perte de l’homéostasie du cartilage. En 
conditions physiologiques dites normales, les chondrocytes perçoivent différents stimuli : cytokines 
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pro et anti-inflammatoires, stress mécaniques, contact cellule/matrice, aboutissant à une fine régulation 
de la composition et de l’organisation de la matrice extracellulaire du cartilage. En situation 
pathologique, le cartilage va perdre son caractère hyalin (devenir plus élastique), ce qui va modifier 
ses propriétés d’amortissement des chocs. Il va se fissurer, s’éroder et s’amincir, jusqu’à disparaître 
totalement au stade ultime de la pathologie. La Figure 16 représente les lésions observées lors 
d’arthrose établie.  

 

 

Figure 16 : Représentation schématique d’une articulation de genou, saine à gauche et arthrosique à droite. 

Lors de pathologie arthrosique, le cartilage s’amincit jusqu’à disparaître par endroit, pouvant alors provoquer des scléroses 
osseuses et l’apparition d’ostéophytes. La membrane synoviale sera sensibilisée par les produits de dégradation retrouvés 

dans le liquide synovial, qui verra sa viscosité diminuer. Adapté de Wieland & coll, 2005 [31]. 

 

1. Acteurs impliqués dans la pathologie 

 Les récents progrès ont permis d’améliorer considérablement les connaissances sur les 
facteurs impliqués dans la maladie et des mécanismes responsables de sa progression. Cependant, la 
séquence exacte des évènements conduisant aux dommages présentés ci-dessus reste imprécise.   

Au cours de l’arthrose, la présence de débris de la matrice extracellulaire dans la cavité articulaire 
induit une sensibilisation de la membrane synoviale, qui va produire des cytokines pro-inflammatoires. 
Ces cytokines vont agir sur les chondrocytes en augmentant l’expression de protéases matricielles et 
en diminuant l’expression de leurs inhibiteurs. Les MMPs les plus exprimées sont la MMP-1 
(collagénase 1), la MMP-13 (collagénase 3), la MMP-3 (stromélysine1) et la MMP-9 (gélatinase B). 
Certains produits de dégradation générés par l’action de ces enzymes vont être reconnus par des 
récepteurs membranaires présents à la surface des chondrocytes, qui ainsi stimulés, produisent à leur 
tour des protéases et des médiateurs inflammatoires. 
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Figure 17 : Acteurs impliqués dans le processus arthrosique. 

L’évolution de la maladie est caractérisée par la dégradation du cartilage causée par les métalloprotéases matricielles (MMP). 
La fibrillation et l’érosion de la surface du cartilage vont libérer des produits de dégradation dans le liquide synovial. La 

phagocytose de ces produits par des macrophages synoviaux induit une réaction inflammatoire de la membrane synoviale, ce 
qui conduit à la synthèse locale de protéases et des cytokines pro-inflammatoires. Elles vont alors diffuser à travers le liquide 

synovial et dans le cartilage, et induire une dégradation du cartilage supplémentaire. (ICE = interleukine 1β-converting 
enzyme ; MT-MMP = membrane-type matrix metalloprotease ; TIMP = tissue inhibitor of matrix metalloprotease; u-PA = 

urokinase plasminogen activator) [32] 

Suite à leur dégradation par les MMPs, les collagènes de la matrice cartilagineuse perdent leur 
structure en triple hélice, les rendant ainsi plus sensibles à l’action des protéases. Le renouvellement 
des collagènes acquis dans lors de la croissance étant très lent, une atteinte du réseau fibrillaire rend 
irréversible une atteinte du cartilage. La dégradation de l’agrécanne affaiblit les propriétés 
rhéologiques du cartilage. Son clivage va bloquer sa capacité à s’agréger sur l’acide hyaluronique, et 
ainsi faciliter sa fuite hors de la matrice cartilagineuse, lors de l’application de contraintes. 

 Parmi les cytokines impliquées dans l’arthrose, l’IL-1ß et le TNF-α (Tumor Necrosis Factor 
α) sont considérés comme les principaux acteurs. Ces deux cytokines produites par les chondrocytes, 
les cellules mononucléées, les ostéoblastes et la membrane synoviale stimulent la production de 
facteurs inflammatoires et cataboliques. L’IL-1ß est plutôt associée à la destruction du cartilage, alors 
que le TNF-α va diriger la cascade inflammatoire. La Figure 18 représente l’implication des 
différentes cytokines dans la physiopathologie arthrosique. 
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Figure 18 : Rôle des cytokines pro-inflammatoires dans la physiopathologie de l’arthrose.  

Les cytokines pro-inflammatoires participent au processus arthrosique par différents mécanismes incluant la diminution de 
l’anabolisme, une augmentation du catabolisme et de la réponse inflammatoire. (NO : Nitric Oxide, TIMP : Tissue Inhibitor 

of MetalloProteinase, MMP : Matrix MetalloProteinase, PA : Plasmin Activator, PGE2 : Prostaglandin E2, TGF-ß : 
Transforming Growth Factor ß, BMP-2 : Bone Morphogenic Protein 2.) 

http://www.med.nyu.edu/medicine/labs/abramsonlab/images/Fig-1-pathogenesis_osteoarthritis-orig.jpg (Page consultée en 
août 2014) 

 Au cours de l’arthrose, il existe une production accrue d’IL-1ß qui ainsi diminue la synthèse 
des protéoglycannes, des collagènes, des inhibiteurs de MMPs (TIMPs : Tissue Inhibitor of 
MetalloProteinases) et augmenter la synthèse des protéases matricielles. L’activité de l’IL-1ß est 
médiée par son récepteur spécifique de type 1 (IL-1 R1) présent à la surface des cellules. Une 
augmentation du nombre de ces récepteurs de type 1 a été constatée dans des chondrocytes et 
fibroblastes synoviaux issus de patients arthrosiques. Les chondrocytes d’un cartilage arthrosique sont 
donc beaucoup plus sensibles à l’action de l’IL-1ß que ceux d’un cartilage sain. 

De la même manière, un des deux récepteurs au TNF-α (TNF-R1 ou p55) voit son expression 
augmentée dans les chondrocytes et fibroblastes synoviaux issus de patients arthrosiques. Une fois 
transmis, le message induit une suppression de la synthèse de protéoglycannes, de l’agrécanne et du 
collagène de type 2, tout en augmentant la synthèse de MMP-1, 3 et 13, et entraîne la production 
d’autres cytokines comme l’interleukine-6, l’interleukine-8 ou MCP-1 (Monocyte Chemotactic 
Protein -1). 

 

2. Modifications chondrocytaires 

 Les phases précoces de l’arthrose se caractérisent par une prolifération cellulaire, la formation 
de clusters [33], et une hypertrophie chondrocytaire qui sont interprétées comme des tentatives de 
réparation : la synthèse d’agrécanne, de petits protéoglycannes et de collagènes de type II est accrue. 
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Une modification de l’anabolisme survient à un stade plus avancé de la pathologie, la production de 
collagènes de type I, III et X augmente, altérant ainsi les propriétés mécaniques du cartilage. Parmi les 
nombreux médiateurs de l’inflammation produits par les chondrocytes en situation pathologique, on 
note un accroissement de la synthèse de monoxyde d’azote (NO). Les cytokines pro-inflammatoires 
telles que le TNF-α ou l’IL-1ß vont induire la production de NO-synthase (iNOs pour : inducible 
Nitric Oxide synthase) qui entraînera la production de NO. Ce NO va inhiber la synthèse de collagènes 
et de protéoglycannes, activer la synthèse de MMPs et également avoir un rôle dans l’apoptose 
chondrocytaire [34]. En effet, il a été constaté une hausse de l’apoptose chondrocytaire en parallèle de 
l’évolution de la pathologie. Le lien entre la synthèse de NO et la mort cellulaire des chondrocytes a 
déjà été établi [35], le NO pouvant induire l’apoptose via un mécanisme dépendant de la chaîne 
respiratoire des mitochondries [36]. Cette apoptose peut aussi résulter d’une modification de la matrice 
extracellulaire, les chondrocytes étant moins bien protégés des contraintes biomécaniques supportées 
par le cartilage. 
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Chapitre 2  : LES DIFFÉRENTS TRAITEMENTS 
PROPOSÉS EN RÉPONSE AUX PATHOLOGIES 
ARTICULAIRES 
 

I. LES SOLUTIONS THÉRAPEUTIQUES ACTUELLES 
 

 Les différentes pathologies évoquées dans la partie précédente ont en commun certaines 
procédures thérapeutiques. Chez les patients arthrosiques, la prise en charge non médicamenteuse est 
très importante, des mesures hygiénodiététiques sont associées aux traitements médicamenteux afin de 
permettre le maintien d’une activité physique régulière, nécessaire au ralentissement de la progression 
de la maladie. Classiquement, le schéma thérapeutique commence par divers traitements 
médicamenteux variables selon les pathologies, avant d’avoir recours à des procédures chirurgicales 
selon l’évolution de la maladie.  

 Que ce soit pour les pathologies dégénératives ou inflammatoires, il n’existe malheureusement 
pour le moment aucun traitement curatif. Les différentes solutions thérapeutiques proposées en 
réponse à l’arthrose sont principalement symptomatiques, pour aider à la gestion de la douleur et de 
l’inflammation. Cependant, les récentes avancées dans la compréhension des mécanismes de la 
pathologie arthritique notamment, ont permis l’émergence de thérapeutiques nouvelles. 

 

A. TRAITEMENTS MÉDICAMENTEUX 

1. Pour les pathologies inflammatoires 

 La PR est une maladie qui provoque des douleurs inflammatoires des articulations, le plus 
souvent des mains, des poignets et des pieds. Elle évolue par poussées non prévisibles et entraîne des 
déformations aboutissant à la destruction irréversible de l'articulation et à l'invalidité. Pour ne pas 
arriver à ce stade, il convient de diagnostiquer cette affection et de la traiter le plus tôt possible. 
Malgré les progrès considérables dus aux biothérapies, il n’existe à l’heure actuelle aucun traitement 
permettant une rémission totale et systématique de la PR. Néanmoins, la prise en charge de cette 
pathologie évolue de pair avec la compréhension de son établissement et donc des avancées 
scientifiques.  
Le traitement de cette affection peut être envisagé sous trois angles, indépendants et concomitants : 
  Calmer la douleur (traitements symptomatiques) : antalgiques, anti-inflammatoires, 

physiothérapie. Ces mesures n'ont pas d'effet sur l'évolution de la polyarthrite. 
 Limiter l'activité de la maladie (traitement de fond) : aucun médicament ne permet de guérir la 

maladie avec certitude, mais des rémissions sont possibles. Le traitement de fond concerne la 
prise régulière de « médicaments » au long court. 

  Préserver la fonction articulaire (traitement conservateur) : orthèses qui vont immobiliser 
l’articulation, rééducation, réparation chirurgicale des déformations, ou au contraire blocage 
définitif de l'articulation (arthrodèse). 
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a) Les traitements symptomatiques 
 Les traitements symptomatiques sont sensiblement les mêmes que lors de la prise en charge de 
l’arthrose. Les AINS sont souvent nécessaires tout au long de l’évolution de la maladie, notamment 
grâce à leur efficacité sur les épisodes douloureux. La corticothérapie offre des résultats intéressants 
car elle permet d’agir rapidement sur la douleur et l’inflammation. Néanmoins, l’utilisation de 
corticoïdes s’accompagne souvent d’effets indésirables potentiellement importants (gastrotoxicité) et 
un suivi doit être réalisé dans la prévention des infections et de l’ostéoporose cortico-induite. Là 
encore un traitement local par injection intra-articulaire de corticoïdes peut être proposé en cas 
d’inflammation locale persistante, sans dépasser trois injections par an et par articulation. 

L’émergence des traitements de fond, qui permettent un contrôle plus précis de la pathologie, a permis 
d’améliorer considérablement la prise en charge de la maladie.  

 

b) Les traitements de fond 
 Aussi appelés DMARD (pour Disease Modifying Anti-Rheumatic Drugs), ils visent à contrôler 
les manifestations inflammatoires cliniques de la maladie. Leur efficacité est en général retardée, 
suspensive (reprise d’activité à l’arrêt du traitement) et malheureusement inconstante en raison de 
l’apparition de phénomènes de résistance obligeant à changer de molécule. 

 Le méthotrexate (MTX) est un des premiers traitements de fond qui a été proposé. Ce 
médicament, efficace au bout de 6 semaines (contre 3 mois pour les autres traitements de fond) et à 
prendre sur le long terme, agit sur le cycle des folates en réduisant la synthèse de la thymidine et des 
purines, ce qui diminue la synthèse d’ADN et d’ARN. Le MTX perturbe également la méthylation des 
protéines et des acides nucléiques. Il permet d'éviter les lésions osseuses et de ralentir les 
détériorations articulaires. Plus de la moitié des personnes traitées continuent à en prendre au bout de 5 
ans. Le léflunomide (un inhibiteur de la synthèse de la thymidine, de la cytidine et de l’uridine) est 
plus récent (années 2000) et constitue une alternative thérapeutique en cas d’échec du MTX. D’autres 
molécules comme des antipaludéens de synthèse ou la sulfasalazine peuvent être proposées en cas de 
PR débutante ou peu active, mais leurs délais d’action très longs (3 mois et entre 3 et 6 mois, 
respectivement) comme leurs effets indésirables non négligeables font qu’ils ne sont que rarement 
proposés [37].  
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Figure 19 : Schéma thérapeutique de la prise en charge de la polyarthrite rhumatoïde. 

Adapté des recommandations selon le dictionnaire Vidal (consulté en octobre 2014) 

 

c) Biothérapies 
 L’amélioration des connaissances sur le mécanisme de la PR a permis le développement d’un 
nouveau type de thérapie dans les années 2000. Issues du génie génétique, les biothérapies ont la 
propriété de cibler une protéine de l’inflammation impliquée dans la pathologie. La Figure 20 
représente les différentes cibles possibles, qui peuvent être des cytokines, des protéines membranaires, 
ou directement des récepteurs présents à la surface des cellules.  

 Parmi les molécules disponibles, les anti- TNF-α sont les plus utilisées. Plusieurs types 
existent, des anticorps monoclonaux humanisés, chimériques, ou des protéines de fusion entre une 
fraction du récepteur au TNF-α et la partie Fc de l’immunoglobuline IgG1. Elles vont permettre de 
complexer le TNF-α lorsqu’il est produit par les cellules, et ainsi de bloquer son action.  
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Figure 20 : Représentation des différentes cibles visées par les biothérapies. 

Les biothérapies peuvent cibler des récepteurs membranaires afin de bloquer les interactions (Abatacept), cibler des protéines 
membranaires pour inactiver les cellules (Rituximab) ou directement bloquer les cytokines lors de leur sécrétion ou des 

récepteurs solubles pour empêcher la transmission du signal (Tocilizumab, inhibition IL-1ß et TNF-α) [38,39]. 

D’autres biothérapies peuvent être proposées : le tocilizumab permet de capter le récepteur à l’IL-6, le 
rituximab intervient contre le cluster de différentiation CD20 présent à la surface des lymphocytes B 
[40], ou l’abatacept qui inhibe la co-stimulation avec les lymphocytes T. L’anakinra est lui une forme 
recombinante de l’antagoniste naturel de l’IL-1ß : le récepteur soluble IL-1Ra [38,39]. 

 Même si aujourd’hui ces traitements ont prouvé leur efficacité, les très couteuses biothérapies 
(estimées à 15 000 € par an et par patient) ont plusieurs inconvénients. Environ un tiers des patients ne 
répondent pas aux traitements, ou développent des résistances. Pour ces patients, le schéma 
thérapeutique propose l’essai d’un deuxième anti-TNF différent lors de l’échec du premier traitement 
(rotation des anti-TNF), avant d’envisager un autre agent biologique. Ces thérapies peuvent également 
être prescrites en association avec un traitement de fond conventionnel comme le méthotrexate [41]. 

D’autre part, ces thérapies peuvent, elles aussi, engendrer des effets indésirables. Les anticorps utilisés 
en biothérapie étant des protéines exogènes de grande taille, elles peuvent être reconnues comme 
antigènes et conduire à la formation d’anticorps « anti-thérapie », des auto-anticorps neutralisants (ou 
anticorps anti idiotypiques) qui neutralisent leurs effets. De par l’effet immunomodulateur des 
biothérapies, il a été rapporté une sensibilité plus importante aux infections bactériennes, notamment 
suite à l’utilisation d’anti-TNF-α. Il est, par exemple, établi qu’il existe une augmentation de 
l’incidence de la tuberculose chez les patients traités par infliximab ou l’adalimumab. 
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2. Pour les pathologies dégénératives 

 Dans le cas des pathologies arthrosiques, les traitements proposés seront principalement 
symptomatiques. 

 Des antalgiques comme le paracétamol seront préconisés en cas de douleurs modérées. Lors 
des poussées aigües, douloureuses et/ou inflammatoires de la pathologie, des traitements anti-
inflammatoires non stéroïdiens (AINS) pourront être prescrits. Cependant ces AINS sont connus pour 
leurs effets indésirables, notamment vis-à-vis de l’estomac d’où leur association classique avec un 
protecteur gastrique. On peut les substituer par des AINS inhibiteurs sélectifs de Cox-2 (les coxibs), 
qui sont moins gastrotoxiques, mais dont l’utilisation est délicate chez des patients présentant des 
facteurs de risques cardiovasculaires. Les AINS peuvent être utilisés localement (sous forme de gels 
topiques) en traitement alternatif ou d’appoint, majoritairement dans le cas de gonarthrose. 

 

 

Figure 21 : Schéma thérapeutique de la prise en charge des pathologies arthrosiques. 

Adapté des recommandations selon le dictionnaire Vidal (consulté en octobre 2014) 

 Une classe de médicaments connus sous le nom d’anti-arthrosiques symptomatiques d’action 
lente (ou SySADOA pour Symptomatic Slow Acting Drugs in Osteo-Arthritis) regroupe des molécules 
réputées pour avoir un effet chondroprotecteur voire des propriétés anti-inflammatoires. Ces 
traitements de fond visent à ralentir et retarder l’évolution naturelle de l’arthrose, d’améliorer la 
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fonctionnalité de l’articulation et de limiter l’apparition de poussées inflammatoires. Administrées par 
voie orale en apport continu ou séquentiel, ces molécules auraient un effet au niveau articulaire à long 
terme. On pourra retrouver des chondroïtines sulfate, de la diacerhéine, ou les glucosamines. Les 
chondroïtines sulfate sont recommandées par l’OARSI (Osteo-Arthritis Research Society 
International) et par l’EULAR (European League Against Rheumatism) dans le traitement de 
l’arthrose du genou et de la hanche, mais le mode d’action de ces molécules reste mal connu, leur 
intérêt thérapeutique est souvent remis en cause [42]. En 2013, la Haute Autorité de Santé a jugé que 
le service médical rendu de traitements anti-arthrosiques d’action lente était insuffisant. 

Lorsque l’évolution de la maladie ne permet plus une gestion correcte de la douleur et de 
l’inflammation par des prises per os de médicaments, des injections intra-articulaires (IA) de 
corticoïdes peuvent être préconisées dans le traitement de l’arthrose de la hanche ou du genou. De la 
même manière, des injections dites de « viscosupplémentation » d’acide hyaluronique peuvent être 
utiles dans le traitement de l’arthrose du genou ou de la hanche. Elles sont bénéfiques d’un point de 
vue mécanique en permettant de rétablir une viscosité suffisante au liquide synovial pour faciliter le 
mouvement, et également grâce à l’effet biologique de l’acide hyaluronique pour les chondrocytes. 
Elles sont caractérisées par un effet symptomatique bénéfique retardé, mais prolongé par rapport aux 
injections IA d’anti-inflammatoires [43]. Cependant, ces gestes médicaux nécessitent une 
asepsie chirurgicale, le nombre d’infiltrations ne pourra dépasser trois par an et par articulation 
touchée, et peuvent provoquer des effets indésirables non négligeables. Là encore, certaines méta-
analyses, très discutées, mettent en doute leur efficacité. 

 

B. TRAITEMENTS CHIRURGICAUX DE LA GONARTHROSE 
 De nombreuses techniques chirurgicales existent permettant de soulager les patients à 
différents stades d’évolution de la pathologie arthrosique. Utilisées en dernier recours en cas d’échec 
des traitements médicamenteux, ces techniques vont du simple lavage articulaire sous arthroscopie à la 
pose de prothèse totale.  

Différentes méthodes peuvent être proposées, les techniques dites de « stimulation osseuse » font 
appel à la capacité de l’os sous-chondral de former un caillot sanguin (contenant des cellules souches 
mésenchymateuses) dans les lésions ostéochondrales ; la mosaïcoplastie est le transfert de cylindres 
ostéochondraux prélevés en zone non portante au niveau de la zone de cartilage défectueuse. Enfin, 
des techniques faisant appel à l’ingénierie cellulaire comme la méthode de Brittberg [44] ou 
« transplantation de chondrocytes autologues » (ACI, pour Autologous Chondrocyte Implantation) ont 
été développées. Après prélèvement et amplification in vitro des chondrocytes autologues, les cellules 
sont réimplantées au sein de la lésion, l’ensemble étant ensuite recouvert par un lambeau de périoste 
suturé de manière étanche. Ces techniques ont évolué grâce aux apports de l’ingénierie tissulaire vers 
l’utilisation de membranes de collagène pour remplacer le lambeau de périoste, et également par 
l’implantation dans la lésion de matrice ensemencée par les chondrocytes autologues (MACI, pour 
Matrix Associated Chondrocyte Implantation).  

Ces différentes méthodes chirurgicales ne permettent pas toujours d’obtenir un tissu de réparation de 
qualité optimale, les propriétés biomécaniques du fibrocartilage néoformé restent souvent insuffisantes. 
Ainsi, les chirurgiens ont recours à l’arthroplastie (partielle ou totale), qui consiste au remplacement 
de tout ou une partie de l’articulation par des composants en métal et polyéthylène. 
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 Dans le cas de la PR, la chirurgie fait appel à la synovectomie, éventuellement couplée à 
l’arthroplastie lors des stades les plus évolués. 

 

C. L’INGÉNIERIE CELLULAIRE : UNE THÉRAPIE ÉMERGENTE 
 Les résultats cliniques obtenus suite aux différentes techniques exposées précédemment 
(hormis l’arthroplastie totale et son caractère définitif) ne sont pas toujours optimaux, ces techniques 
ne permettant pas d’obtenir systématiquement un tissu de réparation de bonne qualité. Afin 
d’améliorer la qualité du tissu nouvellement synthétisé, la recherche s’est tournée vers le 
développement de l’ingénierie cellulaire. Cette approche vise à induire, guider et structurer la 
croissance cellulaire avec ou sans matrice adéquate, afin d’organiser les cellules en un tissu spécialisé 
et fonctionnel. Cette technique fait appel à des contingents cellulaires variables selon les besoins, et 
différents facteurs bioactivateurs nécessaires au développement du néo-tissu [45]. L’ensemble pourra 
être associé à différents biomatériaux développés à base de collagènes [46], d’acide hyaluronique, 
d’alginate [47], de chitosan [48], ou encore d’acide poly-lactique [49]. Le contingent cellulaire de 
référence pour la reconstruction du cartilage est le chondrocyte. Cependant, en raison des difficultés de 
prélèvement de ces cellules et de leur tendance à se dédifférencier rapidement lors des phases de 
culture in vitro, l’utilisation de ces cellules est confrontée à un certain nombre d’écueils. C’est 
pourquoi de nombreuses équipes de recherche se sont tournées vers l’utilisation de cellules souches 
comme candidat à l’ingénierie du cartilage.  

 

Figure 22 : Rôles thérapeutiques potentiels des cellules souches mésenchymateuses. 

Les effets bénéfiques des CSMs sont dus à leur capacité de différenciation et également à leur effet paracrine. Par la synthèse 
de différents facteurs solubles, elles possèdent également d’importantes propriétés d’immunomodulation, de régénération 

tissulaire, rendant intéressant leur utilisation en clinique. [50] 

 Les cellules souches mésenchymateuses, par exemple, sont des cellules dites pluripotentes et 
capables de se différencier en plusieurs types cellulaires sous l’influence de facteurs de différenciation 
spécifiques (Figure 22). D’origines variables, on peut en trouver par exemple au sein de la moelle 
osseuse, du tissu adipeux, de la gelée de Wharton dans le cordon ombilical, ou encore dans la 
membrane synoviale. Malgré la diversité de leurs origines, ces CSMs ont en commun leurs capacités 
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de différenciation (plus ou moins favorisées vers une voie plutôt qu’une autre en fonction de leurs 
provenances) et également leurs effets paracrines [50–52]. Ces cellules sont également dotées de 
propriétés d’immunomodulation, anti-apoptotiques, d’inhibition de la formation d’ostéophytes ; des 
propriétés intéressantes dans les maladies inflammatoires. 

Récemment, un programme de recherche européen : ADIPOA (pour Adipose derived stromal cells for 
osteoarthritis) piloté par Christian Jorgensen (CHU de Montpellier et unité INSERM U844) étudie un 
nouveau concept de traitement de l’arthrose par injection de CSMs autologues d’origine adipeuse au 
niveau de l’articulation (Figure 23). 

Après des études in vitro, et une phase d’essais précliniques [53,54] donnant des résultats très 
encourageants, des essais cliniques de phase I ont été initiés en 2012, les essais de phase II doivent 
débuter prochainement. 

 

 

Figure 23 : Représentation schématique d'une thérapie basée sur l'injection intra-articulaire de cellules souches 
mésenchymateuses d’origine adipeuse. 

Les effets bénéfiques de l’injection des CSMs sont ici dus au relargage de nombreux facteurs par les cellules, aboutissant au 
contrôle de l’inflammation synoviale et de la dégénérescence du cartilage. [55] 

Ces dernières années ont vu l’émergence d’un « nouveau » type de cellules : les cellules souches 
pluripotentes induites (ou iPS, pour induced Pluripotents Stem Cells). Ces cellules, proches des 
cellules souches embryonnaires, sont générées par reprogrammation génétique de cellules somatiques 
adultes. La néo-expression de facteurs de pluripotence permet de conférer aux cellules des 
potentialités de différenciation très larges. Ensuite, il est possible de redifférencier les cellules vers le 
phénotype désiré [56]. 
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II. LIMITES ACTUELLES DES TRAITEMENTS ET SOLUTIONS 
ENVISAGÉES 

 

 La majorité des traitements proposés aujourd’hui ciblent les symptômes ressentis par le 
malade et l’amélioration de la fonction articulaire, mais n’auront que peu d’effets sur la destruction du 
tissu. Ainsi, la pathologie continuera de progresser. Malgré les différentes thérapeutiques proposées en 
réponse aux pathologies articulaires, un certain nombre de points négatifs subsistent dans la prise en 
charge des malades. 

 

A. EFFETS INDÉSIRABLES ET ACCESSIBILITÉ DU TISSU ARTICULAIRE 

1. Effets indésirables des traitements médicamenteux 
actuellement proposés 

 Le passage de quantités importantes de principes actifs via la circulation générale après 
administration orale ou par injection intraveineuse avant d’atteindre leur cible thérapeutique peut 
entraîner différents effets indésirables pouvant compromettre l’efficacité du traitement. Les 
traitements à base d’anti-inflammatoires non stéroïdiens sont connus comme pouvant entraîner des 
lésions au niveau du tractus gastro-intestinal (brûlures d’estomac, ulcères, saignements), ainsi qu’au 
niveau rénal. Cela est dû à leur effet d’inhibiteurs de la synthèse de prostaglandines, les AINS 
« classiques » vont inhiber Cox-1, physiologique, et Cox-2 induite lors de la réaction inflammatoire. 
Cependant l’inhibition sélective de Cox-2 s’accompagne d’effets indésirables cardiovasculaires.  

De la même façon, le méthotrexate, très utilisé comme traitement de fond des pathologies articulaires 
inflammatoires, a permis une importante amélioration de la prise en charge de la pathologie. 
Cependant, cet inhibiteur de la voie des folates, qu’il soit administré par voie orale ou par injection 
sous-cutanée, présente une toxicité hématologique (dûe à son action antiproliférative) et différents 
effets indésirables hépatiques, rénaux et pulmonaires.  

Les biothérapies, qui permettent une bonne gestion de la réaction inflammatoire chez les malades 
présentant une polyarthrite très active, présentent également des effets indésirables non négligeables. 
En effet, de par leurs effets immunomodulateurs via l’inhibition de cytokines pro-inflammatoires, les 
patients traités par certaines biothérapies sont plus facilement sujets aux infections, notamment 
bactériennes. 

 

2. Biodisponibilité du traitement et voie d’accès des tissus 
articulaires 

 L’administration d’un médicament nécessite que cette molécule puisse atteindre sa cible 
cellulaire avec une concentration suffisante pour déclencher l’effet thérapeutique désiré. Cela signifie 
que au niveau de sa cible, la concentration de la molécule doit se situer dans une fenêtre thérapeutique 
adaptée. Administrée par voie orale, la concentration d’une molécule évolue entre les prises du 
médicament de doses trop élevées (donc potentiellement toxiques) à trop faibles (et donc 
potentiellement inefficaces).  
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 Lors du choix de la voie d’administration, une des difficultés pour les traitements des 
pathologies articulaires est l’absence de vascularisation du cartilage. Les molécules administrées par 
voie orale et ciblant le cartilage articulaire devront traverser de nombreuses barrières (Figure 24) avant 
d’atteindre les chondrocytes présents dans la matrice.  

 

Figure 24 : Représentation du trajet parcouru par une molécule administrée par voie orale. 

Suite la prise du médicament par voie orale {1}, la molécule suit le tractus digestif jusqu’à l’estomac {2} où elle devra 
supporter un pH très acide. Une fois au niveau intestinal {3}, une partie du principe actif pourra traverser la barrière 

intestinale avant de rejoindre le foie via la veine porte {4}, passage obligé après absorption intestinale. Selon le métabolisme 
hépatique, elle pourra rejoindre la circulation générale. Après avoir rejoint la circulation sanguine, la molécule pourra encore 
être éliminée au niveau rénal {5}, la part restante parviendra aux différents organes {6}, dont les articulations {7}. Cependant, 
seuls la membrane synoviale et l’os sous-chondral sont vascularisés, pour accéder à la cavité articulaire, les principes actifs 

doivent encore passer à travers la barrière filtrante qu’est la membrane synoviale. Adapté de Servier Médical Art. 

Les travaux de Lauder en 2009 [57] ont montré que, lors de l’administration par voie orale de 
chondroïtines sulfate, seulement 10 à 20 % de la quantité administrée est retrouvée dans le sérum. De 
la même façon, Ronca et coll. [58] ont comparé les voies d’administration intraveineuse (i.v.) et per os 
pour des chondroïtines sulfate (CS) chez le rat. Ils ont montrés que malgré un ratio de concentration de 
1 pour 5 entre i.v. et per os, des quantités similaires de CS sont retrouvées dans le sang, le liquide 
synovial et le cartilage articulaire. La biodisponibilité de molécules administrée par voie orale n’est 
pas optimale lorsque les tissus articulaires sont visés.  

 Afin de limiter les effets indésirables dus à l’exposition d’autres tissus aux molécules 
médicamenteuses et dans le but de permettre un apport direct au tissu articulaire, une solution pourrait 
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être d’injecter directement dans la cavité articulaire le principe actif désiré. Cependant, d’autres 
écueils potentiels sont alors à prendre en considération. 

 

B. PROBLÈMES SOULEVÉS PAR L’INJECTION INTRA-ARTICULAIRE 

1. Inconvénients d’une injection intra-articulaire 

 Les injections réalisées directement dans la cavité articulaire permettent d’apporter 
directement le principe actif désiré dans une concentration suffisante et nécessaire pour l’action 
thérapeutique visée. Aussi, cela peut permettre d’utiliser des molécules possédant des propriétés 
thérapeutiques intéressantes, mais une faible biodisponibilité lors de leur administration par voie orale 
[59] ou i.v. De cette manière, les effets indésirables des molécules administrées sont réduits, pour peu 
que le principe actif et son vecteur soient bien tolérés localement. 

