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OBJECTIFS

L'arthrose est une pathologie articulaire d’origine plurifactorielle touchant une proportion
grandissante de la population. A ce jour, il n’existe pas de traitement permettant d’interagir
significativement avec la progression de la maladie. Les traitements sont essentiellement
symptomatiques. lls ne modifient pas sensiblement I'évolution naturelle de la maladie et leurs effets
structurels sont controversés. Il est donc urgent d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques, et de
développer des traitements avec une action bénéfique sur les altérations métaboliques et
structurelles des tissus articulaires. Parmi ceux-ci, le cartilage articulaire est une cible privilégiée car

la dégénérescence de ce tissu est un élément important a la pathogénie de I'arthrose.

Dans les conditions normales, le cartilage est avasculaire et non innervé. Ces caractéristiques
permettent au tissu de supporter les contraintes mécaniques importantes générées par les
mouvements, plus particulierement par la locomotion. Cependant, chez les patients souffrant
d’arthrose, des structures vasculaires ont été identifiées dans le cartilage. L’ensemble de notre travail
repose sur |'hypothése que la néo-vascularisation du cartilage est liée a la différenciation
hypertrophique des chondrocytes arthrosiques et a la minéralisation de la matrice extracellulaire. Ce
phénoméne présente de nombreuses similitudes avec I'ossification endochondrale observée au
niveau du cartilage de croissance. Les chondrocytes s’hypertrophient, synthétisent de la
phosphatase alcaline (PA), puis des bourgeons conjonctivo-vasculaires envahissent le
cartilage. Cet aspect particulier de la physiopathologie de I'arthrose est trés peu étudié et les

mécanismes qui sous-entendent la néo-vascularisation du cartilage sont méconnus.
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L’objectif principal de notre travail était d’établir le lien entre le phénotype hypertrophique des
chondrocytes et la néo-vascularisation du cartilage. Dans ce but, nous avons mis au point un modele
de culture de chondrocytes permettant d’étudier les conditions expérimentales qui favorisaient la
différenciation hypertrophique des chondrocytes arthrosiques. Il s’est avéré que la présence de
sérum était un facteur déterminant. Cette observation suggérait un lien entre la vascularisation
cartilage et la différenciation hypertrophique des chondrocytes. Ensuite, nous avons tenté
d’identifier parmi quelques facteurs pro- et anti-angiogéniques connus ceux qui étaient modulés de
facon importante avec la différenciation hypertrophique. Nous avons également recherché le lien
entre ces facteurs angiogéniques et quelques marqueurs de I'hypertrophie et démontré I'implication
de la bone sialoprotein (BSP). L’activité pro-angiogénique des chondrocytes hypertrophiques a été
mise en évidence grace a l'utilisation de plusieurs tests fonctionnels permettant d’étudier la
migration, l'invasion et I'adhésion des cellules endothéliales. Enfin, une étude histologique de
biopsies de cartilage sain et arthrosique a permis d’établir une association de la présence de BSP

avec la sévérité des lésions du cartilage et avec le nombre de structures vasculaires.
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INTRODUCTION

1. LE CARTILAGE ARTICULAIRE

1.1. Origine

Le cartilage est un tissu conjonctif spécialisé qui recouvre les extrémités des os pour
permettre le mouvement de l‘articulation. Il est issu de cellules mésenchymateuses qui
proliférent et se différencient en chondrocytes. Dans le cartilage articulaire adulte, les
chondrocytes restent quiescents et possedent une activité métabolique faible qui leur
permet de renouveler les composants de la matrice extracellulaire qui les entoure. Au
contraire, dans le cartilage de croissance, les chondrocytes continuent a se différencier et
participent au processus d’ossification endochondrale aboutissant a la formation des os
longs. Au cours de ce processus, les chondrocytes de la plaque de croissance entrent dans
une phase proliférative puis deviennent pré-hypertrophiques et ensuite hypertrophiques. Ils
secrétent alors des composants nécessaires a la minéralisation de la matrice et entrent
finalement en apoptose pour étre remplacés par des ostéoblastes qui vont venir apposer
I'os. Plusieurs facteurs sont impliqués dans la régulation des voies de différenciation des
chondrocytes. Soxg est le facteur de transcription qui initie la différenciation chondrocytaire
avec l'aide des cofacteurs L-Soxg et Sox6. Ils forment ensemble un complexe qui se lie au

