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L’ingénierie tissulaire est reconnue aujourd’hui comme une technique émergente qui
consiste en manipulations biologiques et physiques sur des cellules pour la régénération et la
reconstruction de tissus et d’organes. Son objectif est de régénérer, a partir de cellules
vivantes, des tissus naturels afin de remplacer des tissus ou des organes défectueux ou perdus
(Tabata Y, 2004). Le développement des connaissances sur les cellules et I’évolution de la
biomécanique et de la bioingénierie (effets des contraintes mécaniques sur les cellules et les
tissus) permettent d’envisager la reconstruction de tissus in vitro au laboratoire. En effet, des
travaux récents montrent que I’activité de synthese des cellules et leur degré de différentiation
sont dépendants non seulement des caractéristiques biochimiques du milieu, mais également
de D’application de contraintes mécaniques (Butler DL et col.,, 2000). Le contrdle des
conditions mécaniques dans la culture de tissus biologiques constitue donc 1’un des points
clés de I’'ingénierie tissulaire. Ainsi la culture in vitro, dans une matrice tridimensionnelle, de
cellules prélevées chez le patient ou de cellules souches mésenchymateuses (CSM) pourrait
conduire a la formation d’un nouveau tissu capable de suppléer aux tissus 1ésés (os, cartilage,
ligament et tendon), d’un point de vue biologique et mécanique (Gage FH, 2000).

La culture de tissus ligamentaires présente un intérét scientifique et médical important,
car il est connu, en chirurgie orthopédique, que la réparation de certains ligaments, en
particulier, le ligament croisé antérieur (LCA) du genou, ne peut étre réalisée de maniere
satisfaisante. La réparation du LCA apres rupture chez le patient jeune (18-40 ans) tout
comme ceux des tendons a I’épaule (tendons de la coiffe des rotateurs) chez les personnes
plus agées (40-70 ans) représente un atout socio-économique certain. Il s’agit de véritables
probleémes de santé publique.

La mise au point par le biais de I’'ingénierie tissulaire d’'un nouveau tendon permettrait la
réparation du LCA sans le recours a une autogreffe tendineuse. Cela diminuerait la morbidité
post-opératoire avec une réhabilitation a ’effort et une reprise du travail plus précoce. De
plus, la réparation de ces tissus offrirait une chance inespérée chez les personnes agées qui
présentent des ruptures étendues des tendons avec une reprise d’autonomie et une diminution

des prises de médicaments analgésiques.

Néanmoins, dans le cadre d’une reconstruction d’un ligament par ingénierie tissulaire,
certains facteurs doivent étre pris en compte, qu’ils soient intrinseques ou extrinseques,
biochimiques ou mécaniques, tels que les facteurs de croissance apportés au milieu ou
synthétisés par les cellules elles-mémes, ou les contraintes mécaniques d’étirements appliqués
au tissu. De nombreuses études ont montré le rdle des facteurs de croissance dans la

cicatrisation du ligament et du tendon et ont tenté de déterminer des stratégies appropriées

21



Introduction générale

pour l'usage des facteurs de croissance dans 1’ingénierie tissulaire du tendon et du ligament.
Parmi les facteurs de croissance, le Transforming Growth Factor (TGF), le Platelet Derived
Growth Factor (PDGF), et I'Insulin Like Growth Factor (IGF) sont connus pour avoir la
capacité d'améliorer la prolifération des cellules du tendon et du ligament ainsi que la
formation de matrice in vitro ou in vivo. De méme, il semble que les contraintes mécaniques
soient nécessaires pour que le tissu reconstruit présente une structure et une fonctionnalité

semblable a celle du tissu natif.

L’objectif de notre étude a été d’optimiser, in vitro, les conditions biologiques et
mécaniques pour la reconstruction d’un nouveau tissu. En effet, pour mener a bien un
programme d’ingénierie tissulaire, il est nécessaire de prendre en compte un certain nombre
de points essentiels, en particulier le choix des cellules colonisatrices, le réseau de support
extracellulaire (matrice 3D ou encore scaffold), les conditions biochimiques et mécaniques de
la culture, etc.

Notre étude a porté sur deux types cellulaires : une lignée cellulaire de fibroblastes
humains de peau (F-CRL.2703, ATCC " N°.2584882) ainsi que sur des cultures primaires de
fibroblastes de ligament croisé antérieur (LCA).

La lignée fibroblastique a été utilisée comme modele cellulaire pour mettre au point les
différentes conditions biochimiques. En revanche, nos travaux sur ’effet des contraintes

mécaniques ont été réalisés sur les deux types cellulaires.

Dans un premier temps, nous avons étudié les effets des facteurs biochimiques des
facteurs de croissance TGF-B1 et PDGF-AB, sur la lignée fibroblastique humaine (F-
CRL.2703, ATCC™ N°2584882) et sur différents substrats (membrane de silicone
recouverte ou non avec 1% de gélatine, le verre servant de contrdle). Les parametres suivis
étaient la prolifération cellulaire et la syntheése de la matrice extracellulaire, en particulier les
collagenes de types I et III qui sont considérés comme marqueurs spécifiques des tissus
ligamentaires. Plus précisément, nous avons étudié les effets du TGF-B (transforming growth
factor-p) sur la synthese des éléments de la matrice extracellulaire (collagene de type I, et de
type III) et du PDGF-AB (platelet derived growth factor) sur la prolifération des fibroblastes
en fonction non seulement de leur concentration et de la durée du traitement mais également

leur action combinée.
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Dans un deuxieme temps, nous avons étudié 1’influence des contraintes mécaniques
(étirement) sur les types cellulaires sus-cités cultivés sur des membranes de silicone
recouvertes avec de la gélatine a 1% et soumises a différentes fréquences (0,5 et 1 Hz) et a

une €élongation de 5% pendant 24 h.

La premiere étape de ce travail a été une validation d’un prototype d’étirement, pour
controler :
& les parametres mécaniques (homogénéité de la déformation, problemes liés aux
différents éléments...).
& les parametres physico-chimiques (température, pH, CO5,).

& les conditions biomécaniques de culture (choix de la fréquence, de I’élongation).

Apres cette validation, nous avons étudié la réponse cellulaire sous différentes conditions :

» d’une part, nous avons testé I'influence du sérum de veau feetal (SVF) sur la
lignée F-F-CRL.2703, pour des cellules exposées a une élongation de 5% et une fréquence de
0,5 Hz (30 cycles/min) pendant 24 h sur les parametres de base : la prolifération cellulaire et
la synthese de la matrice extracellulaire (collagene de types I, I1I et ténascine-C, glycoprotéine

spécifique des tissus ligamentaires et tendineux).

» d’autre part, nous avons étudié I’effet des conditions de contraintes mécaniques

(0,5-1 Hz) sur deux types cellulaires pour une élongation de 5% pendant 24 h.

Ainsi que nous I’avons dit, les principaux parametres étudiés dans nos travaux sont :

®,

+ la viabilité et la prolifération cellulaire, étudiés par :
= test MTT pour mesurer I’activité métabolique.
= analyse du cycle cellulaire par cytométrie en flux.

% la synthese et I’expression de MEC :

* de maniere semi-quantitative par une méthode de RT-PCR pour étudier
I’expression d’ARNm de collagene de types I, III et de ténascine-C.

* de maniere qualitative par un marquage en immunofluorescence pour

montrer I’expression de ces protéines.

La définition de ces facteurs biochimiques et mécaniques est primordiale en ingénierie
tissulaire du ligament, et ils devront étre pris en compte lors de la construction de

bioréacteurs.
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A. Le ligament

Le ligament est un tissu conjonctif dense, peu vascularisé, présent dans les articulations,
et qui s’insere sur les os en les maintenant en contact (par exemple : fémur et tibia). Si I’on
prend I’exemple de ’articulation du genou, on y trouve les ligaments latéraux : le ligament
latéral interne et le ligament latéral externe. Au centre du genou sont situés les ligaments

croisés : ligament croisé postérieur, et ligament croisé€ antérieur (figure I-1).

Figure I-1 : Représentation schématique d’un genou

http://www.genou.com/Anatomiegenou.htm

Comme tous les tissus conjonctifs du corps, les ligaments comprennent des cellules, les
fibroblastes (environ 20% du volume total) et une abondante matrice extracellulaire (environ
80% de ce méme volume). Cette matrice contient environ 60% d’eau et 40% de constituants
solides synthétisés et sécrétés par les fibroblastes :

a. des collagenes (75%)
b. de I’élastine < 1%
c. des protéoglycanes
d. des glycoprotéines
Les faisceaux des fibres collagenes sont disposés parallelement. Les fibroblastes sont disposés

en rangées entre les faisceaux. Dans les ligaments qui subissent des contraintes mécaniques
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multidirectionnelles, les fibres sont positionnées dans plusieurs directions : en parallele, en

oblique ou en spirale (figure I-2).

L PO .h"
,,l'.l':ll'ﬁl]‘l! '1

‘“ 'lii '!. -nr

Figure I-2 : Coupe histologique d’un ligament

Au microscope, la morphologie du ligament est semblable a celle des tendons, qui
permettent I’ancrage musculaire sur un os. Néanmoins, des différences biochimiques existent
entre les deux. En comparaison avec le tendon, I’activité métabolique des ligaments est plus
importante. Les fibroblastes ligamentaires ont un contenu plus élevé d'’ADN et des quantités
plus élevées de réticulation réductible entre les fibres de collagene (Goh JC et col., 2003). 11
y a une distribution bimodale des diamétres de fibrille de collagéne dans les ligaments. Le 1%
groupe de fibrilles présente un diametre de 40 a 70 nm, le second, un diametre entre 100 et
150 nm. Le ligament est entouré par une enveloppe périé-ligamentaire vascularisée.
L’ensemble des caractéristiques anatomiques et morphologiques des ligaments est rassemblé
dans le tableau I-1.

Les propriétés mécaniques des ligaments sont dépendantes non seulement de
I’architecture et des propriétés des fibres de collagene, mais aussi de la proportion d’élastine
que ces structures contiennent. L’élastine n’est guere présente dans les tendons contrairement
aux ligaments, ce qui leur confere une élasticité 1égerement supérieure a celle des tendons. Il a
été récemment suggéré que la molécule de collagene du type III est plus flexible que la
molécule de collagene du type I, suggérant également que le mélange de types de collagene

change le module élastique des fibrilles de collagene (Silver FH et col., 2002).
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Tableau I-I : Caractéristiques anatomiques et morphologiques des ligament et tendons

Ligament (a), (b) Tendon (c), (d)
Role V' liaison 0s-0s V' liaison os-muscles
v’ stabilité mécanique des articulations v’ transmission des forces de tension des
V' guide pour le mouvement articulaire muscles aux os
v prévention de mouvement extréme v’ permettent une distance « ventre
musculaires articulation » optimale
Structure V' structure hiérarchique V' structure hiérarchique
v’ force de tension multidirectionnelle V' force de tension unidirectionnelle
V' fibrille de collagéne (1-20 um) V' fibrille de collagéne (1-300 um)
Composition | Tissu conjonctif dense (a) Tissu conjonctif dense (c)
A. Volume du tissu A. Volume du tissu
a) 20% fibroblastes a) 20% fibroblastes
b) 80% MEC b) 75% MEC
B. Volume de MEC B. Volume de MEC
a) 70% eau a) 60-80% eau
b) 30% solide b) 30% solide
v 75% collagenes v 75% collagenes
% collagene de type I (70-80%) % 95% collagene de type I
% collagene de type III, V (8-12%) % 5% collagene de types 111, V
v’ élastine < 1% V' 2% élastine
v’ protéoglycanes + glycoprotéines v' 1-5% protéoglycanes (décorine)
< 1% glycoprotéines
Proprie’te’s A. alignement des fibres collagenes + - A. alignement des fibres collageénes + +
B. activité métabolique importante B. activité métabolique faible
C. contenu plus élevé d'ADN C. contenu moins élevé d'ADN
D. réticulation réductible entre les fibres | D. réticulation réductible entre les fibres
de collageéne + + de collagene + -
E. distribution bimodale des diametres de | E. Pareil
fibrille de collagene F. Cicatrisation = importance du
F. cicatrisation =~ =  importance du collagene de type |
collagene de type 11
(a) Goh JC et col., 2003

(b) Vunjak-Novakovic G et col., 2004
(¢) Nordin M et col., 2001
(d) Silver FH et col., 2003 ; Lin TW et col., 2004
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Le ligament présente une combinaison moléculaire unique de molécules, une unité de
structure, des propriétés mécaniques spécifiques, mais il n’existe pas de marqueur spécifique
pour distinguer le ligament des autres tissus. Le phénotype ligamentaire peut étre décrit par un
pourcentage différentiel de ses différents composants. De plus, les propriétés du ligament
varient avec la situation anatomique, 1’age, et d’autres facteurs associés (pathologies), donc la
connaissance de la structure de ligament et de ses composants est extrémement importante

dans le cadre de I’ingénierie tissulaire du ligament pour la définition d’une matrice.

B. Le tendon

B-1: Description

De méme que le ligament, le tendon est un tissu dense, régulierement organisé. Sa
structure se compose de longues fibres disposées de collagene. Les fibres de collagene
permettent le raccordement entre les muscles et les os.

La fonction et le comportement des tendons dépendent de leurs propriétés mécaniques.
Ils sont rigides lors de la tension d’un muscle et pourtant assez flexibles pour se conformer a
leur environnement anatomique. Dans les tendons, qui sont essentiellement soumis a des
forces de traction, les fibres de collagene sont disposées en parallele, dans la continuité des
structures conjonctives présentes dans le muscle (figure I-3). Les tendons doivent supporter de
grandes forces. Chez I'homme, on a estimé que la force maximale transmise par le tendon
d'Achille pendant le jogging était de 9 kN, ce qui est équivalent a 12,5 fois le poids corporel.

Il s'avere que la force du tendon fléchisseur humain s’étend entre 1 et 6 N (Wang JH, 2006).

w— —

T bandes de fibres de
collagéne

noyaux des
- fibrpblastes

-

Figure I-3 : Coupe histologique de tendon

Les propriétés mécaniques du tissu tendineux peuvent étre attribuées aux fibrilles

paralleles du collagene qui composent approximativement 75% du poids sec du tendon
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d'adulte. Les tendons humains d'adulte présentent une distribution bio-modale des diametres
de fibrille de collagene. Les diametres moyens varient entre 60 et 175 nm. La composition
structurale et biochimique du tendon differe quelque peu de celle du ligament (tableau I-I).
L'eau représente 60-80% du poids humide du tendon. Le tendon contient peu de cellules, qui
sont également des fibroblastes. Le protéoglycane prédominant dans le tendon est la décorine.
Bien que le collagene de type I représente environ 95% des collagenes du tendon, la présence
de faibles pourcentages des collagenes des types III et V a ét€ montré en mélange avec du
collagene de type I dans une simple fibrille, suggérant ainsi que les différences spécifiques de
ce tissu au niveau mécanique tiennent a ces arrangements (Silver FH et col., 2003).

Comme pour le ligament, 1'orientation spatiale distincte des fibroblastes de tendon est
associée a l'organisation des fibres de collagéne dans la structure hiérarchique du tendon
(figure 1-4). Un tendon se compose de fascicules multiples entourés par une membrane
fasciculaire. L’enveloppe des tendons se compose de deux couches, entre lesquelles se trouve
le fluide synovial qui améliore la lubrification. Des tendons sont dépourvus de cette
enveloppe de deux couches sont entourés par un tissu connectif lache appelé le paratendon qui
permet une liberté de mouvement plus importante (Lin TW et col., 2004). A l'intérieur d’un
fascicule, nous trouvons un mélange des fibroblastes en position centrale et des fibrilles. Les
fibrilles se composent de microfibrilles de tropocollagene (Calve S et col., 2004 ; Pioletti DP
et col., 2004).

En raison de sa nature non vascularisée, le tendon est également un bon candidat en

ingénierie tissulaire.

Tendon Epitendon

Paquet de fibres tertiaires
Fascicule

Paquet de fibres secondaires

Fibrilles \

Paquet de fibres primaires (Sous-Fibrilles)

\ Fibres de collagene (Microfibrille)
Fibrilles de collagéne (tropocollagéne)

Figure I-4 : Structure hiérarchique d’un tendon
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B-2 : Les constituants
B-2-1: Les fibroblastes

Les fibroblastes sont les cellules les plus nombreuses du tissu conjonctif ordinaire. Ils
proviennent d'une cellule souche mésenchymateuse multipotente qui est également a 1'origine
des adipoblastes, des chondroblastes, des ostéoblastes et des myoblastes. Les fibroblastes ont

la capacité de se transformer en tendocytes, chondrocytes ou ostéocytes.

B-2-1-1 : Morphologie

Les fibroblastes sont des cellules fusiformes ou étoilées possédant de longs
prolongements cytoplasmiques. En microscopie optique, leur cytoplasme est peu visible et
seul leur noyau, ovoide, allongé, avec un ou deux nucléoles, est bien visible. En microscopie
électronique, on y décele tous les organites cellulaires habituels et surtout, dans les
fibroblastes en pleine activité, les organites impliqués dans la syntheése des protéines
(collagenes...). Les fibrocytes sont des fibroblastes arrivés a maturité, ayant perdu leur
capacité de synthese. Le terme de fibrocyte désigne des fibroblastes en fin de vie qui ne sont

plus capables de division cellulaire et synthétisent peu de matrice.

B-2-1-2 : Métabolisme de fibroblastes

Les fibroblastes synthétisent les macromolécules protéiques et polysaccharidiques
(Protéoglycanes, Glycoprotéines...) de la matrice extracellulaire des tendons et des ligaments.
Les fibroblastes sont aussi capables de sécréter des molécules (cytokines, facteurs de
croissance, enzymes), impliquées dans les processus de réparation tissulaire et/ou dans
l'entretien des réactions inflammatoires. Le phénotype des fibroblastes est modulable en
fonction de leur degré d'activation et ils peuvent se différencier ainsi sans néanmoins
présenter la plasticité des CSM (par exemple, transformation en myofibroblaste).

Ils sont le plus souvent entourés de protéines fibreuses dont ils sécretent la molécule
précurseur. Le procollagene, précurseur du collagene, la proélastine, précurseur de 1'élastine,
et des glycosaminoglycanes et protéoglycanes tel que la ténascine (figure I-5). En plus de la
production de la matrice extracellulaire, les fibroblastes régulent également la réponse du
tendon et du ligament a une contrainte mécanique (Hsieh AH et col., 2000).

Le role le plus important des fibroblastes est de réparer les lésions dues a un
traumatisme. En cas d'inflammation ou autre processus dégénératif, le fibroblaste joue un role
réparateur. Devenant mobile, il présente alors des capacités de contraction favorisant le
processus de cicatrisation des plaies, en particulier via la syntheése de collagene de type III. Ce

sont essentiellement les myofibroblastes qui possedent cette capacité.
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1. Synthése des collagénes
et autres composés matriciels :
PG, SPARC, tsp, TN...

rd . Fibroblaste
i :Q?\f“"% T

Col 11 * .- ?
P Col V a2p1, ol Bl

2. Sécrétion des proteines
matricielles, maturation
des collagenes

Matrice extracel lulaire

3. Association en fibres * TH
et interoction avec d'autres PG
composants matriciels <
W SPARC
B tp

Figure I-5 : Activités de synthese de fibroblastes. Organisation supramoléculaire des

protéines matricielles dans le compartiment extracellulaire (Fichard A et col., 2003).

PG : protéoglycanes, TN : ténascine, tsp : thrombospondine, SPARC : secreted protein acidic and rich in cystein

(i.e. glycoprotéine).

B-2-2 : La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) est un terme collectif pour tous les composants
matriciels dans 1'espace extracellulaire. Il s’agit de macromolécules, produites par les cellules
et sécrétées dans l'espace extracellulaire, ou elles forment des interactions avec d'autres

molécules. Sa fonction est importante notamment d’un point de vue mécanique.

La matrice extracellulaire du tissu conjonctif contient les fibres et la substance
fondamentale amorphe :
» Fibres :
a. collagenes
b. protéines élastiques

» Substance fondamentale amorphe : protéoglycanes

Ces composés peuvent, pour la plupart, s’auto-assembler mais également interagir entre
eux ou par I'intermédiaire de récepteurs, avec les cellules dans lesquelles les intégrines jouent

un role tres important. C’est grace a cette trame de connexions que se réalise la vie cellulaire
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(adhérence, morphogenese, apoptose...) et que se forgent les caractéristiques mécaniques du
tissu (solidité, souplesse...). La matrice extracellulaire n’est pas statique, elle se remodele
constamment et son homéostasie est régulée par des protéases (par exemple : les métallo-
protéases MMP) (figure 1-6). Il s’agit d’une vaste famille d’endopeptidases dirigées contre les
différents constituants de la matrice extracellulaire. La majorit¢ des MMPs se trouve sous
forme libre dans le tissu interstitiel. Il existe cependant des MMPs qui sont des enzymes
membranaires. Leur expression est stimulée par des facteurs de croissance, des cytokines, des
promoteurs tumoraux et les interactions intercellulaires ou cellule-MEC. Leur activité est

modulée par des inhibiteurs tissulaires spécifiques (TIMPs) (Chiquet M et col., 2003).

angiogenése

Inhibiteurs enxrmatiques o b,
naturels ou synthétiques

inhibiteur de MAPK /l.
ou de PKC .
— "

Inhibiteurs de facteurs de matrice
transcription AP-1 ou NF-kB @ extracellulaire

prolifération

Figure I-6 : Fonctions et régulation des métalloprotéinases (Chiquet M et col., 2003)

B-2-2-1 : Les fibres

A.  Les collagenes

Le collagene est le constituant majeur des structures qui servent au maintien des tissus :
os, tendons, peau, ligaments, cartilage, vaisseaux sanguins et tissu conjonctif. Il fournit la
solidité et il confere la forme tout en permettant la flexibilité et le mouvement ; c'est le
principal élément structural des tissus, portant la tension dans les tissus mous et fournissant
une plateforme pour la minéralisation dans les tissus durs qui sont soumis a la compression

(Cowin SC, 2000).
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Il existe une douzaine de types de collagene, tres proches les uns des autres. Les types
de collagene ont été marqués par des chiffres romains dans 1’ordre de leur découverte. Ils

peuvent étre groupés selon leurs différences structurales.

% Collagenes fibrillaires : ce sont des protéines extracellulaires constituées de trois
chaines polypeptidiques comportant au moins un domaine replié en triple hélice (300 nm de
longueur, 1,5 nm de diametre). Cette conformation caractéristique due a la présence dans la
séquence primaire de chacune des chaines d’une succession de triplets Gly-X-Y, pour lesquels
X est le plus souvent représenté par une proline et Y par une hydroxyproline ou
hydroxylysine (figure I-7). La glycine augmente la stabilité de la molécule en formant des
liaisons hydrogene parmi les trois chaines de la superhélice. Les collagenes fibrillaires sont
synthétisés sous forme de pro-collagenes, présentant une triple hélice ininterrompue d’environ
1000 acides aminés, flanquée de deux extrémités amino- et carboxy- propeptidiques (Silver
FH et col., 2003 ; Cowin SC, 2000). Une fois sécrétée dans la matrice, la molécule de
collagene subit une excision de ces extrémités amino- et carboxy-terminales effectuée par des
enzymes spécifiques, les amino et carboxy protéinases. Le collagene est toujours formé de

trois chaines entrelacées avec un pas a droite.

Figure I-7 : Structure de collagene en triple hélice

www.biochimie.univ-montp2.fr/.../ str 2re.htm.
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Les collagenes de types I et I1I sont les principaux types de collagenes trouvés dans les
matrices de tissu conjonctif. Les collagenes de type I peuvent se trouver dans les tendons, les
ligaments, les os, la peau, le cartilage fibreux. Le collagéne de type II est surtout présent dans
le cartilage hyalin et élastique et il est utilis€ comme un marqueur phénotypique du

chondrocyte.

Les collagenes de type III apparaissent dans des tissus comme les arteres, le foie, la rate,
le ligament, dans différentes proportions. Le collagene de type III est un collagene qui
apparait précocément dans le processus de cicatrisation, en raison de ces liaisons de types
«ponts disulfures» qui se forment rapidement. C’est cette structure chimique qui donne a la
nouvelle matrice ses propriétés mécaniques, notamment sa résistance (Ge Z et col., 2006 ;

Eckes Bet col., 2000 ; Woo SL et col., 1999 ; Cheung DT et col., 1983).

4 Collagenes non fibrillaires : ces sont des collagénes qui ne forment pas eux-mémes de
structures supramoléculaires, mais sont souvent intégrés avec des collagénes fibrillaires
d’autres types. Ils contiennent également un domaine court sans triple hélice. Pour cette
raison, ils sont considérés comme associés aux fibrilles de collagenes. Ce sont les collagenes

de type VI, X, XII, XIX.

4+ Autres types de collagenes : ils forment des assemblages non fibrillaires comme des
feuilles ou réseaux (collagenes types IV, VIII, X) ou des billes de microfilaments (collagénes
type VI), ainsi que des fibrilles d’ancrage qui peuvent contribuer a I’adhésion a la membrane

basale (collagene type VII) (tableau I-1I).

Les contraintes mécaniques peuvent influencer 1’expression du type de collagéne dans
différentes situations physiologiques (Liu SH et col., 1995). Les modifications histologiques
sont corrélées avec une modification des propriétés mécaniques (Amiel D et col., 1982 ; Woo
SL et col., 1982). L’exercice physique ou I’'immobilisation peuvent avoir un impact sur la

structure anatomique des ligaments et des tendons (Michna H et col., 1989).
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Tableau I-II : Différents types de collagéne et répartition en fonction du tissu.

Type | Forme polymérisée Représentation
Fibrilles Fibrilles Os, peau, tendon, ligament, cornée,
1 organes internes, cartilage fibreux,
disque intervertébral
4 Fibrilles Cartilage (élastique et hyalin),
corps vitré de I’ ceil
111 Fibrilles Hypoderme, vaisseaux, cheveux, ligament
|4 Fibrilles (avec type I) Voir type |
XI | Fibrilles (avec type II) Voir type II
Associé aux | IX | Connection latérale aux Cartilage
fibrilles fibrilles de type I
XII | Connection latérale aux Interagit avec les types I et III.
fibrilles de type II
Réseau v Réseau Lamina basale
VII | Fibrilles d’ancrage de

la membrane basale

Sous épiderme pluristratifié

http://www.unifr.ch/histologie/elearningfree/francais/bindegewebe/sfa/f-sfa.php

Les fibres de collagenes sont tres résistantes a la traction : dans le tendon elles peuvent

supporter une traction de 500-1000 kg/cmz. Elles sont légerement extensibles, mais pas

élastiques. Leur disposition ondulée et croisée dans le tissu conjonctif permet toutefois une

certaine élasticité et mobilité.

Dans une fibre de collagene, il y a de nombreuses fibrilles constituées par des

microfibrilles (figure 1-8).

En microscopie électronique, elles montrent une striation caractéristique (= 67 nm), qui

est la conséquence de I'arrangement périodique des molécules de tropocollagene et assure la

limite d’élasticité.
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faisceau

!

fibre:
diametre =4 - 12 pm

!

fibrille:
diamétra = 0.3 - 0.5 ym

!

microfibrille:
Durchmesser = 200 - 400 4

!

tropocollagéne:
longeur = 3000 A

diamétre = 16 4
1, Faisceau 4, micro fibrille
2. Fibre 5. tropocollagéne (3 4 hélices)
3. Fibrille G, a-hélice

Figure I-8 : Organisation des faisceaux de collagenes

http://www.unifr.ch/histologie/elearningfree/francais/bindegewebe/sfa/f-sfa.php

B.  Les fibres élastiques

Les fibroblastes synthétisent de 1I’élastine et différents types de fibrillines. Les élastines
sont des protéines organisées en fibres, qui conferent 1’élasticité et la solidité aux tissus.
L'assemblage de ces différents constituants s'effectue a l'extérieur du fibroblaste, mais a
proximité immédiate de la membrane plasmique, souvent dans une véritable gouttiere
ménagée par celle-ci. La synthese de ces différents éléments est complexe et fortement
controlée par le fibroblaste. La sécrétion vers le site d'assemblage est controlée par des

protéines chaperonnes.

L'élastine est synthétisée sous forme de monomeres de tropoélastine, entre lesquels il y a
des ponts stabilisants de desmosine et d’isodesmosine. La tropoélastine, primitivement

soluble, est rendue insoluble au cours de l'assemblage des fibres élastiques par des réactions
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d'oxydation effectuées par la lysyl-oxydase. Cette enzyme fait apparaitre des pontages entre

les molécules d’élastine adjacentes (figure 1-9).