 La réalisation de ce geste médical nécessite le respect de strictes mesures d’asepsie. En effet, 
l’injection directe dans une cavité articulaire, déjà sensibilisée par la pathologie existante que l’on 
souhaite traiter, peut provoquer différents effets indésirables [60]. Il a été reporté des cas d’arthrite 
septique (estimation d’environ 1 cas pour 10000), des réactions inflammatoires douloureuses (avec ou 
sans épanchement articulaire), suite à des injections dites de viscosupplémentation d’acide 
hyaluronique [61]. La réalisation de l’injection nécessite une parfaite maîtrise du geste, après prise de 
différents repères anatomiques, l’aiguille doit être insérée de façon très précise afin de ne pas 
provoquer de dommages aux tissus environnants [62]. Un contrôle échographique réalisé en parallèle 
de l’injection peut être bénéfique pour améliorer la précision de la technique. 

Actuellement, il est préconisé de ne pas dépasser 3 à 5 injections (de corticoïdes ou d’acide 
hyaluronique) par an et par articulation afin de limiter d’éventuelles complications. 

 

2. Diffusion systémique après injection IA. 

 Comme cela a été évoqué dans la partie précédente, la membrane synoviale qui tapisse la 
cavité articulaire a un rôle de filtre. C’est elle qui va réguler la composition du liquide synovial en 
éliminant les déchets ou composés étrangers présents dans la cavité articulaire. Malgré une diffusion 
compliquée des molécules de grande taille, la cavité articulaire est en relatif équilibre avec la 
circulation systémique grâce à l’important drainage lymphatique. Il est considéré que la totalité du 
liquide synovial est renouvelée plusieurs fois en 24 heures [59]. Cela a pour principal inconvénient 
une fuite des molécules administrées en intra-articulaire vers la circulation systémique. En effet, les 
molécules de petite taille telles que les cytokines, les anesthésiques locaux, les corticoïdes, les AINS et 
autres, diffusent très rapidement à travers la membrane synoviale jusqu’à la paroi des capillaires, et 
sont ainsi en équilibre entre le liquide synovial et le plasma. Il a été démontré que, chez des patients 
polyarthritiques, la demi-vie au sein du liquide synovial de molécules telles que le paracétamol ou le 
diclofénac pris par voie orale était de respectivement 1,1 et 5,2 heures [60]. En conséquence, 
l’utilisation de l’injection intra-articulaire peut permettre de diminuer les doses apportées par rapport à 
une administration par voie orale, mais ne permet pas le maintien dans l’articulation des principes 
actifs, en raison de leur rapide redistribution dans l’organisme.  

Cela met en évidence un réel besoin d’un système injectable directement dans l’articulation qui permet 
le maintien et le relargage progressif d’une molécule d’intérêt. 





Etude bibliographique 
 

57 

Chapitre 3  : LA VECTORISATION 
 

I. CONCEPTS ET ÉVOLUTIONS DE LA VECTORISATION 
 

A. GÉNÉRALITÉS 
 L’amélioration de la compréhension des différents mécanismes physiopathologiques a permis 
d’importantes avancées dans les traitements proposés aux malades. Cependant, après avoir trouvé la 
molécule d’intérêt qui pourrait aider à combattre la maladie, la seconde étape consiste à trouver le 
meilleur moyen d’apporter cette molécule au niveau de sa cible. En effet, afin d’améliorer l’efficacité 
thérapeutique des principes actifs tout en limitant les effets indésirables éventuels, améliorer leur 
biodisponibilité articulaire est également très important. 

Un certain nombre d’écueils, dus à des cibles médicamenteuses difficilement accessibles, peuvent être 
levés en ayant recours aux nanotechnologies. Ce concept de nanotechnologie à visée médicale a pour 
objectif d’augmenter la spécificité et l’efficacité des traitements en améliorant leur administration 
localisée. Aussi, cela permet de prolonger la durée de vie de la molécule encapsulée dans l’organisme, 
en la protégeant d’une dégradation ou d’une élimination trop rapide. 

Différentes caractéristiques sont souhaitées pour ces outils de vectorisation. Composés de matériaux 
biodégradables et biocompatibles, ils doivent être de diamètre micro ou nanométrique et ne doivent 
pas être immunogènes. Également, le vecteur doit pouvoir charger une quantité suffisante du principe 
actif, la protéger d’une dégradation chimique ou biochimique, et permettre sa libération seulement 
lorsque la cible biologique du vecteur a été atteinte (48). 

 Nous détaillerons ensuite les différentes générations de vecteurs, les avantages et intérêts de la 
vectorisation. Enfin, nous nous concentrerons sur les particules polymériques à base de PLGA, qui 
nous intéressent dans ce travail. 

 

B. ÉVOLUTIONS DES DIFFÉRENTS TYPES DE VECTEURS : OPTIMISATION 

DE LA SPÉCIFICITÉ DU CIBLAGE  
 L’intérêt grandissant de la recherche pour les nanotechnologies à visée médicale a permis 
l’émergence de trois générations consécutives de vecteurs.  

 

1. Les vecteurs de première génération : les vecteurs 
hépatospléniques. 

 Cette première génération de vecteur a été développée principalement à partir de liposomes ou 
de particules polymériques. Leur surface « nue », sans recouvrement, fait qu’une fois injectés par voie 
intraveineuse, ils sont très rapidement reconnus comme étrangers par l’organisme. De très nombreuses 
protéines plasmatiques vont venir s’adsorber à la surface des particules, dont les protéines de la famille 
des opsonines, et vont marquer ces particules comme étant des particules exogènes. Ce marquage va 
provoquer la reconnaissance des vecteurs par le système réticulo-endothélial, et plus particulièrement 
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par les nombreux macrophages présents dans le foie (cellules de Kupffer), la rate et les reins [64]. Ces 
cellules vont phagocyter les particules afin d’éliminer ce qui est reconnu comme « étranger » de 
l’organisme. 

 Ce tropisme hépatosplénique est utilisé à des fins thérapeutiques, cela permet en effet 
l’accumulation des particules, injectées par voie sanguine, dans les macrophages où le principe actif 
encapsulé sera libéré. Cette caractéristique a été mise à profit pour l’adressage de médicaments au 
niveau du foie, notamment dans le cas de cancer du foie où les cellules de Kupffer vont jouer le rôle 
de réservoir de principe actif. Ce dernier pourra ensuite diffuser dans le tissu vers les cellules 
néoplasiques. Ainsi, des particules polymériques contenant de la doxorubicine ont été développées 
pour cibler un cancer hépatique. L’association du vecteur et de la molécule active (Livatag®, 
actuellement en essai clinique de phase III) permet de réduire considérablement la toxicité cardiaque 
de la doxorubicine en l’apportant directement aux cellules du foie et également d’empêcher le 
phénomène de résistance à la chimiothérapie des cellules tumorales, en masquant le principe actif au 
cœur de la particule.  

 

2. Notion de furtivité et vecteur de seconde génération 

 La première génération de vecteur, la plus simple, permet principalement de cibler les cellules 
de Kupffer et les cellules du système réticulo-endothélial. Afin de limiter ces phénomènes 
d’opsonisation et de phagocytose par les macrophages, des développements ont été réalisés afin de 
rendre les vecteurs « furtifs ». Comme ils ne sont pas détectés par le système immunitaire, les 
opsonines ne s’y fixent pas, et leur temps de résidence dans la circulation sanguine est prolongé. Cette 
seconde génération de vecteur repose sur la constitution d’une écorce (ou couronne) autour des 
particules. Celle-ci va, par encombrement stérique, empêcher la fixation des protéines plasmatiques. 
Cette couronne hydrophile, de polyéthylène glycols (PEG), par exemple [65], permet d’augmenter le 
temps de demi-vie plasmatique et n’empêchera pas les particules de traverser l’endothélium vasculaire 
pour rejoindre un foyer infectieux ou une tumeur [66], où l’endothélium plus lâche autorisera l’accès 
aux cellules néoplasiques. 

 

3. Amélioration de la spécificité du ciblage : fonctionnalisation 
du vecteur 

 Dans le but d’adresser les particules et les molécules actives qu’elles renferment directement 
auprès de leur cible thérapeutique sans atteindre les tissus sains environnants, la fonctionnalisation des 
vecteurs a été développée. Cela implique une maîtrise des caractéristiques de surface et une 
sophistication des procédés de synthèse chimique afin de pouvoir greffer les molécules responsables 
de la spécificité à la surface des particules. Ainsi, des ligands connus et spécifiques peuvent être fixés 
sur la couronne des particules et reconnaîtront un récepteur membranaire présent sur une cellule visée 
par la molécule administrée. Il est nécessaire de trouver un équilibre entre le ciblage actif suite à la 
fixation de molécules en surface des particules et la furtivité nécessaire aux vecteurs pour qu’ils 
possèdent une durée de vie suffisante avant d’être éliminés.  

Par exemple, des particules polymériques ont été développées avec un recouvrement en anticorps 
monoclonal dirigé contre une cytokératine spécifique présente à la surface de cellules du cancer du 
sein. La liaison de la particule aux cellules néoplasiques permet, après endocytose, la libération de 
cystatine, réduisant le potentiel invasif et métastatique des tumeurs [67]. De la même façon, le 
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greffage d’un peptide spécifique peut permettre le franchissement de barrière biologique, et 
l’interaction avec les cellules ciblées par le vecteur [68]. La libération du composé encapsulé peut 
également être déclenchée de manière externe, comme c’est le cas, par exemple, dans la thérapie 
photo-dynamique. C’est l’excitation de la molécule photosensible présente dans la particule par une 
source lumineuse (UV ou visible) localisée au niveau du site d’action qui provoque l’effet cytotoxique 
attendu en cancérologie [69]. De la même manière, une hyperthermie localisée peut être induite grâce 
à l’échauffement de particules magnétiques, suite à une stimulation aux ultrasons ou par un champ 
magnétique [70]. 

 

C. AVANTAGES ET INTÉRÊTS DE LA VECTORISATION 
 Comme cela a été évoqué dans la partie précédente, la vectorisation présente de nombreux 
avantages dont les principaux sont les suivants :  

 Elle va permettre de protéger un principe actif contre une inactivation enzymatique, chimique 
ou immunologique. Cela est particulièrement intéressant pour les principes actifs à faible 
durée de vie. 

 Si le vecteur est un système à libération ciblée, la diffusion de la molécule encapsulée aura 
lieu directement auprès de sa cible pharmacologique. La distribution du principe actif aux 
autres organes est réduite, les effets indésirables systémiques sont donc moins importants. 

 La vectorisation peut permettre un relargage progressif du principe actif encapsulé. Pour 
assurer l’efficacité thérapeutique d’un principe actif, il est souvent nécessaire d’apporter une 
quantité importante de médicaments et/ou de répéter l’apport régulièrement. En utilisant la 
vectorisation, le produit sera diffusé progressivement à partir du vecteur, les fluctuations de 
concentration en principe actif sont ainsi être réduites (Figure 25).  

 

Figure 25 : Évolution de la concentration plasmatique d'un principe actif en fonction du temps et du mode 
d'administration. 

En bleu : dose standard per os, en orange : surdosage oral, en vert : injection intraveineuse et en rouge : administration via un 
système de relargage contrôlé. La concentration du médicament doit rester dans la fenêtre thérapeutique active c’est-à-dire 
dépasser le niveau minimum d’efficacité, tout en restant inférieure au niveau toxique. Le contrôle de la vitesse de libération 

du principe actif encapsulé dans un vecteur matriciel peut alors permettre d’assurer une concentration quasi constante, 
comprise entre ces deux niveaux, pendant une durée bien supérieure à celle obtenue avec une dose standard. (M. Riffault) 

 Les travaux réalisés depuis de nombreuses années pour améliorer la distribution de principes 
actifs ont permis le développement de différents types de particules. À visée diagnostique ou 
thérapeutique, les particules peuvent être :  



Etude bibliographique 
 

60 

- organiques, comme les liposomes, les particules polymériques ou polysaccharidiques,  

- inorganiques : comme les quantums dots (utilisable pour leurs propriétés physiques en imagerie) ou 
les particules métalliques utilisées en imagerie ou en thérapeutique. En fonction des besoins, un type 
plutôt qu’un autre sera privilégié. 

 

D. PLACE DE LA VECTORISATION DANS LA PRISE EN CHARGE DES 

PATHOLOGIES ARTICULAIRES 
 Afin de pallier les problèmes de biodisponibilité des molécules utilisées en thérapeutique 
articulaire, de nombreuses équipes de recherche se sont tournées vers des systèmes particulaires de 
relargage de principes actifs. Les différents candidats pouvant être vectorisés sont souvent déjà connus, 
car prescrits et administrés par voie orale ou injection intra-articulaire directe. C’est la raison pour 
laquelle la recherche se tourne majoritairement vers de nouveaux vecteurs permettant d’améliorer 
l’efficacité de ces traitements. 

 

1. Rappel des besoins  

 Afin d’améliorer la qualité des traitements pour les pathologies articulaires, une solution 
pourrait être d’utiliser un système transportant le principe actif au plus près de sa cible afin de limiter 
les effets indésirables systémiques. L’injection intra-articulaire peut permettre de contourner ce 
problème d’effets systémiques. Cependant, en raison de la rapide clairance des molécules hors de la 
cavité articulaire vers la circulation générale, un système permettant un relargage progressif et continu 
du principe actif pourrait constituer une solution intéressante. L’injection intra-articulaire permet 
d’apporter des concentrations plus faibles, directement au site d’action, en s’affranchissant 
théoriquement d’une diffusion systémique, voire d’effets indésirables locaux. 

Ce système de transport de molécule peut être de différents types et adopter différentes formes (Figure 
26), mais il devra respecter certains principes.  

 

Figure 26 : Différentes structures et morphologies de système injectable dans l'articulation et permettant le relargage 
de composés encapsulés. [71] 

En effet, comme le système de diffusion sera injecté directement dans l’articulation, il devra pouvoir 
subir des étapes de stérilisation sans que cela n’affecte la molécule encapsulée ou le vecteur lui-même. 
Aussi, il est important que l’introduction du système dans la cavité articulaire, préalablement 
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sensibilisée par la pathologie existante, ne déclenche pas de réactions délétères, tout comme ses 
éventuels produits de dégradation à long terme. Ainsi, la taille, la surface et les différents constituants 
composants le système de relargage devront être finement étudiés [72]. 

 

2. Vectorisation appliquée aux tissus articulaires 

 Plusieurs facteurs sont connus comme pouvant influencer la qualité de la vectorisation. 
Lorsque l’objectif visé est l’internalisation du vecteur dans une cellule, la taille du vecteur a son 
importance. Il doit être suffisamment petit pour pouvoir être internalisé par les cellules, mais d’une 
taille suffisante pour pouvoir encapsuler le principe actif et ne pas être éliminé trop rapidement de la 
cavité articulaire. Les synoviocytes sont capables d’internaliser des particules d’une taille allant 
jusqu’à 10 µm [72], alors que des particules de tailles supérieures à 100 nm ne pourront pas entrer 
dans la matrice cartilagineuse pour atteindre les chondrocytes [73] à cause du réseau protéique et 
collagénique très dense. La Figure 27 présente le devenir potentiel de microsphères après injection 
intra-articulaire. Les particules pourront être phagocytées par les macrophages synoviaux, qui 
représentent environ 30 % des cellules de l’intima et de la subintima d’une articulation saine. Une fois 
les particules dégradées, les molécules encapsulées pourront alors être libérées par les macrophages. 

 

Figure 27 : Devenir de microsphères après injection intra-articulaire. 

Les microsphères sont phagocytées par les macrophages présents dans la cavité articulaire et par ceux présents dans la 
membrane synoviale, lors de la dégradation des particules la molécule encapsulée sera libérée des macrophages. [60] 

Certaines études s’orientent vers des systèmes de relargage progressif de molécules dans le milieu 
extracellulaire, sans que des interactions directes particules / cellules ne soient nécessaires. Dans ce 
cas, les systèmes sont de taille plus importante, permettant ainsi d’encapsuler une plus grande quantité 
de principes actifs, favorisant un relargage à plus long terme. Quelques exemples de systèmes 
particulaires développés pour des applications articulaires sont présentés dans le Tableau 1. 

 Différents recouvrements ont également été étudiés afin d’améliorer les interactions cellules – 
particules. Les travaux de Rothenfluh D.A. et coll. [73] ont mis en évidence une séquence peptidique 
permettant une reconnaissance spécifique du collagène de type II. Ainsi, les particules polymériques 
recouvertes de ce ligand peuvent diffuser dans la matrice cartilagineuse et se lier au collagène II 
présent dans la matrice permettant un relargage du composé encapsulé au plus proche des 
chondrocytes. D’autres équipes ont mis à profit la reconnaissance CD44 / acide hyaluronique pour 
améliorer l’internalisation des particules dans les cellules [74,75]. Ces différents recouvrements ont 
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principalement été associés à des particules polymériques ou des liposomes : l’intérêt principal de ces 
deux types de vecteurs étant leur biocompatibilité et leur biodégradabilité.  
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Tableau 1 : Exemples de particules et polymères à visée ostéoarticulaire étudiés en recherche depuis 2009. 

MPs : Microparticules, NPs : Nanoparticules, MS : Microsphères, SLCA : Section du Ligament Croisé Antérieur, GAG : 
Glycosaminoglycannes, PR : Polyarthrite Rhumatoïde, TEGM-CHM : TetraEthylène Glycol Méthacrylate - CycloHexyl 

Méthacrylate, HA : Hyaluronic Acid, PEG : Polyéthylène glycol. EI : Effets indésirables. Adapté de [71]. 

A
nn

ée
 

Auteur Type de 
particule 

Type de 
structure 

Molécules 
encapsulées Taille Modèle 

d'étude Faits marquants 

R
éf

ér
en

ce
 

20
09

 

Butoescu MPs PLGA Dexamethasone / 
SPION 

1 à 
10 µm Souris 

Biocompatible, action 
prolongée grâce aux 

SPIONs 
[76] 

20
10

 

Zille NPs PLGA Dextran - FITC 300 nm 
à 1 µm Rat 

Faible hyperplasie 
synoviale, pas de réaction 

inflammatoire 
[77] 

20
11

 

Saravanan MS Gélatine Diclofénac 1 à 
60 µm Souris Relargage progressif [78] 

Zhang MS PLGA Lornoxicam 7,47 µm Rat & 
lapin 

Temps de rétention 
prolongé [79] 

Panusa MS PLGA Méthyprednisolone 3 à 
60 µm Rat 

Temps de rétention 
prolongé, faible 
inflammation 

[80] 

20
12

 

Eswaramoorthy MS PLGA Hormone 
parathyroïdienne 

51 à 
85 µm Rat Biocompatible, augmente 

le taux de GAG et de Col2 [81] 

te 
Boekhorst NPs PLGA siRNA 235 à 

285 nm Souris Effet positif dose-
dépendent sur la PR [82] 

Kawadkar MS Genipin / 
chitosan Flurbiprofène 5,18 à 

9,74 µm Rat Biocompatible, temps de 
rétention prolongé [83] 

Whitmire NPs TEGM-
CHM IL1-ra 300 nm Rat 

Temps de rétention 
prolongé, pas d'EI sur le 

cartilage 
[84] 

Gaignaux MS PLGA Clonidine 10 à 
30 µm in vitro Encapsulation de petites 

molécules hydrophiles [85] 

Présumey MS PLGA siRNA anti TNF-α 23,5 µm Souris Biocompatible, inhibition 
du TNF-α prolongée [86] 

Chen MS dans 
hydrogel Chitosan Brucine 0,5 à 

4,5 µm 
Rat & 
lapin 

Temps de rétention 
prolongé, limite 
l'inflammation 

[87] 

Morgen NPs Dextran 
propionate 

Peptide couplé à un 
fluorophore 

100 à 
150 nm Rat Biocompatible, temps de 

rétention prolongé [88] 

20
13

 

Ryan NPs HA - 
chitosan 

Calcitonine de 
saumon 

100 à 
200 nm Souris 

Propriétés anti-
inflammatoires, protection 

de l'os et du cartilage 
[89] 

Ko MS PLGA Sulforaphane 14,5 µm Rat 
Temps de rétention 

prolongé, limite 
l'inflammation 

[90] 

Bédouet MS PLGA / 
PEG Ø 40 à 

100 µm Mouton 
Dégradation lente, faible 

inflammation due aux 
microsphères 

[91] 

Chen NPs dans 
MS 

PLGA – 
PVA Brucine 12,38 µ

m Rat 
Temps de rétention 
prolongé, relargage 

progressif 
[75] 

20
14

 

Bédouet MS PEG - 
hydrogel Ibuprofen 40 à 

100 µm 
Mouton, 
ex vivo 

Temps de rétention 
prolongé, relargage 

progressif, inhibition de 
l'inflammation 

[92] 
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3. Structures et morphologies de différents systèmes de 
relargage actuellement étudiés 

 Actuellement une grande diversité de matériaux est étudiée pour vectoriser diverses molécules 
au sein des articulations. Différentes molécules ont ainsi pu être transportées au plus proche des 
cellules grâce à des nanoparticules de PLGA contenant de la bétaméthasone [93], du méthotrexate [94]. 
L’équipe de Butoescu N. et coll. a développé en 2009 un système de microparticules de PLGA 
contenant de la dexaméthasone et des nanoparticules super paramagnétiques d’oxyde de fer [76] 
(SPION, pour Superparamagnetic Iron Oxide Nanoparticles) permettant grâce à l’application d’un 
aimant externe d’augmenter le temps de résidence articulaire des particules. Ainsi, le relargage 
progressif de la dexaméthasone a lieu au sein de la cavité articulaire. 

L’utilisation de liposomes a permis le développement de particules contenant du Celecoxib, limitant 
ainsi les effets indésirables vasculaires liés à une administration systémique de cette molécule. Les 
travaux de Dong J. et coll. en 2013 ont démontré que l’injection simultanée dans la cavité articulaire 
d’un système composé d’un hydrogel d’acide hyaluronique contenant des liposomes encapsulant du 
Celecoxib permettait une meilleure protection du cartilage et une meilleure gestion de la douleur [95]. 
L’inconvénient des formulations à base de liposomes est le relargage rapide des composés encapsulés 
[96].  

D’autres études se sont portées sur l’utilisation de vecteurs nanoparticulaires pour vectoriser des 
acides nucléiques. Plusieurs équipes ont travaillé sur l’administration de siRNA (des petits ARN 
interférents, pour small interfering RNA) encapsulés dans des particules de PLGA [82,86] et ont pu 
démontrer l’intérêt anti-inflammatoire de ce type de particules dans des modèles murins d’arthrite 
rhumatoïde. De la même façon, les travaux de Park JS. et coll. ont utilisé un vecteur particulaire 
comme système de transfection, en recouvrant des nanoparticules de PLGA de PEI complexé avec 
trois facteurs de transcription impliqués dans la différenciation chondrogénique des cellules souches 
mésenchymateuses : Sox9, Sox6 et Sox5 [97]. Ils ont ainsi démontré que les taux de transfection 
atteignaient 80 % in vitro, permettant une différenciation effective des CSMs vers un phénotype 
chondrocytaire.  

 De nombreuses molécules pourraient bénéficier d’un système d’adressage et de relargage 
progressif. De par leur rôle important dans la régulation des cytokines, les MAP-Kinase (pour Mitogen 
Activated Protein Kinase) ont fait l’objet d’études poussées [98]. Différents inhibiteurs de la p38 
MAPK ont pu être développés et ont démontré de leur intérêt thérapeutique certain in vitro comme in 
vivo [99], mais ont échoué dans les phases de tests cliniques. Des inhibiteurs de l’enzyme de 
conversion de l’IL-1ß ont été également étudiés [100] jusqu’au stade clinique, mais ont été 
abandonnés. Dans ces deux cas, l’intérêt thérapeutique des molécules a été prouvé, mais leurs effets 
indésirables graves lors d’une administration systémique ont empêché leur utilisation thérapeutique. 
Ici, un système permettant l’administration d’une quantité suffisante de molécules directement proche 
de son site d’action serait particulièrement intéressant.  
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II. LES PARTICULES CŒUR/ÉCORCE À BASE D’ACIDE POLY 
LACTIQUE-CO-GLYCOLIQUE 

A. L’ACIDE POLY LACTIQUE-CO-GLYCOLIQUE 
 L’acide poly lactique-co-glycolique (PLGA, pour : poly lactic-co-glycolic acid) est un 
polyester biodégradable, obtenu suite à la polymérisation d’acide lactique et d’acide glycolique 
(Figure 28).  

 

 

Figure 28 : Représentation d'une unité de répétition de PLGA ainsi que du résultat de sa dégradation par l’eau. 

« x » représente le nombre d’unités d’acide lactique, « y » le nombre d’unité d’acide glycolique. L’hydrolyse des liaisons 
esters permet la libération de molécules d’acide lactique et d’acide glycolique. [101] 

 Des molécules d’eau hydrolysent les liaisons esters, et ainsi permettent la libération de 
molécules d’acide lactique et glycolique. Ces deux produits de dégradation sont facilement éliminés, 
ils peuvent en effet être métabolisés en entrant dans le cycle de Krebs (surtout l’acide lactique, recyclé 
en acide pyruvique) [102]. Comme les produits issus de la décomposition du PLGA sont traités 
efficacement par le corps humain, le PLGA fait partie des polymères biodégradables et biocompatibles, 
et a été approuvé par la FDA (pour Food and Drug Administration). 

Le PLGA est utilisé dans de nombreuses applications pharmaceutiques et médicales différentes. Il 
forme des particules permettant la délivrance de principes actifs [102,103], ou des matrices qui 
peuvent être ensemencées par des cellules avant implantation au niveau d’un tissu lésé [104]. Ses 
propriétés chimiques et ses capacités de personnalisation selon les besoins font que le PLGA est 
couramment utilisé comme matériau de base pour la formation de particules. 

 

B. PRÉPARATION DE FORMES PARTICULAIRES DE PLGA 
 Classiquement utilisée pour la synthèse de particules biocompatibles, la synthèse chimique de 
particules de PLGA pourra être initiée à partir de monomères d’acide lactique et d’acide glycolique 
qui après leur polymérisation, (ou directement à partir de polymères déjà formés, solubilisés avant la 
synthèse) formeront des particules. Dans la suite de ce paragraphe, nous détaillerons une des 
principales techniques de formulation de particules à partir de polymères déjà formés. 

L’encapsulation de principes actifs hydrophobes peut se faire par la méthode d’émulsion et 
évaporation de solvant organique. Le polymère hydrophobe est solubilisé avec le principe actif dans 
un solvant organique non miscible à l’eau, puis le mélange est émulsifié par addition de cette solution 
à une phase aqueuse contenant un tensioactif (souvent du PVA, pour Poly Vinyl Alcohol) et le système 
est agité. La taille des gouttelettes formées, et donc des particules finales, est inversement 
proportionnelle à la quantité d’énergie fournie au système pour l’agitation, et dépend de la quantité de 
tensioactif utilisée. 
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Pour la synthèse de particules contenant des molécules hydrophiles telles que des peptides, des 
protéines ou des acides nucléiques, une des méthodes les plus employées est la double émulsion et 
l’évaporation du solvant. Un point commun entre les différents processus de synthèse est le transfert 
du solvant contenant le PLGA dissous, dans une seconde phase aqueuse et contenant la molécule à 
encapsuler, où le PLGA n’est pas soluble. Le retrait de la phase organique, par la chaleur ou le vide, 
va permettre la solidification du PLGA en particules (Figure 29). Dans tous les cas, l’étape 
d’homogénéisation et de dispersion du PLGA dans la phase aqueuse est l’étape clé qui va déterminer 
la taille finale des particules. Plus la quantité d’énergie apportée au système est importante, plus la 
dispersion est fine et plus les particules sont de petite taille.  

 

 

Figure 29 : Schéma de la méthode de double émulsion et évaporation de solvant pour la formulation de particules de 
PLGA encapsulant des molécules hydrosolubles. 

Après dispersion de la solution aqueuse contenant le principe à vectoriser dans la solution organique de polymère, la 
première émulsion peut être obtenue par sonication ou grâce à un homogénéisateur. Ensuite la seconde émulsion permet le 

recouvrement des particules par la phase aqueuse externe, puis le retrait du solvant organique peut avoir lieu par évaporation, 
ce qui permet la récupération des particules. 

Il est généralement nécessaire d’utiliser un tensioactif pour stabiliser l’émulsion primaire, dite 
émulsion interne. L’émulsion secondaire, dite finale, est ensuite obtenue par suspension de l’émulsion 
interne dans la phase aqueuse externe contenant elle aussi un tensioactif. Le solvant organique est 
enfin évaporé afin de conduire à la formation des particules de polymère. 

Les étapes les plus importantes de cette méthode de fabrication sont l’émulsion secondaire et 
l’évaporation de solvant. Elles doivent être le plus rapides possible afin de limiter la diffusion des 
molécules de la phase aqueuse interne vers la phase aqueuse externe. De plus, la diffusion des 
molécules favorise l’adsorption de celles-ci à la surface des particules, et entraîne donc leur relargage 
rapide lors de la resuspension des particules. 

 

C. INTÉRÊT D’UN RECOUVREMENT EN ACIDE HYALURONIQUE  
 Comme évoqué au début de ce chapitre, la fonctionnalisation du vecteur peut permettre 
d’améliorer la reconnaissance cellules / particules et ainsi favoriser un relargage du composé 
encapsulé au plus proche de sa cible. De nombreux laboratoires ont mis en évidence l’intérêt d’un 
ciblage du récepteur CD44 dans les pathologies cancéreuses [105]. En effet, ce récepteur, impliqué 
dans les processus de migration cellulaire [106] ou dans les processus métastatiques [107,108], peut 
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être ciblé par un recouvrement en acide hyaluronique. Comme la liaison de l’acide hyaluronique à son 
récepteur provoque l’internalisation de l’ensemble dans la cellule [109], des nanoparticules possédant 
un recouvrement en acide hyaluronique ont été développées et la spécificité de reconnaissance du 
CD44 a pu être mise en évidence [110]. Cela a permis l’émergence de vecteurs ciblant les cellules 
cancéreuses, comme des liposomes possédant à leur surface des molécules d’acide hyaluronique 
greffées aux lipides [111], ou des particules de PLGA possédant une couronne d’acide hyaluronique 
couplé à du polyéthylène glycol (PEG) à leur surface [112]. Ainsi elles transportent la doxorubicine 
directement à l’intérieur des cellules cancéreuses ciblées. 

 Le récepteur CD44 est également présent à la surface de différents types cellulaires de 
l’articulation, le ciblage de ce récepteur, de la même manière qu’en cancérologie, a été développé et 
adapté au tissu articulaire. Ainsi, des particules polymériques d’acide lactique recouvertes d’acide 
hyaluronique ont été produites et caractérisées [74]. Ces travaux ont montré que ces particules étaient 
plus facilement internalisées par les chondrocytes et synoviocytes de rats que des particules 
recouvertes de PVA, et que leur internalisation était sans effets indésirables pour les cellules. Des 
particules d’albumine sérique bovine recouvertes d’acide hyaluronique ont également confirmé 
l’intérêt de ce recouvrement, qui permet d’améliorer les interactions et l’internalisation avec les 
chondrocytes, et de prolonger le temps de résidence des particules injectées dans l’articulation [75]. 

 

III. L’ACIDE HYALURONIQUE : CHIMIE ET INTÉRÊTS 
BIOLOGIQUES 

 

 L’acide hyaluronique est une molécule présente chez de nombreuses espèces, dont l’homme. 
C’est un composant essentiel de la matrice extracellulaire de différents tissus conjonctifs, on le trouve 
notamment dans le cordon ombilical, l’humeur vitreuse, la peau, le cartilage et le liquide synovial, où 
il joue un rôle majeur. 

 

A. STRUCTURE CHIMIQUE ET MÉTABOLISME DU HA 

1. Organisation de la molécule d’acide hyaluronique 

 Sa structure a été déterminée par digestion avec différentes hyaluronidases suivie par l’analyse 
des fragments obtenus. Ainsi, il a été démontré que l’acide hyaluronique (HA pour Hyaluronic Acid) 
est un polysaccharide constitué d’un enchainement d’acide D-glucuronique lié en ß 1-3 au N-acétyl 
glucosamine. Chaque disaccharide peut ensuite être lié au suivant par une liaison ß 1-4 (Figure 30). 