promoteur du géne codant le collagéne de type Il (col2a1) et active son expression [14]. Au
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stade de chondrocyte différencié, le fibroblast growth factor (FGF) et son récepteur le
fibroblast growth factor receptor 3 (FGFR3) controlent I'entrée dans la phase proliférative en
induisant un blocage de I'indien hedgehog (ihh) et en agissant sur |'expression du gene soxg.
L'ihh est produit par les chondrocytes pré-hypertrophiques et induit la prolifération des
chondrocytes en favorisant la sécrétion de la bone morphogenic protein (BMP)-2. L'ihh
stimule également |'expression du parathyroid hormone-related peptide (PTHrP) qui agit en
inhibant la conversion des chondrocytes prolifératifs en chondrocytes hypertrophiques.
L'ihh et le PTHrP établissent en fait une boule de feedback négatif dans laquelle I'lhh stimule
I'expression du PTHrP qui lui-méme inhibe la différenciation des chondrocytes vers
I'hypertrophie. L'action inhibitrice du PTHrP consiste a augmenter Iactivité
transcriptionnelle de Soxg ce qui contribue a maintenir le phénotype des cellules de la zone
pré-hypertrophique [15]. Le facteur de transcription runt-related factor 2 (runx2), est
responsable de I'engagement des chondrocytes vers la voie de I'hypertrophie (Figure I1)

[26].

+
wv
o

(a2}

Runx2

CARTILAGE

ARTICULAIRE l
Cellules Chondrocytes Chondrocytes Chondrocytes

mésenchymateuses > Chondrocytes > prolifératifs > Pré-hypertrophiques

FGF T l/

+FGFR3 BMP-2

hypertrophiques

PTHrP

Figure l1: Principales étapes et mode d’action des facteurs impliqués dans la coordination des étapes de la
différenciation des chondrocytes a partir des cellules mesénchymateuses. Dans le cartilage articulaire adulte

sain, les chondrocytes sont maintenu dans un état quiescent et ne se différencient plus.

14



1.2. Composition

Le cartilage articulaire est un tissu d’environ 2,5 millimetres d'épaisseur [17] constitué
d’'un seul type de cellules enchassées dans la matrice extracellulaire. Une des particularités
du cartilage articulaire est qu'il est dépourvu de vaisseaux sanguins, de vaisseaux

lymphatiques et d’innervation.

1.2.1. Lescellules

Le cartilage articulaire est constitué d'un seul type de cellules spécialisées, les
chondrocytes. lls occupent 1 a 10% du volume du cartilage et leur densité varie en fonction
du type d‘articulation, de la localisation des cellules au sein du cartilage et en fonction de
I'age de I'individu [18]. Dans I’environnement avasculaire que représente le cartilage, le
chondrocyte privilégie la glycolyse anaérobie en utilisant essentiellement le glucose
provenant du liquide synovial comme substrat énergétique ainsi que pour assurer la
synthese de la glucosamine, un constituant majeur des protéoglycanes (PG) [19]. Les
chondrocytes sont responsables de la synthese et du renouvellement de la matrice
extracellulaire du cartilage [20], ils assurent ainsi un équilibre dynamique et participent au

maintien de 'homéostasie du tissu.

1.2.2. La matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire du cartilage est essentiellement composée d’eau (70 a 80% du
poids frais), d'un réseau de fibres de collagene de type Il (10-20% du poids frais, 90% des
fibres de collagene du cartilage) et d'une substance fondamentale riche en molécules
d’agrécane (AGG) (10% du poids frais, 90% des PG du cartilage) [21]. On trouve également
des molécules minoritaires telles que des collagénes de type IV et IX, de petits PG