Fibres élastiques avec des
micro fibrilles et de I'élastine

fibre élastiqgue composée par:

! !

micro fibrilles MAGP*

e

.
micro fibrilles MAGP* tropoelastine
composé de
Fibrilline 1 + 2
-_ ——
tropoelastine-
Monomire MAGP* = microfibrill associated
glycoprotein

Figure I-9 : Formation des fibres d’élastine

http://www.unifr.ch/histologie/elearningfree/francais/bindegewebe/sfa/f-sfa.php

En résumé, les fibres de collagene assurent la résistance a 1’étirement et aux tractions,
tandis que les fibres élastiques assurent le retour a la configuration de base apres un étirement
mécanique, en se ramifiant et se rejoignant. En fait, les fibres sont enroulées de facon
aléatoire a 1’état relaché et se modifient apres chaque étirement. Elles conférent une résistance
au tissu et peuvent étre étirées jusqu’a 120 a 150% de leur longueur initiale par des forces
relativement faibles (20-30 Kg/cm®) et reprennent passivement leur longueur initiale dés que
la traction s’arréte sans se déchirer, permettant la dilatation et I’expansion du tissu en se

rétractant (figure 1-10).
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Molécule d’élastine

' Pontage

Figure I-10 : Les fibres d’élastine-Etats fonctionnels

a) sous étirement, b) état relaché. (Alberts B, 2002)

B-2-2-2 : Les glycoprotéines

Les glycoprotéines sont des hétéroprotéines dont une partie est constituée d'une ou
plusieurs chaines d'acides aminés, mais sur laquelle ou lesquelles viennent se greffer par des
liaisons covalentes des chainons constitués de plusieurs oses ou dérivés d'oses
(oligosaccharides ou glycanes). Les glycoprotéines ont des roles divers, elles se lient non

seulement aux autres constituants de la matrice cellulaire mais aussi a la surface des cellules.

1. Les fibronectines (FN) : la fibronectine (du latin fibra = fibre ; nectere = relier) est
une glycoprotéine de grande taille dont il existe plusieurs iso-formes. Ce sont des dimeres,
chaque chaine est constituée en 2500 acides aminés. Ce sont des protéines solubles
multiadhésives dans la matrice extracellulaire, qui se joignent aux intégrines (protéines de

liaison membranaire a 2 sous-unités a et B et des composants de la matrice extracellulaire
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N

(collagene I, protéoglycanes...) et servent a l'attachement des cellules aux fibrilles de

collagenes (types I, II, IIl et V), ainsi qu’a la fibrine (par exemple : formation de thrombus).

Le domaine aminoterminal est capable de lier plusieurs catégories de macromolécules
(fibrine, héparine) ainsi que les staphylocoques. Le domaine suivant assure la liaison du
collagene (gélatine), puis un autre domaine contribue a I'attachement cellulaire par son motif
RGDS (Arg-Gly-Asp-Ser), qui est reconnu par les intégrines des cellules eucaryotes. Les
deux domaines carboxy-terminaux reconnaissent I'un I'héparine et 'autre la fibrine (figure I-

11).

Fibhnne

: ; Sélatine
Heéparine N ) . .
s Collagéne Cellules Héparine Fibrine A
- a—= SH —=—- SET-—-
H CO0OH
EHWEDDH
EH EH
B
Typel I
Twpe Il §
Tvpe III H

Figure I-11 : Structure de la fibronectine humaine

www.unige.ch/.../ BisognanoC/these body.htmlL.

La fibronectine est présente sous forme soluble (sécrétée par les hépatocytes et les
cellules endothéliales) dans les liquides de 1'organisme et sous forme insoluble dans la MEC,
ou elle est sécrétée par les cellules mésenchymateuses, les fibroblastes et par certaines cellules
épithéliales. En association avec des intégrines, elle assure des liaisons indispensables pour
contrOler 1'adhésion, l'agrégation, 1'étalement et la motilité cellulaire dans un environnement

matriciel.

La fibronectine, en plus de son role de molécule majeure de 1’adhérence cellulaire avec
le tissu conjonctif, intervient dans la communication cellulaire. La liaison fibronectine-
intégrine membranaire peut activer des voies de transduction du signal (via des protéines
kinases et le cytosquelette) modifiant le comportement cellulaire (par exemple : prolifération,

différenciation, motilité). Ainsi, la fibronectine joue un role fondamental au cours de
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I’embryogenese et dans de multiples processus physiologiques (cicatrisation, hémostase,

angiogenese) ou pathologiques (inflammation, cancérogenese) (Chiquet M et col., 2003).

2. Les ténascines : sont des protéines anti-adhésives qui interferent avec 1’attachement
des cellules a la fibronectine et a d’autres substrats de la matrice en changeant la structure des
points d’adhésions focaux du cytosquelette (Orend G col., 2000). La ténascine-C (ténascine-
cytotactine, TN-C) appartient a une famille de glycoprotéines oligomeres qui contiennent cinq
membres connus, les ténascines C, R, X, Y, W (Chiquet ER et col., 1994 a). Ces dernicres
ont été découvertes au début des années 1980. Le nom de ténascine a été proposé, car il
désigne le role d’une protéine anti-adhésive. La TN-C forme un hexamere résultant de la

liaison de six monomeres par des ponts disulfures (Mackie EJ, 1997).

Chaque monomere de TN-C est constitué de différents domaines a structures répétées

(figure I-12) :

1. un domaine N-terminal (AT) riche en cystéines permettant 1’assemblage en
hexamere.
ii.  une série répétitive (14,5) de type EGF (epidermal growth factors).
iii.  une série répétitive analogue aux modules de la fibronectine de type III (FNIII)
dont certains peut étre alternativement épissés (chez I’homme et chez la souris).
iv.  un globe C-terminal (GF) similaire aux chaines 3 et y du fibrinogéne.

Divers types cellulaires ont la capacité de synthétiser la ténascine-C, mais les modes
d’expression changent. Ainsi, elle est fortement exprimée pendant l'embryogenese et
transitoirement exprimée pendant 1'organogenese. Elle est absente ou faiblement exprimée
dans les organes développés, mais réapparait dans des conditions pathologiques causées par
des infections, des inflammations ou pendant la tumorogenese (Chiquet ER, 2004 ; Chiquet

ER et col., 2003).
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Figure I-12 : La Ténascine-C
(A) Représentation schématique d’un monomere de ténascine-C

(B) Structure d’un hexamere de ténascine-C

La ténascine-C est exprimée constitutivement dans quelques tissus connectifs, tels que
les os, les tendons, les ligaments (Mackie EJ, 1994). L’induction de l'expression de la
ténascine-C est également sensible aux contraintes mécaniques (Chiquet M et col., 2003 ;
Fluck M et col., 2000 ; Chiquet ER et col., 1994b). C’est une des raisons pour laquelle
I’expression de la ténascine-C est continue dans le tendon et les jonctions myotendineuses. In
vitro, les cellules peuvent exprimer la ténascine-C apres exposition aux facteurs de croissance
et aux hormones, par exemple : les fibroblastes expriment la TN—C en réponse a des facteurs
associés a I’inflammation et a la cicatrisation, comme le transforming growth factor-f3 (TGF-
B), le basic fibroblast growth factor (bFGF) et I’ Interleukin-1 (IL-1) (Chiquet ER et col.,
1995). Dans notre travail, nous nous sommes intéressés plus particulierement a la ténascine-C
car elle est considérée comme un marqueur phénotypique spécifique de fibroblastes

ligamentaires.
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B-2-2-3 : Les protéoglycanes (PG)

Les protéoglycanes sont formés par I’association covalente entre des chalnes de
glycosaminoglycannes (GAG) et une protéine porteuse. La partie prédominante glucidique,
liée a une partie protéique moins importante, est constituée de glycosaminoglycannes.

Les PG ont des propriétés modulatrices multiples :
< ils modulent I’espace hydrique extracellulaire et sa viscosité
< ils interagissent avec les facteurs de croissance
< 1ils se lient a de nombreuses protéases ou a des inhibiteurs de protéases pour les inactiver
< ils interagissent avec les protéines fibreuses de la matrice
< ils régulent la biodisponibité de protéines extracellulaires
Le tendon contient une variété de PG comprenant la décorine (un petit PG riche en leucine)
qui se lie spécifiquement aux composants matriciels comme le collagene de type I (Scott JE,
1993), ainsi que des autres petits PG riches en leucine comme le biglycane, la fibromoduline
(Silver FH et col., 2003). Leur charge négative élevée leur permet de retenir de grandes

quantités d'eau.

B-2-3 : Propriétés mécaniques du ligament et du tendon

En raison de leur position anatomique et de leur structure, les ligaments transmettent la
charge avec un minimum de perte d’énergie et de déformation. Le tendon ou le ligament
présentent un comportement particulierement élastique tant que la contrainte n'excede pas 4%
(Woo SL et col., 1982). Ceci peut étre illustré par la courbe de contrainte-déformation du

tendon (Best TM et col., 1994) .

Sur la figure I-13, on distingue quatre domaines de déformation qui rendent compte de
la structure complexe du matériau. La partie initiale de la courbe, la partie concave, est
nommée zone I, ou zone de réarrangement tissulaire. Cette partie de la courbe est le résultat
du caractere ondulé du faisceau de fibres de tendon : les fibres de collagéne commencent a
s’organiser dans les sens de mise sous tension entre 1,5 a 4%. Apres la zone I, le tendon
montre une réponse relativement linéaire a l'effort (zone II). Les fibres du tendon deviennent
paralleles. Elles perdent leur aspect ondulé. La pente de la courbe dans cette zone permet de

calculer le module élastique, ou module d'élasticité de Young

E =o/e

ol © est la contrainte (N/mz), € la déformation (AL/L0)/%
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La micro rupture des fibres se produit a la fin de cette zone linéaire de charge. Au-dela de la
limite d'élasticité, le ligament entre dans le domaine plastique (zone III), ou les déformations

sont irréversibles. Cette zone correspond aux contraintes de 4 a 8%.
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Figure I-13 : Courbe de tension de contrainte—déformation du tendon

Dans la zone IV, le ligament pénetre dans la zone de surcharge qui amene une déchirure
complete et la perte totale de sa capacité a résister a une force appliquée. La rupture se produit
en raison du défaut de déformation de fibres et de cisaillement entre les fibres.

Les propriétés mécaniques de ces tissus ont ét€ modulées en fonction de la morphologie
et de la structure hiérarchique des fibres de collagene. En outre, plusieurs études ont montré le
rapport entre morphologie et restauration des propriétés mécaniques dans la cicatrisation du
tendon (Franck CB et col., 1996, 1992).

Les expériences sur des animaux prouvent que la résistance a la traction, la rigidité
élastique, et le poids total du tendon peuvent augmenter aprés des séances progressives
d'exercice physique (Woo SL et col., 1980 ; Archambault JM et col.,, 1995). Ces
considérations soulignent la nécessité d’une approche en mécanobiologie et 1’apport des
contraintes mécaniques en ingénierie tissulaire pour améliorer la composition moléculaire et

la structure hiérarchique des fibres de collagene pour aboutir a un biomatériau fonctionnel.
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C. Pathologie du ligament et du tendon

Les pathologies du ligament et du tendon sont multiples. Bien que la plupart du temps le
traitement puisse Eétre simple, certaines restent problématiques. Parmi les 1ésions non
irréversibles, nous pouvons citer :

s lésion tendineuse :

De nombreux facteurs peuvent étre plus ou moins directement impliqués dans la

survenue des tendinites : mouvement répétitif sur utilisation.

e e tendon d'Achille est le plus gros et le plus solide tendon de I'organisme. Il
relie le mollet a la partie osseuse arriere du pied. Le traitement passe par un repos d'un mois
et demi qui va permettre aux fibres Iésées de cicatriser = cicatrisation possible.

e e tendon rotulien et le tendon du quadriceps : ils assurent la relation entre la
partie charnue située sur 1'avant de la cuisse (le quadriceps) et la jambe. Ces tendons s'inserent
sur le haut du tibia par-dessus la rotule. Leur inflammation est favorisée par les exercices
provoquant des tensions importantes du quadriceps. Les soins ne nécessitent pas forcément un
repos complet. Une activité physique peut continuer si elle n'engendre pas de douleurs. Sinon,
les étirements et les soins de kinesthésie permettent de supprimer la pathologie.

e  Tendon de la coiffe des rotateurs : (ensemble de tendons jointifs qui recouvrent
la téte de I'numérus). Leur action est essentielle pour la fonction de 1'épaule. Une rééducation
préalable au geste chirurgical est impérative et donne des résultats meilleurs chez des

sujets jeunes.

«» lésion licamentaire :

»  lésions des structures latérales :

e  ligament latéral interne (LLI) et ligament latéral externe (LLE) : ils sont tendus
longitudinalement du fémur au tibia au niveau de la face interne ou externe du genou. Ils
assurent la stabilité latérale du genou. Le diagnostic est essentiellement clinique et nécessite
rarement la réalisation d’exploration complémentaire, ces ligaments cicatrisent facilement.

»  lésion de pivot central :

e  ligament croisé postérieur (LCP) : situé au centre du genou, c’est un ligament
puissant qui s'oppose au déplacement vers I’arriere du tibia par rapport au fémur. La rupture
de ligament croisé postérieur (LCP) est rare, car le LCP est un ligament plus épais et plus
résistant. Une fois déchiré, ce ligament ne cicatrise pas. Cependant, la réparation
chirurgicale n’est pas toujours nécessaire, car il est souvent possible de reprendre des
activités normales, y compris sportives, grace a une bonne rééducation.
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En revanche, il existe aussi des 1ésions irréversibles :

e ligament croisé antérieur (LCA) : il joue un rdle fondamental dans 1’articulation du
genou. Dans la grande majorité des cas, ce ligament a peu de capacité a cicatriser
spontanément, c'est la raison pour laquelle, contrairement a d'autres ligaments, une
reconstruction ligamentaire est nécessaire.

Nous nous sommes attaché donc plus particuliecrement a cette pathologie grave
survenant chez les jeunes sportifs et nous détaillerons donc ci-dessous ses caractéristiques et

ses pathologies afférentes. (http:/www.genou.com/sommaire2.htm)

C-1: Ligament croisé antérieur (LCA)
C-1-1 : Anatomie

Le ligament croisé antérieur (LCA) est situé au centre du genou (il fait partie du "pivot
central"). Placé dans 1'échancrure du fémur, véritable cavité au milieu du genou, il est oblique
vers le haut, vers l'arriere et en dehors (figure I-14). Le ligament croisé postérieur est situé
juste en arriere du LCA. Ces deux ligaments sont "croisés" I'un par rapport a l'autre : lorsque

le tibia effectue un mouvement de rotation en dedans, ils ont tendance a s'enrouler ensemble.

A LLI B

Figure I-14 : (A) : Ligament du genou (vue schématique en arthroscopie)
(B) : Aspect en arthroscopie du ligament croisé antérieur normal
LCA = Ligament croisé antérieur, LCP = Ligament croisé postérieur, LLE = Ligament latéral

externe, LLI = Ligament latéral interne

Les dimensions d’un ligament croisé antérieur humain sont d’environ 30 a 38 mm de

long et de 10 a 13 mm de large (Vunjak-Novakovic G et col., 2004). La charge maximale
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d’un LCA humain (de 16 a 26 ans) est a peu pres de 1,7 kN. Le LCA résiste a une charge
cyclique de 0,3 kN et il est régulierement exposé aux charges de 67 N (descente d’escalier) a
0,63 kN (jogging). Les fibres ondulées de LCA permettent 1’extension de 7 a 16% avant une
déformation permanente ou une altération. La géométrie complexe et la fonction de LCA sont
en partie responsables de la difficulté rencontrée pour développer un remplacement

chirurgical approprié.

C-1-2 : Role

Le LCA commande le mouvement en reliant le fémur au tibia et en stabilisant
I’articulation. Ses fonctions principales sont de soutenir et de renforcer le genou.

Comme tout ligament, le LCA stabilise l'articulation. Au niveau du genou, il y a

plusieurs ligaments, et chacun a une action bien spécifique. Mais le role du LCA est double :

= d'avant en arriere, il s'oppose a la translation antérieure du tibia par rapport au fémur : il

empéche ainsi un mouvement de "tiroir antérieur" du tibia par rapport au fémur.

= dans le sens des rotations, le LCA s'oppose a la rotation interne du tibia par rapport au
fémur, du fait de sa direction, et de son enroulement autour du ligament croisé postérieur

(figure 1-15).

Figure I-15 : Rotation du genou. La rotation interne excessive du tibia par rapport au

fémur peut entrainer une rupture du LCA

La rupture du LCA n'a pas de conséquence sur les mouvements du genou dans I’axe
flexion-extension. En revanche, le genou n'est pas protégé dans les mouvements de rotation,

de torsion : c'est le cas des rotations du corps, pieds bloqués au sol.
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Au niveau de la stabilité fonctionnelle du ligament, 1’organisation hélicoidale des fibres
de collagene est essentielle. Pendant la flexion du genou (~ 140° en extension/flexion), le
mode d'attachement est le résultat d’une torsion de 90° du LCA et des faisceaux de fibres
périphériques. Pendant la flexion, les fibres du LCA restent isométriques et permettent une
distribution égale de charge dans tous les faisceaux de fibres. Cette caractéristique particuliere
permet au LCA de supporter une charge importante au cours de tous les mouvements du

genou (Vunjak-Novakovic G et col., 2004).

C-1-3 : Structure

Il n’y a pas de marqueur unique pour le fibroblaste de LCA. L’intégrité du ligament
natif ou pathologique est évaluée en fonction de combinaison de facteurs :

% les composants de la matrice extracellulaire (collagénes de types I et III, élastine,

fibronectine, décorine, et biglycane) (Lo YY et col., 1998 ; Arnoczky SP, 1996).

« les ratios relatifs de collagene de type I et de type III (~88% type I: 12% type III) (Lo
YY et col., 1998). Le pourcentage de collagene de type III est plus important dans ce
ligament que dans d’autres tissus similaires. Le LCA contient légérement moins de
collagene de type I et 1/3 de plus de collagene de type III, une plus grande concentration
de GAG, et une proportion plus élevée sur les réticulations réductibles de collagéne que
le LLIL

¢ la morphologie cellulaire avec une zone distinctive du ligament (Murray MM et col.,

2004).

% T’ultra-structure du réseau de collagene (par exemple, modele de crimp (les fibrilles de
collagene dans les ligaments montrent un changement périodique de la direction), les
diametres des fibres de collagene dont le diametre varie entre 20 et 175 nm) (Arnoczky SP,
1996).

Les études sur la stimulation mécanique de fibroblastes de LCA suggerent que les
collagenes de type I et type III, la ténascine-C et la vimentine répondent a la stimulation
mécanique (Eckes B et col., 1998 ; Toyoda T et col., 1998).

Le ligament latéral interne (LLI) est extra-articulaire, mince, plat, et soutenu par les
tissus mous qui I’entourent et vascularisé. En revanche, le ligament croisé antérieur (LCA) a
une structure intra-articulaire composée de paquets contournés, et entourés par la membrane
synoviale et le liquide synovial, peu vascularisé et présente donc une capacité de régénération

moindre (Amiel D et col., 1995 ; Lee J et col., 1995).
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D. Pathologie du ligament croisé antérieur (LCA) - Traitement

La rupture du ligament croisé antérieur (LCA) du genou est liée a 1'activité sportive dans
85% des cas (football, ski, rugby, handball, etc.) : il s'agit d'une Iésion fréquente, invalidante,
évolutive. La rupture ligamentaire peut également survenir lors de classiques entorses du
genou, lors d'un contact appuyé (plaquage au rugby, choc au foot ...) en valgus et rotation
externe, en varus et rotation interne.

La rupture du ligament croisé antérieur s'observe treés souvent dans un contexte sportif
alors que le quadriceps est fortement contracté (réception d'un saut, shoot dans le vide...). Le
traitement chirurgical (devenu fiable depuis plus de 15 ans) et la kinésithérapie ont une place
essentielle. La rupture ou 1ésion totale du ligament croisé antérieur chez le jeune sportif
nécessite, la plupart du temps, un traitement chirurgical. Le traitement peut étre conservateur
(non chirurgical) chez des patients sans ambition sportive, plus agés. La rupture du ligament
peut se compliquer de 1ésions méniscales. Dans la mesure du possible, il faut chercher a
reconstruire le ligament croisé€ antérieur avant d’avoir des l1ésions méniscales ou du cartilage.
Cependant, en cas de 1ésion méniscale associée, le traitement chirurgical consiste en une
suture de la lésion méniscale associée a la reconstruction du ligament (tableau I-III).
L'évolution d'une 1ésion non traitée chez le jeune sportif peut amener a une arthrose (usure du
cartilage), 20-30 ans apres la rupture initiale. Plus de 200 000 ruptures de LCA se produisent
aux Etats-Unis tous les ans (Weitzel PP et col., 2002).

Tableau I-III : Traitements du LCA-avantages et inconvénients

Traitement Avantages Inconvénients
Evite l'intervention chirurgicale Pas de réparation du LCA
Traitement Pas de complication Ne permet pas la reprise de tous
Fonctionnel En cas d'échec, possibilités de les sports
chirurgie secondaire Entretien musculaire a effectuer
Réparation du LCA Geste chirurgical avec risques
Permet la reprise de tous les opératoires
Traitement . .
. . sports Complications possibles
Chirurgical ‘ o o
Traitement définitif En cas d'échec, chirurgie
complexe
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La cicatrisation du tendon et du ligament peut étre divisée en trois phases (Laurencin CT et
col., 2005 ; Woo SL et col., 1999) :
¢ Inflammation

L’inflammation se produit dans les 72 h apres la 1ésion. Pendant cette étape, le fluide séreux
s'est accumulé dans le ligament et les tissus environnants ainsi que le secteur endommagé
deviennent fragiles, les macrophages, les monocytes, les leucocytes migrent a I'emplacement
de la blessure. Le macrophage est responsable de la phagocytose des tissus nécrotiques. Les
macrophages sécretent également de multiples types de facteurs de croissance qui induisent
une néo-vascularisation. Trois jours apres la 1€sion, I’emplacement de la blessure contient des
plaquettes, des macrophages, des leucocytes polynucléaires, des lymphocytes, et des cellules
mésenchymateuses multipotentes. Les plaquettes libérent du PDGF, du TGF-f, et du EGF.
Les macrophages produisent du bFGF, du TGF-a, du TGF- et du PDGF. Ces facteurs de
croissance ont non seulement une action chimiotactique vis-a-vis du fibroblaste et d'autres
cellules, mais stimulent également la prolifération de fibroblastes et la synthese du collagene

de types I, I1I, V et de protéines non collagéniques.

¢ Prolifération cellulaire et réparation de la matrice
Durant 1'étape de la prolifération cellulaire et de la réparation de la matrice, les fibroblastes
sont présents et le tissu vasculaire est formé. Le contenu total de collagene est plus important
que dans le ligament normal avec un rapport collagene IIl-collagene 1 élevé, mais la
concentration en collagene est inférieure et la matrice reste désorganisée. Cette étape dure

typiquement six semaines.

e Remodelage
Cette étape dure plusieurs mois, pendant lesquels la nouvelle matrice extracellulaire se forme
dans le tissu hyper-cellularisé et 1égerement désorganisé. La matrice devient plus dense et est
orientée longitudinalement. Le contenu en eau, le rapport du collagene de type I a type III
commencent a s’approcher de la valeur normale. Le tissu guéri continue a évoluer pendant
plusieurs mois, mais n'atteindra jamais des caractéristiques morphologiques et des propriétés
mécaniques normales. La guérison du ligament est limitée par le manque de vascularisation.
La cicatrisation optimale est réalisée quand la continuité des fibres de collagene est
maintenue. En raison du manque d'organisation du tissu et de différences dans le modele
«crimp» entre la nouvelle et ’ancienne matrice extracellulaire, le nouveau tissu cicatriciel a
des propriétés mécaniques différentes et entraine une réduction des propriétés mécaniques du

LCA (Laurencin CT et col., 2005 ; Segawa H et col., 2001).
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Depuis les années 80, la communauté orthopédique de la médecine du sport considere
les dommages du LCA comme une cause importante d'incapacité sportive.
La cicatrisation des ligaments et des tendons est donc aléatoire et est affectée par des
facteurs spécifiques et environnementaux (Yoshida M et col., 1999 ; Amiel D et col., 1995) :
» les facteurs spécifiques du ligament incluent :
e les propriétés cellulaires
e les réponses cellulaires aux facteurs de croissance
e ladensité cellulaire
» les facteurs environnementaux de ligament incluent :
e Jla vasculaisation
¢ ]a nutrition
e les forces mécaniques
¢ e fluide synovial

e J'approvisionnement en facteurs de croissance

D-1 : Autogreffe

En raison des difficultés pour trouver un donneur compatible en vue d'une allogreffe, on

a développé l'autogreffe ou le malade est a la fois donneur et receveur (figure I-16).

Prelevement de tissu
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Figure I-16 : Schéma représentatif du principe de I’autogreffe
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Ceci implique de prélever un tissu d'un endroit chez le patient et de le transplanter dans
une autre partie du méme patient. En utilisant les greffes autologues, on obtient de meilleurs
résultats cliniques puisqu’on évite le rejet. Cependant, 1’autogreffe a plusieurs inconvénients
tels que les colts chirurgicaux augmentés par le prélevement, les infections, les douleurs et la
perte de sang exigeant une transfusion sanguine qui s’accompagne de risques a la transfusion,

ainsi que la morbidité de la zone donneuse.

Au début du XXI*™ siecle, les chirurgiens orthopédiques peuvent utiliser un tissu auto-
génique pour reconstituer I’articulation du genou chez un pourcentage élevé de patients qui
retrouvent pour la majorité leur niveau initial d'activité sportive. Les techniques chirurgicales
utilisées pour reconstruire le ligament croisé antérieur du genou sont pratiquées sous
arthroscopie. Dans la plupart des cas, il est possible d'utiliser une greffe autologue (c'est-a-
dire un tendon du méme patient) : les greffes les plus utilisées sont le tiers moyen du tendon
rotulien, les tendons de la patte d'oie (droit interne et demi-tendineux). Ce tendon est
positionné en lieu et place du ligament croisé antérieur rompu (position anatomique). Le
transplant ainsi choisi est fixé au niveau du fémur et du tibia a I'aide des vis d'interférences ou
autres systemes de fixation. Parfois, dans des laxités évoluées ou chez des "sportifs a risque",
une plastie d'addition extra-articulaire complémentaire s'avere nécessaire pour protéger la
greffe.

(http://www.orthopedie.com/licament croise anterieur/index.htm)

L’ autogreffe d’os-tendon rotulien-os fournit une excellente stabilité. Cependant, d’un
point de vue mécanique, le tendon de os-tendon rotulien-os est plus fort (2,9 kN) et plus raide
(685 N) que le LCA natif (Newton PO et col., 1990 ; Noyes FR et col., 1984). Elle offre
I'avantage de la cicatrisation 0s-0s, qui peut se produire plus rapidement que la cicatrisation

du tendon a 1’os.

Cependant, les inconvénients des greffes de tendon rotulien sont :
" une augmentation de la morbidité d'emplacement de greffes
< une diminution de force mécanique de quadriceps
< une plus grande prédominance de douleur antérieure de genou

< une douleur du rotulien persistante et une éducation prolongée (Dunn MG et col., 1995).
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D-2 : Allogreffe

Le tissu ou les organes d'un donneur sont transplantés a un patient. Tandis que la
technologie de transplantation a spectaculairement progressé au cours du temps avec l'arrivée
des médicaments anti-rejet, le probleme immédiat est le manque de donneurs. Par exemple, en
1998, il y avait 22170 greffes d'organe aux Etats-Unis, mais 4855 patients morts tout en
attendant les organes de donneurs compatibles. Des allogreffes du tendon d'Achille peuvent
étre réalisées pour remplacer les LCA et sont insérés et fixés avec les mémes techniques que
celles employées pour des autogreffes.

Les allogreffes de tendon rotulien portent le risque de transmission de maladies, hépatite
et HIV. Les infections bactériennes sont également un risque et peuvent avoir comme
conséquence, la perte de la greffe et entrainer la survenue d’arthrite (Barbour SA et col.,
2003).

Les allogreffes représentent un travail intensif et un cofit financier important. Elles sont
un bon choix quand il y a une limitation dans la disponibilité du tissu d'un patient. Les
reconstructions multiples compliquées de ligament ayant besoin de plusieurs greffes (par
exemple : des reconstructions simultanées de LCA et de LCP aprés un genou disloqué)
exigent ['utilisation du tissu d'allogreffe en plus d'une autogreffe.

L'autogreffe de tendon de quadriceps est moins fréquente, mais elle a montré
d'excellents résultats cliniques avec une basse morbidité (West RV et col., 2005). Cependant,
aucune technique reconstructive n'a prouvé sa supériorité dans la stabilité fonctionnelle, la
prévention d'ostéoarthrite, ou le taux de complication. Aucune greffe n'a été prouvée

supérieure aux autres options (Woo SL et col., 2000).

D-3 : Matériaux synthétiques
Vers la fin des années 70 et le début des années 80 la communauté orthopédique a
essayé des produits de remplacement de LCA dans le but de retrouver une haute résistance,
une mobilisation immédiate, et un retour plus rapide a I’entrainement pour un sportif. Les
ligaments synthétiques sont habituellement répartis en trois catégories. Nous ne ferons que
citer, dans chaque catégorie, les ligaments les plus couramment utilisés :
» protheses ligamentaires :
- Dacron® (polyester)
- Goretex® (polytétrafluoroéthylene PTFE)
» protheses de substitution réhabitables :

- Fibre de carbone
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» ligaments de renfort :

- Ligament Augmentation Device (polypropylene) (LAD)

Parmi les propriétés mécaniques des protheses ligamentaires (tableau I-IV), seules la
résistance a la rupture est avantageuse. Elle est toujours supérieure a celle du ligament croisé
antérieur. Par contre, les ligaments synthétiques péchent par une déformation élastique
insuffisante et inférieure a celle du LCA ainsi que par une rigidité supérieure a celle du LCA

(résistance des objets a la déformation/variation de la charge).