 L’acide hyaluronique appartient à la grande famille des glycosaminoglycannes, mais c’est le 
seul membre qui ne possède pas de groupements sulfatés. Il peut posséder une chaîne très longue, 
composer d’un seul type d’unité disaccharidique. Chaque unité glucuronate possède une charge 
négative à pH physiologique, cela permet à différents cations de pouvoir s’associer aux chaînes de HA 
afin d’assurer un équilibre ionique. La structure secondaire de la molécule est caractérisée par des 
liaisons hydrogènes intramoléculaires. En solution aqueuse, des liaisons hydrogènes peuvent s’établir 
avec les molécules d’eau [113].  
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Figure 30 : Schéma d'un motif disaccharidique de l'acide hyaluronique. 

L’acide D-glucuronique est à droite, le N-acétylglucosamine à gauche. L’ensemble peut être répété « n » fois selon la taille 
de la molécule. 

 

2. Synthèse et dégradation du HA 

 Chez les mammifères, l’acide hyaluronique est synthétisé par trois glycosyltransfèrases 
transmembranaires, les HA-synthase (HAS) 1, 2 et 3. La synthèse est initiée au niveau du réticulum 
endoplasmique, puis se poursuit à la face interne de la membrane plasmique, le HA étant directement 
produit à l’extérieur de la cellule. La production industrielle de HA se fait principalement selon deux 
méthodes : récupération de tissus riches en HA (comme les crêtes de coq par exemple) et extraction 
puis purification, ou alors grâce à la production par fermentation bactérienne, par des bactéries 
génétiquement modifiées. Les qualités biologiques du HA produit dépendront directement du poids 
moléculaire : les fonctions biologiques de la molécule étant étroitement liées à sa taille. 

 L’acide hyaluronique peut subir les effets de diverses enzymes ou processus chimiques. Il 
existe différentes classes d’enzymes responsables de la dégradation du HA. Les hyaluronidases issues 
des mammifères sont des endo-ß-acétylhexoaminidases qui vont dégrader le HA en oligosaccharides. 
Chez l’homme, les hyaluronidases sont codées par six gènes répartis sur deux chromosomes HYAL 1, 
2 et 3 sur le chromosome 3, HYAL 4, PHYAL4 et PH-20 sur le chromosome 7. Les enzymes HYAL 1 
et 2 sont les principales responsables de la dégradation du HA [114]. HYAL 2, une enzyme présente 
au niveau extracellulaire, va cliver le HA en oligomères d’environ 50 disaccharides. Ils peuvent alors 
rentrer dans la cellule et être dirigés vers les lysosomes où HYAL 1 est responsable de leur 
dégradation en tétrasaccharides. 

 

B. L’ACIDE HYALURONIQUE ET SES RÉCEPTEURS 
 L’acide hyaluronique peut interagir avec les cellules via différents récepteurs cellulaires 
regroupés sous le nom de « hyaladherin » : CD44 (pour Cluster of Differentiation 44), RHAMM (pour 
Receptor for Hyaluronic Acid Mediated Motility), HARE (pour Hyaluronic Acid Receptor for 
Endocytosis) et LYVE-1 (pour Lymphatic Vessel Endothelial-1). 

 

1. Le récepteur principal au HA : le CD44 

 Cette protéine est composée de quatre domaines distincts, deux domaines extracellulaires, un 
domaine transmembranaire et un domaine cytoplasmique. 
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Figure 31 : Structure de la protéine CD44. 

On retrouve les deux domaines extracellulaires, dont le domaine de liaison au HA, le domaine transmembranaire et le 
domaine intracellulaire responsable de la transmission du signal et de la liaison au cytosquelette. Le domaine de liaison est 
stabilisé par six ponts disulfures. La structure du récepteur CD44 est variable, une partie du domaine extracellulaire varie 

selon le type d’exons (variant 1 à 10)[115]. 

 Le domaine extracellulaire est divisé en deux parties. La partie distale est le lieu de fixation 
avec le HA. Cette partie est conservée entre différentes espèces et entre les différentes molécules 
capables d’interagir avec le HA. Elle est englobée dans un domaine appelé « link domaine », stabilisé 
grâce à trois ponts disulfures formés à partir de six cystéines. La partie la plus proche de la membrane 
est le siège de nombreuses modifications post-traductionnelles, en particulier les liaisons avec des 
chondroïtines sulfates ou des héparannes, ou des O-glycosylations. Cette partie est très variable, de par 
l’important épissage alternatif qui a lieu au niveau de l’ARN messager du CD44, il existe dix exons 
variables pour ce domaine. Le domaine cytoplasmique est composé d’acides aminés capables 
d’interagir avec les protéines du cytosquelette d’actine ou de participer à la transmission de signaux 
intracellulaires [116].  

 Le CD44 est capable de lier les molécules de HA dès que leur chaîne est plus longue qu’un 
hexasaccharide. De même, une molécule d’acide hyaluronique de haut poids moléculaire va être 
capable de se lier à plusieurs CD44 simultanément, augmentant alors la force de la liaison entre la 
cellule et la matrice péricellulaire. La liaison entre le HA et le CD44 peut également conduire à son 
internalisation dans la cellule [109], aboutissant à sa dégradation au sein des lysosomes. D’autre part, 
de nombreuses études ont montré l’importance de la reconnaissance HA/CD44 dans les processus de 
migration cellulaire. En effet, son rôle a déjà été mis en évidence lors de la migration des CSMs suite à 
leur recrutement au niveau d’un tissu lésé [106]. Il a également été rapporté des taux élevés de 
synthèse de CD44 chez des cellules tumorales, cela leur permettrait, en se liant à la matrice, de 
coloniser d’autres tissus [107]. 

 

2. Le récepteur RHAMM 

 Contrairement au CD44, le récepteur RHAMM (ou CD168) n’est pas une protéine 
transmembranaire, mais est seulement associé à la membrane plasmique. Ce récepteur est également 
trouvé au niveau du cytosquelette, des mitochondries ou du noyau [117]. Il est également soumis à un 
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important épissage alternatif, donnant lieu à une grande variabilité de formes. Ses différents rôles 
n’ont pas encore été parfaitement établis, au niveau membranaire, il agirait comme un co-récepteur 
permettant l’activation de différentes voies de signalisation. Dans le cytoplasme, sa capacité de liaison 
avec différentes kinases, la calmoduline et les protéines du cytosquelette laissent penser qu’il pourrait 
jouer un rôle dans l’assemblage du squelette de la cellule [118], il est également associé à la stabilité 
des fuseaux mitotiques formés lors des divisions cellulaires. 

Ce récepteur est également impliqué dans les processus de cicatrisation et dans la prolifération des 
tumeurs[119], il a été constaté que son expression au niveau membranaire est quasiment inexistante 
dans un tissu sain (au profit de CD44), mais qu’elle augmente considérablement lors des processus de 
réparation de tissus lésés. Les deux protéines RHAMM et CD44 ont des rôles différents au niveau de 
la régulation des voies de signalisation. Cependant, il est connu que le récepteur CD44 est impliqué 
dans les processus inflammatoires [20,120]. Il a été démontré que chez des souris KO pour le gène 
CD44, le récepteur RHAMM va compenser le manque de CD44 lors d’une réaction inflammatoire 
[121]. Il existerait un phénomène de compensation entre ces deux récepteurs, afin de pallier le défaut 
de voie de signalisation. 

 

 Deux autres récepteurs, HARE et LYVE-1 sont décrits comme pouvant interagir avec le HA, 
et vont avoir un rôle dans l’élimination et la dégradation du HA. Le récepteur LYVE-1 est une 
glycoprotéine transmembranaire qui peut se lier au HA de haut poids moléculaire soluble ou 
immobilisé. Cette protéine qui possède 43 % d’homologie avec CD44, est située sur la membrane 
plasmique des cellules endothéliales lymphatiques et également des cellules endothéliales du foie et de 
la rate [122]. Elle va permettre le passage du HA vers le réseau lymphatique, puis il pourra être 
éliminé par le foie ou les reins.  

La protéine HARE (aussi appelé Stabilin-2) est aussi une protéine transmembranaire, comme le CD44. 
Existante sous deux isoformes « courte » (175 à 190 kDa) ou « longue » (315 kDa), elle est 
responsable de la reconnaissance puis de l’endocytose et de ladégradation lysosomiale de nombreuses 
protéines de la matrice extracellulaire, le HA, les chondroïtines sulfate, la partie N-terminale des 
collagènes, l’héparine ou encore le dermatanne sulfate [123]. 

 

C. RÔLES PHYSIOLOGIQUES 
 L’acide hyaluronique est le composant principal du liquide synovial et de nombreux autres 
tissus et organes. Grâce à ses propriétés viscoélastiques, il est capable d’absorber les chocs, de résister 
aux pressions, et possède un fort pouvoir de lubrification très important dans l’articulation pour 
permettre un glissement harmonieux des différentes pièces osseuses. Ses capacités hydrophiles lui 
permettent également de capter et garder l’eau dans les tissus, notamment au niveau des tissus de 
l’articulation, et de filtrer l’entrée des grosses molécules dans le cartilage. Au niveau articulaire, le HA 
est la protéine de base du réseau de la matrice extracellulaire cartilagineuse. Les agrégats de HA et de 
protéoglycannes peuvent atteindre 4 µM de long et 500 à 600 nm de diamètre. Les différentes activités 
biologiques du HA sont totalement dépendantes de sa taille et de sa masse molaire. De grosses 
molécules à haut poids moléculaire permettent l’organisation en une architecture complexe de la 
matrice extracellulaire, alors qu’à l’inverse, les agrégats de HA et protéoglycannes se feront moins 
bien, favorisant ainsi la protéolyse des protéoglycannes [1]. D’autre part, les chaînes courtes de HA ou 
les oligomères, vont pouvoir se lier de façon monovalente à leurs différents récepteurs [113], et 
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déclencher ainsi différentes cascades de signalisation, dont la libération de cytokines pro-
inflammatoires [120,124]. 

 L’acide hyaluronique a également un rôle clé dans d’autres processus physiologiques, comme 
l’embryogénèse chez les mammifères, les migrations cellulaires, la tumorogenèse, les processus 
métastatiques ou l’angiogenèse [125]. 

 

D. MODIFICATION CHIMIQUE DE L’ACIDE HYALURONIQUE 
 Afin de potentialiser les effets biologiques ou d’adapter les propriétés physico-chimiques à un 
besoin particulier, différentes stratégies de modification chimique de la molécule de HA ont été 
étudiées. 

Le motif disaccharidique possède trois fonctions chimiques pouvant être la cible d’une modification 
chimique : les fonctions alcool, le groupement carboxylique du motif glucuronique et, de façon plus 
rare, la fonction amide de la N-acétyl glucosamine (ses modifications nécessitent des températures 
élevées, néfastes pour le squelette du HA).  

 

 

Figure 32 : Schéma d'un motif disaccharidique de l'acide hyaluronique. 

Les groupements modifiables chimiquement sont les groupements hydroxyles (-OH), le groupement acétamide (-NHCOCH3) 
et le groupement carboxylique (-COOH). 

 

1. Modifications chimiques du groupement hydroxyle 

 Les groupements hydroxyles peuvent être la cible de différentes modifications chimiques, 
comme des réactions d’éthérification. La réaction consiste en l’ouverture d’époxydes suite à l’attaque 
par le groupement hydroxyle du HA. Cela conduit à la réticulation du HA, la liaison de plusieurs 
molécules entre elles, et donc à la formation d’un hydrogel. 

Des réactions d’estérification peuvent également avoir lieu, il s’agira alors du greffage d’un résidu 
d’anhydride méthacrylate, pour former des hydrogels, ou du greffage de PLA (pour Poly Lactic Acid) 
[126] au niveau des groupes hydroxyles. 

L’oxydation des résidus hydroxyles peut également être intéressante, car elle peut permettre le 
greffage de peptides sur le résidu D-glucuronique de l’acide hyaluronique [127] afin de faciliter la 
fixation de l’ensemble aux cellules. 
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2. Réactions chimiques ciblant le groupement carboxyle 

 L’amidation du groupement carboxylique consiste à fixer une amine après l’activation de 
l’acide carboxylique du HA. Différentes molécules sont utilisées pour réaliser cette étape d’activation, 
les produits de la réaction peuvent permettre la réticulation du HA, et ainsi la formation d’hydrogel. 

Des réactions d’estérification sont également possibles au niveau de ce résidu, elles sont plus 
facilement contrôlables car contrairement aux résidus hydroxyles, un seul groupement carboxyle est 
présent par disaccharide. Ces modifications vont consister à faire réagir des composés alkylbromés ou 
des poly-éthylèneglycols fonctionnalisés sur de l’acide hyaluronique sous forme de sel (hyaluronate de 
sodium). Cette réaction peut permettre la formation de chaîne de HA amphiphile, une propriété qui 
sera développée dans le paragraphe suivant. 

 

3. Synthèse de dérivés amphiphiles de l’acide hyaluronique  

 L’estérification du groupement carboxylique peut permettre le greffage d’une chaîne alkyle 
conférant des propriétés tensioactives à la molécule. Le but étant de produire de l’acide hyaluronique 
pouvant se situer à la surface de particules élaborées par la technique d’émulsion et évaporation de 
solvant. Les dérivés de HA synthétisés doivent conserver le plus possible leur structure primaire, afin 
de garder la capacité de reconnaissance et d’interactions avec le récepteur CD44, tout en étant 
suffisamment tensioactif pour pouvoir stabiliser les émulsions, mais sans s’associer entre eux afin de 
ne pas former d’hydrogel. 

Basé sur les travaux de Della Valle et coll. [128,129], le protocole de synthèse a été mis en place et 
adapté au sein du LCPM (Laboratoire de Chimie et Physique Moléculaire, UMR 7568, Université de 
Lorraine) lors de précédents travaux. L’acide hyaluronique, sous forme de sel (HANa), est 
préalablement modifié pour obtenir des groupements ammonium quaternaire hydrophobes (TBA 
pour : TetraButyl Ammonium) au niveau des fonctions carboxyliques, puis les composés estérifiés 
possédant des propriétés amphiphiles sont obtenus suite à l’ajout d’un halogéno-alcane [130]. Des 
chaînes alkyles de six atomes de carbone ont ainsi pu être greffées sur le HA [74] (Figure 33). 

Il est important que la masse molaire du HA ne soit pas trop dégradée au cours de la synthèse, en effet 
l’étape préalable d’acidification du polysaccharide peut entraîner sa dégradation si elle n’est pas 
correctement maîtrisée. 
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Figure 33 : Schéma réactionnel de la synthèse de HAC6. 

Seules les fonctions carboxyliques sont représentées, car elles seules réagissent lors de la synthèse. 

 

E. APPLICATIONS MÉDICALES 
 L’étude des nombreux rôles du HA dans l’organisme a permis l’émergence de plusieurs 
applications médicales basées sur l’utilisation des propriétés physico-chimiques ou biologiques de la 
molécule. 

 

1. Importance dans la chirurgie ophtalmique et viscoprotection 

 Les premières applications biomédicales du HA ont concerné la chirurgie ophtalmique. Les 
chirurgiens ont utilisé la capacité de gels de HA de haut poids moléculaire (Healon®) à maintenir la 
structure du globe oculaire lors d’opérations nécessitant l’incision de la cornée. Ainsi, l’introduction 
de ce gel à la place de l’humeur vitrée permet de respecter la morphologie de l’œil, de protéger les 
tissus intraoculaires, tout en facilitant les mouvements des instruments opératoires. Ces gels sont 
maintenant couramment utilisés lors d’opérations de la cataracte, la chirurgie du glaucome, 
l’implantation de lentille intraoculaire, ou encore les kératoplasties.  

Le HA entre également dans la composition de solution de « larmes artificielles ». Même si 
initialement les larmes contiennent des mucines, ces dernières ont, à poids moléculaire équivalent, un 
comportement viscoélastique similaire aux solutions d’acide hyaluronique. 

 

2. Rôle dans la viscosupplémentation 

 C’est la principale application thérapeutique (hors cosmétologie) de l’acide hyaluronique. Lors 
des pathologies articulaires, l’intégrité du HA est perturbée, son poids moléculaire réduit diminue ses 
propriétés rhéologiques, il ne peut plus remplir son rôle dans le liquide synovial. Ainsi, il a été proposé 
des injections dites de viscosupplémentation, qui visent à injecter dans la cavité articulaire une 
solution d’acide hyaluronique de viscosité importante, afin de restaurer au liquide synovial des 
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propriétés mécaniques et rhéologiques adéquates. Les solutions injectées peuvent être de différents 
types, comme des solutions de hyaluronate de sodium (Hyalgan®) ou des gels de HA réticulés de type 
Hylans® ou Synvisc®. Ces injections permettent de rétablir un fonctionnement harmonieux de 
l’articulation et de diminuer les douleurs ressenties, mais n’ont un effet symptomatique que pendant 6 
à 12 mois selon les patients. Il est également connu que l’acide hyaluronique injecté dans la cavité 
articulaire peut avoir des effets chondroprotecteurs expérimentalement, en diminuant la destruction du 
cartilage [59], et favoriser la néo-synthèse de HA en agissant sur les fibroblastes synoviaux [131]. Ces 
effets, variables selon la taille et le poids moléculaire du HA, sont cependant très discutés en pratique 
clinique, l’intérêt thérapeutique de la viscosupplémentation n’étant pas déterminé avec certitude. 

 

3. Utilisation de l’acide hyaluronique en médecine régénérative 

 Comme l’acide hyaluronique est le composant principal de nombreux tissus, son potentiel 
pour l’ingénierie tissulaire a rapidement été envisagé. Afin de construire un hydrogel solide à base de 
HA, différentes méthodes chimiques (création de liaisons covalentes intermoléculaires, photo-
polymérisation, polymérisation de HA fonctionnalisé par un groupement méthacrylate…) ont été 
employées pour réussir à maintenir une structure stable permettant l’ensemencement de cellules, et 
l’implantation dans un tissu lésé [132]. Ainsi, des structures formées à partir de molécules d’acide 
hyaluronique (contenant ou non d’autres molécules bioactivatrices couplées au HA), peuvent être 
employées comme support de régénération de différents tissus, comme la peau, les os, les vaisseaux 
ou le cartilage [133]. 

 Sa biocompatibilité et ses capacités de persistance in situ ont permis d’utiliser le HA comme 
vecteur de principes actifs dans le but de prolonger le temps de résidence de molécules d’intérêt dans 
l’organisme. Ainsi, des gels à base d’acide hyaluronique ont été développés pour permettre une 
application locale de diclofénac (Solaraze®) au niveau de la peau touchée par des kératoses actiniques 
[134,135]. Le HA peut être couplé à des principes actifs [136] (directement ou via une molécule de 
liaison) l’ensemble peut ensuite être modifié pour former des gels polymérisés, ou être injecté 
directement au niveau du site d’intérêt et ainsi permettre le relargage d’anticancéreux [137]. 

En cosmétologie et médecine esthétique, l’acide hyaluronique est utilisé pour le comblement des rides 
lors d’injections sous-cutanées. Des effets indésirables comme des réactions inflammatoires locales ou 
l’apparition de granulomes peuvent parfois avoir lieu. Enfin, l’acide hyaluronique, ou ses dérivés, sont 
également utilisés en chirurgie postopératoire comme supports afin de favoriser la cicatrisation, ou 
pour éviter l’adhésion et la fibrose entre différentes couches de tissus.  
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 
 

I. FORMULATION DES NANOPARTICULES  
A. MÉTHODE DE DOUBLE ÉMULSION 

 La première émulsion « eau » dans « huile » est préparée en mélangeant 400 µL de phase 
aqueuse dite « interne » contenant la molécule d’intérêt à encapsuler et de l’albumine sérique bovine 
(BSA, Interchim) à 25 g/L qui agit comme stabilisant interne. Afin de pouvoir suivre les 
nanoparticules par microscopie à fluorescence, 5 % de la BSA utilisée sont remplacés par de la BSA 
couplée à de la Cyanine 3 (BSA-Cy3, Interchim). Cette phase aqueuse interne est mélangée à 4 mL de 
solution organique de PLGA (PLGA 50:50, 25 g/L, Sigma) dissout dans du dichlorométhane. 
L’ensemble est agité au vortex pendant 2 minutes, puis par sonication (Vibracell model 600W, Sonics 
& Materials) pendant 2 minutes avec 50 % de cycle actif, à 50 % de puissance. Afin de limiter 
l’élévation de la température due à la sonication, ces étapes sont réalisées dans un bain de glace. 

La seconde émulsion est réalisée par l’ajout de 8 mL de solution aqueuse de HAC6 à 5 g/L à la 
première émulsion. Le système est alors agité au vortex pendant 30 secondes, puis soniqué pendant 10 
secondes avec 50 % de cycle actif, à 35 % de puissance. 

Une fois la double émulsion réalisée, la sonde à ultrasons est retirée du tube, lavée avec 15 mL d’eau 
distillée que l’on ajoute dans le flacon de manière à récupérer la totalité de l’émulsion produite.  

 

B. ÉVAPORATION DU SOLVANT ORGANIQUE 
 Le dichlorométhane étant un solvant à bas point d’ébullition, il est facile et rapide à évaporer à 
l’air libre. Ainsi, les tubes contenant le produit de la double émulsion sont placés pendant 2 heures 
dans un bain thermostaté à 35 °C, sous agitation au moyen d’un barreau aimanté.  

 

C. LAVAGES ET LYOPHILISATION 
 Après évaporation du solvant, les suspensions sont soumises à deux cycles de lavage à l’eau 
distillée puis centrifugation à 12 000 g pendant 20 minutes à 20 °C (Ultracentrifugeuse Optima L-80 
XP, rotor de type 45 Ti, Beckman Coulter). La suspension est transférée dans un tube de polyéthylène 
haute densité, puis centrifugée à 12 000 g, pendant 20 minutes à 20 °C (Ultracentrifugeuse Optima L-
80 XP, rotor de type 45 Ti, Beckman Coulter). Le surnageant est ensuite éliminé, puis les particules 
sont resuspendues dans 20 mL d’eau ultra pure et agitées au vortex pendant 5 minutes.  

Après ces étapes de lavages, les suspensions de particules sont placées dans un tube propre, puis celui-
ci est plongé dans une solution d’azote liquide jusqu’à congélation complète. L’eau présente dans les 
tubes est lyophilisée pendant 24 heures afin d’obtenir une poudre sèche de particules qui sera 
conservée à 4 °C.  
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Figure 34 : Schéma représentant les différentes étapes conduisant à l'obtention de nanoparticules préparées par 
double émulsion et évaporation de solvant organique. 

 

D. MESURE DE LA TAILLE DES PARTICULES 
 La taille des particules récupérées après redispersion des particules sèches dans de l’eau ultra 
pure est mesurée par spectroscopie à corrélation de photons. Cette technique est basée sur l’existence 
du mouvement brownien des particules en solution, la fréquence et l’amplitude de ce mouvement étant 
dépendantes de la taille de la particule et de la viscosité du milieu dispersant.   

L’appareil utilisé, un Mastersizer MS2000 (Malvern Instruments), émet un faisceau laser qui traverse 
la suspension de particules. Celles-ci diffusent la lumière selon un schéma dépendant de leur taille, les 
petites particules diffusent la lumière aux grands angles avec une intensité faible, tandis que les 
grosses particules diffusent aux petits angles avec une forte intensité (Figure 35). L’intensité de cette 
lumière diffusée est recueillie par une série de détecteurs, on obtient ainsi une image de diffraction qui 
est représentative de la distribution en taille des particules présentes dans l’échantillon analysé.  
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Figure 35 : Principe de la diffraction de la lumière par des particules de différentes tailles. 

(Adapté de Malvern Instrument.) 

Pour cela, 70 mL de NaCl (10-4 mol/L, Sigma) sont introduits dans la cellule de mesure (Module de 
dispersion d’échantillon en voie liquide, Hydro 2000SM, Malvern Instrument) et l’agitation est fixée à 
1500 rpm. L’appareil mesure alors la diffraction obtenue pour le milieu dispersant et ajuste la ligne de 
base. On ajoute ensuite la suspension de particules de manière à obtenir 5 % d’obscuration de la 
lumière puis 3 mesures sont réalisées. Après traitement du signal reçu, on obtient un diffractogramme 
qui représente la dispersion en taille des particules dans le milieu dispersant.  

 

II. CULTURE CELLULAIRE 
A. MISE EN PLACE DES CULTURES PRIMAIRES  

1. Origine des prélèvements humains 

 Les prélèvements humains de cartilage et de membrane synoviale sont obtenus suite à la mise 
en place de prothèse de genou dans le département de Chirurgie Orthopédique et Traumatologique 
(Messieurs les Professeurs MAINARD et GALOIS) du Centre Hospitalier Universitaire de Nancy. Les 
prélèvements de moelle osseuse sont eux issus de la pose de prothèse de hanche, dans le même service 
du Centre Hospitalier Universitaire de Nancy. 

 

2. Mise en culture des chondrocytes articulaires 

 Le cartilage articulaire présent à la surface de l’articulation est prélevé à l’aide d’un scalpel. 
Les morceaux sont rincés dans une solution de PBS (InVitrogen) supplémentée en pénicilline et 
streptomycine (respectivement 100 U/mL et 100 µg/mL, Gibco), puis digérés dans une solution NaCl 
0,9 % (Braun) contenant 2mg/mL de Pronase (Sigma) pendant 2 heures à 37 °C. Ensuite le cartilage 
est digéré par une solution de Collagénase B (1,5 mg/mL, Roche) reconstituée dans du milieu de 
culture DMEM F12 (Gibco) supplémenté en pénicilline et streptomycine, pendant 12 heures à 37 °C.  

Une numération cellulaire est réalisée, puis la suspension cellulaire est centrifugée (250 g, 5min). Le 
culot est récupéré dans du milieu de culture et les cellules sont ensemencées dans des flasques de 
75 cm² à une densité de 2 millions de cellules pour 75 cm². 
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 Les chondrocytes sont mis en culture dans du milieu DMEM F12 (Gibco) supplémenté à 15 % 
(v/v) de Sérum de Veau Fœtal dé-complémenté (SVF, Dutscher), auquel est additionné 2 mM de L-
glutamine (Gibco), 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/mL de streptomycine (Gibco). Les cellules sont 
cultivées en faible pression d’oxygène (2 %) dans un incubateur à 37 °C en atmosphère humide 
contenant 5 % de CO2. Le milieu de culture est ensuite renouvelé tous les deux jours. 

 

3. Mise en culture de synoviocytes 

 Les synoviocytes sont obtenus à partir des franges de la membrane synoviale. Après 
prélèvements, les morceaux sont incubés dans une solution de collagénase B et dispase 
(respectivement 0,1 U/mL et 0,8 U/mL, Roche) pendant une nuit à 37 °C.  

Une numération cellulaire est réalisée puis la suspension cellulaire est centrifugée (250 g, 5min). Le 
culot est récupéré dans du milieu de culture et les cellules sont ensemencées dans des flasques de 
75 cm² à une densité de 1,5 million de cellules pour 75 cm².  

Les synoviocytes sont mis en culture dans du milieu DMEM F12 (Gibco) supplémenté à 10 % (v/v) de 
Sérum de Veau Fœtal dé-complémenté (SVF, Dutscher), auquel est additionné 2 mM de L-glutamine 
(Gibco), 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/mL de streptomycine (Gibco). Les cellules sont cultivées 
sous pression normale d’oxygène (21 %) dans un incubateur à 37 °C en atmosphère humide contenant 
5 % de CO2. Le milieu de culture est ensuite renouvelé tous les deux jours. 

 

4. Mise en culture des cellules souches mésenchymateuses 

 Les CSMs sont obtenues à partir de prélèvements de moelle osseuse lors de la mise en place 
de prothèse totale de hanche. La moelle osseuse est lavée deux fois dans du PBS stérile (Gibco), puis 
une numération cellulaire est réalisée, et les cellules sont centrifugées (250 g, 5 minutes). Le culot 
cellulaire est repris dans du milieu dit « de prolifération » : du milieu DMEM « Low Glucose » à 
1 gr/L supplémenté à 10 % (v/v) de Sérum de Veau Fœtal dé-complémenté (SVF, Dutscher), auquel 
est additionné 2 mM de L-glutamine (Gibco), 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/mL de streptomycine 
(Gibco). Les cellules sont cultivées sous pression normale d’oxygène (21 %) dans un incubateur à 
37 °C en atmosphère humide contenant 5 % de CO2. Le milieu de culture est ensuite renouvelé tous 
les deux jours. 

 

5. Entretien des cultures cellulaires 

 Les cellules se multiplient et sont transférées dans de nouvelles flasques une fois à confluence. 
Nous avons utilisé des chondrocytes au 1er passage afin de limiter la dédifférenciation de ce type 
cellulaire et des synoviocytes entre le 3ème et 7ème passage. 

Pour chaque passage, les cellules à confluence sont lavées avec du PBS (Gibco) et récupérées suite à 
l’action d’un volume de trypsine (Gibco) pendant 7 minutes à 37 °C et une neutralisation par 5 
volumes de milieu complet. La solution de cellules est centrifugée, puis le culot cellulaire est repris 
avec du milieu complet. Un comptage sur cellule de Malassez est réalisé afin de répartir les cellules 
dans les flasques ou dans des plaques de culture à la densité désirée. 
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B. DIFFÉRENTES CONDITIONS DE CULTURE 

1. Supports de culture 

 Lors des études d’internalisation des nanoparticules nécessitant des observations au 
microscope à fluorescence, les cellules sont ensemencées sur des lames de verre de 14 mm de 
diamètre. Ces lames sont disposées dans des puits de plaques 24 puits, et désinfectées par un bain 
d’alcool 70° pendant 20 min. Après 3 lavages de 5 minutes au PBS stérile, les cellules sont 
ensemencées à raison de 25000 cellules par lamelle. Après 24 heures nécessaires à une bonne adhésion 
des cellules au support, les cellules peuvent être exposées aux nanoparticules. 

 

2. Exposition aux nanoparticules 

 Les nanoparticules sont suspendues dans une solution saline (NaCl 0,9%, Braun) à une 
concentration de 1mg/mL. Cette suspension est agitée au vortex pendant 1 minute, puis soniquée 
pendant 20 minutes dans un bain à ultrasons. La concentration finale en particules est obtenue par 
dilution au dixième de la suspension dans le milieu de culture désiré, en fonction des cellules qui vont 
être utilisées. 

 

3. Études en conditions inflammatoires 

 Afin de mimer les effets d’une réaction inflammatoire, les cellules sont mises en contact avec 
une solution à 10 ng/mL d’IL-1ß humaine (PeproTech) ou de LPS (10ng/mL, Sigma Aldrich) dans du 
DMEM F12 à 1 % de SVF.  

La stimulation aux LPS est également utilisée comme témoin positif de la réaction inflammatoire lors 
des études par PCR quantitative en temps réel ou lors de la mesure de différents marqueurs sécrétés 
dans le milieu de culture. 

 

4. Culture en système tridimensionnel des chondrocytes 

 Afin de potentialiser les capacités de synthèse des chondrocytes, les cellules sont mises en 
culture en système tridimensionnel : « pellets ». Après 5 jours de culture en milieu DMEM F12 sans 
SVF, mais enrichi en ITS (Insuline, Transferrine, Sélénium, ITS+™ Premix, BD Biosciences), les 
cellules sont récupérées suite à l’action de la trypsine puis les pellets sont formés par centrifugation de 
1 million de cellules 5 minutes à 300g dans des tubes de 15 mL.  

Ces agrégats cellulaires sont ensuite cultivés pendant 28 jours dans du milieu DMEM F12 contenant 
2mM de L-glutamine (Gibco), 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/mL de streptomycine (Gibco), et 
supplémenté en ITS (Insuline, Transferrine, Sélénium, ITS+™ Premix, BD Biosciences) et en TGFß1 
(10ng/mL, R&D Systems). 
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5. Différenciation des cellules souches mésenchymateuses 

 Les CSMs sont orientées vers une différenciation adipocytaire suite à la mise en culture 
pendant 21 jours dans du milieu DMEM « High Glucose » (Gibco) à 4,5 mg/mL de glucose contenant  
2mM de L-glutamine (Gibco), 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/mL de streptomycine (Gibco), et 
supplémenté en :   

− SVF (10 %, Dutscher),  
− isobutyl-méthyl-xanthine (500 µM, Sigma Aldrich),  
− indométhacine (50 µM, Sigma Aldrich),  
− insuline (5 µg/mL, Sigma Aldrich),  
− dexaméthasone (100nM, Sigma Aldrich). 