(biglycane, décorine et fibromoduline), de I'acide hyaluronique ainsi que d’autres protéines
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non-collagéniques comme la fibronectine et la cartilage olgomeric matrix protein (COMP)
(Figure 12) [3]. Les molécules d’AGG sont constituées d'une protéine axiale sur laquelle se
fixent deux types de glycosaminoglycanes, le sulfate de chondroitine et le sulfate de
kératane. La protéine axiale se lie a I'acide hyaluronique par une protéine de liaison (Figure
13). Dans les conditions normales, la matrice est sujette a un processus de remodelage
dynamique dans lequel des niveaux faible de facteurs anaboliques et d'enzymes de

dégradation (métalloprotéinases (MMP) et protéases) sont équilibrées pour que le volume

du cartilage soit maintenu.
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Différents compartiments peuvent étre identifiés dans la matrice sur base de la

proximité avec le chondrocyte (Figure Iz).

e La matrice péricellulaire est la zone directement adjacente a la membrane du
chondrocyte. Elle contient de grandes quantités d'acide hyaluronique, de PG
sulfatés, de biglycanes et de glycoprotéines, incluant les protéines de liaison et la
laminine. Elle contient par contre une faible teneur en COLIl. La matrice
péricellulaire est bordée d'une capsule péricellulaire composée principalement de
collagéne de type IV et de fibronectine. La matrice et la capsule péricellulaire
forment ensemble le chondron qui constitue une protection hydrodynamique
contre les forces de pression et contrdle en partie la distribution spatio-temporelle
des molécules nouvellement synthétisées [8].

e La matrice territoriale se situe autour de la matrice péricellulaire, elle est riche en
fibrilles de collagéne de type Il et IV. Les chondrocytes établissent des contacts
avec la matrice territoriale grace a des extensions cytoplasmiques riches en
microfilaments [21].

e La matrice interterritoriale constitue I'environnement des chondrocytes, elle est

riche en collagénes de type I, IX et Xl et en AGG [22].
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1.3. Architecture

L'épaisseur du cartilage articulaire est divisée en quatre couches qui se différencient

principalement par le contenu en PG et la disposition des fibres de collagéne (Figure I5) [21].

Matrice péricellulaire

Matrice interterritoriale

Surface articulaire

Matrice territoriale

La couche superficielle du cartilage articulaire est directement en contact avec le
liquide synovial. Son épaisseur varie de 4 a 8 um, ce qui représente 5 a 10% de la
hauteur totale du cartilage. Elle renferme des chondrocytes de forme aplatie qui
secrétent de la lubricine ou PG-4, une glycoprotéine qui abaisse le coefficient de
friction du cartilage [23]. Son contenu en AGG est relativement faible mais elle est
enrichie en petits PG (décorine et biglycane).

La couche moyenne représente 40 a 45% de la hauteur totale du cartilage. Dans
cette couche, les chondrocytes adoptent une forme sphérique et se trouvent au sein
d’un réseau de fibrilles de collagéne qui s'entrecroisent obliquement [19].

La couche profonde du cartilage articulaire représente elle aussi 40 a 45% de la
hauteur du cartilage. Elle est composée d'épaisses fibrilles de collagéne, orientées
perpendiculairement a la surface. On observe dans cette couche des chondrocytes
de forme sphérique disposés en colonnes [21]. La couche profonde est la plus riche

en PG et la densité cellulaire y est la plus faible du cartilage [19].

Figure I5: Représentation schématique
COUCHE SUPERFICIELLE
de l'architecture du cartilage articulaire.
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articulaire repose sur une couche d'os
COUCHE PROFONDE
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cortical, le plateau osseux sous-

Plateau osseux sous-chondral —%& COUCHE CALCIFIEE C h on d ra | .
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La limite entre la couche profonde et la couche calcifiée du cartilage est marquée par une
zone basophile nommée tidemark, représentant le front de minéralisation de la matrice
extracellulaire. L'ensemble fonctionnel formé par la couche calcifié du cartilage et le plateau
osseux sous-chondral est appelé plaque ostéochondrale (Figure 16) [24]. Le plateau sous-
chondral est une couche d’os compact tres vascularisé de plus ou moins 0,6 mm située entre
le cartilage calcifié et I'os trabéculaire [25]. La fonction principale du plateau sous-chondral
est d’absorber les contraintes mécaniques exercées sur l'articulation. Il assure également
une partie des apports nutritifs du cartilage. En effet, les vaisseaux terminaux présents au
niveau du plateau sous-chondral sont en contact direct avec la couche profonde du cartilage