Tableau I-IV : Propriétés mécaniques des matériaux synthétiques utilisés pour le

replacement de ligament-comparaison avec le LCA

Matériaux | Résistance a la Raideur Déformation Marque
synthétiques rupture (N) (N/mm) élastique %
Gore-Tex® 5300 322 9 W.L. Gore & Assoc., Inc.,
Flag Staff, AZ
Dacron® 3631 420 18,7 Meadox Medicals,
Oakland, NJ
Fibre de 660 230x10’ 1 Osteonic Biomaterials
carbone 2,1-2,3 Pa) (formerly Hexcel
Medical), Livermore, CA
LAD 1730 56 22 3M Orthopedic Prod.,
St. Paul, MN
LCA 740 a 1700 129 a 182 20a25

LAD = Ligament Augmentation Device

LCA = Ligament croisé antérieur

Sur 855 ligaments prothétiques relevés pendant 15 années (40 a 78%), un fort taux d’échecs
dus aux débris d'usure, aux réactions tissulaires et a la limitation mécanique a été observé
(Frank CB et col., 1996). La pose d’un ligament synthétique est particulicrement instructive
dans la perspective des travaux en ingénierie tissulaire. Ces protheéses permanentes ont été
congues pour avoir une haute résistance a la rupture afin de résister a des contraintes

mécaniques cycliques continues.
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De méme, les matrices utilisées en ingénierie tissulaire de ligaments doivent avoir une
résistance initiale, mais sont congues pour que les contraintes soient transférées graduellement

sur le tissu réformé.

v Le ligament croisé antérieur en Gore-Tex” est une prothése faite d'un fil simple
de polytétrafluoréthylene (PTFE) enroulé dans des boucles multiples. Le fil est tissé dans un
multifilament formé de trois paquets avec des oeillets de fixation a chaque extrémité du
ligament. Ce type de protheése a été implanté dans le monde entier a plus de 18000 patients
(McCarthy DM et col., 1993). Ces protheses sont prévues pour fonctionner efficacement et
accélérer la mobilisation et le retour a l'activité.

v Le ligament en Dacron® a été congu comme prothese hybride pour faire face aux
problemes de rigidité rencontrés aux taux de rupture élevés dans les dispositifs précédents. La
prothése de Dacron se compose d'un noyau de quatre bandes étroitement tissées qui sont
emballées par une douille du velours lachement tissée de Dacron, qui favorise 1'incarnation
abondante de tissu. La résistance de ce dispositif est supposée étre suffisante pour résister a
I'effort et a la fatigue (Richmond JC et col., 1992).

v Le dispositif de fibres de carbone a été congu comme une matrice qui favorisait
I’incarnation rapide du nouveau collagéne du tissu fibroblastique et produirait le nouveau
collagéene (McCarthy DM et col., 1993). Les protheses en fibre de carbone sont formées de
40000 fibres de carbone en deux ou trois paquets tordus en parallele, recouverts avec de la
gélatine médicale biodégradable.

v Le dispositif de Kennedy Ligament-Augmentation Device®, il s'agit d'une tresse
de polypropylene de 8 mm de large et de 1mm d'épaisseur. Cette tresse est thermocollée aux 2
bouts et existe en plusieurs longueurs. Le LAD est constitué de 9 torons de 180 fibres de
polypropyléne et résiste a une force de traction de 1,75 kN. Il a été concu pour fournir une
protection a la partie faible de quadriceps de tendon rotulien autogreffé en utilisant une
reconstruction supérieure aussi bien qu'a la réparation primaire du LCA. Cependant, ce
dispositif a présenté un taux élevé de complication dans les reconstructions primaires de LCA

(Jusqu'a 63%).
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Les echecs des protheses ligamentaires souvant liées a deux grandes causes : mécaniques et

biologiques.

> Les causes mécaniques :

Elles se traduisent par la réapparition d’une laxité ; en 1’absence d’une exploration
complémentaire (imagerie, arthroscopie ou chirurgie), il n’est pas toujours facile de
différencier la rupture et la distension (Fu FH et col., 1996), sauf en considérant 1’aspect
radiographique des inserts métalliques inclus dans la prothese.

La rupture des ligaments synthétiques est le plus souvent consécutive a leur abrasion
contre les reliefs osseux. La résistance a I’abrasion ne peut €tre estimée comme une propriété
mécanique. Pourtant, elle est le principal point faible de ces ligaments artificiels,
comparativement a un ligament sain ou a un transplant biologique. L.’abrasion responsable des
ruptures secondaires peut se produire au contact de la berge antéro-externe de 1’échancrure
inter-condylienne (Fu FH et col., 1996) ou au contact de 1’émergence intra-articulaire des
tunnels osseux, principalement du tunnel fémoral (Howell SM et col., 1992). Elle confére une
sensibilité toute particuliere des ligaments synthétiques au positionnement des tunnels avec un
risque accru d’échec en cas d’erreur (Howell SM et col., 1993 ; Kdolsky R et col., 1993).
Les autres causes mécaniques d’échec sont dues a la fatigabilité des structures, qui apparait
lors des tests de fatigue prolongés (Gillquist J et col., 1993), et par la perte de I'intégrité

textile due aux infiltrats tissulaires et collagéniques (Richmond JC et col., 1992).

» Les causes biologiques :

La premiere cause biologique d’échec des protheses ligamentaires, habituellement
associées a leur faillite mécanique, ou aggravée par elle, est la synovite réactionnelle
(Christel P., 1994 ; Makisalo S et col., 1988).

Le taux de synovite varie. Dans la littérature, selon la prothese considérée : de 0 a 14%
pour le LAD, de 5 a 12% pour le Goretex, de 2 a 26% pour le Dacron, de 20 a 40% pour le
carbone. Olson a par ailleurs insisté, des 1988, sur I’effet délétere sur le cartilage des
particules d’usure des ligaments synthétiques. Synovites et 1€sions cartilagineuses font toute

la gravité des échecs des ligaments synthétiques (Olson EJ et col., 1989).
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Les avantages et les inconvénients de ces protheses ont été présentés dans le tableau I-V.

Tableau I-V : Information sur les protheses utilisées pour le remplacement du ligament

Avantages Inconvénients
Haute résistance de Difficulté de se lier au tissu ;
Gore-Tex® rupture, débris particulaires effilage au niveau du tunnel osseux ;
limités longévité

Rupture de l'insertion fémorale ou tibial ;

Dacron® Haute résistance de rupture rupture de I'organisme central ;
élongation de ligament
Fibre de Matériel synthétique Réponse étrangere de corps dans le
carbone synovial ; matiere particulaire
Protege la greffe pendant Réaction inflammatoire ; taux élevé de
LAD la maturation complications

Nombreuses sont les études qui défendent les protheses ligamentaires en se réferant a un
taux d’échecs mécaniques comparable a celui des transplants biologiques. Il apparait donc que
les greffes ou les prothéses ne représentent pas une réponse satisfaisante aux pathologies

ligamentaires. Une autre alternative est représentée par I’ingénierie tissulaire.

E. Ingénierie tissulaire du ligament

L’ingénierie tissulaire attire de plus en plus I’attention de chercheurs et d’ingénieurs de
formations d’origines différentes et présente des intéréts scientifiques et des retombées
économiques tres importants (estimation a 50 milliards d’euros a 1’horizon 2020). Son
objectif est de régénérer, a partir de cellules différentiées ou de cellules souches adultes, des
tissus naturels afin de remplacer des tissus ou des organes déficients ou inopérants. Cette
technique peut étre considérée comme la troisieme voie de thérapie en médecine régénératrice
apres les deux principales thérapies existantes: transplantation d’organes et chirurgie
reconstructrice. C’est une voie alternative qui devrait permettre d’éviter certains problemes
rencontrés par les techniques classiques de réparation, en particulier le manque de donneurs,
une médication immunosuppressive permanente. Elle ne nécessite pas I'implantation de
matériaux artificiels qui peuvent présenter une biocompatibilit€é médiocre. L’ingénierie

tissulaire offre de nouvelles voies thérapeutiques prometteuses en orthopédie, notamment
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dans les domaines de la réparation ligamentaire ou cartilagineuse (Tabata Y, 2004, 2003 ;
Weitzel PP et col., 2002).

Aujourd’hui, I'ingénierie tissulaire basée sur la manipulation des cellules et de leur
environnement biochimique et biomécanique, offre un grand potentiel pour la réparation de
ligaments. En effet, le développement des connaissances sur les cellules, et de la
biomécanique-bioingénierie (effets des contraintes mécaniques sur les cellules et les tissus)
laisse envisager de «construire» des tissus in vitro au laboratoire. Ainsi la culture in vitro,
dans une matrice tridimensionnelle, de cellules prélevées chez le patient conduit a la
formation d’un nouveau tissu capable de suppléer biologiquement et mécaniquement le
ligament ou le tendon.

Les cellules sont importantes pour la production du nouveau tissu par la syntheése de
matrice extracellulaire et elles sont responsables a long terme de la stabilité de cette matrice
(Altaman GH et col., 2002a ; Bonassar LJ et col., 1998).

Les matrices fournissent la stabilit¢ mécanique a court terme de la greffe. Ainsi,
I'interaction matrices/cellules, 1'adhérence de cellules sur la surface de la matrice, la
maturation des cellules, la production de la matrice extracellulaire, et la prolifération
cellulaire sont toutes importantes pour le succes de la construction d’un tissu (Schultz O et
col., 2000).

L’utilisation de matériaux biodégradables permet d’éviter les difficultés associées a
I’implantation permanente d’un matériau synthétique in vivo (infections, inflammation
chronique). Les matrices peuvent influencer ou méme réguler le phénotype de cellules. Ainsi,
les matrices spécifiquement congues sont des outils fondamentaux dans I’application de
I’ingénierie tissulaire (Ringe J et col., 2002).

Dans I’ingénierie tissulaire, les matrices prétraitées par des cellules in vitro soit in vivo,
servent de tuteur : le matériel porteur fournit la stabilité mécanique et assure une matrice
tridimensionnelle permettant le développement de cellules (Bonassar LJ et col., 1998). Ainsi,
l'utilisation des matériaux biodégradables est préférable.

Cependant, il est nécessaire de prendre en compte tous les parametres qui permettent
aux cellules de développer un phénotype propre a chaque tissu, tant du point de vue
biochimique que mécanique. En effet, une des propriétés fondamentales des tissus vivants est
leur adaptation a I’environnement et aux mouvements (Principe de Roux, 1880). Ces
mouvements sont a l’origine de contraintes mécaniques plus ou moins intenses sur
I’organisme et constituent a fortiori des stimuli responsables entre autres de la modification du
comportement biologique des cellules. Il est maintenant admis que les contraintes mécaniques

ont un retentissement sur la fonctionnalité et le métabolisme cellulaire, conduisant ainsi a un
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remodelage tissulaire adapté. En effet, cette mécano-activation cellulaire déclenche une
cascade de réactions en chaine, ou processus de mécano-transduction, qui constitue un signal
d’adaptation cellulaire et tissulaire.

Les modifications induites par les forces mécaniques (pression, cisaillement, élongation)
sont maintenant considérées comme déterminantes dans la compréhension de nombreux
mécanismes physiopathologiques (arthrose, inflammation, thrombose, athérosclérose...) mais
également dans le déroulement des reconstructions tissulaires.

Cependant, il est nécessaire de prendre en compte certains parametres incontournables
qui permettront la formation d’un nouveau tissu, en favorisant la synthése matricielle, la
prolifération cellulaire tout en conservant, au long de sa formation, des caractéristiques

mécaniques fonctionnelles du tissu en formation (figure I-17) :

*
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Figure I-17 : Ingénierie tissulaire - procédé général
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E-1 : Les source de cellules

L’idéal est que le patient soit traité avec ses propres cellules pour éliminer les risques
associés a l'utilisation des allogreffes (problemes immunitaires, transmissions de maladie).
Les fibroblastes de LCA sont connus pour répondre aux facteurs spécifiques de croissance,
aux stimulations mécaniques, et aux tensions statiques (Murray MM et col.,, 2000 ;
Desrosiers EA et col., 1995).

Les recherches sur des lignées cellulaires de fibroblastes ont étaient faites avec 1idée
que ce sont des cellules différenciées possédant les caractéristiques phénotypiques nécessaires
pour la synthese de collagene (MEC) et donc la formation d’un néo-tissu ligamentaire. La
prolifération et la fonction de fibroblastes sont dépendantes des substrats de culture et de
l'origine du fibroblaste. Des études ont montré que les fibroblastes de tendon rotulien (TR)
proliferent plus vite que les fibroblastes de LCA (Dunn MG et col., 1995). 11 a été également
montré que les fibroblastes de LCA et LLI cultivés dans une matrice synthétique
biodégradable ont une capacité de proliférer rapidement. Cette prolifération a été augmentée
par I’association de contraintes mécaniques et 1'addition de TGF-B1 (Lin VS et col., 1999).
Des études récentes ont été réalisées sur différents types de fibroblastes (LCA, LLI, TA, TR),
et ont montré que les fibroblastes de LCA sont les cellules les plus appropriées pour
I’ingénierie tissulaire du ligament (Cooper JA Jr et col., 2006).

Cependant, bien que les fibroblastes maintiennent plusieurs qualités phénotypiques
nécessaires pour la synthese de collagene, ils sont relativement quiescents et ils ont un

potentiel limité pour favoriser la différentiation (Van Eijk F et col., 2004).

Une autre source de cellules peut également étre envisagée :

= les cellules souches mésenchymateuses (CSM), présentes dans la moelle osseuse.
Il a été montré que les CSM adulte peuvent se différencier en différents types de cellules
comme les ostéoblastes, les chondroblastes, les adipocytes, et les cellules myocardiques,
(Fuchs E et col., 2000 ; Gage FH, 2000). Des travaux ont montré que les CSM semble étre
des cellules utilisables pour I'étude et le développement ultérieur d’ingénierie tissulaire de
ligament (Ge Z et col., 2005 ; Van Eijk F et col., 2004).

Bien que les cellules souches soient toutes une source prometteuse en thérapie cellulaire,
et avant que les CSM puissent étre utilisées dans la régénération de tissu, il y a quelques
problemes a résoudre au niveau de leur application en clinique (Tsutsumi S et col., 2001) :

» difficulté d’isolation et d’expansion, due au faible pourcentage (< 2%) de
ces cellules dans la moelle osseuse ou dans le sang

> contrOle de la différentiation
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= la cellule souche embryonnaire (CSE) peut étre prometteuse parce qu'elle est
biologiquement plus jeune que les cellules souches mésenchymateuses. Les CSE possedent
théoriquement des potentiels intacts de se différencier dans tous les types cellulaires présents
dans le corps. Cependant, 1’utilisation de ces cellules pose des problemes éthiques. De plus,

elles peuvent dériver un processus tumoral (Vats A et col., 2005 ; Evans M, 2005).

E-2 : Les biomatériaux (Matrice)

La matrice idéale doit €tre biocompatible avec la source de cellules, tout en tenant
compte de l'adhérence et la prolifération cellulaire. Dans le cas de tissus soumis a des
contraintes mécaniques importantes, tels que le ligament, le cartilage..., les propriétés
mécaniques des matrices sont a prendre en considération ce matériau servant de «tuteur»
durant le temps nécessaire a la reconstruction d’une matrice fonctionnelle. La structure de la
matrice (scaffold), ainsi que I’ensemble de ses propriétés (mécaniques, porosité) sont
déterminantes dans le transport moléculaire et le transfert des signaux mécaniques et

biochimiques donc des phénomenes de mécano transduction.

E-2-1 : Caractéristiques de la matrice

Les caractéristiques matricielles sont les suivantes :

La matrice doit etre biocompatible étant donné qu’elle sera ensemencée par des cellules
vivantes telles que des fibroblastes (Yannas IV, 2001). La biocompatibilité est liée a la fois
au matériau en lui-méme mais aussi a son procédé de fabrication (des traces de solvant

pouvant induire une réponse de la part des cellules).

E-2-1-2 : Porosité

La matrice doit posséder une haute porosité et présenter une importante interconnexion
entre les pores afin de permettre la diffusion des nutriments et la migration des cellules. De
méme le rapport aire surfacique/volume doit étre le plus élevé possible, présentant une large
surface pour les interactions cellules/matrice (Atala A et col., 1997). Une taille de pore de
100 a 200 pm est adéquate pour I’adhésion et la migration cellulaire (Zeltinger J et col.,

2001).

Etant donné que les stimulations mécaniques peuvent induire la différenciation des
cellules, la matrice doit pourvoir supporter des déformations cycliques allant jusqu’a 10% et
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posséder une récupération suffisante pour limiter son allongement durant les cycles de fatigue

(Altman GH et col., 2002b).

Une matrice idéale devrait totalement se dégrader afin de permettre d’une part
I’expansion du tissu et d’autre part, d’obtenir apres la culture dans le bioréacteur, un tissu
ligamentaire naturel. Ainsi la durée de dégradation requise dépend essentiellement du temps
de culture nécessaire a la syntheése du tissu ligamentaire. Le temps de culture d’un tel tissu

peut nécessiter plusieurs mois.

Pour résumer, il convient de trouver un matériau biocompatible, de mise en forme aisée,
possédant une porosité supérieure a 90%, résistant a la fatigue mécanique, et dont la
dégradation est lente.

Aujourd'hui, des polymeres de suture biorésorbable sont utilisés comme matrices dans
les nouvelles stratégies en ingénierie tissulaire ou la réparation et la régénération du ligament.
Les polymeres biodégradables synthétiques sont biocompatibles et disponibles dans le
commerce. [Is peuvent étre mis en forme de maniere tridimensionnelle, avec une structure et
une porosité variable, et présentent une grande envergure de propriétés mécaniques et leur
dégradation peut étre controlée (Hutmacher DW, 2000). Des matériaux biodégradables tels
que le collagene, la chitine, le poly-g-caprolactone, 1’acide polylactique (PLA), et 1’acide
polyglycolique (PGA) ont été utilisés dans la préparation de telles matrices (Awad HA et
col., 2000 ; Von den Hoff JW, 2003 ; Ouyang HW et col., 2002¢, 2003). Pour choisir un
polymere ou un co-polymere approprié pour l'ingénierie tissulaire du ligament, il est
nécessaire de comprendre l'influence de la chimie des polymeres sur la viabilité, la croissance,
et la fonction des cellules (Saltzman WM, 2000). Il est important de noter que les propriétés

mécaniques de biomatériaux dépendent du poids moléculaire des polymeres.

E-2-2 : Les polyesters

Le premier critere de sélection est bien entendu la biocompatibilité. Ainsi il convient de
se diriger vers les matériaux qui sont déja connus et admis pour étre biocompatibles et c’est le
cas notamment de la famille des polyesters aliphatiques mais aussi du collagene déja utilisé
par plusieurs laboratoires dans le domaine de 1’ingénierie tissulaire (Chen G et col., 2003 ;
Lee CR et col., 2002). Cependant le collagene présente des désavantages tels que la nécessité

d’étre isolé a partir de tissu humain ou animal aboutissant alors a de grandes variations

dimensionnelles d’un lot a 1’autre. De plus, le collagene présente une mise en ceuvre
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complexe. C’est pour cela qu'on s’oriente vers l'utilisation de polymeres synthétiques et
biodégradables, qui, en sus d’é€tre moins chers, permettent une bonne reproductibilité du
procédé de fabrication. Le large éventail des procédés de fabrication permet 1’ajustement des
propriétés mécaniques, de la porosité et de la géométrie de la matrice.

Dans la famille des polyesters aliphatiques, plusieurs polymeres se distinguent par leur
utilisation comme matériel de suture biorésorbable. L’acide polylactique (PLA) et I’acide
polyglycolique (PGA) ainsi que leurs copolymeres : I’acide lactique-co-glycolique (PLGA)
ont été acceptés par la Food and Drug Administration (FDA) pour leur application in vivo il y
a plusieurs dizaines d’années (Cooper JA et col., 2005 ; Zhang R et col., 1999 ; Freed LE
et col., 1994). Certains sont commercialisés tels que les fils de suture Vicryl® (90% acide
glycolique et 10% acide lactique) polygalactine®, etc.

On s’intéressera en particulier a trois polyesters et leurs copolymeres :
Acide polylactique (PLA)

Acide polyglycolique (PGA)

Acide poly lactique-co-glycolique (PLGA)
Poly-g-caprolactone (PCL)

YV V V VYV V

Acide (lactique-co-caprolactone) (PLCL)

] n

Acide poly(lactique) Acide poly(glycolique) Poly-g-caprolactone

Figure I-18 : Formule développée des trois principaux polyesters

L’acide poly-L-lactique (PLLA) est un matériau fragile qui supporte mal les déformations en
traction, son élongation a rupture étant de 3 a 5%. Bien que possédant un module de Young
plus élevé, le PGA reste peu élastique pour un polymere (élongation a rupture entre 15 et
20%). Par contre le PCL et ses copolymeres font preuve d’une trés grande élongation a
rupture (> 300%). Un classement croissant en terme d’élasticité peut-étre établi :

PLLA < PGA < PCL
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Les caractéristiques mécaniques présentées dans le tableau I-VI sont valables pour des

milieux continus. Par essence, la matrice qu’on cherche a élaborer doit €tre treés poreuse.

Ainsi, les propriétés mécaniques vont indubitablement chuter, bien que conservant la méme

tendance.

Tableau I-VI : Propriétés mécaniques des principaux polyesters : (Yang S et col., 2001)

Re51stan.c ca Elongation a Module de Young
la traction rupture [ %] [GPA]
[MPa]
PLLA 66 3,1-5,8 2,8-4,2
PLDLA 27,6-41 3-10 1,4-2,8
PGA >68,9 15-20 >6,9
PLGA (LA:GA)
(90:10) 41,4-55,2 3-10 1,4-1,8
(50:50) 0,6 5 1,3
PCL 20,7-34,5 300-500 0,21
PLCL (LA:CL)
(50:50) 0,55 >1000 0,7
(75:25) 10,25 >400 -
(85:15) 22,5 >400 -

En effet, chaque pore est un défaut ou se concentreront les efforts, ce qui peut aboutir a une
rupture. Cependant, outre les caractéristiques mécaniques, un autre parametre est a prendre en

compte. Il s’agit de la dégradation du polymere.

La dégradation d’un polymere se traduit pas la détérioration des propriétés due a un
changement de la structure chimique (Li S et col., 1995). Dans le cas des polyesters
aliphatiques, la photodégradation sera écartée étant donné qu’elle sera ici négligeable
comparée a d’autres mécanismes de dégradation (mécanique, chimique notamment).

L’avantage des polyesters est dii au fait que leurs produits de dégradation sont assimilés par

I’organisme. Il en découle leur application dans le contexte biomédical.

Tableau I-VII : Temps de dégradation des matériaux

Polymere Dégradation (mois)
PGA 6al2
PLLA > 24
PLGA 1a6
PCL > 24
Soie > 24
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L’ingénierie tissulaire peut considérablement bénéficier de la nouvelle génération des
matrices bioinductives, par exemple celles capables de livrer de multiples facteurs de
croissance en fonction du temps, (Richardson TP et col., 2001) ou capables de libérer des

facteurs de croissance en réponse a la contrainte mécanique (Lee KY et col., 2000).

D’autres structures ont été présentées, qui présentent un arrangement plus complexe des
fibres. Une des structures récemment développée par Altman est une matrice composée de
fibres en soie tordues. Cette structure possede 1’avantage de présenter une matrice poreuse

tridimensionnelle, ainsi que certaines propriétés viscoélastiques.

a) Matrices tissées en soie
La matrice en soie est une structure hiérarchique. Des faisceaux de fibres en soie sont
enroulés dans les cordons qui sont enroulés dans des cordes et arrangées pour former une
matrice semblable a 1'arrangement des fibres de collagéne dans le ligament et le tendon (figure

I-19) (Altman GH et col., 2003 ; Altman GH et col., 2002a).

Figure I-19 : Cordes de soie (d’apres Altman GH et col., 2003)

Cette matrice n'est pas cytotoxique. Son architecture «en torsion» des fibres de soie donne des
propriétés mécaniques proches au LCA. Cependant, elle est faiblement biodégradable (Horan
RL et col., 2005). Altman et col. ont potentialisé cette matrice par recouvrement de RGD
(Arginine—Glycine—Aspartique) pour favoriser 1’attachement cellulaire. De plus, cette
potentialisation par RGD, a favorisé la production de MEC (collagéne de type I) par les
cellules stromales de moelle osseuse, permettent ainsi une régénération plus rapide et plus

complete du tissu (Chen J et col., 2003).

b) Matrice de PLGA tricoté
Il a ét¢ montré qu’une matrice faite de fibre de PLGA (figure 1-20), a permis la
réparation du tendon d'Achille de lapin par formation d’une néo-matrice de fibre de collagene

de types I et III (Ouyang HW et col., 2002c, 2003).
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Figure I-20 : Matrice de poly lactide-co-glycolide (PLGA) tricoté (Université National de
Singapore, d’apres Ouyang HW)

¢) Matrice de PLLA tressé

Des matrices de PLLA ont été développées par différentes équipes (Lu HH et col.,
2005 ; Cooper JA et col., 2005). Cette matrice a été tressée avec une technique permettant la
formation de pores de taille contrOlée, une résistance a la rupture, et des propriétés
mécaniques comparables au LCA natif (Lu HH et col., 2005). Cette matrice tressée présente
une structure hiérarchique semblable au ligament. Elle se compose de fibres dont le diametre
est semblable aux fibres de collagenes, arrangées en «paquets» et qui s'enroulent dans toute
I'épaisseur de la matrice. Cette matrice tressée est composée de trois régions: un site

d'attachement fémoral, le corps du ligament, et un site d'attachement tibial (figure 1-21).

3 Zone de ligament L
Zone fémorale Zone tibiale

PLLA 3D
tressé

e =

Figure I-21 : Schéma 3D de matrice de PLLA tressé
(D’apres Lu HH, et col., 2005)

Ces trois régions sont induites par une orientation différente des fibres, ce qui entraine
une taille de pore différente dans chaque région, et donc une réponse cellulaire de la région

dépendante. Le contrdle de la porosité dans ces matrices est important, comme nous 1’avons
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déja montré, pour la colonisation homogene des cellules dans la matrice, ainsi que pour le
passage des nutriments.

De plus, la taille optimale des pores varie en fonction du tissu considéré : si elle est
décrite de 100 a 150 um pour le tissu osseux, elle est de 250 um pour les tissus mous (Yahia

L et col., 1997).

En conclusion, tous ces composés présentent des propriétés adéquates pour €tre utilisés
en ingénierie tissulaire : non-cytotoxiques, structures....

Cependant, le choix de la matrice est basé sur les propriétés de résorption de ces
composés, ainsi que sur les propriétés du tissu natif : €lasticité, temps de syntheése d’une
nouvelle matrice, les propriétés d'attachement de cellules, la morphologie, la prolifération de
cellules, et leurs propriétés mécaniques, ainsi que le temps de dégradation. Le PLLA peut étre
un matériau plus approprié pour I’ingénierie tissulaire du LCA comparé aux PLAGA ou PGA,
en raison de ses propriétés et de la réponse cellulaire a son contact (prolifération, syntheses

MEC...).

Considérant ce panel de biomatériaux, différentes approches sont possibles. Il faut
toutefois prendre en compte le délai entre la conception du biomatériau et le moment de son
implantation in vivo. Ce parametre va permettre de choisir le matériau en fonction de son
temps de dégradation pour éviter une rupture si la matrice néo-formée n’a pas la résistance
adéquate lors de I’'implantation.

Néanmoins, la matrice ne représente qu’un des parametres régissant cette discipline.

D’autres facteurs régulateurs sont a prendre en compte.
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E-3 : Facteurs régulateurs

E-3-1 : Facteurs biochimiques et physicochimiques

Les facteurs biochimiques sont essentiels pour induire et/ou maintenir le phénotype des
cellules différentes ainsi que des lignages spécifiques a partir de cellules souches
mésenchymateuses (Moreau JE et col., 2005) ou de fibroblastes. Ces facteurs régulateurs
peuvent étre de différents types, qu’ils soient biochimiques ou physico-chimiques, tels que les

facteurs de croissance, la vitamine C...

v’ Pression partielle en oxygene :
L'oxygene peut affecter les taux de synthese de matrice extracellulaire et le développement
des tissus reconstruits in vitro. Les effets de 1'oxygene sont encore peu connus sur la
différentiation de cellules souches en fibroblastes de ligament. Fermor. B et col. ont prouvé
que les pressions élevées en oxygene (21%) favorisent la prolifération de fibroblastes de LCA.
En revanche, des pressions partielles en O, inférieures (10%) favorisent la synthese des

molécules de la MEC (Fermor B et col., 1998).

v Vitamine C et dérivés :
L’ascorbate-2-phosphate, un dérivé de la vitamine C, augmente la croissance des cellules in
vitro et assure la maintenance des tissus connectifs (Meaney Murray M et col., 2003 ;
Fermor B et col., 1998). De plus, 1’ascorbate-2-phosphate en présence de 1'insuline growth
factors (IGF) induit une augmentation significative de la transcription du collagene de type I

apres 14 jours de culture (Moreau JE et col., 2005).

v" Les facteurs de croissance :
Les facteurs de croissance présentent une importance qui n’est plus a démontrer en ingénierie
tissulaire. En effet, ils peuvent agir soit sur la prolifération cellulaire (Attisano L et col.,
2002 ; Murakami S et col., 1999 ; Deie M et col., 1997 ; Marui T et col., 1997), soit sur la
synthese de la MEC (Lo IK et col., 2003 ; Sakai T et col., 2002 ; Valentinis B et col., 2001 ;
Deie M et col., 1997 ; Marui T et col., 1997).