L’engagement vers la voie de différenciation ostéoblastique est obtenu par la mise en culture pendant 
14 jours des cellules dans du milieu DMEM « High Glucose » (Gibco) à 4,5 mg/mL de glucose 
contenant  2mM de L-glutamine (Gibco), 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/mL de streptomycine 
(Gibco), et supplémenté en : 

− SVF (10 %, Dutscher),  
− acide ascorbique 2 phosphate (50 µg/mL, Sigma Aldrich),  
− ß Glycérophosphate de sodium (10 mM, Sigma Aldrich),  
− dexaméthasone (100nM, Sigma Aldrich). 

La différenciation chondrocytaire est obtenue suite à la mise en culture des CSMs en système 
tridimensionnel : « pellets ». Les cellules sont récupérées suite à l’action de la trypsine (Gibco), et les 
pellets sont formés par centrifugation de 1 million de cellules 5 minutes à 300 g dans des tubes de 
15 mL. Ces agrégats cellulaires sont ensuite cultivés pendant 28 jours dans du milieu DMEM « High 
Glucose » (Gibco) à 4,5 mg/mL de glucose contenant  2mM de L-glutamine (Gibco), 100 U/mL de 
pénicilline et 100 µg/mL de streptomycine (Gibco), et supplémenté en : 

− ITS (Insuline, Transferrine, Sélénium, ITS+™ Premix, BD Biosciences),  
− acide ascorbique 2 phosphate (50 µg/mL, Sigma Aldrich),  
− proline (50 µg/mL, Sigma Aldrich),  
− dexaméthasone (100nM, Sigma Aldrich), 
− TGFß1 (10ng/mL, R&D Systems). 

 

6. Étude des voies de l’endocytose 

 Après mise en culture en plaque 24 puits, les cellules sont traitées par différentes molécules 
connues pour inhiber l’endocytose.  

Afin de bloquer l’endocytose médiée par les cavéolines, une solution d’indométacine (Sigma) à 300 
mM est préparée dans du DMSO, elle sera diluée à 300 / 200 puis 100 µM dans du milieu de culture 
avant traitement sur les cellules pendant 10 minutes. 

La voie d’endocytose médiée par les clathrines est inhibée par un traitement de 10 minutes avec une 
solution d’oxyde de phénylarsine (Sigma) à 1/ 5 ou 10 µM pendant 10 minutes. 
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Un traitement à la cytochalasine D (Sigma) à 1 / 2 ou 4 µM pendant 10 minutes va permettre d’inhiber 
la polymérisation de l’actine, et ainsi bloquer tout mouvement d’endocytose actif. 

 

III. ÉTUDES EN MICROSCOPIE À FLUORESCENCE 
 

 La présence de BSA Cy3 dans le cœur des particules permet une observation directe et sans 
marquage préalable afin de suivre l’incorporation des particules.  

Après ensemencement sur des lamelles de verre et exposition aux nanoparticules, les cellules sont 
fixées par une solution de paraformaldéhyde (4 % dans du PBS, pH 7,4, Sigma Aldrich) pendant 15 
minutes puis lavées 3 fois au PBS. Afin de nous renseigner plus précisément sur la localisation 
cellulaire des nanoparticules différents immunomarquages sont réalisés. Lorsque cela est possible, le 
montage est réalisé avec un milieu aqueux contenant du DAPI (Vectashied Mounting Medium, Vector 
Laboratories), un marqueur fluorescent du noyau des cellules. 

 

A. IMMUNOMARQUAGE DU CD44 MEMBRANAIRE 
 Les lamelles sont incubées dans une solution de BSA (Sigma) à 5 % dans du PBS pendant 20 
minutes à 37 °C. L’anticorps primaire dirigé contre le CD44 (Mab7045, R&D System) est incubé sur 
la nuit à 4 °C. Après 3 lavages au PBS, l’anticorps secondaire couplé FITC (sc2010, Santa Cruz 
Biotechnology) est ajouté pour 2 heures. Enfin, après lavages, les lamelles sont montées sur une lame 
de verre avec 5 µL de milieu de montage aqueux contenant du DAPI (Vectashied Mounting Medium, 
Vector Laboratories). 

 

B. IMMUNOMARQUAGE DE PROTÉINES DU RÉTICULUM ENDOPLASMIQUE 

ET DE L’APPAREIL DE GOLGI 
 Après blocage d’éventuels sites de fixation aspécifiques par incubation dans une solution de 
BSA (Sigma) à 5 % dans du PBS pendant 20 minutes et à 37 °C, l’anticorps primaire dirigé contre la 
calréticuline (C4606, Sigma), une protéine du réticulum endoplasmique ou contre GM130 (Golgi 
Matrix Protein of 130 kDa, G7295, Sigma) est incubé la nuit à 4 °C. Après 3 lavages au PBS, 
l’anticorps secondaire couplé FITC (A21206, Life Technologies) est ajouté pour 2 heures. Enfin, après 
lavages, les lamelles sont montées sur une lame de verre avec 5 µL de milieu de montage aqueux 
contenant du DAPI (Vectashied Mounting Medium, Vector Laboratories). 

 

C. MARQUAGE FLUORESCENT DES LYSOSOMES 
 Après culture selon les conditions désirées, les cellules sont rincées au PBS puis sont exposées 
à une solution de Lysotracker® (Lysotracker® Green DND-26, L7526, Life Technologies) pendant 30 
minutes et à 37 °C. Le Lysotracker® est un colorant fluorescent vert qui va marquer les 
compartiments acides, et donc les lysosomes, présents dans les cellules. Après marquage, les cellules 
sont rincées, puis un montage aqueux (Fluorescence Mounting Medium, S3023, Dako) est effectué 
avant observation. 
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D. OBSERVATION AU MICROSCOPE À FLUORESCENCE 
 Les lames sont ensuite observées sous un microscope à épifluorescence (DMI 3000B, Leica) 
équipé d’un objectif à immersion d’huile x40 et de différents filtres (Cy3, FITC ou DAPI, cf. Figure 
36). 

Lors des observations au microscope confocal à balayage laser (Microscope confocal Leica TCS SP5 
X), le marquage nucléaire est réalisé par du To-Pro 3® (Life Technologies). 

 

 

Figure 36 : Spectres d'excitation (pointillés) et d'émission (traits pleins) des différents fluorophores utilisés lors des 
marquages immunofluorescents. 

En bleu le DAPI : λ exc. 360 nm, λ em. 460 nm ; en turquoise le Lysotracker® : λ exc. 504 nm, λ em. 511 nm ; en vert la 
FITC et l’Alexa 488 : λ exc. 495 nm, λ em. 521 nm ; en jaune la cyanine 3 : λ exc. 552 nm, λ em. 570 nm et en rouge le 

ToPro3 : λ exc. 612 nm, λ em. 631 nm. Fluorescence Spectra Viewer, Life Technologies. 

 

IV. ANALYSES MOLÉCULAIRES 
A. EXTRACTION DES ARNS TOTAUX 

1. À partir de cellules en monocouche 

 Après décongélation des cellules, l’extraction des ARN totaux est réalisée grâce au kit 
RNEasy (Qiagen). Les cellules sont resuspendues dans 350 µL de tampon RLT additionné de ß-
mercapto-éthanol (10 µL/mL, Sigma Aldrich). Cette étape permet la lyse des cellules, et ainsi la 
libération des acides nucléiques. De l’éthanol à 70 % (v/v) est ajouté avant de passer ce mélange sur la 
colonne d’extraction d’ARN, 3 lavages sont ensuite réalisés par les tampons RW1 (1 fois) et RPE (2 
fois) fournis dans le kit. L’élution est réalisée avec 30 µL d’eau exempte de nucléases. 
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2. À partir des cultures en 3 dimensions 

 La qualité de la matrice extra cellulaire produite par les chondrocytes lors d’une culture en 
système 3D ne permet pas une extraction optimale des ARN totaux à partir du kit Qiagen. L’extraction 
se fait donc par la méthode « phénol/chloroforme ». 

Les pellets sont broyés à l’aide de piston dans 1 mL de Trizol (Trizol® Reagent, Life Technologies) 
puis la solution est homogénéisée. Le chloroforme est ajouté (200 µL, Sigma), puis le tube est agité au 
vortex pendant 15 secondes. Après centrifugation (10 minutes, 12 000 g), la phase aqueuse est 
transférée dans un nouveau tube, et l’ARN est précipité suite à l’ajout de 500 µL d’isopropanol. 
L’ARN est enfin purifié par lavage à l’éthanol 75°, puis le culot d’ARN est dissous dans de l’eau 
exempte de nucléases. 

 

B. VÉRIFICATION DE LA QUALITÉ DES ARNS TOTAUX EXTRAITS 

1. Dosage spectrophotométrique 

 Afin de travailler avec des quantités d’ARN équivalentes pour l’étape de rétrotranscription et 
également apprécier la qualité de l’extraction, les échantillons sont dosés sur un spectrophotomètre 
Nano Drop (ND-1000, Labtech) qui permet une mesure sur 1 µL. La quantité d’ARN est mesurée à 
260 nm, le spectrophotomètre mesure aussi la quantité de protéine à 280 nm afin de calculer un 
rapport de pureté des ARN : A 260 / A 280 qui doit être compris entre 1,8 et 2. 

 

2. Migration sur gel d’agarose 

 Afin de vérifier l’intégrité des ARN extraits, les échantillons vont être déposés sur un gel 
d’agarose à 1 % contenant du GelRed™ (Biotium) un agent intercalant des acides nucléiques. 100 ng 
d’ARN sont additionnés à 5 µL de tampon de charge. 

Les ARN dégradés vont donner sur le gel une trainée diffuse, alors que s’ils ne le sont pas, nous 
pourrons observer deux bandes distinctes correspondant aux ARN majoritaires : 18 S et 28 S. 

 

C. TRANSCRIPTION INVERSE 
 La transcription inverse permet d’obtenir un ADN simple brin complémentaire (ADNc) à 
l’aide d’une amorce poly-dT et d’une enzyme, la transcriptase inverse MML-V (Moloney Murine 
Leukemia Virus, Invitrogen). Cette enzyme possède une activité ADN polymérase ARN dépendante 
ainsi qu’une activité exoribonucléasique hybride dépendante permettant la dégradation des ARN 
contenus dans les hybrides ADN / ARN. 

L’ADNc est obtenu à partir d’une quantité d’ARN comprise entre 500 ng et 1 μg (la quantité d’ARN 
est différente selon les manipulations, elle dépend de l’extraction d’ARN réalisée auparavant), en 
utilisant des amorces se fixant sur la partie poly-adénylée des ARN messagers (ARNm). Suite au 
dosage des ARN, il faut réaliser différentes dilutions afin d’ajuster la concentration de nos échantillons. 
Le mélange réactionnel contient 11 µL de solution d’ARN et 9 µL de tampon réactionnel. Ce tampon 
est composé de 4 µL de tampon de RT, de 2 µL de DTT, de 1 µL de dNTP, 1 µL d’oligodT et de 1 µL 
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de transcriptase inverse. La réaction de transcription inverse se déroule pendant 1 heure à 37 °C. Les 
ARN restants sont dénaturés par la chaleur (5 min à 95 °C). 

Les échantillons d’ADNc sont ensuite conservés à -20 °C jusqu’à leur utilisation. 

 

D. PCR QUANTITATIVE EN TEMPS RÉEL 

1. Principe de la méthode de PCR quantitative en temps réel 

 La technique de PCR est une méthode qui permet de suivre l’amplification par une polymérase, 
de fragments d’ADN spécifiques de longueur définie. Pour cela, il est nécessaire à partir de 
l’échantillon, d’extraire les ARN totaux et de rétrotranscrire l’ARN messager en ADN 
complémentaire (ADNc) à partir duquel la PCR sera réalisée. Cet ADN complémentaire servira de 
matrice à la polymérase pour amplifier la séquence d’intérêt après fixation des amorces spécifiques de 
chaque gène. Il va être alors possible de déterminer le taux d’expression d’un gène d’intérêt dans la 
cellule. 

La réaction classique de PCR se déroule en trois étapes : dénaturation (séparation des deux brins 
d’ADN de la matrice), hybridation des amorces spécifiques du gène d’intérêt et élongation et synthèse 
du brin néo-synthétisé.  

Afin de déterminer de façon quantitative l’expression d’un gène dans une cellule, il est possible 
d’utiliser des fluorophores qui vont, en se liant à l’ADNc, permettre de rendre compte en temps réel du 
nombre de copies réalisées par la polymérase.  

Le système de détection classiquement utilisé repose sur l’inclusion d’un agent intercalant fluorescent 
dans le milieu réactionnel de la PCR. L’agent le plus communément utilisé, le Syber Green I, va se lier 
préférentiellement à l’ADN double brin et, lorsqu’il sera excité par un rayonnement lumineux 
(longueur d’onde entre 470 et 490 nm), il émettra un signal fluorescent (longueur d’onde entre 510 et 
530 nm). Ainsi, ma mesure de l’intensité de fluorescence émise à chaque fin d’étape d’élongation 
permet le suivi, cycle par cycle, de la réaction de PCR. 

 

2. Principe de la méthode de PCR quantitative par chimie 
TaqMan  

 La chimie TaqMan permet d’améliorer la sensibilité et la spécificité de la PCR quantitative en 
temps réel car elle va faire appel à une double reconnaissance du gène d’intérêt. La fluorescence est 
portée par une sonde, un fragment de type oligonucléotidique, marqué par deux groupements un 
fluorophore et un « quencher » à ses extrémités 5’ et 3’. L’extrémité 5’ porte le fluorophore 
« donneur » (groupement FAM pour le kit que nous avons utilisé de Applied Biosystems) et 
l’extrémité 3’ porte le groupement MGB (« Minor Groove Binder ») qui va stabiliser la sonde, 
permettre une meilleure spécificité, et jouer le rôle de « quencher ». Du fait de la proximité des deux 
groupements fluorophores liée à la petite taille de la sonde (25 à 30 nucléotides), l’énergie lumineuse 
absorbée par le fluorophore donneur excité est transférée par effet FRET au groupement MGB 
« quencher », ainsi aucune fluorescence n’est émise par le fluorophore donneur. 

La particularité du système TaqMan (Figure 4) réside dans l’activité 5’-3’ exonucléasique de l’ADN 
polymérase qui hydrolyse la sonde hybridée à sa cible spécifique lors de l’élongation des amorces. Le 
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clivage de la sonde au cours de l’étape d’élongation permet de séparer le fluorophore donneur du 
« quencher », et ainsi de rétablir son émission de fluorescence.  

 

 

Figure 37 : Principe de la PCR quantitative par chimie TaqMan.  

(1) Les amorces ainsi que la sonde TaqMan portant la fluorescence se lient à la séquence du gène d’intérêt à amplifier. 

(2) La polymérase initie l’élongation de l’amorce, et grâce à son activité 5’-3’ exonucléasique commence à dégrader la 
sonde. Le fluorophore et son « quencher » sont séparés, la fluorescence est émise.  

(3) La sonde est totalement hydrolysée par la polymérase, et l’élongation des amorces est terminée.  

(4) La synthèse d’un nouveau brin d’ADN est terminée, la fluorescence est mesurée par l’appareil et un nouveau cycle 
de PCR peut débuter. Adapté de Life Technologies. 
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3. Protocole expérimental 

 Les ADNc obtenus après transcription inverse sont dilués 10 fois dans de l’eau exempte de 
nucléases. Le kit utilisé : TaqMan® Fast Universal PCR MasterMix (Applied Biosystem) contient la 
polymérase, les nucléotides nécessaires à la synthèse des nouveaux brins d’ADN et un tampon adéquat 
pour que l’enzyme soit dans des conditions optimales.  

La réaction de PCR se déroule en plaque 96 puits (MicroAmp® Optical 96-Well Reaction Plate, 
Applied Biosystems), le mélange réactionnel contient 4,5 µL d’ADNc à analyser, 5 µL de mélange 
TaqMan, et 0,5 µL de mélange amorces et sondes spécifiques du gène d’intérêt. Après dépôt des 
échantillons, la plaque est scellée par un film transparent, puis centrifugée. 

La réaction se déroule dans un StepOne Plus (Applied Biosystems), le cycle de PCR commence par 
une étape d’activation de la polymérase 10 minutes à 95 °C, puis 40 cycles 95 °C : 3 secondes, 60 °C : 
30 secondes, sont réalisés. Après chaque cycle, la fluorescence est mesurée. 

Les jeux d’amorces et de sondes spécifiques utilisés sont fournis par la société Applied Biosystems 
(TaqMan® Gene Expression Assays, cf Tableau 2). 

Tableau 2 : Liste des différents couples amorces/sondes TaqMan utilisés en PCR quantitative.  

(TaqMan Gene Expression Assays, Applied Biosystems) 

 Protéine Gène Référence 
Gène de ménage Ribosomal Protein Large P0  RPLP0 Hs99999902_m1 

    

Marqueurs de la synthèse 
matricielle  

(et de la différenciation 
chondrogénique) 

Collagène 2 total Col2A1 Hs01060345_m1 
Agrécanne ACAN Hs00153936_m1 

Cartilage Oligomeric Matrix 
Protein COMP Hs00164359_m1 

    

Marqueurs de 
différenciation 
ostéogénique 

RunX-2 RUNX2 Hs00231692_m1 
Collagène 10 Col10A Hs00166657_m1 

Phosphatase Alcaline ALPL Hs01029141_g1 
    

Marqueurs de 
l’inflammation 

IL-1ß IL1b Hs00174097_m1 
TNF-α TNF Hs00174128_m1 

Prostaglandine synthase 2 COX2 Hs01573471_m1 
    

Marqueurs de la 
différenciation adipeuse 

PPAR γ PPARG Hs01115513_m1 
Fatty Acid Binding Protein 4 FABP4 Hs01086177_1 

Leptine LEP Hs00174877_m1 
 

4. Analyse des résultats de PCR 

 Afin de pouvoir vérifier l’efficacité de la réaction de PCR, nous réalisons une gamme étalon 
allant de 10-3 à 10-7 ng/µL d’ADN à partir de la séquence d’ADN cible préalablement amplifiée par 
PCR, purifiée et diluée. Ensuite, afin de pouvoir comparer les échantillons entre eux et ainsi 
normaliser les différents résultats obtenus pour chaque échantillon, nous commençons 
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systématiquement par effectuer une PCR quantitative ciblant la séquence d’un gène appelé « gène de 
ménage » dont le taux d’expression ne varie pas selon nos conditions expérimentales. Nous avons 
normalisé nos différents résultats en vérifiant, dans chaque cas, le niveau d’expression du gène RPLP0, 
codant pour une protéine ribosomale. 

La quantification relative de l’expression en ARNm est enfin déterminée grâce à la méthode de 
∆∆Ct[138]. Cela nous permet de comparer l’expression d’un ARNm dans une condition spécifique 
par rapport à la condition témoin. 

 

V. ANALYSES BIOCHIMIQUES 
A. ÉVALUATION DE LA CYTOTOXICITÉ DES PARTICULES 

 Ces tests s’effectuent sur des cellules cultivées en plaques 96 puits et ensemencées à 3000 
cellules par puits pour des synoviocytes, et 5000 cellules par puits pour des chondrocytes. Après 24 
heures d’incubation, le milieu de culture est retiré, puis 200 µL d’une suspension de particules à 
100 µg/mL sont ajoutés. Ensuite l’exposition a lieu pendant 2 à 72 heures selon la cinétique désirée.  

 

1. Mesure de l’activité dépendante de la succinate 
déshydrogénase mitochondriale 

 Ce test repose sur la réduction du MTT ((bromure de 3-[4,5-diméthylthiazol-2-yl]-2,5-
diphényl-tétrazolium) par une enzyme mitochondriale (la succinate déshydrogénase) en cristaux de 
formazan. La diminution de l’activité de la succinate déshydrogénase est directement liée à 
l’apparition d’une toxicité de la molécule testée. 

Après avoir éliminé le surnageant de culture, un mélange contenant 100 μl de milieu complet et 25 μl 
de MTT (5 mg/mL dans du PBS, Sigma Aldrich) est mis en contact avec les cellules pendant 4 h à 
37 °C. Le surnageant est ensuite éliminé et les cellules sont lysées par un tampon SDS-DMF (80 g 
sodium dodécylsulfate, 200 mL diméthylformamide, 200 mL H2O, pH 4.7) durant 24 h à 37 °C. Les 
plaques sont alors lues directement sur lecteur de plaques à 580 nm (Thermo Labsystems Multiskan 
EX). 

 

2. Mesure de l’activité dépendante de la lactate déshydrogénase 

 La mesure de l’activité de la lactate déshydrogénase (LDH) dans le surnageant de culture est 
réalisée à l’aide d’un kit « Cytotoxicity Detection Kit » (Roche). 

La méthode est basée sur la réduction du NAD en NADH, H+, suite à la transformation par la LDH du 
lactate en pyruvate. La diaphorase transfert alors le H/H+ du NADH sur le sel de tétrazolium (chlorure 
de 2-[4-iodophényl]-5-phényltétrazolium) qui sera réduit en sel de formazan. L’augmentation de 
l’activité LDH est directement corrélée avec la formation de formazan. Ainsi, la coloration rouge qui 
se forme est proportionnelle au nombre de cellules dont la membrane cytoplasmique est altérée. 

Le surnageant de culture (100 μl) est mélangé avec 100 μl d’une solution contenant du NAD+, du sel 
de tétrazolium et du lactate de sodium. L’ensemble est incubé 10 min à l’obscurité. La réaction est 
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ensuite arrêtée par 50 μl de chlorure d’hydrogène (1N) et l’absorbance est lue à 490 nm (Thermo 
Labsystems Multiskan EX). 

Les témoins négatifs et positifs sont obtenus respectivement par réaction du kit avec du milieu de 
culture seul, et par réaction du kit avec le surnageant de culture de cellules préalablement lysées par 
une solution de Triton X-100 (1 %, Sigma Aldrich). 

 

3. Dosage de l’ADN par la méthode de Hoechst 

 Le dosage de l’ADN pour les différents échantillons va nous permettre de normaliser les 
résultats obtenus par le test MTT (mesure de la succinate déshydrogénase mitochondriale) en fonction 
de la quantité d’ADN présente. Un agent fluorescent intercalant de l’ADN (Hoechst 33258, Molecular 
Probes) est utilisé et, grâce à une gamme étalon établie en parallèle, la quantité d’ADN pourra être 
déterminée. 

Les cellules sont lysées par trois cycles de congélation / décongélation dans 100 µL d’un tampon dit 
« de Hoechst » composé de Tris (10 mM, Sigma), EDTA (1 mM, Sigma), NaCl (0,1M, Sigma) dans 
de l’eau et à pH ajusté à 7,4. Pour le dosage, 2 mL de solution de Hoechst contenant 0,1 µg/mL de 
Hoechst dans son tampon sont ajoutés à chaque échantillon. Une gamme étalon est établie à partir 
d’ADN de thymus de veau (Sigma) et le dosage est effectué à une longueur d’onde d’excitation de 
356 nm et d’émission de 458 nm sur un spectrofluorimètre (Spectrophotomètre U-2001, Hitachi). 

 

B. DOSAGE DU MONOXYDE D’AZOTE DANS LES SURNAGEANTS 

CELLULAIRES 
 Afin de doser le monoxyde d’azote (NO) produit par les cellules en conditions inflammatoires, 
la méthode du dosage de Griess est utilisée. C’est un dosage indirect, ce sont les nitrites, un produit de 
dégradation du NO qui vont être dosés. Ils vont former un sel de diazonium avec l’acide sulfanilique 
qui sera ensuite couplé avec une amine pour donner un colorant azoïque qui absorbe à 550 nm. 

Le dosage est réalisé en plaque 96 puits, les surnageants de culture sont préalablement centrifugés afin 
d’éliminer d’éventuels débris cellulaires. Le réactif de Griess est préparé extemporanément, 1 volume 
de dichlorohydrate de naphthyléthylène diamine (0,1 % dans de l’eau, Sigma) est ajouté à 1 volume de 
sulfanilamide (1 %, dans H3PO4 à 5 %, Sigma), ensuite 100 µL de réactif de Griess sont ajoutés à 
100 µL de surnageant de culture. 

Une gamme étalon établie à partir d’une solution de nitrites de sodium (de 0 à 50µM, Sigma) permet 
après la lecture de déterminer la quantité de nitrites, et donc indirectement de NO produit par les 
cellules. 

 

C. DOSAGE DES PGE2 PAR ELISA SUR LES SURNAGEANTS CELLULAIRES 
 La concentration en PGE2 va être déterminée par un test ELISA (Enzyme Linked Immuno 
Sorbent Assay, kit Parameter™ R&D Systems). C’est un test immuno-enzymatique dit « par 
compétition ». La plaque et les réactifs nécessaires à la mesure des PGE2 sont fournis dans le kit 
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commercial. Grâce à la comparaison à une gamme étalon, il va être possible de déterminer 
précisément la quantité de PGE2 produits par les cellules dans le surnageant de culture. 

 

VI. ÉTUDES HISTOLOGIQUES ET COLORATIONS 

A. PRÉPARATION DES ÉCHANTILLONS 
 Après prélèvement les tissus sont fixés dans une solution de paraformaldéhyde à 4 % (v/v, 
Sigma) dans du PBS (pH 7,4) pendant 24 heures. Les rotules et genoux sont ensuite décalcifiés par 
immersion dans une solution d’EDTA à 10 % dans du paraformaldéhyde (pH 7,4, Sigma). 

Les prélèvements sont ensuite déshydratés par des bains successifs dans de l’alcool en concentration 
croissante. Trois bains d’une heure dans de l’alcool à 70°, suivis de trois bains d’une heure dans de 
l’alcool à 95°, et enfin trois bains d’une heure dans de l’alcool absolu. 

L’alcool absolu est éliminé par trois bains de 30 minutes dans du Toluène. Enfin, les prélèvements 
sont placés dans trois bains successifs de paraffine liquide à 58 °C. 

Les prélèvements sont ensuite inclus dans de la paraffine, les blocs sont solidifiés par une diminution 
de la température sur une plaque à -5 °C. Des coupes de 5μm sont enfin réalisées à l’aide d’un 
microtome (Leica RM 2135). 

 

B. DIFFÉRENTS PROTOCOLES DE COLORATION 
Après déparaffinage et réhydratation des coupes, les tissus sont colorés de trois façons différentes 
selon les constituants à visualiser. 

 

1. Hématoxyline Eosine Safran 

 L’HES (Hématoxyline-Eosine-Safran) est une coloration standard qui permet de visualiser les 
cellules, leur répartition et les constituants matriciels. L’hématoxyline (0,5 %, 5 minutes, RAL 
Diagnostics) colore les noyaux en bleu foncé, l’éosine (1 %, 5 minutes, RAL Diagnostics) se fixe sur 
les éléments acidophiles et leur confère une coloration rose (cytoplasme), et le safran (1 %, 5 minutes, 
RAL Diagnostics) se lie aux collagènes et à certaines protéines (coloration jaune). 

 

2. Bleu de toluidine 

 Le bleu de toluidine est une coloration métachromatique permettant la mise en évidence des 
glycosaminoglycannes carboxylés, sulfatés ou phosphatés. La coloration se fait par incubation de 5 
minutes dans une solution de bleu de Toluidine (1 %, RAL Diagnostics). Les lames sont ensuite lavées 
dans de l’acétone, de l’alcool absolu puis déshydratées. 
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3. Bleu Alcian 

 Le bleu Alcian permet la mise en évidence des glycosaminoglycannes (GAGs) comme le bleu 
de toluidine, mais il va être principalement utilisé pour colorer les pellets. La coloration est réalisée 
par du bleu Alcian (0,1 %, 2 h), puis par des rinçages à l’eau courante. Un bain de 10 minutes dans du 
Kernechtrot (0,5 g Kernechtrot, 25 g de sulfate d’aluminium et 500 mL d’eau distillée) est ensuite 
réalisé afin de colorer les noyaux en rose.  

 

 Pour toutes les colorations réalisées, les lames sont ensuite montées avec une résine 
synthétique Pertex® (Leica) afin de permettre leur conservation. 

 

C. COLORATION DES CELLULES EN MONOCOUCHE 
 Lors des études de différenciation des CSMs, l’état de différenciation a été confirmé par 
différentes colorations spécifiques des ostéoblastes et des adipocytes. Après culture sur lamelle de 
verre et fixation par un bain de 15 minutes de paraformaldéhyde (4 % dans du PBS pH 7,4), les 
lamelles sont conservées dans du PBS jusqu’à coloration. 

 

1. Coloration au Rouge Alizarine 

 Le rouge Alizarine est un colorant qui permet de visualiser les dépôts calciques. La poudre 
(Sigma) est préparée à 2 % dans de l'eau distillée. Les lamelles sont colorées 2 minutes dans le rouge 
alizarine, puis rincées dans de l'acétone, dans une solution d'acétone / toluène et enfin dans du toluène. 

 

2. Coloration au RedOil O 

 Le RedOil O est un colorant liposoluble qui va permettre de colorer en rouge les vésicules 
lipidiques présentent dans les adipocytes. Les lames sont colorées par un bain dans une solution de 
RedOil O (1 %, Sigma) dans une solution d’isopropanol à 60 %. Après deux lavages à l’eau, une 
contre-coloration à l’hématoxyline de Mayer (RAL Diagnostics) permettra de visualiser les cellules, 
qu’elles soient marquées ou non par le RedOil O.  

 

VII. EXPÉRIMENTATION ANIMALE 
A. PRÉPARATION DES ANIMAUX 

 Les études ont été réalisées chez les rats (Wistar Han, Charles River) mâles de 100 à 125 gr 
lors de leurs arrivées à l’animalerie. Les expériences, réalisées après une semaine d’acclimatation au 
nouvel environnement, ont été préalablement approuvées par le comité d’éthique local en 
expérimentation animale. 

Les animaux sont hébergés dans une animalerie thermorégulée (24 °C +/- 1 °C) dans laquelle un 
rythme nycthéméral est respecté (cycles diurnes de 6 heures à 18 heures, nocturnes de 18 à 6 heures). 
Les rats sont gardés à 5 par cages, ont accès à une nourriture standardisée et à de l’eau ad libitum.  
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B. INJECTIONS INTRA-ARTICULAIRES DES PARTICULES 
 Différentes suspensions de particules sont préparées dans une solution saline (NaCl 0,9%, 
Braun) à des concentrations de 0,5 / 1 / 2 mg/mL. Après agitation au vortex (1 minute) puis sonication 
et stérilisation sous UV (20 minutes), des injections intra-articulaires de 50 µL de suspension sont 
réalisées. 

 

C. MÉTHODES D’ANESTHÉSIE 
 Les injections intra-articulaires effectuées chez les rats sont réalisées sous anesthésie gazeuse à 
l’isoflurane (3 %, AErrane™ - Baxter SA). Lors des opérations nécessaires à la section du ligament 
croisé antérieur et lors de la préparation de la mise à mort, les animaux sont anesthésiés par injection 
intrapéritonéale d’un mélange d’hydrochlorure de kétamine (37,6 mg/kg, Imalgène 500, Mérial) et 
d’acépromazine (1,25 mg/kg, Vétranquil, Ceva Santé Animale). 

 

D. MODÈLES EXPÉRIMENTAUX 

1. Modèle expérimental d’arthrose au MIA 

 L’injection intra-articulaire d’une solution de mono-iodo acétate (Merck) va induire un 
blocage de l’activité de la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase dans les chondrocytes, et 
conduire au blocage de la glycolyse et à l’apoptose. La solution de mono-iodo acétate est préparée à 
0,03 mg dans 50 µL de NaCl (0,9 %, Braun). Les nanoparticules sont injectées 10 jours après 
induction du modèle par l’injection de MIA. La mise à mort des animaux a lieu 14 jours après 
induction du modèle, soit 4 jours après injection des particules. 

 

2. Modèle expérimental d’arthrose par section du ligament 
croisé antérieur (SLCA) 

 Ce modèle de section du ligament croisé antérieur est le modèle qui permet de reproduire le 
plus fidèlement les lésions arthrosiques qu’il est possible d’observer chez l’homme. L’intervention est 
menée sous asepsie stricte, une incision parapatellaire médiale va permettre d’accéder à l’articulation 
du genou droit (le gauche servant de contrôle latéral). La luxation latérale de la rotule permettra de 
laisser l’accès à l’espace articulaire, après repérage, le LCA sera sectionné au bistouri fin. La section 
du LCA est validée par la recherche d’un tiroir antérieur. Après l’opération, les lésions 
ostéoarticulaires vont s’établir progressivement jusqu’à 28 jours où les animaux sont mis à mort.  