[26, 27]. lls délivrent au cartilage environ 50% de ses besoins en glucose et en oxygene [25].
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1.4. Propriétés mécaniques

Le cartilage est a la fois résistant et élastique, il est congu pour absorber les contraintes
mécaniques auxquelles I'articulation est soumise. Ses propriétés s’expliquent par sa
composition et son architecture. En effet, la grande résistance du cartilage aux pressions
appliquées au niveau des articulations est assurée par le réseau dense de fibres de

collagénes. Les fibres sont orientées de facon paralléle a la surface dans la couche
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superficielle, de facon aléatoire dans la couche moyenne et perpendiculairement a la
surface dans la couche profonde du cartilage afin d’ancrer fermement le tissu dans la couche
d’os sous-chondral. L'élasticité du tissu s'explique par le caractéere hydrophile des PG qui
permet la sortie des molécules d'eau hors de la zone de compression lors de |'application
d’'une charge et le retour vers le cartilage lors du relachement. Le cartilage articulaire
possede un coefficient de friction extrémement faible, ce qui permet le glissement des
extrémités épiphysaires des os. Ces propriétés lui permettent d'assurer ses fonctions
principales a savoir de participer a la transmission et a I'amortissement des contraintes

mécaniques exercées sur |'articulation [19].
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2. PHYSIOPATHOLOGIE DE L’ARTHROSE

L'arthrose est la forme de maladie articulaire la plus répandue, elle a été définie par le
college américain de rhumatologie (ACR) comme « un groupe de conditions hétérogenes
qui conduisent a des signes et symptomes articulaires qui sont associés a une intégrité
défective du cartilage articulaire en plus de changements relatifs dans |'os sous-jacent aux
marges de |'articulation ». Bien que souvent associée au vieillissement, I'arthrose n’est pas
une maladie directement liée a I'dge [28]. Elle peut étre usuellement classifiée comme une
maladie primaire (arthrose idiopathique) ou secondaire lorsque des causes de prédisposition
évidentes ont été identifiées (traumatisme, facteurs endocriniens, neurologiques et
métaboliques) [29]. Les différentes formes cliniques d'arthroses peuvent résulter de I'action
de facteurs mécaniques, génétiques, traumatiques ou encore systémiques. L'influence de
facteurs généraux a effectivement été mise en évidence par la contribution du tissu
graisseux dans la réaction inflammatoire observée dans I'articulation arthrosique. L'obésité
constitue un des facteurs de risque majeur de |'arthrose, elle favorise sa survenue d'une part
a cause des contraintes mécaniques élevées sur les articulations portantes liées au surpoids
de I'individu et d'autre part par la production de cytokines au niveau des tissus adipeux, les
adipokines (leptine, résistine, adiponectine et visfatine), qui contribuent a l'inflammation
des tissus de I'articulation. Cette idée est appuyée par I'augmentation de la fréquence de
I'arthrose digitale chez les patients obéses avec I|'adiponectine représentant un marqueur
prédictif de la progression structurale de I'arthrose [30, 31]. Au-dela de ces observations, le
concept récent qui catégorise certaines formes d’arthrose au rang de maladie métabolique
résulte de la constatation d'une association entre |'arthrose et le syndrome métabolique. Le
syndrome métabolique (SM) désigne un ensemble de troubles liés a la présence d’anomalies

glucido-lipidiques associées a linsulino-résistance, a I'hypertension et a I'obésité
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abdominale. Lorsqu'ils surviennent conjointement, ces troubles métaboliques accroissent le
risque de diabéte de type Il, de troubles cardio-vasculaires et d'accident vasculaire cérébral
[32]. Plusieurs études ont été menées sur des cohortes de patients et les résultats ont
montré que le risque de gonarthrose augmentait avec le nombre de facteur définissant un

syndrome métabolique [33-35] (Figure 17).