Le sérum, qui contient de nombreuses molécules indispensables (des acides aminés, des
vitamines, des protéines, des hormones, des lipides, des minéraux, des inhibiteurs de
différentiation) est une des premieres sources de facteurs de croissance in vitro et, de ce fait,
est encore indispensable en culture cellulaire (Denk PO et col., 1999 ; Iyer VR et col., 1999 ;
Lee J et col., 1998).
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Les facteurs de croissance sont des polypeptides de poids moléculaire peu élevé (6-30
kDa) qui régulent la croissance et les fonctions cellulaires, grace a une fixation sur des
récepteurs cellulaires spécifiques de grande affinité. L'activation de la cellule se traduit par
une activation de signaux transmembranaires, puis par une cascade de phénomenes
cytoplasmiques et aboutit a la transcription des genes spécifiques d'une ou de plusieurs
protéines. A la différence des hormones sécrétées a distance du tissu effecteur (sécrétion
endocrine), la plupart des facteurs de croissance agit sur les cellules voisines (sécrétion
paracrine), et leur concentration plasmatique est tres faible. Certaines cellules ont des
récepteurs pour leur propre production de facteurs de croissance (sécrétion autocrine).

Le terme «facteurs de croissance» n’est pas idéal pour décrire la fonction de ces
polypeptides parce qu'ils ne favorisent pas uniquement la croissance cellulaire, mais aussi
induisent les phénomenes de synthese. Essentiellement, ils agissent en tant que modulateurs
des activités cellulaires. En outre, ils peuvent avoir un méme effet biologique. Les facteurs de
croissance ne présentent pas des spécificités de synthese ou d’activité : deux facteurs de
croissance peuvent agir de maniere semblable.

Des facteurs de croissance d’'un méme type ou d’une méme famille peuvent étre
produits par différents types cellulaires et agir sur ces cellules de différentes manieres, en
fonction de leur concentration...

En fait, leur action dépend :
e des conditions physiologiques (état de la cellule, type cellulaire, présence de
molécules d’intérét biologique.....)
e  des conditions physico-chimiques, mécaniques ainsi que de leur concentration.
Ils sont capables d’autorégulation. Ils peuvent sous ou sur-réguler 1I’expression de leurs
récepteurs.
Leur liaison a leur récepteur spécifique est le signal de la mise en activité de leur voie

d’action.
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croissance impliqués en ingénierie tissulaire.

Tableau I-VIII

Propriétés caractéristiques-Facteurs de croissances (liste non

exhaustive)
Facteurs
de Source principale Cellules ou tissus de Activité
croissance cible
Plaquettes . FE.W,O rige la
macrophages céllules C(?llules musculalres ‘prohferz‘itlon ‘du
PDGF P lisses, fibroblastes tissu conjonctif et
endothéliales, cellules
. . des cellules
musculaires lisses . .
musculaires lisses
Favorise la
Epithélium, cellules prolifération des
Macrophages, endothéliales cellules
EGF [
monocytes mésenchymateuses,
gliales et
épithéliales
Favorise la
Macrophages, Endothélium, prolifération de
FGF monocytes, cellules fibroblastes nombreuses
endothéliales cellules,
le chimiotactisme
o Cellules endothéliales, | © aVO;SK;gCSY‘ftheSC
TGF-B :»,thuettes, 0s, autres fibroblastes, de MEC, la
ypes cellulaires lymphocytes, 01C‘atrllsat10'n, le
monocytes chimiotactisme

PDGF = platelet-derived growth factor, EGF = epidermal growth factor, FGF =

fibroblast growth factor, TGF-B = transforming growth factor-f

Selon la proximité de leur emplacement de synthese et leur emplacement d'action, des

facteurs de croissance ont été classifiés selon la dénomination suivante (figure 1-22) :

e Autocrine : la cellule cible est la cellule sécrétrice

e Paracrine : la cellule cible est une cellule voisine

¢ Endocrine : la cellule cible est éloignée
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¢ Juxtracrine : la cellule cible est opposée au facteur de croissance/au complexe de

récepteur

Figure I-22 : Classification des facteurs de croissance en fonction de leur synthese et leur
d’activité. Des facteurs de croissance (points noirs) sont produits par les cellules et peuvent
agir dans les cellules ou dans le voisinage ou les cellules a distance pour moduler leurs
activités par la réaction avec les récepteurs spécifiques. @ Autocrine, @ Paracrine, ®

Endocrine, ® Juxtracrine

Les modes d’action autocrine et paracrine fonctionnent de telle maniere que le facteur
de croissance agit sur des cellules sous forme de solution, bien que les cellules sécrétant le
facteur soient différentes 1'une de l'autre. Dans le cas d’un facteur de croissance juxtracrine, le
facteur de croissance est immobilisé sur la membrane d'une cellule, et agit sur une autre
cellule. Il a ét¢ montré que les facteurs de croissance accélerent la prolifération ou la
différentiation cellulaire selon le mode d'addition, c.-a-d., sous forme de solution ou
immobilis€. Ceci montre que l'effet du facteur de croissance sur des cellules est
considérablement influencé par le mode d'addition (Ito Y et col., 2001). Cette dépendance
peut s’avérer étre intéressante pour la conception d’une matrice fonctionnalisée dans laquelle

des molécules des facteurs de croissance sont immobilisées, permettant la régulation.

Des centaines de facteurs de croissance ont été identifiés, caractérisés et basés sur des
homologies structurales, groupés dans vingt familles et super—familles (Babensee JE et col.,
2000). Les facteurs de croissance existent habituellement en tant que précurseurs inactifs ou
partiellement actifs et exigent une activation protéolytique, et peuvent se lier aux molécules

de la matrice pour étre activées ou stabilisées.
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Les facteurs de croissance ont des demi-vies biologiques courtes (par exemple : le
PDGEF (Platelet derived growth factor), isolé dans les plaquettes, ne peut pas étre détecté dans
la circulation et a une demi-vie de moins de 2 minutes une fois injecté sous mode intraveineux)

(Carl-Henrik H, 2004).

Les facteurs de croissance peuvent induire la sécrétion et l'action d'autres facteurs de
croissance avec lesquels ils peuvent avoir un effet synergique ou antagoniste. Il n’existe pas
de pool de facteurs de croissance dans la cellule. Les ARNm codant pour les facteurs de
croissance sont instables et leur synthese est induite par la transcription d’un geéne en réponse

a un stimulus (Nimni ME, 1997). Leur sécrétion est un événement bref, limité dans le temps.

En effet, bien que les facteurs de croissance aient une indication pour certaines
applications cliniques, il est difficile d’aboutir a un conditionnement pharmacologique, en
raison de leur durée de vie tres courte. De plus, ils montrent une toxicité potentielle au niveau

systémique (Babensee JE et col., 2000).

Etant donné leur action sur la prolifération et la synthése matricielle, ils sont impliqués
dans les phénomenes de cicatrisation.

De nombreuses études ont cherché a définir le role des facteurs de croissance dans les
phénomenes de cicatrisation du tissu osseux, cartilagineux, et également du ligament et le
tendon et a déterminer ainsi des stratégies appropriées pour l'usage des facteurs de croissance
en ingénierie tissulaire. L’utilisation de facteurs de croissance, tels que le transforming
growth factor (TGF), le Platelet derived growth factor (PDGF), I’insulin—like growth factor
(IGF) ont permis d'améliorer la prolifération de fibroblastes ou la formation d’une matrice in
Vitro ou in vivo.

L’existence d’un effet synergique permet de combiner différents facteurs de croissance,
par example lors de la cicatrisation du ligament (Lee J et col., 1995 ; Schmidt CC et col.,
1995 ; Murphy PG et col., 1994). Les réponses des fibroblastes aux facteurs de croissance
sont également dépendantes du tissu (Yoshida M et col., 1999 ; Lee J et col., 1998). 11 a été
montré in vitro que les fibroblastes des explants du LLI migrent plus rapidement que ceux du

LCA (Kobayashi K et col., 2000).

Des facteurs de croissance sont souvent nécessaires pour favoriser la régénération d’un
tissu grace a leurs propriétés angiogéniques, qui favorisent l'approvisionnement en oxygene et
en nutriments pour maintenir efficacement les fonctions biologiques des cellules transplantées

dans le cas d’une greffe (Tabata Y, 2005).
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Le tableau I-IX rassemble, de maniere non exhaustive, les études portant sur I’utilisation

de facteurs de croissance pour la régénération ou I’ingénierie tissulaire de ligament et de

tendon.

Tableau I-IX: Utilisation des facteurs de croissance pour la réparation et la

régénération de tendon et de ligament

FC Type cellulaire Origine Effet Références
EGF Fibroblaste de LCA Synthese de protéoglycanes DesRosiers EA
Chien % Prolifération cellulaire et col., 1996
Fibroblaste de LLI T Synthese de collagénes et de | Deie M et col.,
Lapin protéines totales (effet de 1’age) | 1997
Cellules de LCA et Lapin Scherping SC
LLI T Prolifération cellulaire Jr et col,
1997, Schmidt
CC et col,
1995
Fibroblaste de LLI et Lapin T Syntheése de collagenes (types | Marui T et
LCA I et III) et protéines non | col., 1997
collagéniques
Fibroblaste de LCA Humain TMigration cellulaire dans la | Meaney MM
matrice GAG et col., 2003
FGF Cellules de LCA et Lapin Scherping SC
LLI T Prolifération cellulaire Jr et col,
1997, Schmidt
CC et col,
1995
Ligament Humain Change I’expression des | Worapamorn
péridentaire protéoglycanes W et col., 2001
Humain Meaney MM
Fibroblaste de LCA T Prolifération cellulaire et col., 2003
IGF Lapin T Synthese de collagenes de | Murphy PG et
Fibroblaste de LLI types I et 111 col., 1994
Tendon d’ Achille Rat Accélere le  rétablissement | Kurtz CA, et
fonctionnel du tendon col., 1999
Tendon fléchisseur Cheval T Synthese de collagenes et | Dahlgren LA
prolifération cellulaire et col., 2002
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Les facteurs de croissance sont donc nécessaires en ingénierie tissulaire. Cependant,
l'injection directe des facteurs de croissance sous forme soluble pour accélérer la régénération,
n'est pas efficace. En effet, les facteurs de croissance se répandent rapidement loin de
I'emplacement de l'injection. Pour permettre a des facteurs de croissance d'exercer
efficacement leurs effets biologiques, un «Drug Delivery system» (DDS) devrait étre
employé. Par exemple, la diffusion contrdlée d'un facteur de croissance sur la 1ésion pendant
une période prolongée est rendue possible en incorporant le facteur dans un porteur approprié,
pour prolonger son activité in vivo. Le porteur de dégagement devra étre dégradé dans le
corps apres dégagement de facteurs de croissance (Jessel N et col., 2006 ; Leguen E et col.,

2006 ; Tabata Y, 2004, 2003).

L’ingénierie tissulaire peut étre classifiée en deux catégories basées sur 'emplacement

de la régénération ou la substitution d’organe :
» Ingénierie tissulaire in vitro
» Ingénierie tissulaire in vivo

L’ingénierie tissulaire in vitro implique la construction de tissu et la substitution
d'organes, désignés sous le nom d’organes bio-artificiels (Freed LE et col., 2002).

L’ingénierie tissulaire in vivo a, a l'origine, 1’avantage de disposer d’un environnement
pour la régénération de tissu. La plupart des matériaux essentiels a la régénération de tissu
sont automatiquement assurés par le corps vivant du centre serveur. Donc, in vivo, presque
toutes les approches en ingénierie tissulaire sont effectuées actuellement avec ou sans matrice
biodégradable. Si la MEC saine est encore disponible dans le corps, aucune matrice artificielle
n'est nécessaire. Une des matrices les plus utilisées pour cette approche est I’éponge de
collagene de type I (Hori Y et col., 2001).

La régénération de tissu est souvent induite par 1’utilisation des facteurs de croissance
sous forme soluble, mais le taux appliqué est beaucoup plus élevé que dans les conditions
physiologiques, ce qui peut avoir des effets défavorables (Levy RJ et col., 1998). Il est
également possible d’utiliser la thérapie génique et d’utiliser des cellules transfectées
secrétant le facteur de croissance désiré. Cependant, il est impossible de contréler le niveau et
la durée de l'expression du gene (Kasahara H et col., 2003 ; Taniyama Y et col., 2001 ;
Schwarz ER et col., 2000).
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Il s’agit d’une famille de super-genes se composant de trois groupes :
» les TGF-Ps
» les activines

» les protéines morphogénétiques d'os (BMPs)

Le TGF-p est une protéine multifonctionnelle sécrétée qui regle de nombreux aspects de
la fonction cellulaire, y compris la prolifération de cellules, la différentiation et la synthese de
la matrice extracellulaire. Il se lie a un récepteur membranaire utilisant ensuite 1'activation de
sérine thréonine kinases. Le TGF-p représente une famille de 40 facteurs de croissance de
polypeptides structurellement semblables qui régule une diversité fascinante de processus
cellulaires comme I’apoptose, la prolifération aussi bien que la différentiation, I’adhérence...
La connaissance des voies de signalisation de TGF-B ouvre ainsi les perspectives du

développement de nouvelles thérapies.

Le TGF-f peut étre utilisé notamment pour la cicatrisation de tissus mous et durs, le
controle de maladies inflammatoires chroniques liées a la fibrose et la suppression des
maladies autoimmunes (Lieberman JR et col., 2002).

Puisque le TGF-J est un agent pléotropique qui peut stimuler, empécher et moduler des
événements cellulaires en fonction du temps et de la concentration, il est crucial de controler

sa disponibilité biologique dans des usages thérapeutiques.

Le TGF-p actif est un homodimere formé de deux sous-unités de 12-15 kDa liées par
des ponts disulfures avec des séquences comprenant sept cystéines. Six de ces cystéines
forment une structure centrale rigide, un nceud de cystéine, qui fournit une stabilité optimale

et une zone d’exposition de surface suffisante pour qu’il y ait interactions avec un récepteur

(R).

Le TGF-B agit a travers une famille de récepteurs transmembranaires sérine/thréonine
kinase appelée TBR-I (53 kDa) et TBR-II (75 kDa). L'activation du récepteur peut induire des
réponses physiologiques trés variées suivant le type cellulaire et suivant le récepteur, qui se

distingue par sa capacité a adopter une forme phosphorylée sur les sites sérine et thréonine.
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Six types de récepteurs (R) de TGF-f3 ont été décrits dans un certain nombre de cellules,
mais seulement les types RI, RII et RIII ont été étudiés jusqu'ici. Il semble que les types I et 11
soient impliqués dans des processus de transduction de signal intra-cellulaire contrairement au
type III, bien que le récepteur de type III joue un rdle dans l'attachement du facteur de

croissance aux récepteurs [ et [I (Massague J et col., 1994).

Ces récepteurs sont des glycoprotéines ayant un domaine de liaison extracellulaire et un
domaine d'action intracellulaire contenant une tyrosine kinase, qui transmet le signal par
l'intermédiaire de protéines SMAD (facteur de transcription activé par le TGF-B1) jusqu'au
noyau pour y induire la transcription du signal (de Caestecker M, 2004).

Les protéines SMAD représentent une famille d'activateurs de transcription trouvée
chez les vertébrés et les insectes. Ils ont été reconnus capables de propager le signal
(Massague J et col., 2000 ; Miyazono K et col., 2000). Le récepteur de type II a la surface
de cellules mene a la phosphorylation du récepteur de type I. Le récepteur de type I peut
phosphoryler et activer la protéine Smad2 (R-Smad). Smad2, en combinaison avec Smad4, est
transféré au noyau ou le complexe activé de Smad recrute d'autres facteurs de transcription
(TF) qui activent ensemble 1'expression des genes de cible qui régulent les effets biologiques
de TGF-f (figure I-23). D'autres rbles physiologiques semblent lui étre dévolus :
différenciation cellulaire, chimiotactisme, stimulation des récepteurs d'intégrine (adhésion
intercellulaire).

La concentration en TGF actif disponible sur ces récepteurs peut étre régulée a trois
niveaux :

e contrdle de la transcription de TGF-3
e activation et la libération de TGF-f actif de la matrice extracellulaire
e mouvement de TGF-$3

Alternativement, la concentration extracellulaire de TGF-p actif peut s’auto-réguler.

Il a été montré que la contrainte mécanique peut induire le niveau d'expression de TGF-
B1 dans les cellules musculaires lisses humaines... (Yang G et col., 2004 ; Sakata R et col.,

2004 ; Nakatani T et col., 2002 ; Gutierrez JA et col., 1999).
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Récepteur

Récepteur type I1
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Smad4

Figure I-23 : Voie générale de transduction du signal de TGF [www.nature.com]
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Le tableau I-X rassemble de maniere non exhaustive les études portant sur 1’utilisation

de TGF-B1 pour la régénération ou I’'ingénierie tissulaire du ligament et du tendon.

Tableau I-X : TGF-p et ingénierie tissulaire du tendon et du ligament

Type cellulaire Origine Effet Références
Fibroblaste de Chien TSynthése de protéoglycanes et | DesRosiers EA et col.,
LCA collagenes 1996
Fibroblaste de LLI Lapin T Synthese de collagénes et de Deie M et col., 1997,
la protéine totale Murphy PG et col., 1994
Fibroblaste de T Prolifération cellulaire Spindler KP et col., 1996
LCA Mouton
Fibroblastes de Lapin T Synthese de collagenes (types Marui T et col., 1997
LLIet LCA I et III) et de protéines non
collagéniques
Fibroblaste de Humain Régulation de 1’attachement Ihn H et col., 1995
peau cellulaire
Fibroblaste de LLI Lapin Rigidité Spindler KP et col., 2003
Ligament Humain Changement de I’expression Worapamorn W et col.,
péridentaire des protéoglycanes 2001
Fibroblaste de Humain Inhibition de la croissance Murray MM et col., 2000,
LCA T Synthese de collagénes dans | Meaney MM et col., 2003
la matrice GAG
Ligament humain Humain T Expression de ARNm du Nakatani T et col., 2002

collagene types I et 111

Le PDGF semble également fortement impliqué dans la reconstruction tissulaire. Le

PDGF a été observé initialement comme favorisant la croissance des fibroblastes, il est

présent dans le sérum, mais il manque dans le plasma (Balk SD et col., 1973). En effet, les

fibroblastes proliferent en présence du sérum (fluide dérivé du sang apres la coagulation),

mais non en présence de plasma, ceci a permis de découvrir que ce facteur spécifique de la

croissance est sécrété par les plaquettes activées (Ross R et col., 1974).

Cinq formes de PDGF ont été caractérisées jusqu'ici. Le PDGF (~30 kDa) est formé de

deux chaines peptidiques distantes reliées par des ponts disulfures, nommées A et B qui
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partagent une identité de 60% de séquences et qui donnent trois iso-formes (AA, BB, AB) qui
different dans l'activité biologique. Un récepteur, PDGF-Ra lie chacune de ces trois iso
formes de PDGF, alors que le récepteur de PDGF-Rp lie le PDGF-AB avec une basse affinité,
et la PDGF-BB avec une haute affinité, mais pas l'isoforme de PDGF-AA (Bonner JC, 2004).
Le PDGF 1lié a son récepteur (PDGF-R) mene a la dimérisation et a

l'autophosphorylation de récepteur, et ainsi a la formation des accepteurs de hautes affinités
pour la signalisation des protéines telles que les molécules She, Shb et Grb2. Le Grb2 favorise
I’association avec Sos pour activer les voies descendantes (figure 1-24). Les mécanismes de
signalisation mitogenes descendants incluent la voie de :

» Ras-ERK (extracellular-signal-regulated kinase)

» PI3-K (phosphatidyl-inositol 3 kinases)

» PKC (protéine kinase C)

> Canaux Ca**/calmodulin dépendant-et Na*/H".

Ma*/H* axchanger PDGF-R Cation channel

H* c324
4« CaP*/calmodulin
— K -
Ma* / l

Grb2 Sos
\"-» Ras —
2+].
Pl 3=k COX-2 TiGe +]'
F'KB T PGB Ras-ERK

GAM F'

Prollferatlon

Figure 1-24 : Voie générale de transduction du signal de PDGF (d’apres Hui AY et col.,
2003)

L'activation d'un canal cationique par l'intermédiaire de Ras favorise I’influx de Ca®*
contribue également au signal mitogene via une augmentation de la concentration
intracellulaire de Ca**. En plus de son effet mitogene, PI3-K et la voie de la protéine kinase B

ont comme conséquence la production des signaux de survie et la diminution de 1'apoptose.
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La rétroaction négative de I’effet mitogene de PDGF est fournie par 1'activation de la cascade

des prostaglandines (PGs).

Le PDGF a montré une large spécificité, visant non seulement les fibroblastes, mais
également la cellule musculaire lisse et d'autres cellules de tissu conjonctif. Il a également été
montré qu’il peut €tre synthétisé par d’autres types cellulaires que les plaquettes. Au-dela de
la prolifération, le PDGF est un fort chémoattractant pour les fibroblastes cutanés, dirigeant la
migration cellulaire pendant la cicatrisation, et il peut prolonger la survie des cellules sous
effort. Les effets chimiotactiques et/ou mitogenes ont pu expliquer les effets de PDGF sur la
cicatrisation. La migration des granulocytes, des monocytes, et des lymphocytes a pu étre
augmentée ainsi par application simple du facteur de croissance a I’emplacement des Iésions
(Letson AK et col., 1994).

Le tableau I-XI rassemble les études portant sur I'utilisation de PDGF en ingénierie

tissulaire de ligament et de tendon.

Tableau I-XI : PDGF et ingénierie tissulaire du tendon et du ligament

Origine Type cellulaire Effet Références
Chien Fibroblaste de LCA T Prolifération cellulaire DesRosiers EA et
col., 1996
Mouton Tendon rotulien Induit la réponse de prolifération Spindler KP et col.,
cellulaire a 10 ng/mL 1996
Lapin Cellules de LCA et T Prolifération cellulaire (effet de Scherping SC Jr et
LLI I’age de I’animal et de I’origine des | col., 1997, Schmidt
cellules) CC et col., 1995
Humain Fibroblaste de peaux | Régule I’attachement cellulaire Ihn H et col., 1995
Lapin Cellules de LLI T Propriété structurale Hildebrand KA et
col., 1998
Humain Ligament TProlifération cellulaire (10 ng/mL) Ojima Y et col.,
peridentaire et synthese de collagénes (1 ng/mL) 2003
Humain Ligament Change I’expression des Worapamorn W et
péridentaire protéoglycanes col., 2001
Humain Fibroblaste de LCA T Prolifération cellulaire et Murray MM et col.,
production de collagenes 2003
Rat Fibroblaste de LLI T Rigidité et force de rupture Letson AK et col.,
1994
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Des études sur l'action cutanée des fibroblastes pendant la cicatrisation suggerent que le
PDGF régule la migration, la prolifération et 1’attachement des cellules, alors que d’autres

facteurs de croissance stimulent uniquement la synthése d’ADN (Ihn H et col., 1995).

En plus des PDGF et TGF, d’autres facteurs de croissance sont impliqués dans le

processus de cicatrisation du ligament et du tendon, tels que :

e Le bFGF (basic fibroblast growth factor) est un polypeptide simple de 16 kDa. Il est
partiellement purifié de la glande pituitaire sur la base de son activité mitogene. Le bFGF est
un facteur de croissance qui affecte la prolifération et la différentiation d'une grande variété de
cellules telles que les fibroblastes. Il a également des activités biologiques diverses pour la
régénération de tissu (angiogenese, réparation osseuse...) (Hankemeier S et col., 2005 ;
Collin-Osdoby P et col., 2002 ; Chan BP et col., 2000). Il a ét¢ montré que le bFGF a les
capacités d’accélérer la prolifération de cellules souches, et que cet effet est plus important
pour les cultures a basse densité cellulaire que dans les cultures a haute densité cellulaire
(Tsutsumi S et col.,, 2001). Il est présent dans les vaisseaux sanguins. Le bFGF est

responsable pour une part de la synthese d’ADN dans la cellule musculaire lisse de vaisseaux

(Sudhir K et col., 2001).

e VEGEF (Vascular endothelial growth factors) une protéine glycosylée de 46-48 kDa
composée de deux sous-unités reliées par des ponts disulfures. Le VEGF a été considéré
longtemps comme un facteur angiogénique important. Le manque de vascularisation apres la
rupture de LCA est une des raisons de la mauvaise régénération de ligament. Le controle

d’angiogenese devrait donc étre bénéfique (Ju YJ et col., 2006).

L’effet combiné de différents facteurs de croissance est tres controversé, et dépend des
conditions d’application (concentration, durée...).

D’apres les travaux de Spindler KP, la combinaison de TGF-f et de PDGF, n'a eu
aucune conséquence sur les propriétés mécaniques (Spindler KP et col., 2003), contrairement
a ce qui a été montré dans d’autres travaux (Kletsas D et col., 1998 ; Dennison DK et col.,
1994 ; Stathakos D et col., 1993). Un défaut de synergie entre TGF-§ et PDGF utilisés pour
stimuler la cicatrisation du ligament (Woo SL et col., 1998 ; Letson AK et col., 1994) ou la

prolifération des cellules de LCA (DesRosiers EA et col.,, 1996) a également été décrit.
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L’explication possible pour le manque apparent d'effets synergiques ou additifs entre les
facteurs peut étre due a un mauvais dosage (Letson AK, et col., 1994).

Lee J et col. ont montré que la combinaison de 4 facteurs de croissance (TGF- 3, PDGF,
bFGF, insulin bovine) augmente de maniere dose-dépendante la croissance de cellules de LLI
et LCA apres 6 jours (Lee J et col., 1995). L'application des facteurs de croissance en
combinaison (TGF-f et 'EGF, TGF-f et I’insuline) peut stimuler également la prolifération
et la différentiation des fibroblastes et des cellules progénitrices (Martin I et col., 2001 ;
Mauri T et col., 1997).

Néanmoins, 1’utilisation d’une combinaison de facteurs de croissance reste contreversée.

E-3-2 : Facteurs mécaniques
Les signaux mécaniques qui affectent la croissance et le développement du ligament

natif in vivo jouent le méme rdle pendant la culture des ligaments in vitro. L'application de la
contrainte peut affecter le développement de tissu en deux voies :

e par augmentation du transport de masse des nutriments....

e par stimulation directe de cellules
En effet, la stimulation mécanique de fibroblaste de ligament in vitro augmente 1'expression
des collagenes de types I et 111, de la fibronectine, et de la ténascine-C (Altman GH et col.,

2002a, 2002b).

Les contraintes mécaniques peuvent moduler la physiologie des cellules, et peuvent
améliorer ou accélérer la régénération de tissu et la réparation in vitro. En effet, il a ét€ montré
que les contraintes d’étirement a des élongations et des fréquences différentes ont un effet sur
l'alignement, la morphologie, les modifications cellulaires du cytosquelette, la prolifération, et
la synthese protéique de différents types cellulaires (Chiba M et col., 2004, Yang G et col.,
2004 ; Wang JH et col.,, 2000a ; Kim SG et col.,, 2002 ; Nakatani T et col.,, 2002 ;
Sanchez-Esteban J et col., 2002).

Or, I’organisation des cellules dans le tissu reconstruit et la qualité de la MEC sont des
parametres importants pour le maintien des propriétés mécaniques du tissu.

Comme les cellules et les tissus sont soumis a diverses formes de stimulations
mécaniques in vivo (Lee AA et col., 1996 ; Terracio L et col., 1990), des systemes in vitro
ont été développés pour étudier ce phénomene dans un environnement controlé (Wang H et

col., 1995 ; Neidlinger-Wilke C et col., 1994).
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Dans le cas du ligament/tendon, la contrainte principale est I’étirement et la torsion. Les
systemes permettant la mise en place d’un étirement in vitro sont constitués d’un substrat
élastique, souple dont la surface recevant les cellules est recouverte d’un composé favorisant
I’adhésion cellulaire, comme un ligand RGD, collagene... (Wang H et col., 2005 ; Wang JH
et col., 2003 ; Nakatani T et col., 2002 ; Neidlinger-Wilke C et col., 2001).