Lors des expériences réalisées avec ce modèle expérimental, les nanoparticules sont injectées à 14 
et/ou 21 jours après la section du ligament croisé.  
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3. Modèle expérimental d’arthrite aigüe monoarticulaire par 
injection de parois de mycobactéries 

 Ce modèle d’arthrite aigüe est induit par l’injection dans la cavité articulaire d’une solution de 
parois de Mycobacterium tuberculosis (Mbt). Cela va permettre d’induire un handicap et des lésions 
ostéochondrales sévères avec un rôle central de la membrane synoviale. La réaction inflammatoire 
sera dite « aigüe » les premières 24 à 48 heures après injection. Les parois de mycobactéries sont 
solubilisées dans du NaCl (0,9 %, Braun) à 10 mg/mL avant injection, puis 50 µL de solution sont 
injectés dans le genou des animaux. Lors des expériences réalisées, le modèle est induit par l’injection 
de parois de mycobactéries puis les nanoparticules sont injectées soit pendant la phase aigüe de 
l’inflammation 24 heures après induction du modèle, soit 6 jours après l’induction. Dans chaque cas, 
les injections ont été réalisées dans le genou droit, le genou gauche servant alors de contrôle. Les 
animaux sont ensuite mis à mort 24 heures après l’injection des particules. 

 

E. MISE À MORT ET DISSECTION 
 Après anesthésie par injection intrapéritonéale d’un mélange d’hydrochlorure de kétamine et 
d’acépromazine, les animaux sont mis à mort par dislocation cervicale. 

Les membranes synoviales sont prélevées dès l’ouverture de l’articulation. Ensuite selon les études qui 
seront réalisées les rotules et/ou le genou en entier sont prélevés sur l’animal. 

 

VIII. ANALYSES STATISTIQUES 
 

 Les résultats sont analysés à l’aide du logiciel Graph Pad Prism 4. Le risque α des tests 
effectués est de 0,05 lorsqu’il n’est pas précisé. Les graphiques présentent les moyennes des résultats 
obtenus +/- l’écart type (SD pour Standard Deviation) ou, +/- l’écart standard à la moyenne (SEM 
pour Standard Error of the Mean). Un test ANOVA 2 facteurs est utilisé pour déterminer la 
significativité, suivi d’un test post-oc de Bonferroni pour les comparaisons multiples.  

 



Résultats antérieurs 
 

 93 

RÉSULTATS ANTÉRIEURS DE L’ÉQUIPE 
Lors de précédentes thèses réalisées en partenariat entre le laboratoire IMoPA (UMR 7365, ex. UMR 
7561) et le laboratoire de Chimie Physique Macromoléculaire (FRE 3564), les travaux ont permis de 
définir les conditions optimales de synthèse du vecteur, une évaluation biologique de ce vecteur a pu 
être réalisée sur des cellules articulaires de rats, puis des essais d’injection intra-articulaire chez le rat 
ont été étudiés. 
 

I. DÉVELOPPEMENT ET OPTIMISATION DES CONDITIONS 
DE SYNTHÈSE DES PARTICULES 

 

 Partant du constat que l’apport de molécules hydrophiles aux cellules articulaires serait facilité 
grâce à l’utilisation de vecteurs nanostructurés, les recherches se sont d’abord dirigées vers le 
développement des conditions de synthèse de vecteurs polymériques à base de PLGA par la méthode 
de double émulsion. Les conditions optimales ont pu être définies grâce à des essais d’encapsulation 
d’une molécule couplée à un traceur fluorescent : le dextran-FITC. Et l’étude du recouvrement en 
acide hyaluronique des particules a commencé. 

Les travaux ont ensuite permis de définir une méthode de synthèse de dérivés amphiphiles de HA 
possédant des propriétés amphiphiles suffisantes pour former le recouvrement des particules. La 
synthèse de dérivés amphiphiles de hyaluronate de sodium possédant 6 atomes de carbone a été 
caractérisée. Il a été également démontré qu’un taux de substitution de 31 % permettait de conférer à 
la molécule les propriétés nécessaires à la synthèse des particules, sans dégrader de façon excessive le 
poids moléculaire de l’acide hyaluronique. Ainsi, des particules à recouvrement d’acide hyaluronique 
peuvent être produites, elles sont poly disperses, allant de 200 nm à 1 µm de diamètre.  

 Le développement de vecteurs contenant des molécules de dextran couplées à une molécule 
fluorescente (la FITC) a permis l’analyse de la dégradation des particules. Ainsi, les courbes de 
relargage en fonction du recouvrement en HA ou en PVA (alcool polyvinylique qui forme un 
recouvrement neutre de la particule) ont pu être déterminées. 

Sur cette courbe de relargage (Figure 38) il apparaît que près de 70 % du dextran-FITC encapsulé dans 
les particules est relargué en 12 heures lorsque les particules sont recouvertes de PVA. Dans le cas 
d’un recouvrement en HA, la libération du composé encapsulé se fait beaucoup plus progressivement, 
seulement 50 % du dextran-FITC est libéré après 4 jours.  
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Figure 38 : Cinétique de libération du dextran-FITC encapsulé dans les particules. 

Courbes cumulatives exprimées en pourcentage de relargage par rapport à la masse encapsulée dans les nanoparticules. [139] 

 Une fois la synthèse des particules développée, les conditions de stockage ont été étudiées. 
Compte tenu de la structure des particules, il était nécessaire de s’assurer qu’elles ne s’agrégeraient 
pas au cours du temps, augmentant ainsi la taille des vecteurs. Ainsi, le nombre et les conditions des 
lavages ont été étudiés, permettant d’éliminer les différents réactifs chimiques nécessaires à la 
synthèse, mais indésirables en vue d’une utilisation en biologie. Pour le stockage à long terme des 
vecteurs, la lyophilisation s’est imposée comme un moyen de conservation intéressant. En effet, cela 
permet d’obtenir une poudre sèche de particules, ce qui facilite l’utilisation ultérieure et permet une 
maîtrise des quantités de particules utilisées. De plus, contrairement au stockage en milieu aqueux 
avec ou sans congélation, l’intégrité des particules et des principes actifs encapsulés est préservée. 
Cependant, lors de la sublimation de l’eau, les particules sont très concentrées. Si leur surface n’est 
pas suffisamment recouverte de stabilisant, cela peut conduire à leur agrégation. Des lyoprotecteurs, 
comme le mannitol et le tréhalose, ont donc été testés. Les résultats ont démontré que l’intérêt 
protecteur de ces molécules était faible pour notre système. En effet, le recouvrement en acide 
hyaluronique est suffisant pour empêcher l’agrégation et assurer la dispersion des particules. Il est 
donc possible, à l’issue de la synthèse et des étapes de lavage, de cryolyophiliser les particules en vue 
de les conserver sous forme de poudre sèche. 

 

Figure 39 : Photo au MEB de particules de PLGA recouvertes d'acide hyaluronique. [140] 

 Initialement, afin de suivre les particules, l’encapsulation d’un traceur fluorescent (le dextran 
couplé FITC) dans les inclusions aqueuses était nécessaire. Ainsi il était possible de les suivre en 
microscopie de fluorescence et de réaliser des essais de cinétique de relargage. Cependant 
l’encapsulation de ce traceur au sein des inclusions aqueuses ne permettait pas l’encapsulation 
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concomitante d’un principe actif. De plus, la longueur d’onde d’émission de la FITC est proche de 
l’autofluorescence du cartilage, rendant délicate l’observation des particules contenant du dextran-
FITC dans les tissus biologiques. En raison des limitations de ce traceur, l’emploi du groupement 
fluorochrome cyanine 3 (λex : 550 nm, λem : 570 nm) a permis de s’affranchir des limites induites par 
la FITC. De plus, de la BSA (pour Bovine Serum Albumine) est utilisée comme stabilisant de la phase 
aqueuse interne lors de la première émulsion, la BSA est une molécule amphiphile qui va pouvoir se 
positionner à l’interface de l’émulsion interne. Une part de cette BSA a été substituée par de la BSA 
couplée à de la cyanine 3, permettant ainsi un marquage fluorescent de la structure même de la 
particule, indépendant du composé encapsulé au sein des inclusions aqueuses. Les essais réalisés ont 
permis de déterminer qu’un remplacement de 5 % de la BSA utilisée comme stabilisant par de la BSA 
couplée à de la cyanine 3 n’avait pas d’influence sur la taille des particules synthétisées, et était 
suffisant pour suivre ces particules en fluorescence.  

 

II. PREMIERS RÉSULTATS BIOLOGIQUES : VALIDATION DE 
CE VECTEUR SUR DES CELLULES ARTICULAIRES DE RAT 

 

 Après validation des procédés de synthèse des particules, des essais in vitro ont été initiés afin 
de s’assurer que les vecteurs pouvaient interagir avec les cellules articulaires. Après avoir attesté de 
l’internalisation des vecteurs dans les chondrocytes et synoviocytes de rat, des études au microscope 
électronique à balayage ont été réalisées afin de confirmer la localisation intracellulaire des particules. 

 

Figure 40 : Photos de microscopie électronique à balayage de chondrocytes après exposition aux particules 
recouvertes de HA. 

Les chondrocytes ont été exposés aux particules pendant 24 heures avant le traitement et l’analyse en microscopie 
électronique à balayage. À : observation à l’objectif x465, B : observation à l’objectif x1750. [74] 

Ces images (Figure 40) représentent des chondrocytes cultivés en présence de particules recouvertes 
d’acide hyaluronique pendant 24 heures. Nous distinguons des vésicules intracytoplasmiques 
localisées en périphérie des noyaux. Sur ces clichés, l’internalisation dans le cytosol est confirmée, et 
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la visualisation à plus fort grossissement (B) permet de mettre en évidence les repliements de la 
membrane plasmique sur les particules. 

 Ensuite, l’intérêt du recouvrement en acide hyaluronique a été mis en évidence en comparant 
l’internalisation de particules possédant ce recouvrement à des particules dites « nues », recouvertes de 
PVA. 

 

Figure 41 : Différence d’internalisation des particules par des chondrocytes en fonction de leur recouvrement. 

Photos de microscopie à fluorescence de chondrocytes exposés pendant 48heures à des particules recouvertes d’acide 
hyaluronique (à gauche) ou de PVA (à droite). Le PVA étant un recouvrement neutre. En bleu, le noyau marqué au DAPI, en 

vert, les particules encapsulant du dextran-FITC. [140] 

Sur ces images de microscopie de fluorescence nous observons que les particules possédant une 
couronne de HA en surface sont internalisées par les chondrocytes de rat (à gauche). En revanche, les 
particules recouvertes de PVA ne sont pas internalisées par les cellules même après 48 heures 
d’exposition. 

Ces observations ont été confirmées par des expériences de blocage des récepteurs CD44, la cible de 
l’acide hyaluronique, présents à la surface des cellules. Les cellules ont été traitées avec un anticorps 
ciblant ces récepteurs avant d’être exposées aux particules (Figure 42). Nous observons que le 
traitement préalable avec l’anticorps provoque une diminution importante de l’internalisation des 
particules par les chondrocytes (A et B), cette baisse de l’internalisation étant plus marquée pour des 
synoviocytes (C et D). 
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Figure 42 : Influence du blocage des récepteurs CD44 avant exposition aux particules. 

Photos de microscopie confocale à fluorescence de chondrocytes (A&B) traités (A) ou non (B) pendant 2 heures par un 
anticorps anti-CD44 avant l’exposition aux particules pendant 24 heures. La même expérience a été réalisée avec des 

synoviocytes (C&D), sans traitement (C) après blocage préalable des récepteurs (D). La barre blanche représente 75 µM. [74] 

 En parallèle des essais de localisation des particules dans les cellules, des études de 
cytocompatibilité ont été effectuées. Les travaux ont montré que la viabilité des chondrocytes et des 
synoviocytes de rat exposés 24 à 72 heures aux particules recouvertes d’acide hyaluronique n’était pas 
modifiée. En revanche, une diminution d’environ 20 % de l’activité mitochondriale a été constatée, et 
ce dès 24 heures d’exposition. La compatibilité des vecteurs polymériques à recouvrement d’acide 
hyaluronique avec les synoviocytes et chondrocytes de rat a également été vérifiée au niveau de 
l’expression d’ARN messagers marqueurs de l’inflammation. Il a été confirmé que l’exposition aux 
particules n’entraînait pas de réponse inflammatoire de la part de ces deux types cellulaires. 

 

 Enfin, des études chez le rat ont été initiées, elles ont permis de déterminer la quantité de 
particules qui peut être injectée chez le rongeur sans perturber l’homéostasie de l’articulation. Ainsi, il 
a été déterminé qu’il était possible d’injecter 50 µg de particules dans 50 µL, et que deux injections 
répétées à 7 jours d’intervalle n’avaient pas d’effets négatifs au niveau de l’intégrité de la matrice 
cartilagineuse, ni au niveau de la membrane synoviale. 
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BILAN DES PREMIERS TRAVAUX RÉALISÉS SUR LES 
NANOPARTICULES À VISÉE ARTICULAIRE 

 

Ces premiers travaux sur les nanoparticules ont permis de mettre en évidence certains faits marquants : 

 Le recouvrement des particules par une couronne d’acide hyaluronique confère aux particules 
des propriétés intéressantes pour les interactions avec les chondrocytes et synoviocytes de rat. 

 La synthèse de ces particules par la méthode de double émulsion est possible, et permet la 
production de vecteurs entre 200 nm et 1 µm. 

 Ces vecteurs sont internalisés et se retrouvent dans le cytoplasme des cellules, sans que cela 
n’engendre de cytotoxicité excessive et que cela n’affecte la viabilité cellulaire. 

 La compatibilité de ces vecteurs a été confirmée in vivo, des injections répétées de 50 µg/mL à 
7 jours d’intervalles sont possibles, sans effets secondaires délétères au niveau du cartilage ou 
de la membrane synoviale. 

 Le marquage de la structure du vecteur est possible en utilisant de la BSA-Cy3 qui va pouvoir 
s’insérer à l’interface des inclusions aqueuses lors de la première émulsion. 
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OBJECTIFS DE L’ÉTUDE 
 Les nombreux progrès réalisés dans la compréhension des mécanismes physiopathologiques 
des maladies articulaires ont permis l’émergence de nouvelles thérapies améliorant la prise en charge 
quotidienne des maladies. Cependant, à l’heure actuelle, aucun traitement permettant une guérison 
complète des pathologies inflammatoires ou permettant de retrouver une fonction articulaire correcte 
dans le cadre des pathologies dégénératives n’a pu être mis à jour. De nombreuses molécules 
potentiellement candidates sont actuellement étudiées et ont démontré un potentiel intérêt 
thérapeutique.  

Toutefois, deux écueils principaux limitent l’utilisation de certaines molécules intéressantes. 
Premièrement, les tissus qui composent l’articulation souffrent d’être difficilement accessibles par des 
molécules apportées par voie générale, et le temps de résidence des composés ayant réussi à atteindre 
l’articulation est souvent trop court pour permettre d’avoir les effets bénéfiques attendus. Aussi, de 
nombreuses molécules qui pourraient avoir des effets intéressants au niveau articulaires, peuvent 
également être responsables d’effets indésirables non négligeables lors d’une administration 
systémique, comme les inhibiteurs des MAP-Kinases ou les inhibiteurs de l’enzyme de conversion de 
l’IL-1ß. 

 Afin d’améliorer le transport de molécules directement au site d’action et de limiter les effets 
indésirables systémiques, la recherche s’est tournée vers des systèmes de relargage progressif de 
composés encapsulés dans des particules ; particules qui peuvent être apportées au plus près de leurs 
cibles. Après avoir mis au point la synthèse des vecteurs, les procédés de conservation, et initié les 
études de cytocompatibilité in vitro (sur des cellules de rat) et in vivo (chez le rat), les objectifs de ce 
travail de thèse qui visent à étudier l’innocuité du vecteur particulaire s’organisent selon différents 
points. 

 Tout d’abord, nous souhaitons évaluer l’utilisation de ce type de vecteur à structure marquée 
par de la cyanine 3 sur des cellules humaines en exposant les cellules aux particules afin de chercher à 
déterminer où sont localisées les particules dans la cellule, et par quelles voies elles réussissent à 
pénétrer dans les cellules. Ensuite, nous déterminerons les cinétiques d’internalisation des particules 
dans la cellule. Puis une seconde étape de ce travail sera de déterminer si l’internalisation de ces 
particules perturbe l’homéostasie cellulaire. Pour cela nous analyserons la réponse inflammatoire 
consécutive à l’internalisation des particules, puis différents paramètres permettant d’apprécier de la 
cytotoxicité. 

La troisième partie de ce travail sera consacrée à l’étude de l’influence des particules sur les fonctions 
physiologiques des cellules. Pour cela, nous analyserons l’influence de la présence des particules à 
l’intérieur des chondrocytes sur leurs capacités de synthèse matricielle. Dans le but d’élargir les 
applications possibles avec ce vecteur nanostructuré, nous déterminerons également s’il est possible 
d’envisager son utilisation avec des CSMs. Pour cela nous étudierons les potentialités de 
différenciation de ces cellules après internalisation du vecteur. 

Enfin nous terminerons cette étude par l’évaluation in vivo de ce vecteur après injection intra-
articulaire chez le rat. Nous étudierons les effets de l’apport in situ de particules chez le rat sain puis 
dans différents modèles pathologiques représentatifs de pathologies dégénératives et inflammatoires. 
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RÉSULTATS 
I. MISE EN CONTACT DES PARTICULES AVEC LES 
DIFFÉRENTS CONTINGENTS CELLULAIRES 

 

 Dans un premier temps nous avons souhaité vérifier que les particules pouvaient bien être 
internalisées par les cellules : nous avons cherché à les localiser, puis à déterminer les cinétiques 
d’internalisation dans les principaux contingents cellulaires de l’articulation. 

 

A. MARQUAGE DES PARTICULES À LA BSA CYANINE 3 
 Lors des études précédentes, l’encapsulation de molécules de dextran couplées à la FITC a 
permis l’établissement des cinétiques d’encapsulation et la validation de l’intérêt de la couronne 
d’acide hyaluronique. Les limites d’utilisation de ce marquage ont rapidement été mises en évidence, 
notamment lors de l’évaluation biologique du vecteur. Le développement des particules marquées à la 
BSA Cyanine 3, rendu possible par le remplacement d’une part de la BSA utilisée pour stabiliser la 
première émulsion par de la BSA couplée à la cyanine, a nécessité différents tests afin de déterminer le 
taux de remplacement suffisant pour permettre une détection en fluorescence. La Figure 43 représente 
deux clichés en microscopie de fluorescence de chondrocytes exposés 48 heures à deux lots de 
particules différents. 

 

Figure 43 : Observation au microscope à fluorescence de chondrocytes de rats exposés à deux lots de particules 
différents. 

Les chondrocytes ont été exposés pendant 48 heures à des particules encapsulant du dextran couplé FITC (à gauche, λem : 
494 nm) ou à des particules marquées à la cyanine 3 (à droite, 5 % de BSA Cy3, λem : 548 nm). Observation à l’objectif x40, 

la barre d’échelle représente 20 µm. 

Sur la Figure 43, nous observons que le remplacement de 5 % de la BSA par de la BSA couplée à la 
cyanine 3 ne modifie pas les propriétés de liaison avec les cellules. Ce taux de remplacement choisi 
n’altère ni les propriétés des particules, ni leurs interactions avec les cellules. Des résultats similaires 
ont été observés lors d’essais réalisés avec des taux de remplacement de BSA par 10 % de BSA 
couplée à la cyanine. Le remplacement de 5 % de la BSA utilisée comme stabilisant par de la BSA 
couplée à la cyanine est donc suffisant pour un suivi en fluorescence, et permet in vitro d’améliorer la 
sensibilité de détection des particules. De plus, il permet, contrairement aux études avec le dextran-
FITC, l’encapsulation simultanée d’un principe actif. 
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 Le marquage des particules grâce à la BSA-Cyanine 3 est possible, et permet l’encapsulation 
en parallèle d’un principe actif. 

 

B. LOCALISATION INTRACELLULAIRE DES PARTICULES 
 Après les phases d’amplifications classiques en culture cellulaire, des chondrocytes et des 
synoviocytes ensemencés sur des lamelles en verre ont été exposés aux particules marquées à la BSA-
Cyanine 3 pendant 24 heures dans le milieu de culture classique. Ensuite, après fixation et 
immunomarquage des récepteurs membranaires CD44 et marquage du noyau, les lamelles ont été 
observées au microscope confocal laser. La Figure 44 est un cliché obtenu en microscopie confocale 
de chondrocytes après 24 heures d’exposition aux particules. 

 

Figure 44 : Observation au microscope confocal laser de chondrocytes après 24 heures d'exposition aux particules. 

Le noyau apparaît en bleu, les nanoparticules en rouge, et le marquage du CD44 membranaire en vert. On observe une 
localisation cytoplasmique des particules dans les chondrocytes après 24 heures d’exposition. Observation à l’objectif x63. 

Nous remarquons sur ce cliché que les particules semblent être dans le cytoplasme des chondrocytes 
après 24 heures d’exposition, des observations similaires ont été réalisées pour les synoviocytes. 

Afin de confirmer la localisation cytoplasmique des particules, des tests d’exposition aux particules 
lors du premier passage (P0) puis récupération des cellules à la trypsine successivement jusqu’au 
troisième passage ont été réalisés. Nous avons constaté qu’après exposition, les particules restent dans 
les cellules jusqu’à 10 jours de culture. Le traitement à la trypsine permet ensuite le détachement des 
cellules et leur ensemencement sur une plus grande surface. Des particules sont encore observées dans 
les cellules après 3 passages consécutifs, ce qui suggère qu’elles ne sont pas seulement adsorbées à la 
surface des cellules. Malgré les divisions cellulaires, il reste suffisamment de particules internalisées 
pour pouvoir être détectées en microscopie de fluorescence. 

 Les particules semblent bien être dans le cytoplasme des cellules, et restent dans les cellules 
jusqu’au 3ème passage, soit jusqu’à 30 jours de culture. 

Dans le but d’affiner la localisation intracellulaire des particules, des colocalisations avec différents 
organites ont été recherchées par immunomarquage et microscopie de fluorescence. Après 24 heures 
d’exposition aux particules, les cellules sont fixées et une protéine du réticulum endoplasmique : la 
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calréticuline, ou de l’appareil de Golgi : GM-130, sont marquées et détectées par des anticorps. La 
Figure 45 représente deux clichés obtenus suite à l’exposition de synoviocytes aux nanoparticules. 

 

Figure 45 : Observation au microscope à fluorescence de la localisation des particules dans des synoviocytes après 
immunomarquage du réticulum endoplasmique et de l'appareil de Golgi. 

À gauche, marquage fluorescent vert du réticulum endoplasmique (calréticuline), à droite, marquage de l’appareil de Golgi 
(GM-130). En rouge (λem : 548 nm) : BSA-Cy3 dans les nanoparticules, en bleu (λem : 358 nm) marquage nucléaire au 

DAPI et en vert : immunomarquage (anticorps secondaire couplé FITC, λem : 494 nm). La barre blanche représente 20 µm, 
observation à l’objectif x40. 

On remarque lors des observations effectuées pour les synoviocytes et les chondrocytes que les 
particules sont bien présentes dans la cellule, mais aucune colocalisation n’a été constatée avec le 
noyau, le réticulum endoplasmique ou l’appareil de Golgi.  

Pour poursuivre cette étude, un marquage des lysosomes chondrocytaires a été réalisé grâce à un agent 
fluorescent vert spécifique de cet organite cellulaire : le LysoTracker®, après 12 heures d’exposition 
aux particules.  

  

Figure 46 : Localisation intracellulaire des particules dans des chondrocytes après 12 heures d'exposition. 

Les flèches montrent les particules en rouge (à gauche), les lysosomes en vert (au milieu), et leur colocalisation (à droite, 
superposition des images). En rouge (λem : 548 nm) : BSA-Cy3 dans les nanoparticules et en vert : LysoTracker® (λem : 

494 nm). Observation à l’objectif x40. 

La superposition des images de fluorescence des particules et des lysosomes nous permet de constater 
qu’il y a bien une colocalisation des deux. Les observations réalisées avec des chondrocytes et des 
synoviocytes nous montrent que les particules sont présentes au sein des lysosomes. 

 Les particules sont localisées dans les lysosomes, ce qui peut permettre un relargage des 
molécules encapsulées au plus proche du cytoplasme. 
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Après avoir ainsi confirmé que les particules étaient bien présentes dans les cellules, nous avons 
réalisé différentes cinétiques d’internalisation pour déterminer en combien de temps les particules 
entraient dans les cellules. 

 

C. ÉTUDE DES CINÉTIQUES D’INTERNALISATION DES PARTICULES 
 Les chondrocytes et synoviocytes ont été cultivés jusqu’à obtenir un nombre suffisant de 
cellules permettant de réaliser les cinétiques d’internalisation. Ensuite, les cellules ont été 
ensemencées sur des lamelles de verre, exposées aux nanoparticules pendant différents temps (de 2 à 
12 heures, puis 24, 48 et 72 heures), puis fixées et observées au microscope à fluorescence. Un 
marquage du CD44 membranaire et du noyau des cellules nous a permis de visualiser plus facilement 
les cellules et d’attester de l’internalisation des particules. 

 

Figure 47 : Cinétiques d'internalisation des particules dans des chondrocytes et des synoviocytes. 

Photos en microscopie de fluorescence des chondrocytes et synoviocytes après différents temps d’exposition aux particules. 
En rouge (λem : 548 nm) : BSA-Cy3 dans les nanoparticules, en bleu (λem : 358 nm) marquage nucléaire au DAPI et en 
vert : immunomarquage du récepteur membranaire CD44 (anticorps secondaire couplé FITC, λem : 494 nm). La barre 

blanche représente 20 µm, observation à l’objectif x40. 

Les différentes expériences réalisées ainsi que l’observation des clichés de fluorescence obtenus 
(Figure 47) nous ont montré que les particules sont situées dans les cellules à partir de 8 heures dans 
les synoviocytes et les chondrocytes. Ensuite, les particules s’accumulent dans les cellules jusqu’à 
atteindre un maximum autour de 24 heures d’exposition. Là encore, les particules sont toujours dans 
les cellules à la fin de la cinétique, soit après 72 heures d’exposition.  

D’autre part, il est connu que des CSMs peuvent être présentes dans la cavité articulaire, et donc être 
exposées aux particules. Nous avons donc réalisé des expériences similaires avec des CSMs issues de 
moelle osseuse, et des résultats similaires ont été observés. Différenciées ou non en chondrocytes, 
elles peuvent internaliser les particules en 8 heures, et le maximum d’accumulation est atteint autour 
de 24 heures d’exposition. 
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 Les particules sont retrouvées dans les cellules à partir de 8 h d’exposition pour les 
synoviocytes et chondrocytes, et peuvent s’accumuler dans les cellules sans provoquer de 
mort cellulaire observable en microscopie. 

 Après avoir vérifié que les particules pouvaient rentrer dans les cellules et les avoir localisées 
à l’intérieur des cellules, nous avons exploré les voies d’internalisation possibles. 

 

D. ANALYSES DES VOIES D’ENTRÉES DES PARTICULES DANS LA CELLULE 
 Afin de déterminer les voies d’entrées dans la cellule, nous avons initié une étude avec des 
inhibiteurs de l’endocytose. Des chondrocytes ont été préalablement traités par différents inhibiteurs 
de l’endocytose avant d’être exposés aux particules. Ensuite, l’internalisation a été constatée par 
observation au microscope à fluorescence. Pour cela, nous avons traité les cellules avec de l’oxyde de 
phénylarsine, un inhibiteur de l’endocytose médiée par les clathrines, par de l’indométhacine, qui 
bloque l’endocytose médiée par les cavéolines, ou par de la cytochalasine D qui inhibe la 
polymérisation de l’actine. 

 

Figure 48 : Localisation des particules dans des chondrocytes après incubation avec deux inhibiteurs de l'endocytose. 

Internalisation des particules dans des chondrocytes après incubation avec de la cytochalasine D (blocage de l’endocytose 
actine dépendante) ou de l’indométhacine (inhibiteur de l’endocytose médiée par les cavéolines). En rouge (λem : 548 nm) : 

BSA-Cy3 dans les nanoparticules, en bleu (λem : 358 nm) marquage nucléaire au DAPI et en vert (λem : 494 nm) : 
immunomarquage CD44. La barre blanche représente 20 µM. Observation à l’objectif x40. 

L’exposition à l’indométhacine à 100 ou 300 µM ne perturbe pas l’internalisation des particules, tout 
comme le traitement avec différentes concentrations d’oxyde de phénylarsine. En revanche, une 
concentration de 1 µM de cytochalasine D suffit à empêcher l’entrée des particules dans les cellules. 

 L’endocytose des particules est un mécanisme actif, dépendant de l’actine, de type pinocytose. 

 Dans la suite de ce travail, nous avons cherché à savoir si l’internalisation des particules dans 
les chondrocytes, synoviocytes et CSMs pouvait perturber les fonctions cellulaires. 
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II. INTERNALISATION DES PARTICULES ET HOMÉOSTASIE 
CELLULAIRE 

 

 Dans un premier temps nous avons cherché à savoir si les particules étaient bien tolérées par 
les cellules. Ensuite, nous avons regardé si l’exposition et l’internalisation des particules pouvaient 
déclencher une réponse inflammatoire de la part des cellules.  

 

A. VÉRIFICATION DE L’INNOCUITÉ DES PARTICULES SUR LES CELLULES 

ARTICULAIRES 
 Afin de déterminer si les particules étaient bien tolérées par les cellules, des tests de 
cytotoxicité, consistant à mesurer l’activité mitochondriale des cellules et à doser la quantité de lactate 
déshydrogénase libérée dans le milieu de culture par les cellules, ont été réalisés. 

 

1. Évaluation de la viabilité cellulaire 

 Afin d’évaluer plus précisément la viabilité cellulaire, nous avons mesuré la quantité de lactate 
déshydrogénase dans le surnageant de culture cellulaire, cette enzyme étant issue de la lyse des 
cellules. Les cellules ont été exposées aux particules de 2 à 72 heures, puis la mesure de la LDH 
libérée a été réalisée dans le milieu de culture. Les résultats sont exprimés par rapport aux cellules 
contrôles, sans exposition aux particules (valeurs ajustées à 100 % de viabilité), au même temps. 

 

Figure 49 : Viabilité cellulaire (déterminée par test LDH) de chondrocytes exposés aux particules. 

La viabilité est déterminée par mesure de l’activité de la lactate déshydrogénase relarguée dans le milieu de culture de 
cellules exposées de 2 à 72 heures aux particules. La viabilité des cellules exposées aux particules (en rouge) est exprimée 
par rapport aux témoins respectifs fixés à 100 %. Les résultats sont présentés sous la forme moyenne +/- SD, n=5, aucune 

différence significative n’a été constatée. 

L’exposition aux particules de 2 à 72 heures provoque une très légère diminution (non significative) 
de la viabilité cellulaire, avec 96 % de viabilité après 4 et 6 heures d’exposition, et des valeurs entre 98 
et 99 % de 12 à 72 heures. Des résultats similaires ont été obtenus pour la même expérience réalisée 
avec des synoviocytes, permettant de mettre en évidence l’innocuité des particules vis-à-vis de la 
viabilité cellulaire.  

 La viabilité des chondrocytes et des synoviocytes n’est pas affectée par l’internalisation des 
particules. 
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2. Mesure de l’activité mitochondriale 

 Les cellules ont été exposées aux particules en suspension dans le milieu de culture pendant 2 
à 72 heures, sans changement de milieu, puis l’activité mitochondriale a été mesurée par test MTT.  

 

Figure 50 : Mesure de l'activité mitochondriale de chondrocytes exposés pendant différents temps aux particules. 

Grâce au test MTT l’activité de la succinate déshydrogénase mitochondriale est mesurée, puis les valeurs sont normalisées 
par la quantité d’ADN présente dans chaque puits correspondant. L’activité mitochondriale des cellules exposées aux 

particules (en rouge) est normalisée par rapport aux témoins respectifs fixés à 100 %. Les résultats sont présentés sous la 
forme moyenne +/- SD, n=5, *** : p<0,001. 