SYNDROME METABOLIQUE
ADIPOKINES SYNOVIAL
MEMBRANE
Leptine
Résistine
ADIPOCYTES/' Adiponectine
% 4 Visfatine
INFLAMMATION : PCRP, PML-6, NTNF-
BRESITE e AMATION ¢ TCRE TL6; T THER
STR,
ESg MEC
Hypertension AN/QUE :
Mp
Dyslipidémie ORTANT
Résistance a Maladie
I'insuline cardiovasculaires

Figure 17 : Le syndrome métabolique est lié a I'obésité et résulte en un ensemble de troubles métaboliques
qui augmentent les risques d’hypertension, de résistance a l'insuline, de dyslipidémie et de maladies
cardiovasculaires. L'obésité joue un double réle dans I'arthrose, elle incite sa survenue par le stress
mécanique important appliqué aux articulations portantes et par la production d’adipokines qui favorisent

la réaction inflammatoire en augmentant certaines cytokines (modifié d’apres Henrotin, 2005 [12]).



2.1. Modifications anatomo-pathologiques

L'arthrose constitue un processus dynamique impliquant tous les tissus de |'articulation
et également les tissus péri-articulaires. Elle est caractérisée par des modifications
principalement au niveau des tissus osseux, synoviaux et cartilagineux et touche également
les tendons, la moelle osseuse, les muscles péri-articulaires, les ligaments et les tissus
neuraux [36]. Nous nous contenterons ici de décrire en détails les modifications observables

dans le cartilage, I'os et la membrane synoviale arthrosique.

2.1.1. Lecartilage

Le cartilage articulaire arthrosique subit une dégradation progressive causée par le
déséquilibre entre |'activité anabolique et catabolique des chondrocytes qui entraine le
bouleversement de la composition de la matrice extracellulaire. Il est effectivement
largement admis que l'arthrose résulte d'un déséquilibre métabolique causé par les
tentatives de réparation initiées par les cellules en réponse aux processus de dégradation
tissulaires [37]. Les modifications structurelles et fonctionnelles aboutissant a la
dégradation du cartilage arthrosique résultent d'un stress, la plupart du temps mécanique,
appliqué a un cartilage articulaire normal ou de sollicitations mécaniques normales exercées
sur un cartilage déja fragilisé [38]. L'analyse du cartilage articulaire arthrosique révele
immédiatement I'état détérioré du cartilage qui dans la plupart des cas avancés d'arthrose
peut disparaitre complétement laissant entrevoir |'os sous-chondral. Les dommages
observés sont principalement des fissures et des fibrillations qui apparaissent au niveau de
la surface articulaire (Figure 18A) et dont la profondeur augmente avec la sévérité de la
maladie [39-41]. Microscopiquement, la densité cellulaire est modifiée. Une hyper-

cellularité s'identifie par la présence d’agrégats de chondrocytes (ou clusters) (Figure 18B).
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Par contre, dans les formes sévéres d'arthrose la densité de chondrocytes diminue
consécutivement a I'apoptose des cellules [42]. La quantité de PG présents dans la matrice
extracellulaire est également un marqueur de la dégradation du cartilage puisqu’elle
diminue progressivement avec la sévérité de la maladie [43]. Des zones de minéralisation de
la matrice extracellulaire peuvent apparaitre [44]. Quant a la tidemark, elle apparait
multipliée dans le cartilage arthrosique [45] (Figure I8C). Ce phénomene est un indicateur de
progression et de I'avancée du front de minéralisation vers le cartilage non-calcifié qui se
traduit par un épaississement de la couche calcifiée du cartilage. Le dédoublement de la
tidemark serait la conséquence d’une réactivation du systeme d’ossification endochondrale
associée a une différentiation hypertrophique des chondrocytes et a la minéralisation de la
matrice du cartilage. En effet, I'étude histologique de cette zone met en évidence la
présence de chondrocytes hypertrophiques (CH) au voisinage de la tidemark. Notons que la
réplication de la tidemark précéde I'apparition des lésions du cartilage et constitue donc un
signe précoce de I'arthrose. Enfin, I'intégrité de la tidemark peut étre compromise par la
traversée de canaux provenant de I'os sous-chondral vers le cartilage [46]. Il existe plusieurs
méthodes d’évaluation histopathologiques établies a partir d'observations macroscopiques
[10, 47] ou microscopiques [39, 48] qui tiennent compte des modifications structurelles

observées dans le cartilage arthrosique.