Les cellules de tissus connectifs s’alignent en réponse a 1’étirement (Wang JH et col.,
2003 ; Neidlinger-Wilke C et col., 2001 ; Wang JH et col., 2000a). L'alignement, plus
généralement, reflete la sensibilité des cellules a leur environnement mécanique. L'orientation
de cellules dépend du taux d’élongation (Takemasa T et col., 1997 ; Wang H et col., 1995).
C’est une réponse tardive au stimulus mécanique. En effet, une gradation dans le temps peut
étre faite. Certaines réponses peuvent €tre tres rapides, quelques secondes (flux ioniques,
Ca®™...), quelques minutes (réarrangement du cytosquelette) (Helmke BP et col., 2000 ;
Wang JH, 2000b ; Jacobs CR et col., 1998) alors que d'autres ont besoin d’heures ou de
jours (orientation de cellules) (Iba T et col., 1991).

Expérimentalement, on peut trouver trois systemes expérimentaux d'élongation :

v’ élongation simple, ot la membrane est étirée dans une direction et se comprime pour
une orientation a 90° (figure 1-25-A).

v" élongation uniaxiale pure, oul la membrane est étirée dans une direction, mais les bords
orthogonaux sont controlés de sorte qu'il n'y ait aucune déformation dans cette
direction (figure I-25-B).

v’ élongation équi-biaxiale, dans laquelle la membrane est étirée également dans les deux
directions orthogonales (figure 1-25-C).

Sous les conditions d’étirement, la déformation de la membrane varie d'un maximum a 0° (la
direction d’étirement) au minimum (négative par exemple : compression) a 90° (figure I-25-
D). Pour une élongation Uniaxial pure, la membrane est étirée dans la direction horizontale,
mais il n'y a aucune déformation dans la direction verticale. La dépendance de la contrainte de
la membrane sur la direction differe 1égerement de celle sous 1'élongation simple. Elle est
maximum a 0° et minimum a 90° et elle n'est jamais négative (figure I-25-E). Pour
I'élongation équi-biaxiale, la déformation de la membrane est constante de 0° a 90° (figure I-
25-F).

On note qu'avec une élongation simple ou une élongation uniaxiale, les modeles de
déformation de substrat different selon l'angle en respectant la direction d’étirement (figure I-

25-D, E).
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Figure I-25 : Schéma de trois types d’élongation d’apres (Wang JH, 2001)
La ligne pointillée représente une zone centrale sur la membrane avant 1'étirement, et les

lignes continues représentent la méme zone apres 1'étirement.

L’élongation équi-biaxiale, cependant, peut ne pas €tre physiologique pour beaucoup de
types cellulaires. Par exemple, les fibroblastes de tendon ou de ligament sont soumis a une

élongation Uniaxial et non biaxiale in vivo (Wang H et col., 2005).
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La déformation de surface des substrats planaires est caractérisée par trois contraintes
extérieures indépendantes. Ces forces décrivent comment dessiner un carré sur une surface
déformée. Deux de ces trois forces mesurent les changements de longueur des cotés du carré
et décrivent ainsi la conversion du carré en rectangle. La troisieme force (cisaillement) mesure

le départ des angles de coins (90°) et décrit ainsi la conversion du carré en losange.

Trois forces agissent sur le substrat :

v une force axiale égale a la force appliquée (la longueur change le long de l'axe
principal des cellules), la force axiale diminue puisque les cellules s’orientent loin de
la direction d’élongation et son zéro est proche de 60°.

v" une force transversale égale a -38% de la force appliquée (la longueur change a travers
la largeur de cellules).

v' une force de cisaillement égale a zéro (changements d'angle entre les directions axiales
et transversales) (figure 1-26).

Ces trois forces changent avec l'orientation des cellules, mais les forces peuvent étre calculées

pour toutes les orientations (Neidlinger-Wilke C et col., 2001).
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Figure I-26 : Forces agissant sur le substrat : axiale, transversale et cisaillement.

(Courbes théoriques, d’apres Neidlinger-Wilke C et col., 2001)

Le tableau I-XII rassemble les études sur la réponse des fibroblastes de différents types

cellulaires a des contraintes mécaniques uniaxiales.
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Tableau I-XII : Réponse des fibroblastes de différents types cellulaires a des contraintes

mécaniques Uniaxials

Contrainte Réponse des Référence

ST, Caractéristique Origine cellulaire fibroblastes

Etirement Fréquence = 0,1-1 Hz Tendon rotulien T PLA,, LTB, et Li Z et col., 2004
cyclique Elongation= 8-12% humain PGE, Wang JH et col.,
Uniaxial Durée=4 h l Prolifération et 2004

synthese des Cilli F et col., 2004
collagenes

Etirement Fréquence = 1 Hz Tendon rotulien T Activation de
cyclique Elongation= 5% humain SAPK/INK Skutek M et col.,
Uniaxial Durée= 15- 60 min TDe I’apoptose 2003

Etirement | Fréquence = 0,5-1 Hz | Lignée de fibroblaste
cyclique Elongation= 8% (3T3) et tendon T Expression de Petersen W, 2004
Uniaxial Durée= 24 h d’Achille de rat VEGF

Etirement Fréquence = 1 Hz Tendon rotulien
cyclique Elongation= 5% humain Production de NO Van G M et col.,
Uniaxial Durée= 15-60 min 2003

Etirement Fréquence = 0,2 Hz | Ligament gingival et
cyclique Elongation= 14% péridentaire humain TExpression de VEGF | Yoshino H et col.,
Uniaxial Durée= 24 h 2003

Etirement Fréquence = 0,5 Hz
cyclique Elongation= 8% Tendon rotulien T Expression de Yang G et col.,
Uniaxial Durée=4 h humain collagene type | 2004

Etirement Fréquence = 0,1 Hz T Expression du
cyclique Elongation=0,2, 1, 2, Ligament ARNm de collagene | Ozaki S et col.,
Uniaxial 3,10, 18% péridentaire bovin | type I et décorine 2005

Durée= 48 h

Etirement Fréquence = 0,16 Hz Ligament croisé T Expression de
cyclique Elongation= 10% antérieur humain ARNm du collagene | Kim SG et col.,
Uniaxial Durée= 24 h types I et 111 2002

Etirement Fréquence = 0,5 Hz Ligament lDe ALPase
cyclique Elongation= 15% péridentaire humain Chiba M et col.,
Uniaxial Durée=48 h 2004
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Le tableau I-XIII rassemble les études sur la réponse des fibroblastes de différents types

cellulaires a des contraintes mécaniques biaxiales

Tableau I-XIII : Réponse des fibroblastes de différents types cellulaires a des contraintes

mécaniques biaxiales

Contrainte | Caractéristique Origine cellulaire Réponse des Référence
mécanique fibroblastes
Etirement Fréquence =1 Hz Tendon rotulien T Sécrétion de IL-6 Skutek M et col.,
cyclique Elongation= 5% humain Sécrétion de TGF- 2001a, b
Biaxial | Durée= 15- 60 min B, PDGF et bFGF
Etirement Fréquence = 0,2 Hz Ligament humain T Expression de Nakatani T et col.,
cyclique Elongation= 10% ARNmMm collagene 2002
Biaxial Durée=48 h types I et III
Etirement Fréquence =1 Hz Ligament de poumon l Prolifération Sanchez-Esteban
cyclique Elongation= 5% de rat T Apoptose J, 2002
Biaxial Durée= 24 h

E-3-2-3 : Mécano-transduction

Comment les fibroblastes sentent-ils 1'effort mécanique, et comment emploient-ils cette
information pour réguler la syntheése de la matrice extracellulaire ?

Le contact d’adhésion entre la cellule et la matrice forme un lien physique de la matrice
extracellulaire a la membrane cellulaire et au cytosquelette. Les composants majeurs
transmembranaires, les intégrines, sont essentiels pour transformer les signaux mécaniques en
signal biochimique (Galbraith CG et col., 1998 ; Shyy JY et col., 1997 ; Choquet D et col.,
1997). Les intégrines, principaux récepteurs d’adhésion couplée aux protéines du
cytosquelette, participent non seulement a 1’attachement des cellules a leur substrat, mais
aussi a la transmission intracellulaire des signaux mécaniques. Le domaine cytoplasmique des
intégrines interagit avec des protéines du cytosquelette qui sont fonctionnellement liées a une

protéine tyrosine kinase, la FAK (focal adhesion kinase), qui pourrait intervenir dans la

mécanotransduction (Tanabe Y et col., 2000 ; Walker RG et col., 2000).
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E-4 : Modéeles d’étude en mécanobiologie : culture et appareillage
Il existe sur le marché peu d’appareils permettant la mise en tension de tissus. La plupart
du temps, les chercheurs utilisent des montages propres aux laboratoires, que ce soient des

appareils de traction simple, ou des bioréacteurs.
Nous décrirons ici un rare appareil commercialisé, le FX-4000T

E-4-1 : Flexercell®
E-4-1-1 : FX-4000T

i. FX-4000T (Flexercell International Corp., McKeesport, PA. USA) : le bioréacteur se
compose d'une unité sous vide réglé par une valve de solénoide, sous la commande d'un
programme d’ordinateur qui applique la contrainte aux cellules cultivées (figure 1-27).

La contrainte est régulée par le vide pour déformer les surfaces flexibles sur lesquelles les

cellules sont cultivées.

Figure I-27 : Systéeme de Flexercell

(www.dunnlab.de/lab flexcell prod.htm)

> BioFlex® est une plaque de culture (35 mm) avec un fond flexible pour 'usage des
systemes de tension de FX3000T et de FX4000T. Elles fournissent une contrainte

équibiaxiale aux cultures de cellules en monocouche (figure I-28a).

» Tissu Train® est une plaque de culture pour 1'usage de tension de FX4000T. Elle
fournit une contrainte cyclique Uniaxial aux cellules dans une construction en gel 3D

(figure 1-28b).
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Figure I-28 : Puits de culture : a) BioFlex®, b) Tissu Train®

L'application d'un vide fournit une déformation hémisphérique de haut en bas sur le fond
flexible de Flex II, ayant pour résultat un profil de contrainte non homogene avec un
maximum en périphérie et un déclin géométrique vers le centre du fond de puits de culture

(Chiba M et col., 2004 ; Nakatani T et col., 2002).

E-4-1-2: BioFlex _Loading _ Station™ _ (LS-3000B) (Flexercell International Corp.,

McKeesport, PA. USA) : con¢u pour fournir une contrainte équibiaxiale a une surface de

membrane de silicone (figure 1-29).

Figure 1-29 : System de BioFlex Loading Station™
(www.dunnlab.de/lab_flexcell prod.htm)
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E-4-2 : Bioréacteur

Les bioréacteurs ex vivo sont généralement définis comme un dispositif selon lequel les
processus biologiques et/ou biochimiques se développent dans des conditions de
fonctionnement environnementales étroitement surveillées et commandées (par exemple : pH,
température, pression, apport nutritif et élimination des déchets). En tant que tels, construire
un tissu en condition ex vivo dans un bioréacteur offre plusieurs perspectives passionnantes,
telles qu'une meilleure compréhension du développement du tissu et des mécanismes

pathologiques...

Différents systemes commerciaux de bioréacteurs sont disponibles. Cependant,
l'applicabilité de ces systemes dans 1’ingénierie du ligament est limitée par la généralité du
dispositif, qui manque de la spécificité requise pour le ligament. Altman et col. ont développé
un bioréacteur capable d’appliquer une combinaison de trois contraintes : la compression, la
torsion et la tension pour imiter les conditions de charge physiologiques. Ils ont montré
également que l'application des contraintes mécaniques multidimensionnelles aux cellules
stromales de moelle osseuse dans un gel de collagene augmente les marqueurs fibroblastiques

du ligament (collagene types I et III et la ténascine-C) (Altman GH et col., 2002b).

Le role des bioréacteurs, en appliquant les forces mécaniques aux constructions 3D, a pu
étre élargi au-dela de l'approche conventionnelle en induisant la différentiation de cellules
et/ou le dépot de matrice extra-cellulaire dans les tissus reconstruits (Altman GH et col.,
2002c). Par exemple, ils ont pu également servir de modele in vitro pour étudier les effets
pathophysiologiques des forces mécaniques sur les tissus en développement, et pour prévoir

les réponses d'un tissu aux forces physiologiques pour implantation chirurgicale.

En méme temps que la caractérisation biomécanique, les bioréacteurs pourraient aider a
définir le niveau d’intégrité mécanique du néo-tissu avant implantation (Demarteau O et col.,
2003). L'analyse quantitative et la modélisation des contraintes éprouvées in vivo par les tissus
normaux pour une variété d'activités et par les tissus reconstruits dans les bioréacteurs
pourraient mener a des comparaisons plus précises du traitement mécanique in vivo et in vitro,
et aider a déterminer les régimes potentiels de la réadaptation physique pour le patient (Butler

DL et col., 2000).
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E-5 : Technologie de transfert de gene

Les facteurs de croissance ont une demi-vie de quelques jours in vivo. Par conséquent,
leur utilisation comme modalité de traitement rend nécessaire des applications répétitives afin
de maintenir leur puissance. Comme la technologie de transfert de géne se développe, la
capacité de controler l'expression et la régulation des protéines dans une cellule hote a permis
a des chercheurs et a des cliniciens d'administrer des traitements au cours de périodes
prolongées sans besoin d'applications répétitives.

La technique de transfert de gene consiste a fournir un matériel génétique a la cellule
cible destiné a changer sa fonction. Des genes peuvent étre placés dans les cellules in vivo et
in vitro. La technique permet de maintenir une concentration élevée de facteurs de croissance
a I'emplacement de la réparation par expression continue du gene. Pour cette raison, elle peut
intervenir dans le processus de réparation de tendon et de ligament pour améliorer la
cicatrisation et éviter les phénomenes d'adhérence.

L’utilisation des méthodes de transfert de geéne pour le traitement des ligaments
endommagés en est encore a ses débuts. Cliniquement, les interventions de thérapie génique
ont pu avoir un impact significatif sur la réparation de LCA et des tendons fléchisseurs. Pour
les LCA, la thérapie génique peut étre efficace en favorisant la cicatrisation et la régénération
des déchirures partielles. Pour les dommages de tendon de fléchisseur, la thérapie génique
peut étre employée pour favoriser la régénération de tissu et empécher le début de 1'adhérence.

Des études récentes ont montré que le gene de marqueur de lacZ a été présenté et
exprimé avec succes sur du LLI et du LCA de lapin. Hildebrand KA a détecté l'expression
de ce gene dans LLI et LCA entre 10 jours et 3 semaines (Hildebrand KA et col., 1999).
Menertey J et col. ont étudié la faisabilité de deux approches différentes de thérapie génique :

1) transfert de géne aux LCA de facon directe

i1) transfert de géne aux LCA par I'intermédiaire de fibroblastes, ou myoblastes

Les fibroblastes et les myoblastes allogéniques transformés ont été trouvés dans le tissu
ligamentaire (Menetrey J et col., 1999). Les études du transfert de géne comme méthode
thérapeutique ont également montré des effets positifs sur le diametre et la distribution de
fibre de collagene, ainsi bien que l'augmentation significative (P < 0,05) des propriétés
mécaniques (Nakamura N et col., 2001 ; Nakamura N et col., 2000 ; Nakamura N et col.,

1998).

Plusieurs études ont indiqué que les cellules progénitrices de la moelle osseuse (cellules

souches mésenchymateuses) peuvent offrir des possibilités intéressantes pour améliorer la
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cicatrisation du tendon d'Achille et du tendon rotulien (Awad HA et col., 1999 ; Young RG
et col., 1998). Lee K et col., ont monté que les cellules souches mésenchymateuses (CSM)
peuvent étre utilis€ées comme vecteur pour la livraison de géne. Cependant, le transfert de
gene aux tendons et ligament par CSM n'a pas encore été adopté pour les ligaments intra-
articulaires tels que le LCA. Cependant, cette technique reste difficile a appliquer et a mettre

en ccuvre (Lee K et col., 2001).

E-6 : Thérapie cellulaire

Un autre domaine de recherche avec des applications potentielles dans la cicatrisation du
ligament est la thérapie cellulaire. Le concept est que l'implantation des cellules
génétiquement manipulées peut augmenter la réparation des ligaments pendant que ces
cellules deviennent des constituants du tissu cicatriciel. Les études in vivo et in vitro avec les
cellules souches mésenchymateuses ont montré leur capacité de se différencier en différents
types de cellules s’impliquant dans plusieurs phases de la cicatrisation du ligament. Dans une
étude, la transplantation de cellules nucléées, y compris des cellules souches
mésenchymateuses de la moelle osseuse dans une poche autour du LLI traité de rats, a été
étudiée. Les cellules du donneur ont pu étre identifiées sur les ligaments apres 7 jours,
démontrant le potentiel de migration des cellules transplantées. Cette étude souligne que la
thérapie cellulaire a la possibilité d’étre une nouvelle méthode de traitement du ligament

endommagé a long terme (Watanabe N et col., 1998).
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CHAPITRE II
MATERIELS ET METHODES
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Méthodologie générale

A. Culture cellulaire

Dans notre travail, nous avons utilisé deux types de cellules fibroblastiques.

» Lignée cellulaire humaine de fibroblastes de peau (F-CRL.2703, ATCC™ N°
2584882). C’est une lignée qui a été établie a partir d’'un prépuce normal de
nouveau né. Elle a été achetée chez American Type Culture Collection (ATCC™,

USA). Les cellules sont capables d’accomplir au moins 49 divisions avant

d’atteindre le seuil de sénescence.

» Culture primaire de fibroblastes de ligament croisé antérieur (LCA).

A-1 : Réaxtifs et matériels

A-1-1: Lignée cellulaire F-CRL.2703
a) Milieu de culture et additifs

Produits Concentration Référence
Dulbecco’s Modified Eagle 21331, GibcoBRL, France.
Medium (DMEM) Nut Mix F-12

Pénicilline 100 U/mL 15070, GibcoBRL, France
Streptomycine 100 pg/mL 15070, GibcoBRL, France
Fungizone® 2,5 ug/mL 15290, GibcoBRL, France

Acide ascorbique 0,85 mM A4544, Sigma, France
Acides aminés non essentiels 1% 11140, GibcoBRL, France
L-glutamine 4 mM 25030, GibcoBRL, France

NaHCO, 18 mM S 8875, Sigma, France

Sérum de veau feetal 10% 2010, GibcoBRL, France

Le sérum est préalablement décongelé, puis décomplémenté par chauffage a 56°C pendant 30
minutes. Les additifs ci-dessus sont filtrés sur 0,22 um (réf SLG.PO33RSM, Millipore,

France), puis ajoutés au milieu DMEM.
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b)  Tampon HBSS (Hank’s balanced salts solution)

HBSS (réf. H2387, Sigma, France) sans Ca® ni Mg2+. Ce tampon contient : KCI1 0,4
g/L, NaCl 8,0 g/L, KH,PO, 0,06 g/L, Na,HPO,4 0,04778 g/L, D-glucose 1,0 g/L et rouge de
phénol 0,011 g/L.

L’HBSS sous forme de poudre est reconstitué de la maniere suivante :

= Dissoudre la poudre de HBSS dans 900 mL d’eau distillée.

= Agiter la solution.

= Ajuster le pH a 7,2 en ajoutant 0,35 g de NaHCOs; (réf. S 8875, Sigma, France).
= Compléter avec de I’eau distillée jusque 1000 mL (pH=7,2).

= Filtrer la solution sur 0,22 um.

= Conserver a 4°C.

c¢)  Tampon PBS (Phosphate buffered saline)

Produits Concentration Référence
NaCl 137 mM BDH, France
KCl 27 mM Prolabo, France

Na,HPO, 10 mM Prolabo, France

KH,PO,4 1,4 mM Prolabo, France

d)  Solutions de trypsine-EDTA
La solution de trypsine-EDTA (réf. T3224, Sigma, France) est préparée dans le tampon
de HBSS pour avoir une concentration de 0,125%, aliquotée et conservée a -20°C. Cette

solution est utilisée pour détacher les cellules des supports de culture.

A-1-2 : Culture primaire de fibroblastes de ligament croisé antérieur (LCA)
a)  Qrigine du ligament

Les fibroblastes du ligament croisé antérieur (LCA) sont issus de I’ablation de LCA sur
des patients du service ATOL du CHU de Nancy, ayant subi une pose de prothese. La
séparation et la mise en culture sont effectuées selon la méthode de Chen modifiée (Chen H

et col., 2002).
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b)  Réactifs

Produits Concentration Référence
Dulbecco’s Modified Eagle 21331, GibcoBRL, France
Medium (DMEM) Nut Mix F-12
Pénicilline 100 U/mL 15070, GibcoBRL, France
Streptomycine 100 pg/mL 15070, GibcoBRL, France
Fungizone® 2,5 ug/mL 15290, GibcoBRL, France

c¢)  Protocole de prélevement

Les morceaux de ligament sont coupés apres ablation chirurgicale et immédiatement mis
dans une boite de culture de 75 cm” contenant 100 a 150 mL de milieu DMEM + 100 U/mL
de pénicilline + 100 pg/mL de streptomycine + 2,5 pg/mL de Fungizone®. Porté rapidement

au réfrigérateur a 4°C, le ligament est utilisé dans les 24 heures.

d)  Digestion des échantillons de ligament
s Enzyme de digestion
La collagénase 400 U/mL (réf. C9407, Sigma, France) est reconstituée dans du milieu DMEM
Nut Mix F-12 complet.
La solution digestive est préparée, aliquotée, et congelée a -20°C. Elle est décongelée
extemporanément.
% Materiel
Pour recueillir le LCA et récolter les fibroblastes, tout le matériel utilisé doit Etre stérile.
= Pinces de chirurgien, ciseaux de chirurgien pointus, lames, scalpels, gants stériles.
= Plastiques : boite de culture rectangulaire, flacons de culture 25 cm’.

= Verrerie : erlenmeyer de 100 mL.

= Bain-marie avec agitation a 37°C.

* Protocole de digestion
= Plonger le LCA trois fois dans du milieu de culture sans sérum ou un tampon de lavage
(HBSS).
=> Enlever tous les tissus péri-ligamenteux et la membrane synoviale en grattant a 1’aide d’un
scalpel.
= Couper le LCA en petits morceaux (I mm?), placer les morceaux dans I’erlenmeyer

contenant 10-20 mL de collagénase de type XI.
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= Laisser les morceaux de ligament dans la collagénase pendant 15-16 h sous agitation
magnétique et a 37°C (température optimale pour 1’action de I’enzyme).

= Apres la digestion, ajouter 30 mL de milieu, puis centrifuger la suspension cellulaire 10
min a 300g.

= Les cellules sont remises en suspension dans 5 mL de milieu de culture complet et
ensemencées dans une boite de culture de 25 cmz, puis sont mises dans un incubateur a 37°C,
5% CO», 95% d’air.

= Apres 3 jours, le milieu est jeté, les cellules sont lavées deux fois dans la boite avec le
milieu complet pour éliminer les cellules non adhérées.

= Les cellules sont remises dans I’incubateur avec 5 mL de milieu de culture complet.

= La confluence est obtenue apres 7-10 jours.

A-2 : Mise en culture et passages

A-2-1 : Matériels et supports

= Boite de culture : 75 cm” en polypropyléne (réf. 353136, Dutscher, France).

= Boite de culture : 25 cm” en polypropyleéne (réf. 353109, Dutscher, France).

= Lamelles de verre rondes : diametre 14 mm (réf. 631-0692, VWR, France), diametre 32
mm (réf. 79724.02, VWR, France).

= Plaques 24 puits: (réf. 662106, Dutscher, France), plaques 6 puits (réf. CLS3516, Sigma,
France).

= Boite de Pétri ronde : diametre 35 mm (réf. 391-2072, VWR, France), 90 mm (réf. 391-
0877, VWR, France).

= Membrane de silicone : épaisseur 0,0254 cm (Specialty manufacturing INC, USA).

A-2-2 : Passage en subculture

Lorsque les cellules sont arrivées a confluence, le milieu de culture est éliminé et les
cellules sont lavées 2 fois avec 5 mL de tampon HBSS préchauffé a 37°C. La solution de
digestion trypsine-EDTA 0,125% filtrée est ajoutée dans la boite, et laissée au contact des
cellules 2-3 minutes a 37°C. Le détachement du tapis cellulaire est contrdlé au microscope
optique. Ensuite, la digestion est stoppée avec 4 mL de milieu de culture complet. La
suspension cellulaire est recueillie dans des tubes coniques stériles, puis centrifugée a 300g
pendant 6 minutes. Apres avoir été lavées, les cellules sont remises en suspension dans 10 mL
de milieu de culture. La numération cellulaire et 1’estimation de la viabilité cellulaire sont

alors réalisées.
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A-2-3 : Numération et viabilité cellulaire

a. Matériels

= Bleu de trypan : (réf. T8154, Sigma, France).
= Cellule de Thoma : (réf. A1401021, Fisher, France).
b. Méthode

Les cellules sont comptées sur une cellule de Thoma et la viabilité est évaluée selon le
test d’exclusion au bleu de trypan. La viabilité est supérieure a 90%.

La suspension cellulaire est ajustée a une concentration de 1x10° cellules/boites de 75
cm” pour la lignée cellulaire ou 3x10° cellules/boites de 25 cm” pour les fibroblastes de LCA
avec le milieu complet. Cette suspension cellulaire servira a ensemencer les différents
supports de cultures utilisés.

A confluence, les cellules sont minces et fusiformes ou étoilées et possedent de longs
prolongements cytoplasmiques caractéristiques des fibroblastes (figure II-1). Leur cytoplasme

est peu visible et seul leur noyau, ovoide, allongé, avec un ou deux nucléoles, est bien visible.

a b

Figure II-1: Aspect des fibroblastes. a. Lignée cellulaire de fibroblastes, b. Culture
primaire de fibroblastes de LCA. Images obtenues au microscope inversé a contraste de

phase (Olympus, IMT-2 ; objectif x 20)

A-2-4 : Préparation des échantillons
a)  Nettoyage et stérilisation des supports
¢ Protocole de nettoyage
=> Plonger les supports (lamelles de verre ou membranes de silicone) dans 1’éthanol pendant
24 h.

= Déposer stérilement les supports dans des boites ou des plaques selon leur diametre.

97



Chapitre 11 : Matériels et Méthodes

= Exposer I’ensemble sous une lampe UV germicide pendant 15 min sous hotte.

b)  Préparation de gélatine
s Matériels

= Gélatine (réf. G-1890, Sigma, France).
% Protocole

=> Dissoudre la gélatine (1% p/v) dans I’eau distillée au bain-marie a 60°C.

= Filtrer la solution de gélatine sur un filtre de 0,22 um.

c)  Revétement des supports avec la gélatine

= Incuber 1 h a 4°C.
= Au moment de I’utilisation des supports, les boites de pétri ou les plaques sont placées a
37°C pendant 15-20 minutes et la solution superflue est éliminée.

= Laisser les supports sécher sous la hotte.

B. Stimulation et traitement des cellules

B-1 : Stimulation biochimique
B-1-1 : Facteurs de croissance
TGF-f1 Human, Recombinant Expressed in mammalian cells (réf. T7039, Sigma,
France).
La préparation de la solution de TGF-B1 s’effectue a partir d’une solution de 2 ug de
TGF-B1 dans 2 mL de milieu complet, répartie dans 20 tubes de 1,5 mL a raison de 100 uL
par tube (concentration finale : 1 ug/mL). Le TGF-B1 ainsi préparé est conservé a -80°C.

Les fibroblastes sont stimulés 72 h a 37°C avec différentes concentrations de TGF-1

(0,1;0,5;1;5;10ng/mL).

b) PDGF-AB (Platelet Derived Growth Factor)

PDGF-AB Human, Recombinant Expressed in E. coli. (réf. P 3326, Sigma, France).
La préparation de la solution de PDGF-AB s’effectue a partir d’une solution de 10 ug de
PDGF dans une solution de 10 mL de HCI (4 mM) + BSA (0,1%) (réf. T-0157, Sigma,
France) filtrée, répartie dans 50 tubes de 1,5 mL a raison de 200 uL par tube (concentration

finale : 1 pg/mL). Cette solution est conservée a -20°C.
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Les fibroblastes sont stimulés 72 h a 37°C avec différentes concentrations de PDGF-AB
(1;5;10;50ng/mL).

s Test MTT
— Lamelles de verre rondes (diamétre 14 mm) en raison de 5x10* cellules/puits.

= Membranes de silicone rondes (diametre 14 mm) recouvertes avec 1% de gélatine.

* Analyse du cycle cellulaire
= Lamelles de verre rondes (diametre 14 mm) en raison de 5x10* cellules/puits.
= Membranes de silicone rondes (diametre 14 mm) recouvertes ou non avec 1% de gélatine.

Ces supports sont insérés dans les puits de plaques a 24 puits.

% RT-PCR
= Lamelles de verre rondes (diametre 32 mm) en raison de 1x10° cellules/puits.
= Membranes de silicone rondes (diametre 32 mm) recouvertes ou non avec 1% de gélatine.

Ces supports sont insérés dans des boites rondes (diametre 35 mm).

B-2 : Stimulation mécanique : étirement

L’application d’une contrainte mécanique, 1’étirement, a été réalisée grace a un appareil
prototype réalis€ par M. Marchand. Cet appareil permet de soumettre les cellules a des
tractions cycliques de 5 a 20% a des fréquences de 0 a 2 Hz.