Il est observé que l’exposition aux particules provoque une augmentation de l’activité mitochondriale 
entre 2 et 12 heures, avec un pic à 143 % à 6 heures, puis une diminution de cette activité à partir de 
24 heures. De 24 à 72 heures d’exposition aux particules, l’activité mitochondriale reste entre 50 et 
20 % plus faibles que pour les cellules témoins. 

 L’endocytose des particules provoque une diminution de l’activité mitochondriale des 
chondrocytes. 

 

B. RÉPONSE INFLAMMATOIRE SUITE À L’EXPOSITION AUX 

NANOPARTICULES 

1. Étude de l’expression génique de marqueurs de 
l’inflammation 

 Afin d’étudier la réponse inflammatoire suite à l’exposition et l’internalisation des particules, 
nous avons exposé les cellules aux particules pendant différents temps, puis l’expression d’ARN 
messagers de marqueurs de l’inflammation a été recherché par PCR quantitative en temps réel.  

La Figure 51 correspond aux résultats obtenus pour la cinétique d’exposition aux particules de 2 à 72 
heures réalisée avec des chondrocytes. 
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Figure 51 : Cinétique d’expression de médiateurs de l’inflammation IL-1ß, TNF-α et Cox2 par des chondrocytes après 
différents temps d’exposition aux particules. 

L’expression en ARNm est mesurée par PCR quantitative en temps réel. Pour IL-1ß et le TNF-α les taux d’expression ne 
sont plus détectés à 48 et 72 heures. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes +/- SD, n=3. * : p<0,05 ; ** : 

p<0,01 ; *** : p<0,01 vs le témoin au même temps. 

 Dès 2 heures d’exposition, les taux d’IL-1ß et de TNF-α augmentent significativement (30 et 
100 fois plus élevés que le témoin, respectivement). Ensuite, l’expression de l’ARNm de IL-1ß reste 
30 à 45 fois plus importante que le témoin entre 4 et 12 heures, puis diminue jusqu’à atteindre un 
niveau similaire au témoin à partir de 24 heures. À 48 et 72 heures, les niveaux d’expression sont trop 
faibles pour être détectables (données non présentées). 

Concernant le TNF-α, le taux d’expression est 350 fois plus élevé que le témoin après 4 heures 
d’exposition aux particules, puis ce taux diminue. Plus aucune différence significative n’est constatée 
par rapport au témoin à partir de 8 heures d’exposition aux particules. Là encore, les taux à 48 et 72 
heures sont trop faibles pour être détectés (données non présentées). 

Les taux d’expression de Cox2 diminuent de 2 à 72 heures d’exposition de la même façon pour les 
cellules exposées aux particules ou non. Aucune différence significative n’a été constatée le long de la 
cinétique. 

La Figure 52 représente la même expérience réalisée de 2 à 72 heures avec des synoviocytes. 
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Figure 52 : Cinétique d'expression de médiateurs de l'inflammation IL-1ß, TNF-α et Cox2 par des synoviocytes après 
différents temps d'exposition aux particules. 

L’expression en ARNm est mesurée par PCR quantitative en temps réel. Les valeurs à 24, 48, 72 heures sont trop faibles 
pour être détectées. Les résultats sont présentés sous forme de moyennes +/- SD, n=3. * : p<0,05 ; *** : p<0,01 vs le témoin 

au même temps. 

 L’exposition aux particules entraîne une augmentation progressive du taux d’expression d’IL-
1ß dans les synoviocytes, avec un maximum atteint à 6 heures soit un taux 8 fois plus important que 
pour le témoin. Ensuite, le taux diminue et les différences constatées par rapport au témoin ne sont 
plus significatives à partir de 10 heures d’exposition. Concernant le TNF-α, le taux d’expression des 
ARNm est 12 fois plus important pour les cellules exposées aux particules, et ce dès 2 heures 
d’exposition. Ensuite, ce taux diminue jusqu’à un retour au niveau basal à partir de 6 heures 
d’exposition. L’expression des ARNm de Cox2 atteint un pic à 4 heures, où le taux est 1,6 fois plus 
important que le témoin. Ensuite, ce taux diminue et un niveau d’expression similaire au témoin est 
atteint dès 10 heures d’exposition aux particules. 

 L’endocytose des particules provoque une augmentation de la synthèse de médiateurs de 
l’inflammation pour les chondrocytes et les synoviocytes, mais cette réponse est réversible et 
temporaire. 

 Ensuite, nous avons confirmé au niveau protéique les observations que nous avions faites sur 
la synthèse des ARNm suite à l’exposition aux particules. 

 

2. Évaluation de la synthèse de médiateurs de l’inflammation 

 En parallèle des mesures de l’expression des ARN messagers, nous avons réalisé des 
cinétiques pour mesurer la synthèse de nitrites et de prostaglandines E2 (PGE2) par des chondrocytes 
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suite à l’exposition aux particules. Afin de comparer les niveaux de synthèse, des cellules ont été 
exposées à du LPS pour mimer des conditions inflammatoires ; ce stimulus ayant la capacité d’induire 
in vitro l’expression des principaux médiateurs de l’inflammation. 

 

a) Mesure de la production de nitrites 
 Après 12 à 72 heures d’exposition aux particules ou aux LPS, les milieux de culture ont été 
récupérés puis la concentration en nitrites a été mesurée grâce à la méthode de Griess.  

 

Figure 53 : Mesure de la quantité de nitrites produite par des chondrocytes après exposition aux particules. 

La concentration en nitrites est mesurée dans le milieu de culture par un test de Griess, le contrôle positif est obtenu en 
traitant les cellules aux Lipopolysaccharides (LPS). Les résultats sont présentés sous forme de moyenne +/- SD, n=5. *** : 

p<0,01 vs le témoin respectif, ### : p<0,001 vs la condition « NPs » au même temps, « nd » : non détectable. 

L’analyse de la production de nitrites nous montre que le traitement aux LPS provoque une 
augmentation progressive de la synthèse de NO par les chondrocytes, qui atteint 11,1 µM à 48 heures 
et 19,2 µM à 72 heures. L’exposition des chondrocytes aux particules induit une augmentation 
significative de la production de nitrites, les quantités relevées sont de 2,4 µM à 48 heures et 5,2µM à 
72 heures, alors que la concentration n’est que de 0,06 µM chez le témoin négatif. Cependant, 
l’augmentation constatée suite à l’exposition aux particules reste significativement inférieure à celle 
induite par le traitement aux LPS. Les quantités de NO relevées après traitement aux LPS de 24 à 72 
heures sont 8, 4 et 3 fois (respectivement) supérieures à celles mesurées après exposition aux 
particules. 

 L’internalisation des particules induit une légère hausse du taux de nitrites synthétisés, mais 
qui reste inférieure à celle constatée en situation inflammatoire. 

 

b) Mesure de la synthèse de PGE2 
 Les taux de PGE2 ont également été mesurés dans le milieu de culture. Là encore, un témoin 
positif de la réaction inflammatoire par traitement aux LPS a été utilisé afin de comparer les 
différentes conditions.  
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Figure 54 : Mesure de la quantité de PGE2 produite par des chondrocytes après exposition aux particules. 

La concentration en PGE2 est mesurée dans le milieu de culture par un test ELISA, le contrôle positif est obtenu en traitant 
les cellules aux Lipopolysaccharides (LPS). Les résultats sont présentés sous forme de moyennes +/- SD, n=5. *** : p<0,01 

vs témoin respectif, ### : p<0,001 vs la condition « NPs » au même temps. 

La stimulation aux LPS induit une production très importante de PGE2, et ce dès 12 heures de 
traitement. La concentration relevée est 30 fois plus importante que chez le témoin à 12 et 24 heures, 
et 80 fois plus élevée à 72 heures. L’exposition aux particules provoque une faible augmentation de la 
synthèse de PGE2, avec un pic de synthèse à 48 heures, cependant aucune différence significative n’est 
constatée par rapport au témoin négatif. Là encore, pour les différents temps d’exposition la 
production de PGE2 consécutive à l’exposition aux particules reste significativement inférieure à celle 
constatée suite au traitement aux LPS. La concentration en PGE2 mesurée après traitement aux LPS est 
de 24 à 72 heures 6, 4 et 10 fois supérieure à celle mesurée après exposition aux particules. 

 La présence des particules dans les cellules ne provoque pas d’augmentation significative de 
la synthèse de PGE2. Ces résultats et ceux de la mesure des nitrites produits confirment la 
neutralité de notre vecteur particulaire. 
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III. INTERNALISATION DES PARTICULES ET FONCTIONS 
PHYSIOLOGIQUES DES CELLULES 

 

 Toujours dans le but de mieux caractériser le vecteur particulaire, nous avons évalué si 
l’internalisation des particules et leur présence au sein des lysosomes pouvaient perturber les fonctions 
physiologiques des cellules : leur capacité à répondre à un stimulus inflammatoire pour les 
synoviocytes, leur capacité de synthèse matricielle pour les chondrocytes, ou leurs potentialités de 
différenciation pour les cellules souches mésenchymateuses. 

 

A. INFLUENCE DE L’INTERNALISATION SUR LES CAPACITÉS DE SYNTHÈSE 

MATRICIELLE DES CHONDROCYTES ARTICULAIRE 
 Afin d’évaluer les capacités de synthèse matricielle des chondrocytes, nous avons choisi de 
travailler dans un système de pellets, permettant une culture des cellules en 3D. Les chondrocytes, 
cultivés en P0 en monocouche, ont été divisés en deux groupes : un groupe témoin, le second étant 
exposé aux particules pendant 24 heures. Ensuite, les cellules des deux groupes ont été trypsinées pour 
former les pellets, puis cultivées pendant 28 jours dans un milieu contenant du TGFß-1. À la fin de 
l’expérience, une partie des échantillons a été fixée pour des analyses histologiques, l’autre a permis 
l’analyse de l’expression de marqueurs au niveau des ARN messagers. La Figure 55 représente les 
taux d’expression en ARN messagers de trois marqueurs principaux de la synthèse matricielle. 

 

Figure 55 : Mesure de l'expression de marqueurs de la synthèse matricielle dans des pellets de chondrocytes. 

Les chondrocytes ont été exposés ou non aux particules pendant 24 heures, puis après 28 jours de culture en pellets, les taux 
d’expression en ARNm du collagène II de l’agrécanne et de la COMP sont mesurés par PCR quantitative en temps réel. Les 

résultats sont présentés sous forme de moyennes +/- SD, n=5. ** : p<0,01 ; ns : non significatif. 

La présence des particules dans les cellules induit une légère augmentation du taux d’expression des 
ARN messagers du collagène 2 et de l’agrécanne, mais cette augmentation n’est pas significative. En 
revanche, la présence des particules dans les cellules induit une hausse du taux d’expression en ARNm 
de la COMP qui est 1,7 fois plus important que chez le témoin. 

La Figure 56 représente des coupes histologiques de pellets de chondrocytes colorées au bleu alcian 
pour visualiser la synthèse de protéoglycannes, et au rouge sirius pour rendre compte de la synthèse 
collagènique. 
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Figure 56 : Coupes histologiques de pellets de chondrocytes cultivées pendant 28 jours après exposition aux particules. 

Les chondrocytes ont été exposés ou non aux particules pendant 24 heures, puis après 28 jours de culture en pellets, fixation 
et coupes au microtome, des colorations sont réalisées. Le bleu Alcian permet d’apprécier la synthèse de protéoglycannes, le 

rouge Sirius nous renseigne sur la synthèse des collagènes. La barre d’échelle représente 200 µM, observation à l’objectif 
x10. 

La culture en pellets dans un milieu favorisant la synthèse matricielle, c’est-à-dire enrichi en TGF-ß1, 
induit une synthèse de protéoglycannes visible par la coloration bleue plus marquée des pellets avec le 
bleu alcian. De même, la synthèse des collagènes est potentialisée par la culture en milieu enrichi, 
comme on peut le constater sur les colorations au rouge sirius. Lorsque les cellules ont été 
préalablement exposées aux particules pendant 24 heures avant 28 jours de culture en pellets dans un 
milieu enrichi, nous constatons que l’intensité de la coloration au bleu alcian n’est pas diminuée en 
comparaison aux pellets formés par des cellules qui n’ont jamais été exposées aux particules. De la 
même façon, l’observation de coupes colorées au rouge sirius nous montre que la synthèse de 
collagènes est légèrement réduite, mais toujours présente, après 24 heures d’exposition aux particules. 

 L’expression des ARNs messagers et la synthèse protéique de la matrice extracellulaire ne 
sont pas affectées par l’internalisation des particules dans les chondrocytes articulaires 
humains. 

 

B. INTERNALISATION DES PARTICULES ET DIFFÉRENCIATION DES 

CELLULES SOUCHES MÉSENCHYMATEUSES 
 Des expériences de cinétiques d’internalisation ont aussi été réalisées sur des CSMs, afin 
d’évaluer si elles pouvaient être ciblées par les particules. Préalablement, ces essais de cinétique 
d’internalisation ont démontré que l’internalisation dans des cellules non différenciées commençait à 
partir de 8 heures avec un maximum atteint à 24 heures. Nous nous sommes demandé si la présence 
des particules dans les cellules non différenciées pouvait perturber leur engagement vers leurs trois 
voies majoritaires : la différenciation en chondrocytes, adipocytes ou ostéoblastes. 
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1. Mesure de l’expression de marqueurs de la différenciation. 

a) Engagement dans une voie de différenciation 
chondrocytaire 

 Après 24 heures d’exposition aux particules, les cellules ont été cultivées en système 3D de 
pellets dans un milieu connu pour induire un engagement vers la voie de différenciation 
chondrocytaire. Un témoin négatif est réalisé en cultivant les pellets dans un milieu de prolifération 
neutre. La Figure 57 représente les résultats obtenus suite à la mesure de l’expression d’ARN 
messagers marqueurs de la différenciation chondrocytaires que sont l’agrécanne, la COMP et le 
collagène II. 

 

Figure 57 : Différenciation de CSMs vers la voie chondrocytaire en présence ou en absence de particules. 

L’expression en ARNm est mesurée à 28 jours par PCR quantitative en temps réel, pour des CSMs différenciées en 
chondrocytes et cultivés en pellets avec ou sans milieu de différenciation. Les résultats sont présentés sous forme de 

moyennes +/- SD, n=3. * : p<0,05 ; ** : p<0,01 ; *** : p<0,01 ; ns : non significatif. 

La culture des pellets dans un milieu de différenciation provoque une augmentation du taux d’ARN 
messagers de l’agrécanne (x450) de la COMP (x40) et du collagène 2 (x10000) en comparaison au 
témoin cultivé en milieu de prolifération. Après 24 heures d’exposition aux particules et culture de 28 
jours en système 3D, les taux d’ARN relevés sont similaires, sans différences significatives, de ceux 
obtenus pour des cellules qui n’ont pas été exposées aux particules. Des taux d’expression x550, x43 
et x16400 fois plus importants que le témoin en milieu de prolifération sont relevés pour l’agrécanne, 
la COMP et le collagène 2, respectivement. 

 

b) Engagement dans une voie de différenciation 
ostéoblastique 

 L’engagement des cellules vers la voie de différenciation ostéoblastique a été obtenu en 
monocouche par la mise en culture dans un milieu de différenciation après, ou non, avoir exposé les 
cellules aux particules. Les taux de différents marqueurs comme le collagène 10 (Col10A1, marqueur 
hypertrophique), la phosphatase alcaline (ALPL) ou RunX-2 ont été mesurés, et comparés aux valeurs 
obtenues après culture des cellules dans un milieu de prolifération simple. 
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Figure 58 : Différenciation de CSMs vers la voie ostéoblastique après exposition aux particules. 

L’expression en ARNm est mesurée après 14 jours de culture par PCR quantitative en temps réel. Les résultats sont présentés 
sous forme de moyennes +/- SD, n=3. ** : p<0,01 ; *** : p<0,01 ; ns : non significatif. 

La culture des cellules dans un milieu enrichi en facteur de différenciation permettant d’initier la 
différenciation ostéoblastique provoque une hausse du taux d’expression du collagène 10 (x63), de la 
phosphatase alcaline (x5,4) et de RunX-2 (x2,8) comparé aux valeurs témoins. Après 24 heures 
d’exposition aux particules et 14 jours de culture en conditions d’ostéo-inductrices, les taux mesurés 
sont similaires (aucune différence significative n’a été constatée) : x80 pour le collagène 10, x5,3 pour 
la phosphatase alcaline et x3 pour RunX-2. 

 

c) Engagement dans une voie de différenciation 
adipocytaire 

 La mesure du taux d’expression d’ARN messagers de différents marqueurs de la 
différenciation adipocytaire : FABP4, PPARγ et la leptine (LEP), nous a permis d’apprécier la 
capacité des CSMs à s’engager vers la voie adipocytaire après 21 jours de culture dans un milieu 
spécifique (Figure 59). L’influence de l’exposition aux particules pendant 24 heures avant induction 
de la différenciation a, là aussi, été étudiée. 

La culture dans le milieu de différenciation a induit une augmentation de la synthèse d’ARN 
messagers de FABP4 (x7200), PPARγ (x7,4) et de la leptine (x4,75) comparés aux cellules cultivées 
en milieu de prolifération. Après 24 heures d’exposition aux particules puis 21 jours de culture dans le 
milieu spécifique, les taux relevés : x6700, x7,2 et x3,6 pour respectivement, FABP4, PPARγ et la 
leptine, ne sont pas significativement différents de ceux relevés pour les cellules qui n’ont pas 
internalisé les particules. 
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Figure 59 : Engagement vers la voie de différenciation adipocytaire de CSMs exposées ou non aux particules. 

L’expression en ARNm est mesurée après 21 jours de culture par PCR quantitative en temps réel. Les résultats sont présentés 
sous forme de moyennes +/- SD, n=3. ** : p<0,01 ; *** : p<0,01 ; ns : non significatif. 

 Au niveau génique, aucune différence d’expression des marqueurs de différenciation n’est 
constatée suite à l’internalisation des particules. 

Afin de confirmer ces résultats, différentes colorations spécifiques de ces voies de différenciation ont 
ensuite été réalisées. 

 

2. Colorations histologiques et cellulaires 

 En parallèle des mesures de l’expression de marqueurs spécifiques des différentes voies de 
différenciation, la synthèse protéique a été également appréciée par différentes colorations (Figure 60). 
Une coloration au bleu alcian des protéoglycannes nous a permis de comparer l’état de différenciation 
en chondrocytes des cellules après, ou non, exposition aux particules. De la même manière, le 
marquage des vésicules lipidiques au RedOil O nous a permis d’attester de la différenciation 
adipocytaire, tout comme la coloration des dépôts calciques au rouge alizarine pour la différenciation 
ostéoblastique. 

Concernant la différenciation chondrogénique, nous observons tout d’abord sur la coupe A que la 
culture en milieu de prolifération simple en présence de particules n’induit pas de synthèse de 
protéoglycannes. Le milieu de différenciation induit une forte synthèse de protéoglycannes, comme 
constaté grâce à l’intensité de la coloration bleue. Il n’y a pas de différences marquantes d’intensité de 
coloration entre les pellets formés de cellules témoins (B) et celles formées de cellules préalablement 
exposées aux particules (C). 

Nous constatons également que la culture en milieu adipogénique a permis une forte induction de la 
production de corps lipidiques, observables grâce à la coloration des vésicules lipidiques au RedOil O 
(cliché D : milieu de prolifération / cliché E : milieu adipogénique). L’exposition préalable des 
cellules aux particules n’influe pas non plus sur l’intensité de coloration des vésicules lipidiques, 
aucune différence n’étant constatée entre les clichés E et F. 
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Figure 60 : Évaluation microscopique après colorations de la différenciation des CSMs après exposition aux particules. 

À, B & C : Marquage des protéoglycannes au bleu Alcian sur des coupes de pellets pour l’évaluation de la différenciation 
chondrogénique. La barre d’échelle noire représente 200 µM, observation à l’objectif x10. D, E & F : Coloration des lipides 
au RedOil O et hématoxyline, permettant d’apprécier la différenciation en adipocytes des cellules en monocouche. G, H & 

I : Coloration au rouge Alizarine et hématoxyline des dépôts calciques lors de la différenciation ostéoblastique des cellules en 
monocouche. D - I : La barre d’échelle blanche représente 100 µM, observation à l’objectif x20. 

L’appréciation de la différenciation ostéogénique a pu être réalisée grâce aux colorations au rouge 
alizarine, où l’intérêt de la culture en milieu de différenciation (H) a été mis en évidence pour la 
synthèse de dépôts calciques comparé aux cellules cultivées en milieu de prolifération (G). Là aussi, 
aucune différence de marquage n’a été relevée pour les cellules cultivées en milieu ostéogénique, 
après ou non exposition aux particules (I). 

 De la même façon, aucune différence n’a été constatée suite à l’internalisation des particules 
au niveau de la synthèse de protéines spécifiques. La présence des particules dans les cellules 
et leur dégradation ne perturbe pas l’engagement vers l’une ou l’autre des trois voies 
majoritaires de différenciation des CSMs. 
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IV. EFFETS DE L’INJECTION INTRA-ARTICULAIRE DES 
PARTICULES CHEZ LE RAT 

A. RÉSULTATS OBTENUS PRÉCÉDEMMENT 
 Lors de précédents travaux de thèse, les effets de l’injection intra-articulaire de particules 
(PLGA avec un recouvrement en acide hyaluronique, encapsulant du dextran couplé FITC) chez le rat 
sain ont été étudiés. Pour cela, des rats sains ont reçu une injection de 40 µL de suspension de 
particules (50 µg/mL). Ensuite les taux d’expression en ARN messagers de l’IL-1ß et du TNF-α ont 
été relevés dans la membrane synoviale (Figure 61). Les résultats ont montré que l’injection 
n’induisait pas de réponse inflammatoire marquée, les taux d’expression de l’IL-1ß et du TNF-α sont 
similaires à ceux obtenus chez le témoin, et significativement inférieurs à ceux relevés chez les rats 
ayant eu une injection intra-articulaire de parois de mycobactéries. 

L’activité de biosynthèse des protéoglycannes du cartilage rotulien a été également mesurée par 
incorporation ex vivo de soufre radiomarqué. Les résultats obtenus 5 jours après injection des 
particules n’ont pas montré de différence significative entre les rats témoins (injection de NaCl) et 
ceux ayant reçu une injection intra-articulaire de particules (50 µg/mL). 

 

Figure 61 : Taux d'expression de deux ARN messagers marqueurs de l'inflammation : IL-1ß et TNF-α mesurés dans 
la membrane synoviale de rats sains. 

Les animaux ont reçu une injection intra-articulaire d’une suspension de particules (volume 40 µL, 50 µg/mL) contenant du 
dextran couplé FITC, et ont été mis à mort 5 jours après injection. Les taux de messagers ont ensuite été mesurés dans la 

membrane synoviale, le groupe contrôle négatif (témoins) a reçu une injection de solution saline, le groupe contrôle positif 
une injection de parois de mycobactéries (Mbt). Les résultats sont présentés sous forme de moyennes +/- SEM, n=5. ** : 

p<0,01 ; ns : non significatif. [140] 

Suite à ces résultats obtenus avec une faible quantité de particules (2 µg par injection, soit 50 µg/mL), 
nous avons cherché à augmenter les doses injectées, à comparer les effets d’injections multiples et à 
suivre le devenir des particules.  

 

B. EFFETS DE L’INJECTION RÉPÉTÉE DE DIFFÉRENTES DOSES DE 

PARTICULES CHEZ LE RAT SAIN 
 Afin de déterminer la dose qu’il est possible d’injecter dans l’articulation sans déclencher 
d’effets indésirables ni de perturber le bon fonctionnement de l’articulation, des essais d’injections 
intra-articulaires simples et répétées (à 7 jours d’intervalle) avec trois doses différentes de particules 
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(0,5 mg/mL, 1 mg/mL et 2 mg/mL de particules encapsulant du dextran-FITC) ont été réalisées chez 
le rat. 

 

Figure 62 : Coupes histologiques de membranes synoviales de rats ayant reçu une ou plusieurs injections de particules 
à différentes concentrations. 

Le groupe témoin a reçu une injection de 50 µL de NaCl, certains animaux ont reçu deux injections à 7 jours d’intervalle. 
Coloration HES, observation à l’objectif x10, la barre d’échelle représente 200 µm. 

Nous observons que l’injection des particules n’entraîne pas de réaction inflammatoire massive de la 
membrane synoviale. Nous n’avons pas constaté d’augmentation de la vascularisation, ni d’infiltration 
cellulaire massive. Cependant, une légère hyperplasie de l’intima et des zones de fibrose sont visibles, 
existantes également suite aux injections de sérum physiologique, elles sont plus importantes à la 
concentration la plus élevée (2mg/mL), et augmentent lors d’injections répétées. Pour les 
concentrations de 0,5 et 1 mg/mL de particules administrées en une ou deux injections, les coupes 
histologiques sont similaires à celles observées pour les rats témoins (injections de NaCl). 

En parallèle des observations de la membrane synoviale, des coupes histologiques et colorations de 
rotules ont été effectuées. L’intégrité de la matrice cartilagineuse est conservée dans toutes les 
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conditions expérimentales, tout comme le réseau collagénique (apprécié grâce à une coloration au 
rouge sirius) ou la teneur en protéoglycannes, mis en évidence par une coloration au bleu de toluidine.  

 Il est possible de réaliser une ou deux injections de particules à 1 mg/mL sans déclencher 
d’effets indésirables susceptibles de générer des dysfonctionnements articulaires, cependant 
une légère inflammation synoviale est constatée. 

 

 L’autofluorescence du cartilage dans une longueur d’onde proche de celle de la FITC (couplée 
aux molécules de dextran encapsulées dans les particules) a empêché la localisation des particules 
dans l’articulation grâce aux observations en microscopie de fluorescence. Pour permettre cette 
localisation, des particules marquées à la BSA couplée à la cyanine 3 (fluorescente dans le rouge, λ
em : 548 nm) ont été développées et étudiées. 

 

C. ÉTUDE DES PARTICULES MARQUÉES À LA BSA-CY3 CHEZ LE RAT SAIN 
 Une fois les études in vitro réalisées, ces particules ont été testées chez le rat sain en injection 
intra-articulaire. Les rats sont mis à mort 3 et 7 jours après injection (1mg/mL), puis les membranes 
synoviales et les rotules sont collectées pour être analysées en histologie. Avant nécropsie, lors de 
l’observation des signes cliniques présentés par les animaux, nous n’avons relevé de visu ni baisse de 
la mobilité, ni œdèmes articulaires. La Figure 63 représente les coupes histologiques de membranes 
synoviales colorées à l’HES. 

 L’injection de ces particules dans la cavité articulaire ne provoque pas de réaction 
inflammatoire à 3 et 7 jours. Une légère hyperplasie est de nouveau constatée, mais elle est similaire à 
celle observée suite à l’injection de sérum physiologique. Il n’y a également pas d’infiltration 
cellulaire massive ; ni d’augmentation de la vascularisation comme constatée grâce au témoin positif 
de réaction inflammatoire aigüe.  
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Figure 63 : Coupes histologiques de membranes synoviales de rats sains 3 et 7 jours après injection de particules. 

Une injection intra-articulaire de 1mg/mL de particules en suspension dans 50 µL de NaCl a été réalisée. Les témoins 
négatifs sont obtenus par injection de 50 µL de NaCl, les témoins positifs par injection de parois de Mycobacterium 

Tuberculosis (10mg/mL). Coloration HES, observation à l’objectif x10, la barre d’échelle représente 200 µm. 

L’observation des coupes de cartilage rotulien (Figure 64) nous amène aux mêmes conclusions. 
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Figure 64 : Coupes histologiques de rotules de rats sains 7 jours après injection de particules. 

Une injection intra-articulaire de 1mg/mL de particules en suspension dans 50 µL de NaCl a été réalisée. Les témoins 
négatifs sont obtenus par injection de 50 µL de NaCl, les témoins positifs par injection de parois de Mycobacterium 

Tuberculosis (10mg/mL). Coloration à l’HES des cellules et des protéoglycannes au bleu de toluidine. Observation à 
l’objectif x10, la barre d’échelle représente 200 µm. 

Sur ces clichés nous observons, grâce à la coloration HES, que 7 jours après l’injection de la 
suspension de particules la répartition des chondrocytes dans la matrice n’est pas modifiée, l’épaisseur 
du cartilage et sa surface ne sont pas altérées, et il n’y a pas de remodelage de l’os sous-chondral. 
D’autre part, nous ne constatons aucune déplétion en protéoglycannes grâce aux colorations au bleu de 
toluidine, comme cela a pu être observé suite à l’injection de parois de mycobactéries. 
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 L’injection des particules dans la cavité articulaire ne provoque pas de réaction 
inflammatoire massive, ni d’apoptose chondrocytaire pouvant conduire à la dégradation de la 
matrice extracellulaire du cartilage. 

 

 Dans la suite de cette étude, nous avons exploré où les particules étaient localisées une fois 
injectées dans la cavité articulaire. Grâce au marquage de la structure de la particule à la BSA Cy3, il 
est possible d’observer les coupes en microscopie de fluorescence afin de localiser les particules 
(Figure 65). 

 

Figure 65 : Observation en fluorescence de coupes histologiques de membranes synoviales et de rotules de rat sain. 

Une injection intra-articulaire de 1mg/mL de particules en suspension dans 50 µL de NaCl est réalisée, puis les animaux sont 
mis à mort 7 jours plus tard. À & B : membrane synoviale, C : rotule. En rouge (λem : 548 nm) : les particules, en bleu (λ

em : 358 nm) : marquage nucléaire du DAPI. La ligne pointillée blanche représente la limite entre le tissu et la cavité 
articulaire. Observation à l’objectif x40, la barre d’échelle représente 100 µm. 

L’observation en fluorescence des coupes de membrane synoviale (A & B) nous montre que, 7 jours 
après injection dans la cavité articulaire, les particules se situent principalement dans la membrane 
synoviale, et plus précisément dans l’intima et les couches plus profondes. Suite à l’observation des 
coupes de rotules (C), nous constatons que les particules sont présentes uniquement au niveau des 
zones de fibrocartilage et non dans la matrice extracellulaire du cartilage. 

 Les particules sont majoritairement localisées dans la membrane synoviale chez les animaux 
sains présentant un tissu cartilagineux de qualité. 

 

D. INJECTIONS INTRA-ARTICULAIRES DANS UN MODÈLE INFLAMMATOIRE 

AIGÜE 
 Suite à ces observations, nous avons étudié le devenir des particules une fois administrées 
dans une articulation préalablement sensibilisée par une pathologie. Nous avons tout d’abord choisi de 
travailler avec un modèle pathologique d’inflammation aigüe chez le rat, provoqué par l’injection 
intra-articulaire de parois de mycobactéries (Mbt, pour Mycobacterium tuberculosis). L’injection de la 
suspension de parois de Mbt provoque une réaction inflammatoire massive et rapide au niveau de la 
membrane synoviale et des lésions ostéochondrales. Après induction du modèle pathologique, nous 
avons évalué si l’injection des particules 24 heures et 6 jours plus tard provoquait une reprise de la 
réaction inflammatoire pouvant aggraver les atteintes observées. 
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Figure 66 : Coupes histologiques de membranes synoviales de rats dans un modèle d'inflammation aigüe aux parois 
de mycobactéries. 

Une injection intra-articulaire de 50 µL (10 mg/mL) de parois de Mycobacterium Tuberculosis (Mbt) est réalisée, puis 1 et 6 
jours après induction du modèle pathologique, une injection de particules en suspension (1mg/mL, dans 50µL de NaCl). 

Coloration à l’HES. Observation à l’objectif x10, la barre d’échelle représente 200 µm. 

Sur les coupes histologiques de membranes synoviales colorées à l’HES, nous observons que 
l’injection de parois de Mbt provoque un afflux massif de cellules immunitaires. Une hyperplasie très 
importante est constatée (comparée aux images des témoins de la Figure 63) dès 24 heures. Six jours 
après l’induction du modèle, il est constaté que des zones de fibroses sont apparues et que la 
vascularisation a augmenté de manière significative. L’injection de particules 24 heures après 
l’induction du modèle n’aggrave pas la réaction inflammatoire constatée. De la même façon, cette 
injection 6 jours après induction du modèle ne réactive pas la réaction inflammatoire. Dans les deux 
cas, l’injection intra-articulaire de particules n’a pas aggravé les atteintes observées, dues au modèle 
pathologique. 