10~

Figure 18 : Modifications structurelles du cartilage arthrosique. A) Fissurations et fractures de la surface

articulaire, B) Clusters de chondrocytes, C) Multiplication de la tidemark. Les fleches indiquent la tidemark.
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2.1.2. L’os sous-chondral

Les ostéoblastes de I'os sous chondral, lorsqu’ils sont soumis a de fortes contraintes
mécaniques, expriment un phénotype pro-inflammatoire et pro-angiogénique contribuant
aux changements structurels observables dans I'os sous-chondral arthrosique. Il subit un
remodelage accru qui résulte en l'augmentation de I'épaisseur du plateau osseux sous
chondral, un phénomeéne appelé sclérose de I|'os sous-chondral, correspondant a
I'accumulation de substance ostéoide [49]. De plus, la formation d’os nouvellement
synthétisé aux marges de l'articulation aboutit a la formation d’excroissances osseuses
observables en radiographie, les ostéophytes. Notons aussi I'apparition de kystes intra-
osseux a contenu liquidien fibreux ou nécrotique [50]. On peut également observer
I'apparition de lésions de la moelle osseuse au niveau de l'os trabéculaire, visibles
uniguement a la résonance magnétique nucléaire [51]. Au niveau du genou arthrosique, ces
Iésions sont visibles en regard des |ésions cartilagineuses, dans les régions ou les contraintes
mécaniques sont les plus importantes. Par contre, du c6té opposé, une ostéopénie est
souvent observée [52]. La sclérose osseuse est associée a un épaississement des travées
osseuses et de la plague ostéochondrale, a I'augmentation de la porosité du plateau osseux,
a une diminution locale de la minéralisation de I'os et donc de sa rigidité. Il s’agit d'une
adaptation de l'os sous chondral aux contraintes mécaniques anormales exercées sur
I'articulation. Récemment, il a été démontré que les ostéoblastes des zones sclérosées de
I’os sous chondral exprimaient un phénotype particulier, différent sous de nombreux aspects
de celui des zones non sclérosées voisines. Ce phénotype est caractérisé par une production
anormalement élevée de collagene de type |, d’ostéocalcine, d’ostéopontine, de progressive
ankylosis protein homolog (ANKH) et de cytokines inflammatoires dont les interleukines (IL)-

6 et -8 [53].
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2.1.3. Lamembrane synoviale

La membrane synoviale arthrosique est le siege d'une inflammation qui contribue au
gonflement et a la rigidité articulaire. Lorsqu’elle a lieu, cette réaction inflammatoire est
secondaire a la dégradation du cartilage. Elle débute en regard des lésions cartilagineuses, et
s’étend ensuite a I'ensemble de la membrane synoviale. Les modifications caractéristiques
dans la membrane synoviale enflammée observables histologiqguement sont une
hypertrophie des franges synoviales (replis flottant dans la cavité articulaire) et une
augmentation de la densité vasculaire qui s’accompagnent en général d’une infiltration de
cellules mononuclées (lymphocytes, monocytes/macrophages) dans le tissu épaissi par du
tissu fibreux [54, 55]. La fibrose de la synoviale est en effet un processus commun,
essentiellement observée dans les étapes tardives de l'arthrose [56]. Un processus
d’angiogenése associé a l'inflammation a lieu dans la membrane synoviale arthrosique mais
il n"est pas associé a I'angiogenése observée au sein de la plaque ostéochondrale [57].
Quoique généralement plus importante dans les formes séveres d’arthrose, I'inflammation
de la membrane synoviale peut aussi étre observée dans les étapes précoces de la

progression de la maladie [58].