Les fibroblastes, lignée ou culture primaire, sont exposés a une traction de 5% et a des
fréquences de 0,5 ou 1 Hz (30 ou 60 cycles/minutes), pendant 24 h.

Des membranes de silicone recouvertes de gélatine 1% sont ensemencées a des densités
cellulaires de 3x10° cellules de fibroblastes. Les membranes ont des dimensions de 44X70
mm et sont contenues dans des boites de Pétri. Apres 4 h de sédimentation au repos, les
cellules ont adhéré en majeure partie a la membrane de silicone. 7 mL de milieu complet sont
ajoutés. Les boites sont placées dans 1’étuve a 37°C durant 24 h. Apres 24 h le milieu est
changé avec un milieu contenant 10% ou 0,5% de SVF.

Deux membranes peuvent étre placées dans le prototype d’étirement. Les membranes
sont fixées par une pince a chaque extrémité (figure II-2). Une des pinces est fixe tandis que
I’autre est reliée a un piston mobile entrainé par un moteur. Les membranes sont recouvertes
avec 35 mL de milieu (10% ou 0,5% de SVF). La chambre d’étirement est parcourue par un

flux de CO,a 5%. Le systeme est placé dans une étuve a 37°C.

99



Chapitre 11 : Matériels et Méthodes

Membrane Pince mobile

Pince fixe

Moteur

Figure II-2 : Chambre d’étirement

Membrane élastique silicone
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Figure II-3 : Schéma de la chambre d’étirement

Avant de commencer les expériences d’étirement, nous avons di valider I’appareil de
traction d’un point de vue mécanique en étudiant 1’homogénéité de la contrainte d’étirement
sur la membrane de silicone (figure 1I-3), et également d’un point de vue physico-chimique en

controlant plusieurs facteurs tels que le pH (CO,), la température, et la stérilité.
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Afin d’étudier la zone d’homogénéité de la membrane de silicone, nous 1’avons
compartimentée en 56 points de repere. La membrane a été soumise a deux pourcentages
d’étirement (10 et 20%) grace a une pince.

Nous avons ensuite observé les points sous microscope a contraste de phase, puis
mesuré leur épaisseur en X, Y et ainsi que la diagonale Z a 1’aide du logiciel vislog (Olympus,
IMT-2). Nous avons ensuite calculé les rapports entre les dimensions obtenues au repos et

celles obtenues apres 10 et 20% d’étirement (figure 11-4).
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Figure I1-4 : Schéma de la membrane de silicone

Une zone d’intérét a ainsi été déterminée sur la membrane de silicone, ou le coefficient de
variation des membranes 1’épaisseur ne dépasse pas 5% (la zone rouge délimitant la zone

homogene du point de vue de la contrainte).
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C. Méthodoligie spécifique

C-1 : Activité métabolique (test MTT)
C-1-1 : Principe

Le MTT (bromure de 3-(4,5-diméthylthiazol-2yl)-2,5-diphényltétrazolium) est un
colorant vital, marqueur fonctionnel des mitochondries. Le principe du test MTT consiste a
mesurer l'activité de la succinate déshydrogénase mitochondriale (NADH" dépendante) des

cellules vivantes (figure II-5).

Figure I1-5 : Principe de la réaction de réduction du MTT

Cette enzyme, par coupure du cycle tétrazolium, transforme le MTT, de couleur jaune,
en cristaux de formazan pourpres. Apres dissolution de ces cristaux dans I’isopropanol, une

lecture spectrophotométrique est réalisée a 570 nm.

La densité optique lue est directement proportionnelle au nombre de cellules vivantes et
est fonction du temps de culture. Ce test nous permettra d’évaluer la cytotoxicité éventuelle
des différents supports de culture. Ainsi, une cellule viable sera bleu intense alors qu’elle sera

incolore en cas de nécrose.

102



Chapitre 11 : Matériels et Méthodes

C-1-2 : Réactifs et matériels

Produits Concentration Référence
Dulbecco’s Modified Eagle Medium 11880-028, GibcoBRL,
(DMEM) sans rouge de phénol France
Phosphate Buffer Saline (PBS)
MTT 2 mg/mL dans du PBS MS5655, Sigma, France
Isopropanol acidifié 0,04 N HCl1 dans de 27, 8475, Sigma, France
I’isopropanol absolu
Spectrophotometre DU 600, Beckman, USA

C-1-3 : Protocole

Les cellules sont ensemencées a une densité de 3x10* cellules/cm? (5X105 cellules/puits)
sur les différentes surfaces préparées. Les cellules sont stimulées avec différentes
concentrations de PDGF-AB pendant 72 h. Le milieu de culture est alors enlevé dans chaque
puits et remplacé par S00 uL de DMEM sans rouge de phénol, préalablement chauffé a 37°C.
Puis 125 pLL. de MTT dissous dans du PBS a 2 mg/mL sont ajoutés dans chaque puits.

Apres 4 h d’incubation a 37°C, les cristaux pourpres de formazan sont dissous dans 800
puL d’isopropanol acidifié a 1’aide d’une pipette. Le surnageant est placé dans des tubes
«eppendorff» et centrifugé (2 min a 600g). Enfin, la densité optique est mesurée a 570 nm (A

de mesure) et a 700 nm (A de référence).

C-2 : Analyse du cycle cellulaire
C-2-1 : Principe

On appelle cycle cellulaire I’intervalle entre chaque division cellulaire. C’est I’ensemble
des modifications qu’une cellule subit entre sa formation par division de la cellule mere et le
moment ou cette cellule a fini de se diviser en deux cellules filles

Chaque cycle cellulaire consiste en différentes phases (figure 11-6) :
< Phase Gy (phase de quiescence) : on appelle Gy I’état de repos des cellules qui ne se
divisent pas.
< Phase G (phase de croissance) : étape de préparation a la synthese de ’ADN. C’est la
phase qui caractérise la plupart des événements régulateurs de la croissance et de la division
cellulaire. C'est la phase du cycle cellulaire dont la durée est la plus longue, et la plus variable

selon le type cellulaire.

103




Chapitre 11 : Matériels et Méthodes

< Phase S (duplication de I’ADN) : phase de réplication du génome cellulaire.

< Phase G; (phase de synthese des protéines mitotiques) : phase de préparation a la mitose et
elle est essentiellement caractérisée par des modifications de conformation chromatidienne.

< Phase M (phase de mitose) : division cellulaire. Elle est caractérisée par une condensation
de I’ADN qui permet ainsi la formation des chromosomes. La durée de la phase M est en

général tres courte, inférieure a une heure.

Figure II-6 : Représentation schématique du cycle cellulaire

La quantit¢é d’ADN contenue dans un noyau interphasique en GO/G1 est stable et
constante pour une espece donnée. Chez ’homme, elle est de I’ordre de 5 a 6 pg dans les

cellules somatiques.

A 1’état physiologique, cette quantité ne varie qu’au cours du cycle cellulaire. Elle est de
2N dans le noyau interphasique en GO/G1. Elle augmente progressivement pendant la phase S
pour atteindre 4N en phase G2. Lors de la phase M, la division de la cellule mere dont le

contenu en ADN est de 4c donne deux cellules filles de contenu en ADN égal a 2N.

C-2-2 : Réactifs et matériels
= Kit Coulter DNA-Prep Reagents (réf. 6607055, Beckman-Coulter, USA)

e DNA prep LPR, qui fixe les cellules

e DNA-Prep Stain, contenant des RNases et de 1’iodure de propidium (PI)
= Trypsine-EDTA a 0,125% (réf. T3224, Sigma, France)
= Milieu Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) complet
= Phosphate Buffer Saline (PBS)
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C-2-3 : Marquage de ’ADN
L’ADN a été marqué par I’iodure de propidium (IP) (Aex = 488 nm ; Aeyy = 617 nm).

C’est un fluorochrome qui s’intercale entre les bases de la double hélice d’ADN.

C-2-4 : Protocole

Les cellules sont ensemencées a une densité de 3x10* cellules/cm® sur les différentes
surfaces, et stimulées avec différentes concentrations de PDGF-AB pendant 72 h. Au temps
fixé, les puits sont vidés et les cellules sont incubées 5 min a 37°C avec 1 mL/puits de
trypsine a 0,125%. Le détachement du tapis cellulaire est controlé au microscope optique
inversé, et la trypsine est inactivée par 1’ajout de 1 mL de milieu complet dans chaque puits.

La suspension présente dans chaque puits est homogénéisée a I’aide d’une micropipette.

La totalité des cellules de 3 puits identiques est versée dans un tube, les tubes sont
centrifugés 10 min a 300g. Les culots sont lavés avec du PBS, le surnageant est jeté, 2 mL de

PBS sont ajoutés, les tubes sont agités durant 30 s puis centrifugés 10 min a 300g.

Un deuxieme lavage est effectué et les cellules sont resuspendues dans 200 uL de PBS.
50 uL de suspension cellulaire sont prélevés et répartis dans des tubes a hémolyse auxquels
sont ajoutés 50 uLL de DNA prep LPR, les tubes sont agités durant 30-60 secondes. Puis 500
pL de DNA-Prep Stain sont ajoutés, les tubes sont agités encore 30-60 secondes. Les tubes

sont préts a étre analysés par cytométrie en flux.

C-2-5 : Analyse des échantillons

Les échantillons sont analysés au cytometre en flux (EPICS XL-MCL , Coulter ;
Beckman-Coulter) (cf. annexe 1). Chaque échantillon est d’abord analysé en diffusion [FSC
(forword scatter detector)] et [SSC (side scatter detector)] afin d’identifier les cellules en
fonction de leur taille et de leur granulosité. Une fenétre prenant en compte uniquement cette
population est dessinée afin d’éliminer les débris cellulaires. L’acquisition se fait sur 10000
évenements analysés apparaissant dans la zone d’intérét (R1) (figure 1I-7A). L’intensité de

fluorescence de chaque cellule est proportionnelle a leur teneur en ADN.
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Figure II-7: A : Cytogramme FSC en fonction de SSC qui reflete la taille et la
granulosité des cellules. B : Histogramme montrant les populations cellulaires. C :

histogramme représentant les phases du cycle cellulaire

La relation de proportionnalité existant entre IFp et le pic de fluorescence est établie en
réglant les PMT de maniere a positionner les cellules selon un angle de 45° et en excluant

ainsi les doublets (figure 1I-7B) (cf. annexe 2).

Pour Dinterprétation de ses différentes phases, le cycle cellulaire fait 1’objet d’une
modélisation mathématique en utilisant une analyse polynomiale du modele de Dean et Jett
[Multi Cycle AV (Phoenix Flow System, San Diego, USA)] qui calcule le pourcentage de

cellules dans les différentes phases (Figure II-8).

soal ;
1
L
H
[ a
son| i
il
_ Gofi1
EYslsll [N
L]
i
[ il
son| i
Apoptose ] :
| Aol
20a (= S
&= !
| [ W
e |
E= I' 1
100 '£=‘__h[.l |
=) ! G2IM
St s “A
[S 3 S
j!.':=—-_-~ e )

E= Bl oo o
=) 188 192 256

DNA Content

o8

Figure I1-8 : Histogramme de répartition des phases du cycle cellulaire
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C-3: Détection des ARNm par RT-PCR (Reverse Transcriptase -

Polymerisation Chain Reaction)
Nous avons mesuré le niveau d’expression de I’ARN messager des collagenes de types
I, IIT et de la ténascine-C dans les fibroblastes (F-CRL.2703 et des fibroblastes provenant de

prélevements de LCA) par une méthode de RT-PCR semi-quantitative.

C-3-1 : ARNm et RT-PCR

a)  Principe
Etude de I’ARN (expression monocaténaire de 1’ADN) par formation d'un ADN
complémentaire (ADNc) grace a la transcriptase reverse, puis amplification de celui-ci par

PCR.

Dans la premiere partie, ’ARNm a étudier est détecté en utilisant une sonde
oligonucléotidique spécifique (amorce 1 qui s’hybride a I’extrémité 3° de I’ ARNm cible), puis
la transcriptase inverse permet la synthése du brin complémentaire (sous forme d’'un ADNc
simple brin). Une seconde amorce oligonucléotidique spécifique (amorce 2) permettra la

synthese du second brin par extension.

L’ADN complémentaire synthétis€ sera amplifié par action de la Taq polymérase
(enzyme travaillant & haute température), d'amorces spécifiques et de nucléotides dans un
thermocycleur (BioRad, USA).

Avant la réaction, tous les « acteurs » de la PCR sont mis en présence. Il s'agit de ' ADN
a amplifier (séquence cible), des oligonucléotides (ou amorces) spécifiques du segment
d'ADN voulu, de I'ADN polymérase (ici la Taq polymérase) et enfin du mélange des quatre

désoxyribonucléotides constitutifs de ' ADN. Tous sont ajoutés en exces par rapport a I’ ADN.

La séquence cible (figure II-9) représente le segment d'ADN qui sera amplifié (recopié
entre 20-30 fois). Elle est déterminée lors du choix du couple d'amorces. Cette étape est
déterminante. Le choix des amorces doit tenir compte de plusieurs parametres (spécificité,
taille, parametres physico-chimiques...) pour obtenir des résultats satisfaisants. Des regles

basées sur ces parametres permettent de définir le couple d'amorces le mieux adapté.
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Figure II-9 : Séquence cible

La technique de PCR comporte des cycles successifs. Chaque cycle est constitué de trois

phases différentes a trois températures différentes :

= La dénaturation par la chaleur pour séparer les brins d’ADN (92-95°C) (30 secondes a 1

minute).

A cette température, les liaisons faibles qui assuraient la cohésion de la double hélice ' ADN

sont rompues pour donner deux simples brins d'ADN (figure 1I-10).
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Figure II-10 : Etape de dénaturation des brins d’ADN

= L’hybridation (ou annelage), avec les deux amorces spécifiques entre 55-65°C. La
premiere amorce se fixe sur un brin d’ADN, I’autre sur le brin complémentaire (30 secondes-
1 minute).

L'hybridation des amorces sur I'ADN repose sur le principe de l'appariement des bases

complémentaires (figure I1-11).
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Figure II-11 : Etape d’hybridation des amorces d’ADN

Le choix de la température d'hybridation résulte d'un compromis entre plusieurs parametres.
Elle est calculée en fonction de la longueur et de la séquence des amorces. La température

d'’hybridation est inférieure a la température de dénaturation.

= L’élongation (ou extension des amorces), est réalisée par I’ADN polymérase a partir des
amorces a 70-72°C pendant 1 a 2 minutes. Les amorces hybridées a ' ADN servent de point de
départ a la polymérisation du brin d'ADN complémentaire de I'ADN matrice. La
polymérisation se fait par ajouts successifs des désoxyribonucléotides. Chaque base ajoutée

est complémentaire de la base correspondante du brin matrice (figure 1I-12).
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Figure II-12 : Etape d’extension des amorces
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Les ADN polymérases sont des enzymes qui synthétisent I'ADN de l'extrémité 5° vers
l'extrémité 3. La polymérase extraite de Thermophilus aquaticus (microorganisme vivant
pres des sources hydrothermales ol la température dépasse les 100°C) a la propriété de
résister a de tres hautes températures, comme celles utilisées lors de la PCR, et donc de rester

active pendant la réaction.

Au cours du premier cycle, les brins initiaux sont donc recopiés, chacun servant de
matrice pour l'autre. Le nombre de cycles ne dépasse pas 30 a 40. En effet, si on effectue un
trop grand nombre de cycles, il ne sera plus possible de faire de la quantification. Cette

méthode permet d’amplifier I’ ADN compris entre les deux amorces d’un facteur de 10° et 10°.

b)  Migration des fragments d’acide nucléique dans des gels

Il est possible de déterminer le poids moléculaire des acides nucléiques obtenus par PCR
par migration électrophorétique dans un gel d’agarose (figure II-13). L’électrophorese des
fragments d’ADNc en gel d’agarose permet des séparations jusqu’a 20-25 kb. Un générateur
crée un champ électrique grace a deux électrodes plongeant de part et d'autre dans une cuve
qui contient le gel et une solution tampon utilisée pour la migration électrophorétique appelée
TBE = Tris-Borate-EDTA pour inhiber I’ADNase par chélation de Ca>* ou d’ions bivalents

(pH basique = 8,3).

Figure II-13 : Migration d’acide nucléique dans des gels

c)  Détection des nucléotides
La détection des nucléotides apres migration est réalisée par un marquage au bromure
d'éthidium (produit intercalant de I’ADN : qui se fixe entre les deux chaines nucléotidiques)

qui est incorporé dans le gel (Aex = 300 nm et 530 nm ; Aey = 622 nm).
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C-3-2 : Protocoles expérimentaux
a) Isolation de I’ARN total

¢ Protocole d’extraction

L’extraction de I’ARN des fibroblastes est réalisée a partir de 1 a 2x10° cellules (figure 1I-14).
= Laver les cellules avec du PBS.
= Ajouter 1 mL de Trizol (réf. 15596-026, Invitrogen, USA) dans une boite de culture de 3,5
cm’ de diametre, puis homogénéiser le lysat cellulaire avec une pipette.
= Incuber I’échantillon homogénéisé a température ambiante pendant 5 a 10 minutes.
= Passer I’échantillon dans un tube de 1,5 mL et ajouter 0,2 mL de chloroforme (réf. C2432,
Sigma, France).
= Secouer vigoureusement le tube pendant 15 a 20 secondes et incuber a température
ambiante pendant 2 a 3 minutes.
= Centrifuger 1’échantillon a 4°C a 12000g pendant 15 minutes. Apres la centrifugation le
mélange forme 3 phases :

o la phase supérieure est une phase aqueuse incolore contenant I’ARN

o l’interphase contient I’ADN

o la phase inférieure rose formée par le phénol et le chloroforme contient notamment des

protéines et des lipides.

=> Transférer la phase aqueuse dans un nouveau tube de 1,5 mL.
= Ajouter 0,5 mL d’isopropanol (réf. 10398, Sigma, France) et agiter doucement par
retournement du tube puis incuber a température ambiante pendant 10 minutes.
= Centrifuger le tube a 4°C a 12000g pendant 10 minutes.
= Retourner doucement le tube pour éliminer le surnageant puis ajouter ImL d’éthanol a
75%.
= Centrifuger a 4°C a 7500g pendant 5 minutes.
= Retourner doucement le tube pour éliminer le surnageant et laisser sécher le culot a I’air
libre pendant 10 minutes.
= Ajouter 50 pLL de DEPC-H,O0 (réf. 750024, Invitrogen, USA), incuber I’échantillon a 56°C
pendant 10 minutes, puis le placer sur la glace.
= Prendre 5 pL de la solution d’ARN pour mesurer sa concentration et sa pureté par

spectrophotométrie. Le reste peut étre utilisé pour la RT-PCR ou stocké a -80°C.
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Lavage avec PBS Trizol
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Figure I1I-14 : Représentation schématique de I’extraction de ’ARN

* Mesure de la concentration et de la pureté des ARN
Le rapport Axso/Azg0 nous renseigne sur la pureté en ARN de la solution. La densité optique a
280 nm reflete la quantité de protéines contaminantes présentes dans I’ARN total extrait.
Celle a 260 nm est spécifique des acides nucléiques. Le rapport des absorbances a 260 nm et

280 nm atteste de la qualité de I’ARN :

= Aze0/Az80= 1,8 a 2,0 1a pureté de ’ARN est élevée
> 2,2 ’ARN est contaminé par les sels

< 1,6 ’ARN est contaminé par des protéines

La concentration des ARN est déterminée par la mesure de la densité optique (DO) a 260 nm
sur un spectrophotometre (DU 600, Beckman, USA).
= Concentration ARN (ng/pL) = DO x 40 pg/mL x dilution

1 unité de DO a 260 nm correspond a 40 pg/uL. d”’ARN simple brin.

b)  Transcription inverse (RT)
¢ Réactifs et matériels
= Tube 0,2 mL (réf. 223-9473, BioRad, USA).

=> iScript cADN Synthesis Kit (réf. 170-8891, BioRad, USA).
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= Thermocycleur (MyCycler ™) (réf. 578BR 0159, BioRad, USA).

¢ Protocole
= Centrifuger tous les réactifs avant utilisation et les placer sur la glace.
= Préparer les tubes de réaction sur la glace.

= Ajouter les réactifs suivants dans chaque tube de 0,2 mL pour avoir un volume final de 20

pL :

5x iScript™ Reaction Mix ADNc Synthesis 4 uL

iScript Reverse Transcriptase 1 uL
Nuclease — Free water x uLL
Echantillon d’ARN (0,1-0,5 ng)
Volume total 20 uL

= Placer les tubes dans le thermocycleur et lancer le programme d’incubation (iScript cADN
Synthesis Kit):

5 minutes a 25°C

30 minutes a 42°C

S minutes a 85°C

Les ADNCc peuvent étre stockés a -20°C jusqu’a la réalisation de la PCR

c)  Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

Sur le tableau II-I sont rassemblées les séquences des amorces utilisées (Nakamura Y et

col., 2004 ; Nakatani T et col., 2002).

Tableau II-I : Représentatif des séquences des amorces

ARNm Les séquences des amorces Taille (bp)

Collagéne Type I 5’-TCC CCA GCC ACA AAG AGT CTA CA-3 155

5’-GTG ATT GGT GGG ATG TCT TCG TC-3’

Collagéne Type III 5’-CTG CCA TCC TGA ACT CAA GAG TGG-3 447

5’-CCA TCC TCC AGA ACT GTG TAG G-3’

Ténascine-C 5’-CAG CTC CAC ACT CCA GGT AC-3 248

5’-CTT TCG CTG GGC TCT GAA GG -3’

. 5’-ATC TGG CAC CAC ACC TTC TAC AAT GAG CTG CG-3’
B-actine 838

5’-CGT CAT ACT CCT GCT TGC TGA TCC ACA TCT GC-3’
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L’étude comparative de I’expression de ces genes par les cellules ayant subi différents
traitements est possible par utilisation d’un étalon interne comme la [-actine ou la
glycéraldéhyde 3-phosphate dehydrogénase (GAPDH). Dans notre cas, nous avons choisi la
[B-actine.

Les conditions de PCR ont été optimisées pour chaque paire d’amorces.

La phase d’amplification est réalisée dans un mélange final de 50 uL:

Tampon — MgCl, (10x) SuL
MgCl, (50 mM) 1,5uL
dNTPs Mix (10 mM) 1 uL
Amorce 1 1 uL
Amorce 2 1 uL
Taq polymérase 0,2 uL
ADNc 2 uL
H20 DEPC 38,3 uL
Volume total 50 uL

Les tubes sont placés dans le thermocycleur (BioRad, USA) et le programme d’incubation des

trois différentes étapes de PCR est lancé.

d)  Electrophorese de I'”ADN sur gel d'agarose

En milieu basique, les fragments d’ADN sont chargés négativement. Placés dans un
champ électrique, ils vont donc se déplacer vers I’anode, mais, leurs charges respectives €étant
a peu pres équivalentes, ¢’est leur masse moléculaire qui va régler leur vitesse de déplacement
a travers les mailles du gel dans lequel ils ont été placés. Plus les fragments sont petits, plus

ils vont migrer rapidement et plus ils seront loin de leur point de départ.

*» Réactifs et matériels

= Gel d’agarose (réf. A9539, Sigma, Frnace).

= TBE (Tris-Borate-EDTA) 10x (réf. 161-0733, BioRad, USA).

= 100 bp ADN Ladder (réf. 15628-019, Invitrogen, USA).
= Tampon de charge (réf. 161-0767, BioRad, USA).

= Bromure d’éthidium (réf. 161-0433, BioRad, USA).
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% Préparation du gel
= Dissoudre la poudre d’agarose dans un tampon de 0,5x TBE a pH= 8.2 (2% p/v).a =100°C.
= Verser lentement le gel dans la cuve sans dépasser le niveau supérieur des dents du peigne.
= Laisser refroidir 30 min environ avant d’enlever délicatement le peigne. Les puits sont
alors préts pour recevoir les dépots d’ ADN.
= Mettre en place le gel dans la cuve, les puits sont placés du coté de la cathode (négatif) et

la cuve est remplie de tampon TBE jusqu’au niveau supérieur du gel.

% Préparation d’échantillons d’ADN
= Meélanger 1’échantillon d’ADN avec un tampon de charge (en proportion : 5 uL de tampon
de charge pour 20 uL d’ADN) et déposer chaque échantillon, ainsi que le marqueur de taille
(ADN Ladder) a chaque extrémité des puits.
= Laisser migrer jusqu’a ce que le colorant de charge arrive a proximité du bord du gel

(environ 80 min a 100 V).

% Révélation de bandes d’ADN

Le gel est immergé dans une solution de bromure d’éthidium (0,5 ug/mL) pendant 20
min. Les bandes sont visualisées sous UV (A = 365 nm) (réf. GS-2000, Bio-Rad, USA) avec
enregistrement de 1’image grice au logiciel Gel Doc 1000® (Bio-Rad, USA). La taille des
produits de PCR obtenus est évaluée en utilisant un témoin de masse moléculaire, le marqueur
de taille. L’analyse densitométrique est alors réalisée avec le logiciel Quantity One Image
software (Bio-Rad, USA). Le pourcentage de variation entre la bande caractéristique de

chaque échantillon par rapport a la B-actine est calculé ainsi :

DO (%) = DO de la bande d’intérét / DO de la bande de p-actine

C-4 : Fluorescence - immunofluorescence

Les molécules de collagene et de ténascine-C exprimées a 1’extérieur de la cellule sont

marquées par immunofluorescence indirecte apres stimulation biochimique ou mécanique.

C-4-1 : Principe de ’immunomarquage indirect

Des molécules exprimées a la surface cellulaire ou a I’intérieur des cellules (marqueurs
cellulaires) sont reconnues spécifiquement par un anticorps (Anticorps primaire). Afin de
mettre en évidence la formation du complexe molécules-anticorps primaire, un deuxieme

anticorps est utilis€ (Anticorps secondaire). Ce dernier est couplé a un fluorochrome et il est
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dirigé spécifiquement contre la partie Fc (fragment commun) de I’anticorps primaire (figure
II-15).

N >— Anticorps primaire

‘ Marqueur cellulaire

Anticorps secondaire

T

- Fluorochrome

Figure II-15 : Schéma de principe de 'immunofluorescence indirecte

a) Marquage des molécules étudiées

Les caractéristiques des anticorps polyclonaux dirigés contre les molécules de collagene
de type I et type III, et de ténascine-C, ainsi que celles des anticorps secondaires sont

présentées dans le tableau II-11.

Tableau II-II : Caractéristiques des anticorps utilisés pour les marquages en

immunofluorescence indirectes

Anticorps Spécificité de | Isotype Origine commerciale
I’espece
Anticorps anti collageéne 1 Humain Lapin Calbiochem (réf. 234183)
Anticorps anti collagene 111 Humain Lapin Calbiochem (réf. 234189)
Anticorps anti ténascine-C Humain Lapin Santa Cruz (réf. Sc-20932)
Anticorps anti IgG-Alexa Lapin Chevre Molecular Probes (réf. A-
Sfluor® 488 11008)
(Aex : 488 nm, Ao 2 519 nm)
Anticorps anti IgG-Alexa Lapin Chevre Molecular Probes (réf. A-
Sfluor® 633 21050)
(Aex : 633 nm, Aoy : 647 nm)
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b)  Réactifs

= DMEM-BSA 0,5% (BSA : Albumine Sérique Bovine, Sigma, France) utilisé¢ a 0,5% (p/v
dans DMEM sans rouge phénol). La BSA est utilisée afin d’empécher toute fixation
aspécifique des anticorps.

=> Solution de fixation (PAF) Paraformaldéhyde (réf. Sigma, France) a 1% p/v dans PBS.

=> Solution de perméabilisation : Triton X100 (réf. Sigma, France) a 0,5% dans PBS.

c)  Préparation des échantillons

Apres les stimulations chimiques ou mécaniques, les cellules sont lavées 2 fois avec du

DMEM, le marquage par immunofluorescence indirect est effectué in situ.

d)  Protocole

= Incubation avec I’AC primaire (dilution 1:50 dans un DMEM-BSA 0,5%), pendant 45 min
a température ambiante.
= Trois lavages avec DMEM.
= Incubation avec I’AC secondaire (dilution 1:100 dans un DMEM-BSA 0,5%), pendant 30
min a 37°C a I’abri de la lumiere.
= Deux lavages avec DMEM.
= Fixation avec PAF a 1% pendant 10 min a température ambiante.
= Deux lavages avec DMEM. Les cellules sont prétes pour I’examen au microscope a
fluorescence.

Un controle négatif (cellules sans anticorps) et un contrdle iso typique (marquage

aspécifique) sont préparés et analysés en méme temps que les échantillons.

C-4-2 : Marquage du cytosquelette
La phalloidine couplée a un fluorochrome permet de visualiser le cytosquelette. Il s’agit
d’une toxine trouvée dans un champignon (Amanita phalloides) et qui présente une grande

affinité pour la F-actine.