 La coloration HES des coupes de rotules (Figure 67) nous montre que l’injection de Mbt 
induit un amincissement du cartilage et un remodelage de l’os sous chondral, et ce dès 24 heures. 
Nous observons également sur ces coupes que la membrane synoviale commence à envahir la cavité 
articulaire. Ces lésions n’ont pas été aggravées par l’injection des particules à 24 heures. Six jours 
après induction du modèle pathologique, la membrane synoviale a envahi toute la cavité articulaire. Le 
cartilage s’est aminci, la cellularité n’est plus homogène, et l’os sous-chondral présente de nombreuses 
lacunes. Ces observations sont les mêmes pour les animaux ayant reçu une injection de particules. Les 
colorations au bleu de toluidine nous ont renseignés sur la déplétion en protéoglycannes consécutive à 
l’induction du modèle. Celle-ci est plus importante à 6 jours, mais n’est pas aggravée par l’injection 
des particules, que ce soit 1 ou 6 jours après déclenchement de la réaction inflammatoire. 
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Figure 67 : Coupes histologiques de rotules de rats dans un modèle de réaction inflammatoire aigüe aux parois de 
mycobactéries. 

Une injection intra-articulaire de 50 µL (10 mg/mL) de parois de Mycobacterium Tuberculosis (Mbt) est réalisée puis, 1 ou 6 
jours après induction du modèle pathologique, une injection de particules en suspension (1mg/mL, dans 50µL de NaCl). 
Coloration à l’HES des coupes de rotules, et au bleu de toluidine (BT) des protéoglycannes du cartilage. Observation à 

l’objectif x10, la barre d’échelle représente 200 µm. 

 L’injection de particules lors de la phase inflammatoire aigüe (J1) ou après (J6) n’aggrave ni 
ne renforce la réaction inflammatoire induite par les parois de Mbt, et n’aggrave pas les 
lésions cartilagineuses observées. 

 

E. INJECTIONS INTRA-ARTICULAIRES DANS UN MODÈLE DE PATHOLOGIE 

DÉGÉNÉRATIVE 
 Afin d’étudier l’effet de l’injection de particules dans un modèle mimant une pathologie 
dégénérative, nous avons choisi d’utiliser deux types de modèles : le modèle d’arthrose induite par 
l’acide mono-iodo acétique (MIA) et le modèle d’arthrose induite par section du ligament croisé 
antérieur. 
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1. Modèle d’arthrose au MIA 

 L’induction de la pathologie se fait par injection dans la cavité articulaire d’une solution de 
MIA, qui va induire une apoptose chondrocytaire et provoquer une dégradation de la matrice 
cartilagineuse et des altérations de la surface du cartilage. Dans ce modèle, nous avons étudié grâce à 
différentes coupes histologiques l’influence de l’injection d’une suspension de particules 10 jours 
après induction de la pathologie. 

 

Figure 68 : Coupes histologiques et colorations de membranes synoviales de rats dans un modèle dégénératif au MIA. 

L’induction du modèle a lieu par injection intra-articulaire d’une solution de mono-iodo acétate (MIA, 0,03 mg dans 50 µL). 
La suspension de particules (1mg/mL, dans 50 µL de NaCl) est injectée 10 jours après induction du modèle, puis les animaux 
sont mis à mort à J14. Coloration à l’HES des coupes de membrane synoviale. Observation à l’objectif x20, la barre d’échelle 

représente 100 µm. 

L’observation des coupes histologiques de membranes synoviales (1ère ligne de la planche histologique, 
Figure 68) nous permet de constater un épaississement de la membrane synoviale 14 jours après 
induction du modèle. La fibrose est également plus importante que chez le témoin négatif ayant reçu 
une injection de sérum physiologique. L’injection des particules n’a pas aggravé ces phénomènes. Là 
encore, aucune infiltration massive de cellules n’est observée.  

 Les coupes de rotules colorées à l’HES (Figure 69) nous permettent de constater que 
l’injection de MIA a provoqué la formation de nombreux clusters de cellules au sein de la matrice 
cartilagineuse. Des zones acellulaires sont également observées, ainsi qu’une coloration plus claire du 
cartilage, traduisant une déplétion en collagènes. D’autre part, il est observé sur les coupes colorées au 
bleu de toluidine une légère diminution de l’intensité du marquage pour le groupe d’animaux MIA. 
Cela traduit une baisse de la teneur en protéoglycannes suite à l’induction de la pathologie.  

Les observations réalisées sur des rats ayant également reçu une injection de particules sont 
similaires : les lésions au niveau de la matrice cartilagineuse ne sont pas plus importantes suite à 
l’exposition aux particules. La surface du cartilage qui présente des irrégularités ne semble pas plus 
altérée suite à l’injection des particules, tout comme le réseau de protéoglycannes. 
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Figure 69 : Coupes histologiques et colorations de rotules de rats dans un modèle dégénératif au MIA. 

L’induction du modèle a lieu par injection intra-articulaire d’une solution de mono-iodo acétate (MIA, 0,03 mg dans 50 µL). 
La suspension de particules (1mg/mL, dans 50 µL de NaCl) est injectée 10 jours après induction du modèle, puis les animaux 

sont mis à mort à J14. Coloration à l’HES des coupes de rotules, et au bleu de toluidine (BT) des protéoglycannes du 
cartilage. Observation à l’objectif x10, la barre d’échelle noire représente 200 µm. 

 

 Suite à ces observations histologiques, les lames ont également été observées au microscope à 
fluorescence afin de localiser les particules dans le tissu. 
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Figure 70 : Observation au microscope à fluorescence de coupes de membranes synoviales de rats dans un modèle au 
MIA. 

Une injection de 1mg/mL de suspension de particules est réalisée 10 jours après l’induction du modèle, puis les animaux sont 
mis à mort 4 jours plus tard. Les zones correspondant à l’intima et à la subintima sont observées au microscope à 

fluorescence. En rouge (λem : 548 nm) : les particules, en bleu (λem : 358 nm) : marquage nucléaire du DAPI. La ligne 
pointillée blanche représente la limite entre le tissu et la cavité articulaire. Observation à l’objectif x40, la barre d’échelle 

représente 100 µm. 

Les particules ont pu être localisées plus précisément grâce aux clichés obtenus sur la Figure 70. Nous 
observons que les particules sont situées dans l’intima de la membrane synoviale, mais également plus 
en profondeur dans le tissu (images de droite). 

 Dans ce modèle également, les particules n’aggravent ni la réaction inflammatoire ni la 
dégradation matricielle, et sont localisées au sein de la membrane synoviale. 

 

2. Modèle de section du ligament croisé antérieur 

 Nous avons ensuite choisi de travailler avec un modèle pathologique plus proche des 
pathologies humaines : le modèle de section du ligament croisé antérieur du genou de rat. Après les 
différentes étapes de chirurgie, les animaux ont reçu une (à J14) ou deux (J14 et J21) injections de 
particules, puis ont été mis à mort 28 jours après induction du modèle pathologique. 

 La section du ligament croisé antérieur provoque une instabilité mécanique du genou, qui va 
provoquer une usure progressive du cartilage. Les produits de dégradation de la matrice, libérés dans 
la cavité articulaire, vont induire une réaction inflammatoire au niveau de la membrane synoviale. 
Cette inflammation est visible sur les clichés de la Figure 71. Une hyperplasie de l’intima est constatée 
28 jours après l’initiation du modèle, ainsi qu’une augmentation de la fibrose et une légère infiltration 
cellulaire (SLCA versus Témoin). L’hyperplasie de la membrane synoviale n’est pas accentuée par 
l’injection des particules, que ce soit à 1 ou 2 reprises (J14 ou J14&21). En revanche, la fibrose semble 
plus importante dans la membrane synoviale des rats après injection des particules.  
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Figure 71 : Coupes histologiques et colorations de membranes synoviales de rats dans un modèle de section du 
ligament croisé antérieur. 

Le modèle est induit par section du ligament croisé antérieur (SLCA) au bistouri fin. La suspension de particules (1mg/mL, 
dans 50 µL de NaCl) est injectée une fois à 14 jours ou deux à 14 et 21 jours après induction du modèle, puis les animaux 

sont mis à mort à J28. Coloration à l’HES des coupes de membrane synoviale. Observation à l’objectif x10, la barre d’échelle 
représente 200 µm. 

 Après l’initiation du modèle, les lésions cartilagineuses s’accentuent progressivement au cours 
du temps et sont principalement localisées au niveau de l’articulation fémoro-tibiale (Figure 72). Nous 
retrouvons sur les coupes colorées à l’HES après section du ligament croisé (SLCA) l’inflammation de 
la membrane synoviale constatée précédemment. Une invasion de la membrane est même constatée 
dans la cavité articulaire (en comparant au témoin). Les coupes colorées au bleu de toluidine mettent 
en évidence une diminution du contenu en protéoglycannes, visualisée grâce à la plus faible intensité 
du marquage bleu, 1 mois après la section du ligament. 

L’injection des particules à J14 n’aggrave ni l’envahissement de la membrane synoviale dans la cavité 
articulaire, ni la sévérité des atteintes du cartilage. La déplétion en protéoglycannes consécutive à la 
section du ligament croisé n’est pas plus marquée suite à l’injection des particules. Aussi, nous 
constatons que l’injection des particules n’a pas accéléré l’apparition et l’extension des lésions. De la 
même manière, nous avions observé une augmentation de la fibrose dans la membrane synoviale suite 
à deux injections répétées de particules à 14 et 21 jours. Au niveau de la matrice cartilagineuse, ces 
injections répétées n’ont pas aggravé les lésions observées. En comparant au témoin SLCA seul, le 
réseau de protéoglycannes n’est pas plus altéré. 
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Figure 72 : Coupes histologiques et colorations de genoux de rats dans un modèle de section du ligament croisé 
antérieur. 

Le modèle est induit par section du ligament croisé antérieur (SLCA) au bistouri fin. La suspension de particules (1mg/mL, 
dans 50 µL de NaCl) est injectée 14 et/ou 21 jours après induction du modèle, puis les animaux sont mis à mort à J28. 
Coloration à l’HES des coupes de genoux, et au bleu de toluidine (BT) des protéoglycannes du cartilage. Observation à 

l’objectif x10, la barre d’échelle représente 200 µm. 

 Grâce à cette étude, nous constatons qu’il est possible de réaliser deux injections de 
particules dans un modèle dégénératif sans augmenter la sévérité des lésions. 
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DISCUSSION 
 

 Internalisation des particules par les cellules et homéostasie cellulaire 

 Les premières expériences réalisées au cours de ce travail avaient pour but de vérifier que ce 
vecteur particulaire pouvait interagir avec les cellules articulaires humaines : les chondrocytes et les 
synoviocytes. Les observations des cellules au microscope confocal après 24 heures d’exposition aux 
particules nous ont permis de constater que les particules pénétraient à l’intérieur des cellules. Les 
tests à la trypsine, une enzyme qui va cliver les protéines membranaires d’adhésion et les récepteurs 
présents à la surface des cellules, ont permis d’éliminer l’hypothèse d’un simple ancrage des particules 
à la surface des cellules (suite à l’interaction HA/CD44), et ainsi de mettre en évidence la localisation 
intracytoplasmique des particules. Des résultats obtenus précédemment [74] sur des cellules de rats 
ont mis en évidence l’intérêt de la reconnaissance HA/CD44 dans l’internalisation des particules par 
les chondrocytes ou synoviocytes (Résultats antérieurs de l’équipe). Ces particules recouvertes d’une 
couronne d’acide hyaluronique peuvent donc être internalisées dans les cellules via un mécanisme 
dépendant de la reconnaissance HA/CD44. Les atouts de ce recouvrement en acide hyaluronique ont 
également été mis en avant pour des particules utilisées en cancérologie [102] et pour le ciblage des 
chondrocytes [75,77]. 

 L’analyse préliminaire des voies de pénétration des particules dans la cellule nous a permis de 
favoriser l’hypothèse d’une internalisation par une voie d’endocytose active, dépendante de l’actine, 
de type pinocytose. Des observations similaires ont déjà été rapportées quant au rôle du récepteur 
CD44. Les travaux d’Aguiar et coll. en 1999 [109] ont mis en évidence l’internalisation du récepteur 
suite à la liaison avec son ligand, l’acide hyaluronique. Cela a également été constaté pour 
l’endocytose du HA par des kératinocytes [141] où, là aussi, un mécanisme CD44-dépendant, 
indépendant des clathrines et cavéolines, a été mis en évidence. Ces travaux ont été confirmés par la 
revue de la littérature réalisée en 2002 par Knudson et coll. [116]. De plus, il souligne que 
l’internalisation de l’acide hyaluronique consécutive à sa liaison au CD44 conduit à son transport 
jusqu’aux lysosomes. Comme le HA que nous utilisons est modifié chimiquement (greffage d’une 
chaîne de 6 carbones au niveau du groupement carboxylique) pour pouvoir s’intégrer à la surface des 
particules, nous avions souhaité vérifier que la reconnaissance CD44 / HA n’était pas perturbée par ces 
modifications. 

 Les expériences de colocalisations avec l’appareil de Golgi et/ou le réticulum endoplasmique 
réalisées par la suite n’ont pas donné de résultats concluants, mais l’utilisation d’un marqueur des 
lysosomes nous a permis de mettre en évidence une colocalisation des particules avec ces organites 
intracellulaires. Les particules sont donc bien présentes dans la cellule, et n’interagissent pas avec le 
noyau, l’appareil de Golgi, ou le réticulum endoplasmique, ce qui aurait pu être la source d’effets 
indésirables. La localisation lysosomiale des particules après internalisation a déjà été observée dans 
plusieurs études [116]. L’étude de Danhier et coll. en 2012 [102] souligne que cette localisation n’est 
que temporaire dans le cas de particules à base de PLGA. Cette sortie des particules des lysosomes 
vers le cytoplasme des cellules [142] est intéressante pour l’apport de principes actifs, car cela permet 
d’éviter la libération des molécules dans les lysosomes où elles pourraient être dégradées. Dans nos 
conditions d’études, ces observations sont encore à confirmer. Afin de mettre en évidence la fuite hors 
des lysosomes des particules, des observations en fluorescence à fort grossissement devront être 
réalisées. Grâce à la fluorescence de la structure des particules (indépendamment du composé 
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encapsulé) et au marquage des lysosomes, il sera possible de suivre le trajet des particules dans les 
cellules. 

Nous avons vu in vitro que les particules étaient présentes dans les cellules, à partir de 8 heures pour 
les synoviocytes et 12 heures pour les chondrocytes. Ces temps relativement longs in vitro pourraient 
être dus à la taille des vecteurs comprise entre 200nm et 1 µm, ils n’auront pas tous la même facilité à 
pénétrer dans les cellules. L’équipe de Butoescu N. a publié en 2009 des travaux faisant état d’une 
internalisation de microparticules de PLGA par des synoviocytes humains [76]. Ils ont montré que des 
particules jusqu’à 10 µm de diamètre pouvaient être internalisées par ces cellules, et cela sans effet 
cytotoxique délétère. Cela confirme les bons résultats que nous avons obtenus avec les cellules 
humaines, CSMs, synoviocytes et chondrocytes. 

 

 La biocompatibilité du PLGA est un des arguments majeurs en faveur de son utilisation [102]. 
Son hydrolyse conduit à la formation de deux monomères, l’acide lactique et l’acide glycolique, qui 
peuvent être métabolisés par la cellule. Cependant, la synthèse de particules à base de PLGA nécessite 
l’utilisation de solvants et d’autres produits entrant dans la composition des particules comme la BSA, 
la BSA-cyanine3 ou l’acide hyaluronique. Puisque ces particules exogènes sont internalisées par les 
cellules et se retrouvent dans le cytoplasme, il était important de vérifier que le vecteur en lui-même ne 
perturbait pas l’homéostasie cellulaire. Dans un premier temps, l’évaluation de la viabilité des 
chondrocytes et synoviocytes nous a permis de mettre en évidence que l’internalisation et 
l’accumulation des particules dans les cellules n’étaient pas délétères.  

Cependant, nous avons constaté que l’activité mitochondriale était modifiée. Une diminution (50 à 
80 % des valeurs relevées chez les témoins correspondants) a été mesurée de 24 à 72 heures, mais 
cette observation est à nuancer. D’une part, ces mesures sont normalisées par le nombre de cellules 
présentes au moment où la mesure de l’activité mitochondriale est réalisée, grâce à la mesure de la 
quantité d’ADN présente dans les puits. Cette baisse ne traduit donc pas une augmentation de la 
mortalité cellulaire, ce résultat étant confirmé par la mesure de la cytotoxicité grâce au test LDH qui 
ne montre pas de baisse de la viabilité cellulaire. D’autre part, l’endocytose des particules est un 
phénomène actif, consommateur d’énergie (d’où la hausse de l’activité mitochondriale observée de 2 à 
12 heures). Les cellules sont cultivées dans le même milieu de culture enrichi en particules tout au 
long de l’expérience, soit pendant 72 heures. Les cellules continuant à se multiplier, le milieu 
s’appauvrit, n’apporte plus d’éléments nutritifs en quantité suffisante, ce qui peut provoquer la 
diminution de l’activité mitochondriale des cellules. 

Des expériences complémentaires pourraient être réalisées pour mesurer le taux d’apoptose induite par 
l’exposition aux particules. La mesure du potentiel membranaire des mitochondries permet de détecter 
des signes précoces de perturbation mitochondriale, annonciateurs de l’apoptose. La mesure de 
l’activation de la caspase 3, un des médiateurs les plus importants de l’apoptose, pourrait également 
permettre de compléter cette étude de toxicité des particules.  

 

 Réponse inflammatoire consécutive à l’exposition aux particules 

 La réalisation d’injections dans la cavité articulaire et notamment de particules peut être la 
source d’effets indésirables néfastes. Les cellules articulaires sont sensibles à de nombreux stimuli et 
elles sont capables de déclencher une réponse inflammatoire. Comme nous avons vu qu’elles 
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pouvaient interagir et internaliser notre vecteur particulaire, nous avons souhaité vérifier in vitro que 
cela ne pouvait pas favoriser une réaction inflammatoire. Par exemple, certaines thématiques de 
recherche se concentrent sur l’étude des composés libérés dans l’articulation suite à l’érosion et la 
dégradation de prothèse de genou. Selon l’évolution de la pathologie, il est parfois proposé aux 
patients des prothèses dites uni-compartimentales, qui vont permettre de remplacer seulement une 
partie du genou en gardant le cartilage sain environnant. L’usure des matériaux employés peut 
provoquer l’émission de particules de polyéthylène dans la cavité articulaire, qui peuvent avoir de 
nombreux effets indésirables sur les autres tissus articulaires [143]. Ces travaux de Park et coll. en 
2013 ont mis en évidence in vitro une augmentation de la synthèse de cytokines pro-inflammatoires 
(IL-1ß, TNF-α) de médiateurs de l’inflammation (PGE2 et NO) suite à l’exposition de chondrocytes et 
de synoviocytes aux particules de polyéthylène et à leur internalisation. D’autres auteurs [144] ont 
également démontré que les chondrocytes in vitro internalisaient des particules de polyéthylène de 
2 µM de diamètre avec, pour conséquences, une augmentation significative de la production de PGE2 
et de NO, et une hausse importante de la mortalité cellulaire.  

 Il était fondamental de vérifier que l’utilisation de ce vecteur particulaire n’induisait pas de 
réaction inflammatoire indésirable, ce qui pourrait compromettre son utilisation. Ces travaux ont déjà 
été réalisés sur des cellules de rat. Ces cellules, récupérées chez des animaux issus du même fond 
génétique, sont considérées comme saines. Nous avons travaillé avec des cellules humaines obtenues 
chez des patients lors de la pose de prothèse totale de genou. Utiliser des cellules de différentes 
origines permet d’avoir une meilleure représentation de ce qui peut se produire lors d’une utilisation 
thérapeutique. Lors de la dissection, seules les parties saines du cartilage sont émincées. Cependant, 
même si phénotypiquement ces zones présentent l’aspect d’un cartilage sain, les cellules ont été 
soumises aux facteurs solubles sécrétés dans le liquide synovial suite à la pathologie. Ces cellules, 
présensibilisées, peuvent donc répondre de façon plus importante et plus hétérogène à l’internalisation 
des particules. 

 Tout d’abord, nous avons étudié in vitro les effets de l’exposition aux particules sur 
l’induction d’une réponse inflammatoire, et nous avons observé une augmentation du taux 
d’expression en ARN messagers de certains marqueurs de réponse inflammatoire. Cependant, cette 
légère augmentation est réversible, un retour à l’état basal est observé après 12 à 24 heures 
d’exposition des chondrocytes ou synoviocytes aux particules. De plus, le pic d’augmentation de la 
synthèse des médiateurs de IL-1ß, TNF-α ou de Cox-2 est constaté de façon précoce entre 2 et 6 
heures d’exposition. Or, les particules ne sont retrouvées à l’intérieur du cytoplasme qu’à partir de 8 
heures d’exposition. Nous pensons donc que cette faible réponse inflammatoire constatée est due au 
simple contact des cellules et des particules, et n’est pas une réponse spécifique à leur internalisation. 
Pour vérifier cette hypothèse, nous envisageons de regarder l’apparition de marqueurs de stress 
cellulaire, ce qui permettrait de compléter cette analyse. 

Ces observations ont été confirmées par la mesure de la production de nitrites et de PGE2 dans les 
deux cas. Une légère hausse de la synthèse de ces médiateurs de l’inflammation est constatée, hausse 
qui est significative dans le cas de la production de nitrites. Cependant, cette augmentation reste très 
inférieure à celle induite par le traitement aux LPS, notre contrôle positif de réaction inflammatoire.  

 L’IL-1ß et le TNF-α sont deux acteurs très impliqués dans l’évolution des pathologies 
articulaires [27,145]. Nous avons suivi l’évolution de la synthèse des messagers de ces deux cytokines, 
l’une et l’autre étant également étroitement liées à la synthèse de NO et de PGE2. L’IL-1ß est 
également responsable de l’induction de la synthèse de Cox-2, une enzyme responsable de la 
production de PGE2 [146,147]. Nous pouvons nuancer l’augmentation de l’expression des messagers 
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de l’IL-1ß. En effet, nous avons constaté qu’elle n’est pas suivie par une hausse de l’expression des 
messagers de Cox-2 (taux similaires au témoin jusqu’à 72 heures), ni par une augmentation 
significative de la production de PGE2 (légère hausse non significative de 12 à 72 heures). 
L’augmentation du taux d’ARN messagers de l’IL-1ß ne s’est pas suivie d’une induction de la 
synthèse de Cox-2 et de PGE2. 

 La mesure de l’expression de ces cytokines au niveau protéique dans le surnageant de culture 
cellulaire par ELISA, par exemple, pourrait permettre de compléter les informations déjà obtenues. Il 
pourrait également être intéressant de suivre l’évolution de marqueurs du stress cellulaire suite à 
l’internalisation des particules. Par exemple, la protéine chaperonne HSP70 est connue pour ses effets 
cytoprotecteurs en réponse à différents stress [148]. Une augmentation de la synthèse de HSP70 
consécutive à l’internalisation des particules serait donc le reflet de réponses des cellules à un stress 
occasionné par les particules. 

Cependant, ces résultats, complétés par ceux obtenus précédemment (tests MTT et LDH), nous 
permettent déjà de confirmer la nature non immunogène de ce vecteur et l’innocuité des composants 
de ce système nanoparticulaire vis-à-vis des cellules articulaires. De même, comme il est possible de 
cultiver à long terme (jusqu’à 3 passages) des cellules ayant internalisé les particules, la dégradation 
des particules dans les cellules ne provoque pas de mort cellulaire. 

 

 L’objectif de l’utilisation de ce vecteur particulaire est de l’injecter directement dans une 
articulation pathologique. L’évolution des pathologies articulaires est un processus qui s’établit 
progressivement, la sévérité des lésions augmentant avec le temps. Ainsi, dans l’articulation se 
côtoient des zones « pathologiques » et des zones « saines », moins altérées par la pathologie. Comme 
les cellules présentes dans ces zones peuvent également interagir et internaliser les particules, nous 
avons exploré l’influence de la présence des particules dans le cytoplasme sur les fonctions premières 
de ces cellules, à savoir la synthèse de matrice extracellulaire par les chondrocytes, les capacités de 
différenciation des CSMs, et la capacité des synoviocytes à servir de cellules sentinelles dans 
l’articulation. 

 

 Internalisation des particules et synthèse matricielle des chondrocytes 

 Après avoir exposé des chondrocytes aux particules pendant 24 heures, nous avons placé les 
cellules en système 3D et potentialisé la synthèse matricielle par l’ajout de TGFß-1. Ainsi, en 
comparant les niveaux de synthèse d’ARNm de protéines matricielles pour des chondrocytes ayant été 
ou non exposés aux particules, nous avons pu mettre en évidence que la présence des particules dans le 
cytoplasme des cellules ne perturbait pas leur rôle dans la synthèse matricielle. Une augmentation 
significative du taux d’ARNm de COMP a été détectée suite à l’internalisation des particules. Cela 
pourrait être dû au recouvrement en acide hyaluronique présent à la surface des particules. En effet, 
l’acide hyaluronique est connu pour avoir un effet positif sur le métabolisme chondrocytaire et la 
synthèse matricielle [149]. Cependant, cet effet doit être nuancé car la quantité d’acide hyaluronique 
présent sur les particules est très faible, elle a été précédemment déterminée par électrophorèse 
capillaire de zone à 13,3 (±5,3) µg par mg de particules [140]. Cette quantité semble insuffisante pour 
induire un effet positif sur la synthèse de protéoglycannes. 
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 Internalisation des particules et capacités de différenciation des CSMs 

 Une part importante des CSMs est localisée au niveau de la moelle osseuse. Cependant, il est 
également possible d’en trouver naturellement dans différents tissus articulaires où elles peuvent 
intervenir lors des processus de réparation des atteintes [150,151]. En effet, en situation pathologique, 
des CSMs vont être recrutées au niveau des lésions [152] où elles pourront avoir des effets 
immunorégulateurs et participer à la reconstruction des tissus suite à leur différenciation 
chondrogénique [17]. En parallèle, il a été récemment documenté l’existence d’une population de 
progéniteurs chondrogéniques présents au sein de la couche superficielle du cartilage [153,154]. Ces 
cellules sont capables d’internaliser des particules et peuvent donc être sensibles à d’éventuels effets 
délétères susceptibles de perturber leur homéostasie ou d’affecter leurs capacités de différenciation.  

Il a déjà été mis en évidence que l’internalisation par les CSMs de débris métalliques provenant de 
l’usure de prothèse en titane provoquait une augmentation de l’apoptose et une baisse de la 
prolifération et des capacités de différenciation ostéogénique. Cela aboutit à une ostéolyse autour de la 
prothèse, favorisant ainsi son descellement [155,156]. De la même manière, plusieurs études ont déjà 
démontré que l’internalisation d’une trop forte dose de particules de fer, utilisées comme agent de 
contraste pour l’IRM, dans des CSMs pouvait inhiber la différenciation chondrogénique [46]. 

C’est pour ces raisons que nous avons souhaité vérifier que l’internalisation de nos particules par les 
CSMs ne perturberait pas leurs potentialités de différenciation. Nous avons pu démontrer que 
l’internalisation des particules ne diminue pas et n’empêche pas la différenciation des CSMs vers les 
voies chondrogénique, adipogénique et ostéogénique. Cela étant vérifié au niveau génique et protéique. 
Ces résultats nous permettent d’envisager une utilisation de ces particules en situation pathologique, 
car elles ne perturberont pas les éventuelles cellules progénitrices présentes dans la cavité articulaire 
ou dans la membrane synoviale.  

D’autre part, de nombreuses équipes de recherche en bio-ingénierie font appel aux CSMs et à leurs 
capacités de différentiation dans le but de reconstruire des tissus endommagés [45,51,52]. Associées à 
une matrice adéquate et grâce à l’apport d’un cocktail de facteurs de différenciation, ces cellules 
peuvent permettre la formation d’un néo-tissu cartilagineux [157]. L’utilisation de ce vecteur 
particulaire pourrait permettre l’apport direct de molécules favorisant cette différenciation (facteurs de 
croissance TGF-ß, BMPs, siRNA, miRNA). Il pourrait aussi permettre le transfert de gènes pour le 
préconditionnement des CSMs avant implantation [97,158–160], en s’affranchissant de l’utilisation de 
vecteurs viraux. Le marquage à la cyanine du cœur du vecteur, qui persiste après différenciation et 
division des cellules, peut également permettre de suivre les cellules par fluorescence et ainsi 
d’évaluer la colonisation du biomatériau. 

Des thérapies cellulaires basées sur l’injection directe des CSMs in situ ont également été étudiées 
[161–163] et leurs effets anti-inflammatoires ont été mis en évidence. L’utilisation des particules 
pourrait permettre le préconditionnement des cellules avant injection et faciliter leur suivi par 
fluorescence, ou par IRM lors de l’encapsulation de particules de fer.  

 

 Injections intra-articulaires des particules chez le rat sain 

 Les études précédemment réalisées ont mise en évidence des problèmes de localisation des 
particules contenant des molécules de dextran-FITC dans les tissus articulaires dus à la fluorescence 
verte de la matrice extracellulaire. Mais elles ont permis de mettre en évidence l’absence d’effets 
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négatifs de l’injection de particules. Ni la synthèse de protéoglycannes, appréciée ex vivo par 
l’incorporation de souffre radiomarqué dans le cartilage rotulien, ni l’expression en ARNm de 
marqueurs de l’inflammation (mesurés par PCR quantitatives dans la membrane synoviale) ne sont 
affectés par l’injection intra-articulaire de nanoparticules. 

 Dans un second temps, des injections de différentes concentrations de particules ont été 
réalisées. Nous avons remarqué que la simple injection d’un produit neutre dans la cavité articulaire 
provoquait un léger épaississement de la membrane synoviale, comme constaté lors des injections de 
sérum physiologique. L’injection de particules à 0,5 ou 1 mg/mL n’accentue pas significativement 
l’hyperplasie observée avec le sérum physiologique. En revanche, l’utilisation d’une concentration de 
2 mg/mL de particules semble augmenter la fibrose et l’épaisseur de la membrane synoviale. Nous 
avons donc choisi de travailler avec une concentration de 1 mg/mL. De plus, la répétition de 
l’injection de particules (2 injections à 7 jours d’intervalle) est possible pour les concentrations de 0,5 
et 1 mg/mL, sans accentuer l’hyperplasie et la fibrose observée suite à l’injection de sérum 
physiologique. 

 

 Après amélioration de la synthèse des particules et mise au point du marquage de la structure 
du vecteur à la BSA couplée Cyanine 3, fluorescente dans le rouge, nous avons à nouveau réalisé des 
injections intra-articulaires chez le rat sain. Nous avons abouti aux mêmes conclusions qu’avec les 
particules encapsulant des molécules de dextran-FITC. Dans le cartilage rotulien, aucune modification 
de la répartition des cellules ou du contenu en collagènes et en protéoglycannes n’a été observée, 
confirmant ainsi la neutralité du vecteur lors de son injection dans la cavité articulaire.  

Les observations en microscopie de fluorescence nous ont permis de visualiser les particules dans 
l’articulation, celles-ci étant majoritairement localisées dans la membrane synoviale. Deux hypothèses 
sont envisagées quant à cette localisation. Tout d’abord, la membrane synoviale est connue pour son 
rôle de barrière filtrante dans l’articulation : elle est responsable de l’élimination des déchets présents 
dans le liquide synovial (« synoviale poubelle »). Ce tropisme des particules vers la membrane 
synoviale avait déjà été rapporté en 2002 dans l’étude de Horisawa E. et coll., qui avait démontré que 
des nanoparticules de PLGA de 300 à 450 nm de diamètre étaient principalement localisées dans la 
membrane synoviale après injection intra-articulaire [164]. Cela a été confirmé avec des particules de 
PLGA contenant des particules de fer [76]. Des particules de grande taille sont également retrouvées 
dans la membrane synoviale, comme dans l’étude de Présumey J. et coll. en 2012 [86]. Cette équipe a 
travaillé avec des microsphères de PLGA d’un diamètre moyen de 23 µM (±5 µM) et a également 
relevé un tropisme particulier pour la membrane synoviale. Dans notre étude, cela a pu également être 
confirmé grâce à la présence de récepteur CD44 au niveau des synoviocytes [165], permettant les 
interactions cellules/particules. 