2.2. Les boucles physiopathologiques

Le chondrocyte occupe une position centrale dans les mécanismes
physiopathologiques de I'arthrose. Les principales modifications biologiques responsables
du développement de la maladie sont résumées dans trois boucles pathologiques qui
impliquent I'activité de facteurs biochimiques au sein du cartilage, de la membrane
synoviale et de I'os sous-chondral. Ce sont les boucles cartilagino-cartilagineuse, synovio-

cartilagineuse et ostéo-cartilagineuse.
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2.2.1. Laboucle cartilagino-cartilagineuse

D’un point de vue métabolique, les chondrocytes arthrosiques peuvent exprimer des
phénotypes différents selon leur localisation et I’évolution de la pathologie. Le phénotype dit
« anabolique » est caractérisé par la synthése accrue de collagene de type Il et de molécules
d’AGG. Cette hyperactivité est limitée aux chondrocytes des zones moyennes et profondes
du cartilage arthrosique [26] et est observée au stade précoce de la maladie [59]. Dans les
stades avancés de la maladie, I'activité catabolique des chondrocytes est prédominante [59].
Le phénotype « catabolique » est caractérisé par la synthése accrue de MMP. Enfin, les
chondrocytes peuvent exprimer un phénotype « hypertrophique » marqué par la production
de phosphatase alcaline tissu non spécifique (PA), d’ostéocalcine et de collagéne de type X
[60, 61] et par l'expression de PTHrP [62], d’annexines [63] et de molécules de la
minéralisation [64]. Cette différenciation hypertrophique s’accompagne d’une minéralisation
de la matrice extracellulaire, d’un épaississement de la couche calcifiée du cartilage et de la
multiplication de la tidemark. Il s’agit d’'un phénomeéne d’ossification endochondrale
responsable de I'augmentation de la rigidité du cartilage et en conséquence des contraintes
mécaniques exercées sur le cartilage sus-jacent. La boucle cartilagino-cartilagineuse se
déroule plusieurs phases plus ou moins imbriquées mais distinctes par le phénotype des
chondrocytes. Dans une premiere phase réactionnelle, le déséquilibre métabolique des
chondrocytes entraine la dégradation du cartilage a travers une réponse anabolique suivie
d'événements cataboliques. Ensuite, on observe une réitération des événements

observables lors de I'ossification endochondrale par des CH.
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2.2.1.1. Dégradation

Les chondrocytes entrent premiérement dans une phase anabolique subséquente a un
stimulus d’origine mécanique, hormonal, ou autre appliqué au cartilage. Ils proliferent,
forment des clusters et secretent des molécules de la matrice comme I'AGG, le collagene de
type Il [65, 66]. IIs produisent également des facteurs de croissance tels que le TGF-B, les
BMP et l'insulin-like growth factor (IGF)-1 ainsi que des cytokines anti-inflammatoires (IL-4,
IL-10) qui agissent en stimulant la synthese des molécules de la matrice [67]. En parallele,
les chondrocytes produisent des molécules du catabolisme, principalement des MMP dont
la synthése est induite par I'lL-1, qui dégradent la matrice péri-cellulaire. Cette phase dite
« réactionnelle » est interprétée comme une tentative des chondrocytes a réparer les lésions
de la matrice causée par l'initiation du processus arthrosique. Puisque les chondrocytes
arthrosiques possedent un plus grand nombre de récepteurs a I'lL-18 et moins de récepteurs
au TGF-B que les chondrocytes normaux, ils sont plus réceptifs aux signaux cataboliques de
IlL-18 et moins sensibles a l'effet anabolique du TGF-B [68, 69]. Les clusters de
chondrocytes peuvent contenir plus de 20 cellules, ils sont souvent localisés prés des
fissures et fractures de la couche supérieure du cartilage. Les clusters se forment par
prolifération des chondrocytes et la quantité de chondrocytes prolifératifs augmente
pendant la progression de I'arthrose [70]. Plusieurs facteurs de croissance peuvent stimuler
la formation de clusters in vitro et le FGF2 semble étre le facteur prédominant [71], il agit en
induisant I'expression des protéinases MMP-13 et ADAMTS-4 [72]. Le TGFP et le TGFa
peuvent aussi induire la formation de clusters [73, 74]. De la méme facon, il a été montré que
les stress mécaniques appliqués a des chondrocytes cultivés en suspension pouvaient aussi
favoriser la formation de clusters [75]. Les clusters expriment un trés grand nombre de