Le marquage des microfilaments de F-actine est réalisé en présence de phalloidine -
Alexa 488 (Aex = 488 nm, Aeyy= 519 nm) (réf. A-12379, Molecular Probes, USA) apres avoir
fixé et perméabilisé les échantillons. L’incubation dure 30 minutes a température ambiante et
a I’abri de la lumiere. Les échantillons sont ensuite rincés dans du DMEM, les cellules sont

prétes a étre observées en microscopie a fluorescence.
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C-4-3 : Préparation des échantillons cellulaires pour AFM - acquisition des images
Les cellules sont ensemencées et cultivées pendant 10 jours sur du verre. Au temps
désiré, les cellules sont lavées deux fois avec du PBS a 37°C, puis fixées avec une solution de
glutaraldéhyde a 2,5% pendant 15 min. Ensuite les cellules sont lavées avec du PBS et
déshydratées dans différents bains successifs d’éthanol (50, 75, 90, 100%) pendant 10 min.
Les cellules sont ensuite conservées a 4°C jusqu’a I’acquisition des images.
Les images sont réalisées en mode contact sur un microscope a force atomique
Nanoscope IV (Digital Instruments, CA, USA) équipé d’un cantilever en silicone nitride a une

fréquence de 1,97 Hz (Annexe 3 B).

C-5 : Microscopie de fluorescence
La microscopie de fluorescence permet de compléter les résultats obtenus en RT-PCR
par une étude qualitative. Nous avons utilisé :
e Microscopie confocale a balayage laser ou CLSM (Confocal Laser Scanning

Microscope, SP2 Leica, Germany) (cf. annexe 3 A)

D. Analyses statistiques

Les résultats sont exprimés par la moyenne * écart type [SD] (excepté pour les
expériences de combinaison qui sont exprimés par la moyenne + écart type [SE]). Une
analyse de la variance a été réalisée par comparaison des échantillons avec un test a posteriori
PLSD de Fisher (Statview IV®, Abacus Concepts Inc., Berkley, CA, USA). Les valeurs de

probabilité (p) inférieures a 0,05% ont été considérées comme significatives.
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CHAPITRE III
RESULTATS ET DISCUSSION
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A. Influence des facteurs de croissance

Ainsi que nous I’avons décrit plus haut, (cf. Chapitre I), les facteurs de croissance sont
des polypeptides de poids moléculaire peu élevé (6-30 kDa) qui régulent la croissance et les
fonctions des cellules, grace a une fixation sur des récepteurs spécifiques cellulaires de grande
affinité. De nombreuses études décrivent le rdle des facteurs de croissance dans la
cicatrisation du ligament et du tendon, et ont déterminé des stratégies appropriées pour l'usage
des facteurs de croissance dans l’ingénierie tissulaire du tendon et du ligament. Divers
facteurs de croissance, tels que le transforming growth factor (TGF), le platelet derived
growth factor (PDGF), linsulin-like growth factor (IGF) sont connus pour améliorer la
prolifération de cellules de tendon et de ligament ou la formation de matrice in vitro ou in
vivo. Cependant, il y a une grande dispersion dans les protocoles expérimentaux et les

conditions optimales sont encore a définir.

Cette étude a été conduite dans le but d’optimiser les conditions biochimiques de culture
in vitro. Dans le cas de I’ingénierie tissulaire du ligament, les facteurs de croissance ont été
choisis de facon a intervenir sur deux points essentiels :

¢ la prolifération cellulaire
¢ la synthese de la matrice

Dans cette optique, nous avons choisi deux facteurs de croissance le PDGF-AB et le
TGF-B, connus respectivement pour leurs actions sur la prolifération et sur la synthése de la
matrice extracellulaire (MEC).

Dans un premier temps, 1’objectif de nos travaux a été¢ d’étudier les effets des facteurs
biochimiques tels que les facteurs de croissance (TGF-B1 et PDGF-AB) sur une lignée
cellulaire de fibroblastes humains de peau (F-CRL.2703, ATCC N°.2584882) cultivés sur
différentes surfaces présentant un intérét dans notre étude :

e membrane de silicone, recouvert ou non avec 1% de gélatine qui servira de
support a I’étude de mise sous contrainte d’étirement
e verre, comme surface de référence en culture cellulaire
Les effets des deux facteurs de croissance ont été étudiés sur leurs activités spécifiques en
fonction de leur concentration, du temps d’incubation et de leur action combinées :
e le TGF-B (transforming growth factor-f) pour la synthése des éléments de la
matrice extracellulaire collagene de type I, de type III considérés comme des marqueurs

spécifiques pour distinguer les fibroblastes de ligament.
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e le PDGF-AB (platelet derived growth factor) pour la croissance et la

prolifération cellulaire.

Toutefois, quelques travaux préliminaires ont été nécessaires pour définir I’action des

deux facteurs de croissance, afin de justifier notre choix final.
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A-1 : Résultats préliminaires — Action des facteurs de croissance sur la

prolifération cellulaire

Ces études ont été réalisées sur le substrat de référence, le verre.

A-1-1 : Action du TGF-P sur la prolifération et I’activité métabolique des cellules

Nous avons étudié I’effet de différentes concentrations de TGF-B1 (0,1 ;0,5;1;5; 10
ng/mL) sur la prolifération, pour une lignée de fibroblastes cultivés sur une lamelle de verre
pendant différents temps (24, 48, 72 h). Nous avons controlé ces résultats du point de vue de

I’activité métabolique des cellules.

La figure III-1 montre une évolution de taux de prolifération des fibroblastes en fonction
du temps (augmentation de 1’absorbance a 570 nm, test MTT), quelle que soit la concentration

de TGF-B1.
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Figure III-1 : Influence de différentes concentrations de TGF-f1 (0,1; 0,5; 1; 5; 10
ng/mL) sur la prolifération cellulaire de fibroblastes. Les cellules sont cultivées sur une

lamelle de verre pendant 24, 48, 72 heures, n= 6.
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Sur la figure III-2 sont rassemblés les résultats concernant le métabolisme cellulaire approché
mesuré en ramenant les mesures de DO observées lors du test MTT au nombre de cellules en
fonction du temps et des concentrations.

En effet, ’absorbance mesurée apres le Test MTT est proportionnelle a I’activité
mitochondriale cellulaire. Si I’on ramene cette valeur au nombre de cellules, il est possible de
parler d’activité métabolique et non plus simplement de prolifération. L’activité métabolique
sera donc calculée selon I’équation suivante :

Activité métabolique par cellules = Absorbanceszy ,,/Nb de cellules
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Figure III-2 : Mesure de ’activité métabolique cellulaire (test MTT) apres 24, 48 et 72
heures de culture. Les fibroblastes sont cultivés sur une lamelle de verre avec différentes

concentrations de TGF-B1 (0,1 ;0,5;1;5; 10 ng/mL),n=6

D’apres nos résultats, nous observons aucune modification du métabolisme cellulaire en
présence de TGF-B. Il semble donc que le facteur de croissance ait peu d’influence sur les
parametres de prolifération cellulaire. Nous avons ensuite comparé son action a celle du
PDGF-AB, que lui, est décrit comme un facteur mitogene, activateur de la prolifération

(Meaney MM et col., 2003 ; Ojima Y et col., 2003).
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A-1-2 : Effet du PDGF — AB sur la prolifération cellulaire. Comparaison avec le TGF-1

Les concentrations de PDGF-AB décrites dans la littérature, varient de 0 a 200 ng/mL
(Hetzel M et col., 2005 ; Thomopoulos S et col., 2004 ; Worapamorn W et col., 2001). En
raison de cette disparité, nous avons dans un premier temps testé des concentrations
intermédiaires, de maniere a choisir une concentration maximale optimale, dans un souci de
non-toxicité et de contingence économique.

Nous avons donc testé sur 24 et 72 heures, 1’effet de deux concentrations de PDGF-AB :
10 et 50 ng/mL et nous avons comparé ces résultats a ceux obtenus avec le TGF-f3. Pour cette
étude, seuls deux temps ont été retenus : 24 et 72 h.

Par ailleurs, étant donné que nous avons travaillé par la suite, sur des cellules
ligamentaires du LCA, nous avons testé ce facteur de croissance sur les deux types cellulaires.

Sur la figure III-3 sont rassemblés les résultats obtenus sur la prolifération cellulaire

(mesuré par test MTT).
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Figure III-3 : Influence de différentes concentrations de: A) PDGF-AB (10 et 50
ng/mL), B) TGF-B1 (1; 5; 10 ng/mL) sur la prolifération cellulaire. Les cellules sont
cultivées sur une lamelle de verre pendant 24 et 72 heures. * p < 0,01 fibroblaste versus
controle fibroblaste 24 h et * p < 0,01 LCA versus controle LCA 24 h, @ p < 0,05 LCA
versus fibroblaste (F-CRL.2703), n = 14
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D’apres la figure III-3A, aucune différence entre les deux types cellulaires n’est
observée a 24 h, en absence de facteurs de croissance. Il apparait qu’apres 72 h de culture, les
cellules de LCA montrent une prolifération plus élevée que la lignée de fibroblastes F-
CRL.2703. En revanche, ces cellules répondent de maniere plus faible au PDGF-AB. En effet,
on observe une prolifération significativement plus élevée pour la lignée de fibroblastes F-

CRL.2703 en présence de PDGF.

En résumé, le PDGF-AB a un effet significatif sur la prolifération des deux types
cellulaires, avec un effet plus marqué pour la lignée de fibroblastes F-CRL.2703.

Par ailleurs, il n’y a pas de différence significative au niveau des deux doses de PDGF-
AB. Il semble donc que I’activité maximale ait déja ét€ atteinte a 10 ng/mL PDGF-AB.

A partir de ces résultats, nous testerons donc des concentrations plus faibles de PDGF-

AB (1 2 50 ng/mL).

D'autre part, si nous comparons 1’effet des deux facteurs de croissance, nous pouvons
conclure, d’apres la figure II1-3B, que le TGF-B1 ne présente pas d’effet sur la prolifération

cellulaire, ainsi que nous I’avons déja rapporté ci-dessus, contrairement au PDGF-AB.
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A-2 : Optimisation des conditions biochimiques et influence du substrat in

vitro en ingénierie tissulaire

Suite a ces résultats préliminaires sur la prolifération cellulaire, nous avons défini les
conditions biochimiques optimales de notre étude en prenant en compte un certain nombre de
parametres tels que :

» la prolifération cellulaire, par test MTT et cycle cellulaire

» la synthése d’une nouvelle matrice, I’expression des protéines matricielles

(collagene de types I et III), par différentes techniques d’approches :
% qualitative par microscopie confocale

¢+ quantitative par RT-PCR (étude des ARNm)

Ainsi que nous 1’avons dit plus haut, ces travaux ont été réalisés en condition statique,
mais sur des matériaux utilisés sous conditions d’étirement (membrane de silicone recouverte

ou non avec 1% de gélatine, le verre étant considéré comme une surface contrdle).
Les travaux présentés dans ce chapitre ont fait I’objet d’une publication (voir ci-apres).

“Optimisation of biochemical condition and substrates in vitro for Tissue engineering

of ligament”, Fawzi-Grancher S et col., 2006 (Annals of biomedical engineering)

L’objectif de ce travail a été de définir les conditions de reconstruction in vitro d’un

tissu ligamentaire. En voici un résumé succinct.

N

Dans un premier temps, nous avons étudié l’effet du PDGF-AB a différentes
concentrations (1 ; 5; 10 ; 50 ng/mL) sur la prolifération cellulaire, mise en évidence par test
MTT et cycle cellulaire. En effet, I’étude des phases S et G2/M sont des marqueurs potentiels
de la prolifération cellulaire.

Nous avons montré que le PDGF-AB présente un effet positif sur la prolifération
cellulaire. Quel que soit le support, nous avons montré que le pourcentage de cellules en
phase de synthese S et de mitose G2/M augmente, (analysé par cytométrie en flux) avec pour
corollaire une baisse significative de la phase GO/G1. Par ailleurs, il semble que la présence
de gélatine entraine également une augmentation de la prolifération cellulaire (GO/G1= 61%
membrane de silicone avec la gélatine et 80% sans gélatine et le verre). Ce résultat peut étre
expliqué par les propriétés physiques de la surface du substrat. Il a été montré que la

prolifération cellulaire augmente quand les cellules sont cultivées sur des substrats ou leurs
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angles de contact est de 60-80° comme des plaques de culture recouverte par des protéines
telle que la gélatine (Hori Y et col., 2004).

Les résultats de cycle cellulaire sont confirmés par le test métabolique au MTT. Nous
avons observé que la prolifération de fibroblastes augmente quand les cellules sont traitées
pendant 3 jours avec les différentes concentrations de PDGF-AB quelle que soit la surface
étudiée.

D’apres ces résultats, il nous semble qu’une concentration de 10 ng/mL soit une valeur
optimale pour induire une réponse maximale des fibroblastes. En effet, la réponse cellulaire

augmente jusqu’au 10 ng/mL, puis un plateau apparait.

Ainsi que nous 1’avons dit plus haut, I’action du TGF-B1 sur la syntheése des collagénes
a été réalisée par I’analyse des ARNm par RT-PCR (effet précoce) et par observation des

molécules présentes par microscopie de fluorescence (effet plus tardif).

Dans un deuxieme temps, nous avons étudié 1’influence de différentes concentrations de
TGF-f1 (0,1; 0,5; 1;5; 10 ng/mL) sur la synthese de différents composants matriciels :
collagene de type I et de type III, le TGF-B1 agissant sur ces voies métaboliques, et non sur la

prolifération cellulaire, ainsi que nous I’avons montré dans notre étude préliminaire.

Pour définir la concentration optimale de TGF-B1, nous avons choisi 5 concentrations de
TGF-B1 allant de 0,1 a 10 ng/mL, ces dernieres étant le plus souvent citées dans la littérature

(Murray MM et col., 2002 ; Nakatani T et col., 2002).
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Parallelement a ces travaux sur ’expression du collagene péricellulaire, nous avons
également effectué une étude en AFM afin de visualiser la sortie des fibres de collagene de la
cellule. Sur la figure III-4 sont rassemblées les images obtenues par microscopie a force

atomique (AFM).

15x15 pm 8x8 um 4x4 um

v

Controle

50x50 pm 20x20 pm 2x2 pm

Figure I11-4 : Images AFM des fibroblastes cultivés sur une lamelle de verre pendant 10
jours. Visualisation de fibres de collagéne. Les cellules sont fixées et déshydratées (AFM
en mode contact). Les fléches montrent la présence de fibres de collagene. Les ronds

définissent la zone soumise au grossissement

Cette technique nous permet d’obtenir des images sur la topographie des cellules. Pourtant,
cette technique est descriptive et ne permet pas de caractériser le type de collagene, si ce n’est
au niveau de la périodicité de la torsion. De plus, elle ne permet pas une vue d’ensemble sur le

tissu.
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Nous avons donc étudié de maniere semi-quantitative 1’expression d’ARNm du

collagene de type I et de type III.

= (Collagéne de type I :

Les résultats ont montré qu’aucune différence significative n’a été observée sur
I’expression de I’ARNm du collagéne de type I entre le groupe traité par TGF-B1 et le
contrdle (sans TGF-B1) quand les cellules sont cultivées sur la membrane de silicone couverte
de 1% de gélatine et le verre. En revanche, sur la membrane de silicone seule, I'expression de
I”’ARNm du collagéne de type I est significativement augmentée en présence de 0,1 ng/mL de

TGE-B1 (p < 0,05).

= (Collagene de type III :

Nous observons que I’expression des ARNm du collagene de type III est dépendante du
substrat et des doses de TGF-1.
Sur le verre, nous observons un effet cyclique de TGF-f1 sur I’expression des ARNm

du collagene de type III pour une réponse maximale a 10 ng/mL de TGF-f1.

D’autre part, nous avons pu étudier de maniere qualitative la synthese de collagene in
situ par microscopie confocale, apres trois jours de culture sur verre, en présence de TGF-B1.
Une importante apparition d’un réseau de fibres de collagene III a été observée. En revanche,
le collagene de type I n’est pas exprimé de facon tres forte, corroborant ainsi les résultats
obtenus en RT-PCR. Cette augmentation du réseau de collagene de type III est d’une

importance primordiale dans la formation de la nouvelle matrice.

Ces travaux nous ont permis de déterminer les parametres biochimiques de la culture, PDGF-

AB : 10 ng/mL ; TGF-B1 : 0,1 ou 10 ng/mL.

- cf. article 1 -
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A-3 : Influence de la Combinaison du TGF-B1 et du PDGF-AB sur les

parametres physiologiques des fibroblastes

Bien que nous ayons montré que le TGF-B1 n’a aucune influence, dans nos conditions
de travail, sur la prolifération cellulaire, nous avons voulu controler s’il existait un effet
synergique entre ces deux facteurs de croissance, ainsi que cela a été montré dans la
littérature. (Woo SL et col., 1998 ; DesRosiers EA et col., 1996 ; Letson AK, et col., 1994).
Nous avons donc testé 1’effet du TGF-B1 en présence de la concentration optimale de PDGF-
AB, c'est-a-dire 10 ng/mL. En effet, il a été montré que la combinaison des facteurs de
croissance peut avoir un effet synergique dans les applications cliniques pour la cicatrisation

du ligament.

Cette étude devant étre réalisée par la suite sur des membranes de silicone, en conditions
de contraintes mécaniques, nous avons travaillé dans les conditions suivantes :
¢ membrane de silicone avec 1% de gélatine
e PDGF-AB a 10 ng/mL
e TGF-f1a(0,1;0,5;1;5;10ng/mL)

Nous avons étudié la combinaison du PDGF-AB et du TGF-B1 d’une part sur la
prolifération cellulaire mesurée par les différentes phases du cycle cellulaire, et d’autre part

sur la syntheése de composants matriciels, tels que les collagénes de type I et de type III.

A-3-1 : Prolifération cellulaire — mesure du cycle cellulaire

Sur la figure III-5 A et B sont rassemblés les pourcentages des différentes phases du
cycle cellulaire apres 3 et 10 jours de culture en présence ou non de facteurs de croissance.

Premierement, nous observons 1’existence d’un phénomene de prolifération cellulaire a
J3, les cellules en phases S et G2/M représentant entre 40-50% de la population cellulaire.

En revanche, a J10, cette proportion tombe a 15-20%. Il semble donc que la
prolifération cellulaire soit plus importante les premiers jours de la culture, mais ne dépende
pas de I’action conjointe des deux facteurs de croissance.

En effet, il semble que, lorsque les cellules sont en phase de prolifération a J3, le
meilleur taux de synthese soit observé pour 10 ng/mL de PDGF-AB, en absence de TGF-1.
Il n’y a donc pas d’effet synergique des deux facteurs de croissance pour la prolifération

cellulaire (figure I1I-5A).
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Figure III-5 : Influence de la combinaison des facteurs de croissance (TGF-B1 + PDGF-

AB) sur la prolifération de fibroblastes en fonction de temps (J3 et J10). Les résultats

sont exprimés en moyenne + SD, n = 6.* p < 0,05 versus phase S 10 ng/mL PDGF-AB, #p
< 0,05 versus phase G2/M 10 ng/mL PDGF-AB
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Il en est de méme a J10, avec toutefois des pourcentages cellulaires en phases de
syntheses (S) et de mitose (G2/M) plus faibles qu’a J3, mais qui n’augmentent pas en fonction
de la concentration en TGF-B1 (figure III-5B).

Seul un 1éger effet sur la phase de mitose est observé pour des concentrations de 5 et 10
ng/mL de TGF-B1, combiné au PDGF-AB, a J10.

Ces résultats ne sont cependant pas suffisants pour en conclure ['utilit¢ de la

combinaison des deux facteurs de croissance pendant I’étape de prolifération.

A-3-2 : Syntheses de la matrice extracellulaire - mesure par RT-PCR

Conjointement a I’étude de la prolifération, nous avons étudié la synthese de
composants matriciels, tels que les collagenes de types I et III.

La figure III-6 rassemble les résultats montrant I’influence de la combinaison des
facteurs de croissance (TGF-1 + PDGF-AB) sur la synthése de collagene de types I et III par
des fibroblastes ensemencés sur une membrane de silicone recouverte de 1% de gélatine
pendant 3 et 10 jours.

Premierement, en ce qui concerne le collagéne de type I, nous avons remarqué qu’a J3,
aucune variation n’est observée, quelleque soit la dose de TGF-f3. Nous remarquons toutefois
une augmentation de 1’expression des ARNm de collagene type I par rapport au contrdle
(figure I11-6B).

En revanche, a J10, nous observons une augmentation significative a partir de 1 ng/mL
de TGF-. Nous observons également une baisse de 1’expression des ARNm du collagéne I en
présence de PDGF-AB seul, par rapport au controle. Cette baisse est ensuite comblée en
présence de TGF-p.

Deuxiemement, en ce que concerne I’expression des ARNm du collagene de type III
(figure III-6C), nous remarquerons une faible réponse a J3, avec une augmentation
significative a 10 ng/mL de TGF-p.

En revanche, nous n’observons pas la méme évolution a J10. Nous retrouverons, comme
pour I’expression des ARNm du collagene I, une diminution en présence de PDGF-AB seul a
10 ng/mL par rapport au controle.

Un pic réponse est observé pour 1 ng/mL, mais est suivi d’une baisse pour des valeurs

plus élevées de TGF-p.

132



Chapitre 111 : Résultats et discussion

838 bp

447 bp

155 bp

57 B: Collagene I
HEEN Collagéne I J3
[ Collagéne I J10

4 -

%]

£

IR

)

]

=

2

B .

= ? # #

s #
: i |l‘ |l‘
0 I’I‘ I|=:| I’I‘ I’I‘ T T

PDGF-AB (10ng/mL) + + + + + +
TGF-B1 (ng/mL) - - 0,1 0,5 1 5 10
« I L ollagene 111 JJ5
C : Collagene 111 = Collagéne III J10

4 - i

%]

£

2 3

Q.

g

=

= *

& 2 A

="

e

=

) ‘ lﬂ i
0 T ﬂl T T
PDGF-AB (10ng/mL) - + + + + + +
TGF-B1 (ng/mL) - - 0,1 0,5 1 5 10

Figure I11-6 : Effet de la combinaison des facteurs de croissance (TGF-B1 + PDGF-AB)
sur la synthese de collagene de fibroblastes en fonction du temps (J3 et J10). Les
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A-3-3 : Discussion

Il a été montré que les facteurs de croissance TGF- et PDGF-AB ont une action
positive dans le processus de cicatrisation (Kletsas D et col., 1998 ; Murray MM et col.,
2003). Le PDGEF a été localisé dans le comportement intracellulaire du fibroblaste de tendon
et est a son maximum a J4 apres la 1ésion. En revanche, le TGF-f intracellulaire augmente
dans le tendon ou le ligament a I’emplacement de la Iésion, pour un maximum a J7 apres la
l1ésion (Lee J et col., 1998). Mais bien que la présence de PDGF et TGF dans le ligament
endommagé suggere qu'ils puissent avoir un role dans la premiere phase de la cicatrisation,
leur action conjointe n’est pas prouvée.

En fait, il est connu que le PDGF n’induit pas directement la synthese de procollagene
par des fibroblastes ou des macrophages, mais il peut induire la production de TGF-B1, qui
conduit a la synthése de collagéne. Par ailleurs, il a été montré que le TGF-B1 est un
inhibiteur efficace de la prolifération des certaines cellules (par exemple : cellules musculaires
lisses) qui a un effet modérateur sur la transcription du procollagene al. Cependant, il régule
partiellement I’expression de procollagene type I en induisant le PDGF-A comme cofacteur.

(Nimni ME, 1997).

Néanmoins, nous pouvons dire a partir de ces résultats obtenus qu’apres 3 jours ou 10
jours de culture, que la combinaison simple de deux facteurs de croissance ne semble pas un
facteur déterminant dans la reconstruction tissulaire. La combinaison simple des deux facteurs
de croissance n’est donc pas une solution adaptée dans notre cas. En revanche, 1’apport
progressif de chacun d’entre eux pourrait €tre envisagé. Il semble en effet que la présence seul
de PDGF-AB peut aller jusqu’a induire une baisse de la synthése matricielle, de méme que le

TGF- n’a pas une influence positive sur la prolifération cellulaire.

En effet, la combinaison des deux facteurs de croissance n’induit pas une synthese de
collagene de type III plus importante.

A J3 I’expression des ARNm du collagéne III se trouve a une valeur similaire
(1égerement plus faible) a celle observée dans 1’étude du facteur de croissance simple. Seule la
synthese de collagene I a 1égerement augmenté avec les deux facteurs de croissance, mais ce
phénomene n’est pas dose dépendante.

Ceci peut s’expliquer de différentes fagcons :

» les différences par rapport au controle peuvent étre dues a la présence de
sérum, qui active certaines voies, en 1’absence de facteurs de croissance. En effet, le sérum

contient lui-méme certains facteurs de croissance et peut avoir lui-méme un effet synergique
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ou antagoniste par rapport au TGF-f3 et au PDGF-AB. Dans les travaux destinés uniquement a
I’étude de facteur de croissance, le sérum est souvent absent, pour avoir une réponse brute sur
I’action de la molécule étudiée (Moreau JE et col., 2005 ; Thomopoulos S et col., 2004 ;
Worapamorn W et col., 2001). Cependant, en ingénierie tissulaire, la premiere considération
porte sur I’expansion cellulaire dans une matrice avant de débuter tout phénomene de
différentiation cellulaire. Or, cette expansion est maximale en présence de forte concentration
de sérum (due a la présence d’un cocktail non identifié de facteur de croissance, des protéines,
des acides aminés, des hormones, des lipides, des minéraux, et des inhibiteurs de
différentiation) (Denk PO et col., 1999 ; Iyer VR et col., 1999 ; Lee J et col., 1998). Par
ailleurs, le SVF n’est pas actuellement défendu dans les protocoles d’essais cliniques, d’apres
les derniers textes 1égaux en France. Cependant, son action sur la différentiation cellulaire,
I’évolution vers un phénotype déterminé, qu’il soit ligamentaire ou autre, n’est pas encore

prouvée.

Enfin, d’apreés nos résultats, il semble que le phénomene de prolifération cellulaire, et
celui de différentiation cellulaire, qui peuvent se traduire en particulier par la syntheése des
composés matriciels spécifiques au phénotype du tissu souhaité, suivent deux voies
différentes, de méme que les deux facteurs de croissance. Ces considérations sont en accord
avec notre conclusion ; I'utilisation conjointe des deux facteurs de croissance n’est pas
nécessaire.

Au contraire, il semble souhaitable d’utiliser ces facteurs de croissance dans des étapes
de construction du néo-tissu distinctes :

= ]e PDGF-AB en phase précoce, pour favoriser la colonisation de la matrice
synthétique

» le TGF-B1 pour la synthese d’une nouvelle matrice

Par ailleurs, les facteurs de croissance ne sont pas seuls a agir sur ces deux voies
métaboliques. En effet, il est connu que les contraintes mécaniques ont également une action
sur les voies métaboliques. Elles agissent sur la prolifération cellulaire, de maniere agoniste
ou antagoniste en fonction de leur caractéristique, et sur la syntheése matricielle et la
différentiation cellulaire (Chiba M et col., 2004 ; Yang G et col., 2004 ; Kim SG et col.,
2002 ; Nakatani T et col., 2002 ; Sanchez-Esteban J et col., 2002).

Nous avons donc, dans un deuxieme temps, étudié 1’effet des contraintes mécaniques sur
ces parametres, en présence ou absence de sérum, afin de connaitre I'effet réel de ces
contraintes sur les voies métaboliques concernées.
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B. Etude des contraintes mécaniques (étirement)

Ainsi que nous 1’avons dit plus tot, les forces mécaniques jouent un role important dans
I'homéostasie de nos tissus ligamentaires pendant le développement normal qui induisent une
variété de réponses cellulaires comprenant les changements morphologiques, la synthese de
protéines, et l'expression de genes (Vunjak-Novakovic G et col.,, 2004). La contrainte
principale affectée au ligament est la contrainte d’étirement dite de «stretching». Cependant,
un tendon ou un ligament conserve ses propriétés €lastiques tant que la contrainte n'excede
pas 4% (Liu SH et col., 1995).

Les fibroblastes de ligament sont a plusieurs reprises étirés pendant les activités
physiologiques. Une privation de contrainte induit une modification des caractéristiques
morphologiques et biochimiques du tissu ligamentaire. Etant donné qu’il a été montré que les
contraintes mécaniques ont un effet similaire, et/ou complémentaire a ceux des facteurs de
croissance (Petersen W et col., 2004 ; Kletsas D et col., 1998), sur les parametres capitaux
en ingénierie tissulaire, tels que la prolifération cellulaire et la synthese de la matrice
extracellulaire, nous avons étudié I'influence in vitro des contraintes d’étirement sur ces
parametres.

Dans un premier temps, nous avons effectué ces travaux en 1’absence de facteurs de
croissance, afin de contrdler 1’action directe de la contrainte mécanique sur le métabolisme
cellulaire.