D’autre part, dans ce modèle d’étude chez le rat sain, la matrice extracellulaire cartilagineuse est en 
parfait état, et forme un réseau protéique très dense. La taille des mailles du réseau de collagène de 
type II situé dans la zone superficielle du cartilage est estimée à 60 nm [73]. Cette taille est très 
inférieure à celle de nombreux vecteurs synthétisés, rendant difficile l’accès aux chondrocytes présents 
dans la matrice. Les travaux de Rothenfluh et coll. en 2008 [73] ont permis de démontrer que des 
particules de taille supérieure à 96 nm ne pouvaient plus pénétrer dans le dense réseau protéique du 
cartilage. Cependant ces particules seront administrées en situation pathologique. Dans ce cas, la 
composition du cartilage est fortement modifiée : la matrice extracellulaire est dégradée et le réseau 
protéique tend à se relâcher et s’affaiblir. De plus, les contraintes biomécaniques subies par le tissu 
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aggravent encore les atteintes du tissu cartilagineux qui n’est plus capable d’y répondre. Ainsi, nous 
pouvons envisager que, avec un tissu pathologique, l’accès des particules aux cellules présentes en 
profondeur dans le tissu sera facilité. 

 

 Étude de l’injection intra-articulaire de particules dans un modèle inflammatoire 
aigüe 

 Comme détaillé au cours de l’introduction, les pathologies articulaires peuvent être classées 
arbitrairement en deux groupes, les pathologies à forte composante inflammatoire ou les pathologies 
dégénératives. Lors de pathologies de type inflammatoire, la dégradation du cartilage sera secondaire à 
une réaction inflammatoire qui a lieu au niveau de la membrane synoviale. L’injection de parois de 
mycobactéries (Mycobacterium tuberculosis) [166] va provoquer une arthrite aigüe monoarticulaire, 
qui se traduit par une réaction inflammatoire massive et rapide. Ce modèle d’étude ne permet pas de 
reproduire fidèlement les processus cellulaires et moléculaires observés dans les pathologies humaines, 
mais permet de se placer en conditions inflammatoires. Afin de compléter l’étude de notre vecteur 
particulaire, nous avons souhaité étudier les effets de son injection dans l’articulation de rats soumis à 
une réaction inflammatoire importante. L’injection de particules 24 heures après l’induction du 
modèle, au moment où la réaction inflammatoire est la plus forte, n’augmente pas et ne modifie pas la 
réponse inflammatoire observée en histologie. Les observations réalisées lors de l’injection de 
particules 6 jours après l’initiation de la pathologie, alors qu’une vascularisation plus importante s’est 
installée au niveau de la membrane synoviale et que la dégradation du cartilage et de sa matrice est 
plus avancée, n’ont pas non plus mis en évidence de différence dans la réponse inflammatoire. 
L’injection des particules n’a pas induit de réaction inflammatoire aigüe, ni provoqué d’aggravation ou 
de réactivation. Ces particules sont donc potentiellement utilisables pour l’apport de molécules actives 
dans des articulations soumises à une réaction inflammatoire. 

 Cependant, certaines limites apparaissent à la suite de cette étude. En effet, lors de 
l’observation des coupes histologiques en microscopie de fluorescence la présence des particules dans 
l’articulation n’a pas pu être mise en évidence. L’afflux important de cellules immunitaires très actives 
dans les premiers jours suivant l’injection des parois de mycobactéries a pu provoquer une endocytose 
ou une élimination rapide des particules. De la même manière, l’augmentation de la vascularisation, et 
donc des échanges entre le liquide synovial et la circulation générale, a pu favoriser une fuite des 
particules hors de la cavité articulaire. Une étude plus précise des coupes histologiques avec des 
cinétiques plus courtes devrait permettre de répondre à cette question. 

 

 Étude de l’injection intra-articulaire de particules dans un modèle d’arthrose 
induite chimiquement 

 Nous avons ensuite travaillé avec un modèle d’arthrose induite au MIA, qui en induisant 
l’apoptose des chondrocytes [167] va provoquer un arrêt du renouvellement et de la production de la 
matrice extracellulaire du cartilage. Cela va conduire à une diminution de la qualité de la matrice et à 
l’apparition de lésions de type arthrosique [168]. Dans notre étude, nous avons injecté la suspension de 
particules 10 jours après l’induction du modèle pathologique. Après la mise à mort des animaux, 14 
jours post-induction de la pathologie, nous avons constaté une légère hausse de la fibrose et de la 
vascularisation de la membrane synoviale. L’injection des particules n’a ni accéléré ni aggravé les 
lésions observées, en comparaison aux témoins. 
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Grâce à l’observation des coupes de rotules, nous avons constaté l’apparition de clusters, des groupes 
de cellules organisées qui se forment pour compenser la perte de cellules due à l’apoptose. Ces 
clusters sont représentatifs de tentatives de remodelage d’un cartilage affecté par une pathologie 
arthrosique [33]. Les colorations au bleu de toluidine n’ont pas permis de mettre en évidence de 
dégradation marquante du contenu en protéoglycannes du cartilage suite à l’apparition de la pathologie, 
une légère décoloration seulement est observée par rapport au témoin. Cependant, là encore, 
l’injection des particules n’a ni provoqué d’aggravation des lésions observées au niveau du cartilage 
rotulien ni d’accélération du processus dégénératif. 

 Les atteintes faibles du cartilage peuvent s’expliquer par le temps d’observation que nous 
avons choisi. En effet, 14 jours après injection du MIA, les chondrocytes encore présents dans la 
matrice se sont déjà réorganisés en clusters, mais la matrice extracellulaire n’a pas encore subi 
« suffisamment » de contraintes mécaniques pour que le cartilage soit le siège d’atteintes importantes, 
et que des changements importants soient visibles en histologie. Une dose plus importante de MIA 
pourrait également être utilisée, il a été relevé dans des travaux précédemment réalisés au laboratoire 
[168,169] que l’injection d’une dose 10 fois plus importante de MIA (0,3 mg au lieu de 0,03 mg) 
permettait l’apparition de lésions ostéochondrales plus étendues, et atteignant l’ensemble des 
compartiments articulaires. Néanmoins ces fortes doses induisent des lésions trop importantes en 
comparaison aux atteintes pathologiques. Il faudrait réadapter la cinétique d’étude de ce modèle, afin 
de se placer à un moment où les atteintes cartilagineuses sont plus importantes. 

L’observation des lames en microscopie de fluorescence a permis de constater un tropisme particulier 
vers la membrane synoviale. Il est retrouvé des particules plus en profondeur dans le tissu fibreux en 
arrière de la membrane synoviale. Dans ce modèle également, les particules n’ont pas été détectées sur 
les coupes de cartilage rotulien. La structure de la matrice extracellulaire dont l’architecture n’est que 
peu dégradée à ce stade de la pathologie n’a pas permis l’entrée des particules dans le réseau de 
protéines matricielles. 

 

 Étude de l’injection intra-articulaire de particules dans un modèle de section du 
ligament croisé antérieur 

 Ce modèle permet de reproduire plus fidèlement les lésions observées chez l’homme suite à la 
rupture de ce ligament, conséquence d’une sollicitation mécanique excessive. Induisant une instabilité 
mécanique du genou, la section de ce ligament provoque l’apparition de lésions arthrosiques qui 
s’établissent progressivement [170,171]. L’injection de particules a induit une augmentation de 
l’infiltration cellulaire au niveau de la membrane synoviale, cela étant plus marqué suite à deux 
injections répétées à 14 et 21 jours.  

 Après l’injection des particules, nous avons observé les coupes histologiques de genoux car, 
dans ce modèle, c’est au niveau de l’articulation fémoro-tibiale que les lésions apparaissent en premier. 
L’observation des lésions a permis de confirmer l’établissement du modèle de section du ligament 
croisé. Là encore, les lésions n’ont pas été aggravées par l’injection simple ou répétée des particules. 
L’augmentation de l’infiltration cellulaire observée dans la membrane synoviale ne s’est pas traduite 
par une augmentation de la sévérité des lésions du cartilage.  

Dans cette étude il n’a pas été possible de localiser les particules dans l’articulation suite à 
l’observation en microscopie de fluorescence. Là aussi une étude plus précise des coupes serait 
nécessaire pour attester de la présence des particules dans l’articulation à la fin de l’étude. 
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 Afin de compléter ce travail, il pourrait être intéressant d’associer à ce modèle de section du 
ligament croisé antérieur une sollicitation mécanique plus complète du genou via la réalisation 
d’exercices physiques. Il a déjà été démontré dans notre groupe que la réalisation d’exercices 
physiques calibrés, légers à modérés, pouvait avoir un effet bénéfique sur les lésions cartilagineuses, 
alors qu’un effort trop important pouvait les aggraver [30]. L’étendue et la gravité de ces lésions 
peuvent influer sur les possibilités d’entrée des particules dans le cartilage. 
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DISCUSSION GÉNÉRALE 
 Dans ce travail, nous avons démontré que notre vecteur constitué de PLGA, possédant un 
recouvrement en acide hyaluronique et visualisable en fluorescence, pouvait être utilisé pour cibler les 
cellules articulaires. Son utilisation est sans effet négatif, cela ayant été confirmé à différents niveaux. 
L’avantage de ce vecteur est qu’il peut être utilisé pour l’apport direct de molécules d’intérêts à 
l’articulation ou pour le préconditionnement / la préorientation de cellules en bio-ingénierie. 

 

 Hypothèses initiales du projet et conclusions 

 Le projet de nanoparticules pour la vectorisation aux tissus articulaires a émergé avec pour 
objectif initial de pouvoir apporter des molécules d’intérêt aux chondrocytes présents dans la matrice 
cartilagineuse. Les travaux de départ ont consisté en la mise au point des conditions de synthèse des 
particules, aux études du recouvrement en acide hyaluronique, et aux essais d’encapsulation de 
chondroïtines sulfates (qui était à l’origine la molécule d’intérêt choisie). Ce GAG est un composant 
naturel de la matrice extracellulaire du cartilage, et participe à la rétention de l’eau dans le réseau 
protéique. In vitro, de nombreuses études ont mis en évidence un rôle chondroprotecteur et anti-
inflammatoire de cette molécule [42,172]. Son utilisation thérapeutique a été évaluée de nombreuses 
fois, sans qu’un consensus ne soit trouvé quant à son réel intérêt médical. Administrées par voie orale, 
les chondroïtines sulfate ne sont retrouvées qu’en faibles quantités au niveau articulaire, rendant peu 
crédible une activité locale in vivo. Récemment, la Haute Autorité de Santé a préconisé son 
déremboursement, jugeant insuffisant le service médical rendu. Utiliser un système de vectorisation 
pourrait permettre d’améliorer la disponibilité de cette molécule en l’apportant au plus près des 
cellules, dans la cavité articulaire.  

Cependant, plusieurs difficultés se sont posées lors de la synthèse de ces particules. L’encapsulation 
de chondroïtines sulfate conduit à une forte augmentation de la taille des particules. Par exemple, avec 
une concentration de CS de 5 g/L, les particules produites ont une taille comprise entre 2 et 10 µM de 
diamètre. Ces tailles ne permettent pas le passage des particules jusqu’aux chondrocytes présents dans 
la matrice cartilagineuse. Un relargage des CS encapsulées à proximité des cellules ciblées pourrait 
être envisagé. Mais, dans ce cas, de grandes quantités de CS doivent être apportées afin de diffuser la 
molécule suffisamment longtemps pour avoir des effets biologiques. Il pourrait être également 
envisagé un ciblage de la membrane synoviale, des propriétés anti-inflammatoires étant attribuées aux 
CS. Dans ce cas de figure, les CS ne semblent pas être des molécules de choix. D’autres principes 
actifs sont connus pour leurs effets anti-inflammatoires, mieux caractérisés, et pourraient être apportés 
à la membrane synoviale avec moins de difficultés que les CS. 

 Outre la traversée de la matrice cartilagineuse, une autre difficulté du ciblage des chondrocytes 
par des particules est la traversée nécessaire du chondron, la matrice péricellulaire du chondrocyte. 
Cette matrice très dense et riche en collagènes et protéoglycannes joue un rôle important dans la 
transmission des stimuli biomécaniques aux chondrocytes [173,174]. Par exemple, le collagène de 
type VI est un des collagènes majoritaires de la matrice péricellulaire. Plusieurs études font état d’une 
augmentation de la synthèse de ce collagène autour du chondrocyte lors de la progression de 
phénomènes arthrosiques [175], l’enrichissement de l’environnement cellulaire permettant aux cellules 
de mieux répondre aux sollicitations mécaniques. La structure même du chondron et l’enrichissement 
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de sa matrice en situation pathologique complique encore le ciblage des chondrocytes par des vecteurs 
particulaires. 

À l’issue de ce travail de thèse, il semble que l’utilisation de ce vecteur particulaire se prête plus à un 
ciblage de la membrane synoviale qu’au cartilage, à cause de l’effet « barrière » de la matrice 
extracellulaire.  

 

 Avantages de l’utilisation des particules pour l’apport direct de principes actifs aux 
cellules articulaires 

 Comme cela a été développé en introduction, l’adressage de principes actifs dans le cartilage 
souffre de nombreux problèmes dus à la faible accessibilité de ces tissus. Plusieurs molécules déjà 
utilisées en thérapeutique pourraient bénéficier d’un apport via un système de relargage progressif, 
cela permettant une amélioration de l’efficacité thérapeutique de la molécule considérée, tout en 
limitant ses effets indésirables. 

 

  Améliorer des traitements existants grâce aux particules 

 Utiliser des particules pour vectoriser du méthotrexate (MTX) pourrait, par exemple, 
permettre de limiter les effets indésirables dus à la diffusion systémique de ce principe actif (toxicité 
hématologique, hépatique et digestive). Outre la cancérologie où l’utilisation de particules chargées en 
MTX est étudiée [176,177], différentes équipes travaillent sur l’encapsulation de MTX [72] pour les 
pathologies articulaires inflammatoires, avec des résultats variables. Liang et coll. ont comparé 
différents paramètres pharmacocinétiques du méthotrexate en apport direct ou via un système de 
microsphères de PLA chez le lapin. Ils ont pu mettre en évidence une baisse très importante de la 
circulation systémique du MTX, ainsi qu’un tropisme des particules dans la membrane synoviale, où 
le relargage de ce principe actif est recherché. D’un autre côté, les travaux de Zhang et coll. publiés en 
2014 [94] ont mis en évidence, in vitro, l’importance de la performance du ciblage dans l’efficacité 
thérapeutique de particules encapsulant du MTX. L’importance du choix d’un vecteur utilisable en 
pratique clinique est également souligné par la revue d’Abolmaali et coll. publiée en 2013 [177]. 

 

  Envisager de nouvelles molécules thérapeutiques grâce à l’amélioration du ciblage 

 La validation d’un vecteur comme celui présenté dans ce travail peut également permettre 
l’utilisation d’un système de relargage ciblé pour l’adressage d’inhibiteur de kinases aux cellules 
articulaires. Parmi les différents types de kinases impliquées dans la transmission des signaux 
intracellulaires après activation d’un récepteur par son ligand spécifique, les protéines de la famille des 
JAK kinases ont été particulièrement étudiées pour leur implication dans la réaction inflammatoire 
[178]. 

Les protéines kinases de la famille JAK (pour Janus Kinase), impliquées dans les voies de 
signalisation JAK/STAT, interviennent dans la transmission des signaux après liaison de différentes 
cytokines à leurs récepteurs spécifiques [179]. Les kinases JAK1 et JAK3 sont connues pour être 
impliquées dans la transmission du stimulus inflammatoire, alors que JAK2 joue un rôle plus 
important dans l’hématopoïèse [179]. L’inactivation de JAK1 et/ou 3 pourrait permettre de bloquer la 
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transmission du signal inflammatoire et ainsi diminuer la réaction inflammatoire et ses effets délétères 
au niveau de l’articulation. Le tofacitinib est la première molécule inhibitrice de JAK1 et 3 qui a été 
étudiée lors d’essais cliniques dans le cadre de la PR. Son intérêt a été mis en évidence lors d’essais de 
phase III [180], puis la molécule a été approuvée par la FDA fin 2012 pour une utilisation chez des 
patients présentant une polyarthrite active sévère et qui ne répondent pas au MTX. Cependant, 
l’agence européenne du médicament a rendu un avis négatif quant à l’utilisation du tofacitinib en 
clinique.  

En effet, l’utilisation de principes actifs qui limitent voir inhibent la réponse inflammatoire 
s’accompagne d’effets indésirables systémiques non négligeables. Suite au traitement au tofacitinib, il 
a été rapporté des cas d’infections sérieuses (pneumonies, tuberculoses, infections urinaires…) et de 
cancers (poumons, seins). L’augmentation du taux de LDL (Low Density Lipoprotein) laisse présager 
d’une augmentation du risque cardiovasculaire, tout comme l’augmentation de la concentration des 
transaminases, qui peut avertir de dysfonctionnements hépatiques. Dans ce cas de figure, 
l’encapsulation de cet inhibiteur dans un système particulaire pouvant être injecté directement dans 
l’articulation pourrait prévenir l’apparition de certains de ces effets indésirables. Seules les cellules 
présentes au niveau de l’articulation seraient concernées par l’inhibition des protéines JAK, permettant 
ainsi un contrôle de la réaction inflammatoire là où elle est exacerbée, tout en laissant le système 
immunitaire répondre aux infections dans le reste du corps. 

 

 Intérêts de l’utilisation des particules en bio-ingénierie 

  Utilisation des particules associées à des biomatériaux 

 La recherche en ingénierie tissulaire du cartilage fait appel à l’utilisation de biomatériaux, 
associés à un contingent cellulaire et des conditions de culture nécessaires à la synthèse d’un néo-
cartilage convenable. Le contingent cellulaire de référence, le chondrocyte, n’est pas le type cellulaire 
le plus adapté à la construction d’un néo-tissu eu égard à son instabilité phénotypique. Ainsi, les 
équipes de recherche en bio-ingénierie se tournent de plus en plus vers l’utilisation de cellules souches 
d’origines variables, différenciées en chondrocytes. L’apport de facteur de croissance et de 
différenciation est nécessaire à l’obtention du phénotype désiré. Ces éléments bioactivateurs sont 
apportés sous forme libre lors des phases de culture in vitro, cet apport devant être renouvelé tout au 
long des phases de culture afin d’obtenir le phénotype désiré avant implantation. Cependant, une fois 
le biomatériau implanté, il n’est plus possible d’apporter in vivo ces molécules. 

Il pourrait être intéressant d’utiliser notre vecteur particulaire pour apporter ces éléments essentiels. 
Des particules permettant une diffusion progressive de FGF2 lors des phases de culture et 
d’amplification in vitro ont déjà été développées. Les travaux de Lotz S. et coll. ont montré que la 
diffusion du FGF2 via un système particulaire permettait de protéger ces molécules, très labiles à 
37 °C, d’une dégradation trop rapide [181]. D’autres équipes de recherche ont utilisé les particules 
pour apporter aux cellules deux protéines issues de la MEC, la COMP et l’agrécanne [160]. Cette 
double encapsulation permet d’induire la différenciation des CSMs en chondrocytes. 

 Une autre approche de l’utilisation d’un vecteur particulaire est de permettre l’apport de gène 
d’intérêt aux cellules. Il peut être possible, selon les gènes choisis de favoriser la synthèse matricielle, 
la différenciation de cellules souches, ou de contrôler la réaction inflammatoire. 
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  Les nanoparticules : une piste intéressante pour la thérapie génique ? 

 Afin d’améliorer l’acquisition du phénotype chondrocytaire et la synthèse matricielle des 
cellules apportées directement dans l’articulation ou via un biomatériau, il est possible d’apporter aux 
cellules des gènes spécifiques. Classiquement, les techniques de transfection font appel à l’utilisation 
de vecteurs d’origine virale, modifiés pour apporter le gène choisi [158]. Cependant, même si ces 
vecteurs permettent de bonnes efficacités de transfection, plusieurs points négatifs sont liés à leurs 
utilisations. Ces vecteurs apportés in vivo peuvent déclencher des réactions inflammatoires et des 
problèmes immunitaires. Comme nos particules peuvent être internalisées par les cellules, et cela sans 
effet indésirable, il pourrait être possible de les utiliser afin de remplacer les vecteurs viraux 
nécessaires à l’apport de nouveau matériel génétique. 

Plusieurs équipes de recherche ont utilisé des particules pour apporter des facteurs de transcription 
nécessaires à l’acquisition du phénotype chondrocytaire. Les travaux de Park et coll. ont permis de 
mettre en évidence l’intérêt de cette méthode [182,183]. Ils ont montré qu’il était possible d’apporter 
conjointement le gène SOX9, du TGF-ß3 et de la dexaméthasone, afin d’induire la différenciation 
chondrogénique de CSMs humaines [159]. Ils ont pu, grâce à leur vecteur particulaire, transfecter des 
CSMs humaines avec le gène SOX9 et induire une répression du gène RUNX-2, responsable de 
l’acquisition d’un phénotype hypertrophique, grâce à un si-ARN apporté conjointement par les 
particules [184]. 

 

 Afin de mieux contrôler la réaction inflammatoire, il peut être intéressant d’apporter dans 
l’articulation des acides nucléiques permettant de contrôler la production de cytokines [185]. Plusieurs 
équipes de recherche se sont tournées vers l’encapsulation de si-ARN dirigés contre l’ARN messager 
d’une ou plusieurs cytokines : le TNF-α, l’IL-1ß, l’IL-6… [186]. Diminuer le taux d’expression de ces 
cytokines permet de mieux contrôler la réaction inflammatoire et de limiter les atteintes articulaires. 
Deux études publiées en 2012 ont mis en évidence l’intérêt de particules encapsulant un si-ARN anti 
TNF-α dans un modèle d’arthrite induite au collagène [82,86]. Dans les deux cas suite à l’injection 
intra-articulaire des particules, l’épanchement articulaire est réduit tout comme le score calculé après 
analyses histologiques des articulations.  

 Les travaux de Paquet et coll. [187] réalisés au laboratoire, ont porté sur l’étude de l’intérêt 
d’un oligonucléotide de type « Triplex Forming Oligonucleotide » (TFO). Cette courte séquence 
nucléique a la particularité de se fixer au niveau de l’ADN génomique en formant un triplex au niveau 
d’un gène spécifique. Ce ciblage spécifique permet d’inhiber la transcription du gène. Cette étude a 
permis de mettre en évidence l’efficacité de l’inhibition de l’expression des messagers du TNF-α 
grâce à ce type d’oligonucléotide, l’IC50 obtenue étant 1000 fois inférieure à celle obtenue avec des 
techniques de type si-ARN [188]. Lors d’études in vivo dans des modèles inflammatoires, les tissus 
articulaires sont protégés plus efficacement grâce à l’injection préventive de TFO, comparé à 
l’injection de si-ARN. L’encapsulation de ce TFO dans nos particules pourrait être plus avantageuse 
que l’utilisation de si-ARN. En effet, l’encapsulation d’acides nucléiques nécessite souvent 
l’utilisation d’agents cationiques (Polyéthylène imine, DOTAP), afin de maintenir l’ensemble dans les 
inclusions aqueuses des particules lors des phases de synthèse et de permettre l’administration de 
quantité suffisante de si-ARN. Cependant, ces agents peuvent modifier les propriétés des particules, 
augmenter leur taille et leur toxicité. L’intérêt de l’utilisation du TFO est que de faibles quantités sont 
suffisantes pour obtenir des effets biologiques, le nombre de copies d’un gène étant très inférieur au 
nombre de copies de l’ARN messager. Ainsi, il peut être envisagé de vectoriser du TFO dans notre 
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système particulaire sans avoir recours à l’utilisation d’agents cationiques. Comme notre vecteur est 
facilement internalisé par les cellules, sans effet indésirable, et est localisé au niveau de la membrane 
synoviale lors d’injection intra-articulaire, il peut permettre la vectorisation du TFO là où siège la 
réaction inflammatoire. 
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CONCLUSIONS 
 La prise en charge des pathologies articulaires, qu’elles soient d’origine inflammatoires ou 
dégénératives, souffre des difficultés d’adressage et de disponibilité des molécules actives aux tissus et 
cellules articulaires. Malgré la diversité des thérapies actuellement existantes, les traitements 
principalement symptomatiques ne permettent pas une guérison optimale. Afin d’améliorer le 
transport de molécules directement au site lésionnel, nous avons choisi de travailler avec un système 
particulaire de relargage progressif de principe actif, qui serait injecté directement au plus proche des 
lésions. Les travaux réalisés lors de ce travail de thèse concernaient l’évaluation biologique d’un 
système particulaire à base de PLGA. Le choix de la méthode de synthèse par double émulsion nous a 
permis l’encapsulation de molécules hydrophiles au sein des inclusions aqueuses, et le marquage de la 
structure de la particule grâce à un traceur fluorescent afin de pouvoir suivre les particules. De plus, 
cette méthode permet le recouvrement des particules par une couronne d’acide hyaluronique, 
favorisant ainsi les interactions avec les cellules articulaires par le biais de récepteurs membranaires. 

 Le premier objectif de ces travaux était d’étudier les interactions de nos particules avec les 
différents contingents cellulaires présents dans l’articulation. Grâce à différents immunomarquages et 
des observations en microscopie de fluorescence, nous avons pu déterminer que les particules 
pénétraient dans les cellules après environ 8 heures d’exposition. Une fois à l’intérieur des cellules, les 
particules sont présentent dans les lysosomes, et restent dans la cellule jusqu’à 10 jours de culture. En 
parallèle de ces observations, nous avons également déterminé que cette internalisation via un 
mécanisme actif des particules ne s’accompagnait pas d’une hausse de la mort cellulaire, et ne 
provoquait qu’une faible et transitoire réponse inflammatoire.  

 Dans un second temps, nous avons évalué l’influence de la présence des particules à l’intérieur 
des cellules sur leurs fonctions physiologiques. Ainsi, nous avons pu déterminer que l’internalisation 
des particules dans les chondrocytes ne perturbait pas leur capacité de synthèse matricielle. De la 
même manière, nous avons montré que la présence des particules dans les synoviocytes ne perturbait 
ni ne potentialisait la réponse inflammatoire de ces cellules lors d’un stress. Aussi, nous avons établi 
que la présence des particules dans les CSMs n’empêchait pas leur engagement vers leurs trois 
principales voies de différenciation. Les conclusions issues de ces travaux avec les CSMs permettent 
également d’envisager d’autres applications de ce vecteur, en lien avec l’ingénierie cellulaire et 
l’utilisation de ces cellules. 

 Enfin nous avons poursuivi l’évaluation de notre vecteur in vivo grâce à différentes études 
exploratoires sur des modèles animaux. Les diverses observations que nous avons réalisées grâce à 
l’étude histologique des genoux de rats après injections intra-articulaires des particules nous ont 
permis de déterminer la concentration des particules qu’il était possible d’injecter. Nous avons pu 
mettre en évidence un tropisme plus important des particules vers la membrane synoviale. 
L’utilisation de modèles pathologiques nous a permis d’évaluer notre vecteur dans un contexte de 
réaction inflammatoire aigüe, et de se placer dans un environnement proche des pathologies 
dégénératives. Grâce à ces travaux, nous avons pu relever l’absence d’effet indésirable suite à 
l’injection des particules dans des articulations pathologiques. 

 Les conclusions que nous pouvons tirer de cette évaluation biologique du vecteur seul, 
associées à l’étude de la littérature publiée dans le domaine, nous permettent d’envisager l’utilisation 
de ce type de système de délivrance de médicaments dans le cadre des thérapies articulaires. Grâce à 
ces particules à base de PLGA, il est possible d’apporter des principes actifs hydrophiles (acides 
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nucléiques, médicaments) au plus proche des chondrocytes, présents au sein d’une matrice 
cartilagineuse dense, ou dans les synoviocytes résidents dans la membrane synoviale. Ce vecteur, dont 
la neutralité a été étudiée sous différents aspects dans ce travail, pourrait ainsi compléter et améliorer 
les thérapeutiques actuellement disponibles. De plus, certaines molécules, dont l’utilisation 
thérapeutique a été écartée en raison de leurs effets indésirables systémiques pourraient ainsi 
bénéficier d’un adressage au plus proche des lésions par injection intra-articulaire. 
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Un des écueils majeurs du traitement des pathologies ostéoarticulaires est l’adressage de molécules aux cellules 
et tissus qui constituent l’articulation. La structure et la composition de l’articulation compliquent l’apport de 
molécules actives, affectant ainsi la biodisponibilité des thérapeutiques actuelles. En effet l’administration de 
principes actifs par voie sanguine ou orale nécessite l’apport de quantités importantes pour pouvoir se situer dans 
la fenêtre thérapeutique efficace et sans effets toxiques. Cependant, cela peut être la source de nombreux effets 
indésirables systémiques. Dans ces travaux, nous avons évalué un système d’adressage de molécules hydrophiles 
pouvant être utilisé pour les tissus articulaires. Ainsi, des particules constituées de polymère d’acide lactique et 
glycolique et marquées par un traceur fluorescent ont été évaluées in vitro puis in vivo. Ces particules possèdent 
également un recouvrement en acide hyaluronique, pour améliorer les interactions avec les cellules. Les études 
réalisées ont permis de mettre en évidence l’internalisation des particules dans les synoviocytes, chondrocytes, et 
cellules souches mésenchymateuses après 8 heures d’exposition. Parallèlement, l’évaluation in vitro de différents 
paramètres de cytotoxicité et d’inflammation a permis de souligner la compatibilité de ces vecteurs avec les 
contingents cellulaires articulaires. Enfin, les effets de l’injection intra-articulaire de particules ont été évalués 
chez le rat sain et dans différents modèles pathologiques. L’analyse histologique des tissus articulaires a 
démontré l’absence de dégradation de la matrice cartilagineuse et de réaction inflammatoire consécutive à 
l’injection de particules. Il a été également constaté un ciblage majoritaire des particules vers la membrane 
synoviale. Ces travaux permettent de valider l’utilisation de ce type de vecteur pour le ciblage de l’articulation et 
l’apport de principes actifs. Les effets biologiques constatés lors de son utilisation seront alors uniquement dus 
aux molécules vectorisées, et non à un effet collatéral de l’internalisation des particules. L’association de ces 
particules à différentes molécules hydrophiles (acides nucléiques, médicaments, biothérapies...), pourra 
permettre leur apport direct dans l’articulation et ouvrir de nouvelles perspectives thérapeutiques. 

Mots clés : nanoparticules, PLGA, articulation, acide hyaluronique, vectorisation. 

 

 

 

One of the major issues with treatment of osteoarticular diseases is reaching cells or tissue inside the joint. The 
structure and organization of joint tissue make the delivery of active molecule difficult. Administration of an 
active compound by intravenous or per os requires elevated amount to be effective. However, this can initiate 
systemic and negative side-effects. In this work we have evaluated a drug delivery system for hydrophilic 
molecule, which can be used for articular tissues. Polymeric nanoparticles of poly lactic-co-glycolic acid, 
labelled with a fluorescent dye were evaluated both in vitro and in vivo. These nanoparticles are covered with 
hyaluronic acid to favor particles-cells interaction. We demonstrated here that such engineered-particles are 
internalized after 8 hours of exposure in synoviocytes, chondrocytes and mesenchymal stem cells. Evaluation of 
cytotoxicity and inflammation revealed the neutrality of these particles for articular cell types. Finally, 
intraarticular injections of particles were performed in healthy rat joint and in pathological models. Histological 
analyses of extracellular matrix integrity and inflammatory status do not demonstrate any side-effect following 
particles injections. These healthy nano-device target primarily synovial cells, and their degradation inside cells 
does not provoke deleterious effects. This PLGA based drug delivery system would be used to safely deliver 
active molecules to the joint; when we will encapsulate active compound, all biological effects observed will be 
due to the molecule and not to a collateral effect of the particle structure. The combination of these particles with 
various hydrophilic molecules (as nucleic acid, drugs, biologics…) may allow their direct distribution in the joint, 
and lead to new therapeutics perspectives. 

Keywords: nanoparticles, PLGA, joint, hyaluronic acid, vectorization. 
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