Néanmoins, nous avons dii tenir compte de la présence de sérum dans le milieu de
culture. D’apres nos résultats précédents, nous avons vu que le SVF présent dans le milieu de
culture pouvait interférer sur le métabolisme cellulaire. De plus, il est connu que le SVF a un
effet positif sur la prolifération cellulaire. En effet, une technique conduisant a ’arrét et a la
synchronisation de cellules en phase GO/G1 du cycle cellulaire consiste a priver les cellules de
sérum pendant 24 h a 48 h (Yang G et col., 2004 ; Skutek M et col., 2003 ; Sanchez-
Esteban J et col., 2002 ; Skutek M et col., 2001).
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B-1 : Influence de la présence de contrainte mécanique et de sérum sur la

prolifération cellulaire et la synthese matricielle des fibroblastes

Dans une premiere partie de ces travaux réalisés sous contrainte mécanique, pour
controler de maniere plus exhaustive les effets de ces contraintes, nous avons testé les
parametres de prolifération cellulaire, et de synthese matricielle en présence (10%) ou en
absence relative (0,5%) de SVF, tres peu d’étude ayant tenu compte de ce parametre.

La prolifération a été étudiée par 1’analyse du cycle cellulaire, ainsi que nous I’avons
précédemment décrit. La synthése matricielle a été suivie par I’étude de I’expression des
collagenes de type I et de type III, mais également de la ténascine, protéine qui est exprimée
spécifiquement dans les tissus soumis a 1’étirement tel que le ligament (Chiquet M et col.,
2003 ; Fluck M et col., 2000 ;Chiquet-ER et col., 1994b). L’expression de ces protéines a
été observée d’une part d’une maniere qualitative, en microscopie confocale, aprés marquage
en immunofluorescence indirecte, et d’autre part, d’une maniere semi-quantitative, par RT-
PCR.

Par ailleurs, nous avons également contr6lé les modifications morphologiques des
cellules par microscopie a contraste de phase.

Ces travaux ont été réalisés sur une lignée cellulaire de fibroblastes humains de peau (F-
CRL.2703) cultivée sur une membrane de silicone recouverte avec 1% de gélatine et soumises
a une élongation de 5% et une fréquence de 0,5 Hz (30 cycle/min) pendant 24 h. Ces
parametres présentent une similitude avec des valeurs de contraintes physiologiques et sont
utilisés comme valeur de référence dans la bibliographique (Petersen W et col., 2004 ; Yang
G et col., 2004 ; Chiba M et col., 2004).

Du point de vue de la prolifération cellulaire, nous avons montré qu’en présence de
sérum, ’activité de prolifération cellulaire était significativement augmentée par rapport aux
cellules cultivées en absence de sérum (G2/M = 25% pour 10% SVF versus 15% pour 0,5%
SVF). En revanche, I’étirement ne semble pas ou peu influencer sur la prolifération cellulaire,
en présence ou en absence de sérum.

Du point de vue de la synthese matricielle, nous notons une nette augmentation de
synthese de ténascine-C et de collagene de type III en absence de sérum, ainsi qu'un effet
synergique de la contrainte sur la syntheése de ces composants.

Nous pouvons donc conclure a I’effet positif de la contrainte sur la synthese matricielle,
qui est optimale en absence de sérum. Ceci peut répondre a I’hypothese que nous avons posée
précédemment, concernant les deux voies métaboliques distinctes entre prolifération et

synthese.
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A ce stade de notre étude, nous pourrions définir ainsi le protocole optimal pour les

études en ingénierie tissulaire.

24 h ou plus?

Mise sous étirement 0,5% SVF

I_l_l [

Phase d’adaptation et de
prolifération 10% SVF

Facteurs de croissance ?

- cf. article 2 -
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B-2 : Influence des caractéristiques de la contrainte mécanique et du type

cellulaire

Les contraintes d’étirement agissent sur les fibroblastes en activant la synthese
matricielle et en induisant une certaine différentiation vers des fibroblastes ligamentaires. En
effet, nous avons vu que I’étirement induit non seulement une synthese de collagene de type
III, mais également une synthese de ténascine. Or la présence de ces différentes molécules
donne une indication sur le phénotype des cellules et montre donc I’initiation vers un
phénotype ligamentaire. Cependant, il est nécessaire de comparer la réponse de la lignée
fibroblastique F-CRL.2703 avec des fibroblastes ligamentaires natifs (LCA).

Par ailleurs, une seule condition de contrainte a été testée. Bien que cette contrainte ait
été choisie selon les normes physiologiques, il est également intéressant, du point de vue
ingénierie tissulaire, de connaitre la réponse des cellules a une contrainte plus forte, qui
pourrait induire une synthese plus importante. Nous avons donc, dans ce dernier volet de nos
travaux, étudié la réponse non seulement des fibroblastes de la lignée CRL.2703 (notés : F-
CRL.2703), mais également celle de fibroblaste issu de cultures primaires de ligament croisé
antérieur (notés : LCA) a deux fréquences: 0,5 Hz et 1 Hz pendant 24 h. De méme que
précédemment, les cellules seront cultivées sur membrane de silicone (1% gélatine) et
soumises a un étirement de 5% (cf. Matériels et Méthodes, page 99). Comme dans les études
précédentes Les parametres étudié€s sont les suivants :

e prolifération cellulaire, par étude des phases du cycle cellulaire
¢ gsynthese matricielle du collagene des types I, III et synthese de ténascine-C de
maniere :
=  quantitative par RT-PCR

= qualitative par microscopie confocale, aprés immunomarquage indirect

B-2-1 : Prolifération cellulaire — étude des phases du cycle cellulaire

Les résultats de I’analyse du cycle cellulaire obtenus pour les deux types cellulaires et
les deux fréquences sont rassemblés sur la figure I11-7.

Premierement, nous observons que les cellules de la lignée de fibroblastes F-CRL.2703
montrent une prolifération plus importante que les cellules de ligament LCA utilisées en P2
(passage 2), (GO/G1 : 75% pour F-CRL.2703 versus 90% pour LCA), ce qui est classique
dans le cas d’une lignée cellulaire, caractérisée par un taux de prolifération importante.

Deuxiemement, nous avons mis en évidence un effet de 1’étirement sur les deux types

cellulaires :
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- pour la lignée cellulaire de fibroblastes F-CRL.2703, 1’étirement augmente de
facon différentielle les phases typiques de la prolifération cellulaire : S et G2/M. Toutefois,
notons que les pourcentages de cellules en phase G2/M sont significativement plus élevés a
0,5 Hz, alors qu’a 1 Hz, les pourcentages de cellules en phase S est supérieure. Il semble donc
qu’un étirement a fréquence plus élevée ait un effet positif sur la synthese d’ADN, et a plus
long terme (> 24 h), sur la prolifération (figure III-7A).

- en ce qui concerne le LCA, il semble que I’étirement induise une réponse plus

faible de la part des cellules quelle que soit sa fréquence (figure III-7B).
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Figure II1-7 : Effet de I’étirement sur les phases du cycle cellulaire et la prolifération
cellulaire. Les cellules sont soumises a un étirement uniaxial (5% élongation), pendant
24 h, n = 6, * p < 0,05 étirement versus statique, X p < 0,05 étirement 1 Hz versus

étirement 0,5 Hz

B-2-2 : Synthése de la matrice extracellulaire

Pour la lignée cellulaire de fibroblastes F-CRL.2703, 1’analyse des résultats de RT-PCR
nous a révélé qu’une fréquence de 1 Hz augmente d’un facteur 2 I’expression de I’ARNm du

collagene de type III et d’une facteur 3 pour la ténascine-C par rapport a la condition statique

(figure III-8A).
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En ce qui concerne le LCA, tout d’abord, il semble que 1’étirement induise une réponse
plus faible de la part de cellules quelle que soit sa fréquence par rapport aux cellules de
fibroblaste F-CRL.2703.

Par ailleurs, nous observons que 1’expression des ARNm du collagene de type III et de
la ténascine-C est significativement augmentée a 1 Hz par rapport a la condition statique
(figure 11I-8B).

Ceci peut s’expliquer par une expression de la ténascine-C plus élevée en condition
statique sur les cellules ligamentaires par rapport a la lignée cellulaire.

Néanmoins, ces cellules se trouvent au stade P2 (2°™ passage), 1’expression de la
ténascine-C est peut-&tre sous-estimée par rapport aux cellules natives de ligaments. Il sera
nécessaire de controler les valeurs de ténascine sur des cellules de ligament avant passage,
c'est-a-dire avant qu’elles aient perdu I’intégrité de leur phénotype ligamentaire natif. En
effet, les différents passages peuvent induire une perte phénotypique et entrainer les cellules
vers un phénotype fibroblastique indifférencié (Schnabel M et col., 2002 ; Haudenschild
DR et col., 2001).
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Figure III-8 : Effet de I’étirement sur PARNm du collagene des types I, III et de
ténascine-C. Les fibroblastes sont soumis a un étirement uniaxial de 5% d’élongation,
pendant 24 h, * p< 0,05 étirement versus statique, X p < 0,05 étirement 1 Hz versus

étirement 0,5 Hz, n = 4
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Dans cette étude, nous avons d’une part observé les modifications morphologiques des
cellules en présence de contraintes mécaniques et d’autre part, nous avons étudié de manicre
qualitative et «semi-quantitative» 1’expression des molécules d’intérét de la matrice
extracellulaire.

Nous avons donc réalisé un double marquage :

= cytosquelette, par Phalloidine-Alexa 488 (cf. Matériels et Méthodes, page 117).
= collagenes de type I, III et ténascine-C par immunomarquages fluorescents (cf.
Matériels et Méthodes, page 115).
Les conditions d’observation (réglages du microscope, photomultiplicateurs, marquages)
n’ont pas variés suivant les expérimentations, nous pouvons donc comparer les images

obtenues.

Dans le but de confirmer les résultats de RT-PCR, les deux types cellulaires ont été

marqués apres avoir été soumis a une stimulation mécanique par étirement (1 Hz).

Premierement, 1’observation du cytosquelette en microscopie confocale montre que,
quelles que soient les conditions appliquées, 1’actine apparait comme un réseau de longs
filaments (Figure II1-9). Les fibres d’actine des cellules soumises a des contraintes
mécaniques se réorientent perpendiculairement au sens de la contrainte (figure III-9D, E, F),
contrairement aux fibres d’actine des cellules non soumises a I’étirement, qui ne présentent

aucune orientation particuliere (Figure III-9A, B,C).

Deuxiemement, en condition statique, nous avons montré que 1’expression du collagene
de type III sur la lignée cellulaire de fibroblastes F-CRL.2703 (figure III-9B)est moins
exprimée que le collagene de type I (figure III-9A), et aucune expression de la ténascine-C

n’a été remarqué (figure I1I-9C).

Troisiemement, apres 24 h d’étirement, 1’expression de collagene de type III et
ténascine-C est fortement augmentée (figure III-9E, F) par rapport a ce qui a été observé sur
des cellules en condition statique. En revanche, nous ne notons qu’une faible augmentation de

I’expression de collagene de type I (figure I1I-9D).

De plus, des molécules de ténascine-C apparaissent a I’intérieur de la cellule (figure III-
OF). L’apparition de cette molécule sur la lignée de fibroblastes F-CRL.2703 apres contrainte

montre donc un début de différentiation de la lignée fibroblastique.
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Statique Etirement

Coll

Figure I11-9 : Détection des collagénes de types I et III et de la ténascine-C sur la lignée
de fibroblaste F-CRL.2703 (Leica, Allemagne, objectif x40, immersion eau, ON 0,80)
apres immunomarquage des collagenes de types I et III (coll I, coll III) et de la
ténascine-C (TN.C) a D’aide d’anticorps spécifiques (rouge) et marquage du
cytosquelette (F-actine) avec Phalloidine-Alexa 488 (vert). La lignée cellulaire de
fibroblaste humaine de peau F-CRL.2703 est soumise a un étirement de 5%

d’élongation et une fréquence de 1 Hz pendant 24 h
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Par ailleurs, comme nous I’avons montré dans les travaux précédents en présence de
facteurs de croissance, I’expression des molécules de collagene de type III est apparue comme
un réseau de fibres. De plus, on remarque une co-localisation avec les fibres d’actine (fibres

de stress) du cytosquelette en présence de contraintes d’étirement (figure 11I-9E).

En revanche, en ce qui concerne les molécules du collagene de type I, elles apparaissent
comme des petits spots a I’intérieur des cellules, et aucune colocalisation n’a été remarquée

avec les fibres d’actine du cytosquelette (figure III-9D).

Une étude similaire a été réalisée pour les fibroblastes de LCA.

Tout d’abord, nous remarquerons une différence importante entre les fibroblastes F-
CRL.2703 et les cellules de LCA :

= D’une part, en condition statique, les collagenes de types I et III sont exprimés avec
une méme intensité, contrairement a la lignée de fibroblaste F-CRL.2703 (figure III-10A, B),

et la ténascine-C est 1égerement exprimée (figure I1I-10C).

= D’autre part, sous contrainte d’étirement, nous avons observé une réponse similaire
sur la réorganisation du cytosquelette en réponse a I’ étirement. Nous observons également une
forte augmentation de collagene III et de ténascine, ainsi que nous I’avons observé sur la
lignée de fibroblastes F-CRL.2703. Il semble donc que la contrainte induit une surexpression
de collagene III et de ténascine, a des degrés différents sur les deux types cellulaires (figure
II-10E, F).

Cette étude qualitative confirme les résultats quantitatifs que nous avons décrits

précédemment.
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Statique Etirement

Figure III-10 : Détection des collagenes de types I et III et de la ténascine-C sur des
cellules de fibroblaste de LCA (Leica, Allemagne, objectif 40x, immersion eau, ON 0,80)
apres immunomarquage des collagenes de type I et III (coll I, coll III) et de la ténascine-
C (TN.C) a laide d’anticorps spécifiques (rouge) et marquage du cytosquelette avec
Phalloidine-Alexa 488 (vert). Les fibroblastes de ligament croisé antérieur (LCA) sont

soumis a un étirement de 5% d’élongation et une fréquence de 1 Hz pendant 24 h

145



Chapitre 111 : Résultats et discussion

B-2-3 : Discussion

Les contraintes mécaniques peuvent moduler la physiologie des cellules, et peuvent
améliorer ou accélérer la régénération de tissu et la réparation in vitro. En effet, il a ét€ montré
que les contraintes mécaniques d’étirement ont un effet sur 1'alignement, la morphologie, la
prolifération, les réarrangements du cytosquelette, et la synthese protéique des différents types
cellulaires soumis a différentes élongations et a des fréquences différentes (Chiba M et col.,
2004 ; Yang G et col., 2004 ; Kim SG et col., 2002 ; Nakatani T et col., 2002 ; Sanchez-
Esteban J et col., 2002).

Les signaux mécaniques qui affectent la croissance et le développement du ligament
natif in vivo jouent le méme réle pendant la culture des ligaments in vitro. Les études sur la
stimulation mécanique de fibroblastes de LCA suggerent que les collagenes de type I et type
IIT et la ténascine-C répondent a la stimulation mécanique (Eckes B et col., 1998 ; Toyoda T

et col., 1998), ainsi que nous 1’avons montré pour les trois molécules.

Dans cette partie de notre travail, nous avons comparé la réponse de la lignée de
fibroblastes F-CRL.2703 avec des fibroblastes ligamentaires en P2 a une contrainte
d’étirement (0,5 et 1 Hz, 5% d’élongation pendant 24 h) sur la prolifération cellulaire et la
synthese des composants matriciels (collagene des types I, III) et sur la synthese de ténascine-

C.

Premierement, en ce qui concerne ’effet de la contrainte mécanique sur la prolifération
cellulaire, les résultats montrent que 1’étirement induit généralement une 1égere prolifération
quel que soit le type cellulaire, mais il ne semble pas qu’une contrainte tres élevée ait un
résultat positif. Ces résultats restent toutefois modérés, ainsi que nous 1’avons montré et
encore avec ce qui était déja décrit dans la littérature (Yang G et col., 2004).

Dans d’autres études, sur d’autres tissus, il a par ailleurs été montré qu’un exces de
contraintes mécaniques avait un effet délétere sur le tissu en modification de 1’homéostasie
tissulaire et en induisant des réactions des catabolismes cellulaires (Stoltz JF et col., 2005 ;

Kurz B et col., 2005).

Deuxiemement, concernant 1’étude de la MEC via les collagenes, et 1’étude de la

ténascine-C, nous pouvons donc conclure sur le degré de différentiation induit in vitro :

a) les cellules des fibroblastes n’expriment pas en conditions statiques de
ténascine-C, contrairement aux cellules ligamentaires.

b) la contrainte mécanique entraine I’expression de cette molécule.
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La contrainte mécanique d’étirement entraine donc une différentiation des fibroblastes
vers un phénotype ligamentaire. En effet, cette molécule reste un marqueur ligamentaire, et
est bien augmentée apres contrainte sur les deux types cellulaires comme cela était déja
montré dans la littérature (Chiquet M et col., 2003 ; Fluck M et col., 2000 ; Chiquet-ER et
col., 1994b).

En fait, la fréquence de stimulation peut affecter également les réactions cellulaires. Les
plupart des auteurs a étudié 1'effet d’une contrainte Uniaxial sur des cellules en utilisant une
fréquence de 1 Hz, parce que ces conditions sont considérées comme physiologiques (Kaspar

D et col., 2002).

Dans cette étude, nous avons travaillé avec deux fréquences (0,5 ou 1 Hz), nous avons
montré que les deux types de cellules répondent de maniere similaire au stimulus mécanique

quelle que soit la condition mécanique et il y a peu de différence entre les deux contraintes.

Nous pouvons dire a partir de ces résultats que la stimulation mécanique augmente le
taux de prolifération des fibroblastes, hausse spécifiquement la synthese de collagene de type
III et de la ténascine-C. Ceci concorde bien avec les caractéristiques de la cicatrisation initiale
qui est hypercellulaire, formée de collagene majoritairement de type III. Pour améliorer la
guérison ligamentaire, il semble impératif de reproduire 1’organisation du collagene,

principale responsable des propriétés mécaniques du tissu sain.
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CHAPITRE IV
CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES
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Dans le cadre de I’ingénierie tissulaire, un des points principaux a prendre en compte est
le choix des conditions de culture du tissu néo-formé afin d’obtenir la synthese de novo d’une
matrice extracellulaire proche de celle que 1’on peut trouver dans le tissu natif. Les deux
conditions primordiales en bioingénierie tissulaire étant la prolifération cellulaire et le
maintien des fonctions mécaniques (dues a la composition de la matrice extracellulaire) et
biologiques du tissu néo-formé, il est nécessaire de prendre en compte I’action de facteurs de
croissance sur ces parametres essentiels ainsi que 1’action combinée de ces molécules avec un

stress mécanique.

L’objectif de ce travail de these était d’optimiser les conditions biochimiques et
mécaniques de culture des cellules fibroblastiques du ligament. En effet, ces cellules sont
soumises a différentes contraintes (biochimiques et mécaniques) in vivo et il est connu
maintenant que ces contraintes agissent sur la synthese de la matrice extracellulaire et la
fonctionnalité des cellules. Ces stimulations représentent donc un intérét fondamental
puisqu’elles définissent la qualité de la matrice néo-synthétisée et donc les propriétés

mécaniques du nouveau tissu.

Plusieurs types de stimulation s’appliquant au ligament ont alors été étudiés :
- les stimulations biochimiques par les facteurs de croissance (PDGF-AB et TGF-f1),
appliquées sur des cellules cultivées en systeme monocouche.

- les contraintes d’étirement.

Dans un premier temps, nous avons défini les conditions d’utilisation du PDGF-AB
pour optimiser la croissance cellulaire et du TGF-B1 pour synthétiser la matrice
extracellulaire par, notamment les collagenes de types I et III.

Ces deux facteurs de croissance ayant ét€ sélectionnés en raison de leur capacité a
induire la synthése de MEC et la prolifération cellulaire, ainsi que leur implication dans la
cicatrisation du ligament et du tendon (Lo IK et col., 2003 ; Attisano L et col., 2002 ; Sakai
T et col., 2002 ; Valentinis B et col., 2001 ; Murakami S et col., 1999 ; Deie M et col.,
1997).

Nos résultats ont montré que:
=  une concentration de 10 ng/mL de PDGF-AB suffit et a été choisie comme
condition optimale pour nos travaux, ainsi que cela été déja montré dans la littérature (Ihn H

et col.,, 1995 ; Ojima Y et col.,2003).
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* le TGF-B1 seul a un effet dose-dépendant sur 1’expression et la synthese
matricielle (collagene de type I et III). Les résultats de cette étude confirment les travaux
précédents qui ont montré que 10 ng/mL de TGF-B1 peuvent favoriser 1’attachement des
fibroblastes, et que 1’effet de TGF-B1 est dose-dépendant sur la production de collagéne (Lieb
E et col., 2004 ; Bosman FT et col., 2003 ; Meaney MM et col., 2003 ; Deie M et col.,
1997 ; Marui T et col., 1997 ; Murphy PG et col., 1994).

» Ja combinaison des deux facteurs de croissance n’est pas une solution adaptée
dans notre cas. La présence de PDGF-AB seul peut aller jusqu’a induire une baisse de la
synthése matricielle, de méme que le TGF-B1 n’a pas une influence positive sur la
prolifération cellulaire. Il semble que la voie de synthese soit différente de la voie de
prolifération, les facteurs de croissance TGF-1 et PDGF suivent deux voies de signalisation
différentes. Donc, il est difficile de parler d’effet combinatoire, d’autant plus que le TGF-3
présente une réponse cyclique et donc difficile a contrdler. Il faut donc, avant toute chose,

mener a bien des études sur les voies de régulation de chaque facteur de croissance.

D’autre part, nous avons montré 1’effet primordial et sélectif de la contrainte d’étirement
puisqu’elle induit la synthése du collagéne de type III présent lors du 1% stade de la
cicatrisation de ligament et tendon, et non la synthese du collagene de type I, et elle agit sur la
synthese de la ténascine, qui peut €tre considérée comme un facteur de différentiation
cellulaire.

En effet, nos résultats ont montré :

= d’une part, I’effet positif de la contrainte sur la synthese matricielle, qui est
optimale en absence de sérum.

= d’autre part, qu'une forte contrainte (1 Hz) augmente 1’expression des ARNm de
collagene de type III et de la ténascine-C de LCA et F-F-CRL.2703. En plus, les études

qualitatives par microscopie confocale ont confirmé ces résultats.

Etant donné que les stimulations biochimiques et mécaniques induisent des réponses
similaires du point de vue de la synthese matricielle, nous nous sommes posés la question
suivante : quelles sont les voies de synthese, et donc les voies de mécanotransduction qui sont
impliquées dans ces réponses a la contrainte mécanique ?

Ces travaux, réalisés sur des cellules fibroblastiques, ont montré 1’apparition d’un
certain degré de différentiation. Les conditions biochimiques et mécaniques étant définies,
nous poursuivons ces travaux dans 1’optique de la différentiation de cellules souches

mésenchymateuses de la moelle osseuse.
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En effet, la connaissance des voies de mécanotransduction est incontournable en
ingénierie tissulaire, puisque ces voies controlent non seulement la différentiation cellulaire,
la prolifération cellulaire mais également la synthése de la matrice extracellulaire, et ceci
conjointement aux voies des facteurs de croissance utilisés couramment pour la stimulation
cellulaire. En fait, ces stress mécaniques sont complémentaires et indispensables pour arriver
a un bio-tissu présentant des propriétés mécaniques satisfaisantes. Elles peuvent induire
également la synthése de novo de facteurs de croissance, servent de régulateurs externes, et
peuvent activer la synthese de la matrice via la voie des facteurs de croissance et modifier
ainsi le phénotype de ces cellules.

Une des voies de transduction conduisant a la synthese des collagenes passe par la voie
du TGF-beta, via des médiateurs intracellulaires connus comme les protéines SMADs.
L’activation des SMADs cause leur translocation du cytoplasme vers le noyau et ainsi
contrdle I’expression génique (de Caestecker M, 2004) (figure IV-1).

La production du TGF-beta, comme celle des différents types de collagenes, étant
régulées par les contraintes mécaniques, il sera donc particulicrement intéressant d’étudier
I’effet de ces contraintes sur cette voie de transduction, qui n’est pas encore étudiée dans le

cas de la mécano-transduction.
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Figure IV-1 : Voies de signalisation de TGF-f§

Ces travaux pourraient aboutir a la connaissance des étapes clés de la différentiation ou
de la synthese matricielle et améliorer sa production, d’un point de vue quantitatif et qualitatif

et s’avérer d’un grand intérét en ingénierie tissulaire.
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Annexes

Annexe 1

Cytometrie en flux - Principe

Cette technique repose sur la mesure de parametres physiques (taille, volume,
granulosité) et biologiques (marquage de molécules par immunofluorescence) de cellules. Le
principe de la cytométrie en flux consiste a analyser, en un temps trés court et sur une grande
quantité de cellules, plusieurs parametres mesurés de maniere semi-quantitative sur chaque
cellule. Pour cela, les cellules défilent une a une a treés grande vitesse dans une veine liquide
devant un rayon laser (figure ci-dessous). La caractérisation des cellules est réalisée a 1’aide
d’un appareil qui comprend une source lumineuse (LASER), une chambre de prélevement et
un systeme optique précédant des photomultiplicateurs qui convertissent des signaux
lumineux en impulsions électriques analogues digitalisées, analysées et mémorisées par un
ordinateur. Les cellules étudiées sont propulsées dans un flux de liquide appelé « liquide de
gaine ». Elles sont alors entrainées une a une dans une cellule de lecture (cuvette) ou elles

passent dans le faisceau lumineux émis par la source.

Représentation schématique d’un cytometrie en flux
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Une analyse simultanée de la lumiere diffractée a 90° (FSC (forward scatter detector)) et

aux petits angles (SSC (side scatter detector)) fournit des données sur la taille et la structure

des éléments étudiés. La mesure aux petits angles est principalement influencée par la taille

des cellules, tandis que la détection a 90° reflete plutdt la structure et la granulosité des

cellules.
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Annexe 3

A. Microscopie confocale a balayage laser

La microscopie confocale a balayage laser ou CLSM (Confocal Laser Scanning
Microscope) permet de visualiser des échantillons biologiques en 3D en éliminant la lumiere

parasite.

Un microscope SP2 Leica dépourvu de filtre dichroique, d’excitation et d’émission est
utilisé afin d’améliorer le taux de transmission du signal d’émission de fluorescence. Cette
amélioration passe d’une part par I’utilisation d’un cristal (AOBS) au niveau de I’excitation
laser et d’autre part par I’utilisation d’un prisme permettant de décomposer et de sélectionner

la longueur d’onde d’émission.

En microscopie optique classique, pour qu’'une image soit nette, il faut que 1’objet soit
dans le plan focal du systeme optique. Lorsqu’un objet est épais, présente un relief important,
ou bien lorsqu’il est incliné par rapport a 1’objectif, seule une partie de 1’objet est nette dans
I’image. Pour résoudre ce probleme, on éclaire la surface non plus par un faisceau de lumiere
blanche, mais par un rayon laser, concentré par une lentille, qui balaie la surface en
positionnant un diaphragme devant le détecteur dans un plan focal conjugué au plan focal de
I’objectif (plans confocaux). De cette manicre, seuls les photons provenant du plan focal
passent le diaphragme et participent a la formation de I'image d’ou le nom «confocal»
(synonyme de monofocal).

Le balayage par le laser se fait a I’aide de deux miroirs orthogonaux. Les détecteurs
utilisés sont des tubes photo-multiplicateurs (PMT), I'intensité lumineuse est mesurée et
numérisée en fonction de la position du laser dans 1’échantillon : on obtient directement des
images numériques. L’emploi d’une source lumineuse cohérente (laser) ainsi que la taille
réduite du champ éclairé permettent d’obtenir une résolution latérale 1égerement meilleure
(180-160 nm) a celle attendue pour un microscope optique conventionnel (200 nm). La
résolution en Z (profondeur) est de I’ordre de 600 nm en microscopie confocale.

Les lasers utilisés le plus fréquemment sont les suivants :

® Argon-ion (457, 488 et 514 nm)
e Hélium-néon (543 nm)

e HéElium-néon (633 nm)
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Le positionnement de ’image dans la profondeur de 1’échantillon est généralement obtenue
en déplacant en Z 1’objectif a ’aide d’un quartz piézo-électrique par pas successifs de 200

nm.

Excitation laser

“Finholk™
i Y
Filere o' émission
PMT
I.'I..n M Y
£ b ke ke L.E
Mirrair diach l ADC
Mirreirnde —
balayage — “Pinhaic®

hjective

Z-agrlis
il

series cemparelle

Tradtemend d'imape

Principe de la microscopie confocale a balayage laser

177



Annexes

B. Microscopie a force atomique (AFM)

Cette technique nous a permis d’observer la topographie des cellules mais également la
topographie précise des fibres de collagene apres 10 jours de culture sur le verre comme

surface de controdle.

La Microscopie a Force Atomique (AFM) est fondée sur la mesure des forces
d'interaction entre une pointe atomique (cantilever) et les atomes de surface de 1'échantillon.
Par balayage de la pointe, des images morphologiques tridimensionnelles a treés hautes
résolutions latérale (x, y) et verticale (z) sont obtenues. La déflexion de la pointe est suivie en
positionnant un faisceau laser sur la face supérieure du cantilever, le faisceau est réfléchi sur
un miroir puis tombe sur des photorécepteurs qui enregistrent le signal lumineux. Les

déplacements x,y,z se font grace a une céramique piézo-électrique.

Schéma du principe de fonctionnement d’un microscope a force atomique
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