protéines qui ne sont pas détectées dans les cellules normales du cartilage et qui suggere
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que I'activation inclus principalement des enzymes de dégradation de la matrice et des
médiateurs de I'inflammation. Un ensemble de facteurs de croissance exprimés dans les
clusters dirigent probablement aussi la prolifération dans les clusters et dans les zones de
cartilage avoisinantes [11] (Figure lg). La différenciation anormale des chondrocytes est
également une voie qui semble impliquée dans I'activation des cellules, cette information se
base sur I'observation de marqueurs de I'hypertrophie, tel que le collagene de type X [76], la
MMP-13 et runx2 [77] qui sont co-localisés dans presque tous les chondrocytes des clusters
observés dans le cartilage arthrosique. Des cellules apoptotiques ont été observées dans les

clusters cellulaires [42, 78].
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Figure 19 : Représentation schématique des phases de la formation de clusters 1) Organisation du cartilage
normal, 2) Cartilage 1ésé avec mort cellulaire et libération de facteur de croissance a partir de la matrice
extracellulaire (MEC), 3) Destruction importante de la MEC, prolifération cellulaire, formation de clusters,

libération de facteurs cataboliques (cytokines et MMP) (modifié d’aprés Lotz, 2010 [11]).
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2.2.1.2. Ossification endochondrale

En résultat de la phase réactionnelle, le processus arthrosique s’installe car la tentative
de réparation menée par les éléments cellulaires de I'articulation est vaine, ce qui s'explique
entre autres par le fait que la production de facteurs de croissance actifs n’est pas suffisante
pour pallier la surexpression des cytokines et des enzymes protéolytiques [79]. La
prolifération excessive des chondrocytes va aboutir a leur différenciation terminale lors de
laquelle les CH vont entrainer linvasion du cartilage par des vaisseaux sanguins, le
remodelage et la minéralisation de la matrice extracellulaire et enfin I'apoptose. Cette suite
d’événements est semblable a celle observée lors de la croissance osseuse. Des études
génomiques ont permis de mettre en évidence des polymorphismes ou des mutations dans
les genes encodant les molécules de la matrice extracellulaire et de molécules de
signalisation associées aux voies de TGF(, des BMP et de Wnt et qui pourraient déterminer
la différenciation des chondrocytes. La perturbation de ces voies de signalisation pourrait
induire les chondrocytes a récapituler le développement moléculaire, incluant I'expression
de marqueurs de I'hypertrophie tels que le collagéne de type X, la MMP-13 et runx2 [80].
L'HIF-2a est un régulateur transcriptionnel important des événements des étapes centrale
de l'ossification endochondrale (hypertrophie, dégradation et vascularisation) et pourrait
constituer une cible thérapeutique intéressante [81, 82]. Un grand nombre de facteurs sont
impliqués dans le processus de d’ossification endochondrale observée dans I'arthrose (Table
I1), ils contribuent a la dégradation de la matrice extracellulaire du cartilage et puisque le
phénotype des chondrocytes quiescent du cartilage articulaire est en partie maintenu par la
composition de la matrice extracellulaire et notamment le collagene de type IX [83] et les
PG [84] qui agissent sur I'organisation des cellules, la destruction de la matrice du cartilage

arthrosique pourrait favoriser la différenciation des chondrocytes. A ce stade, les
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chondrocytes des clusters situés pres des fissures expriment des geénes liés a la
différenciation terminale tels que le proliferating cell nuclear antigen (PCNA), le syndecan-3,
la phosphatase alcaline et I'annexine VI [85]. Les annexines Il, V et VI sont de composants
majeurs des vésicules matricielles (VM) libérées a partir de la membrane plasmique et oU
s'initie le processus de minéralisation de la matrice [85]. La diminution des facteurs anti-
angiogéniques qui maintiennent normalement I'état avasculaire du cartilage, associée a la
surproduction de facteurs activateurs de I'angiogenese permet l'invasion vasculaire du
cartilage, une étape nécessaire pour initier la minéralisation de la matrice visible dans le

processus d’ossification endochondrale qui conduit ensuite a I'apoptose des cellules.

Table 11: Réle des principaux facteurs impliqués dans le processus d’ossification endochondrale dans

Iarticulation arthrosique (modifié d’apres Dreier, 2010 [5]).

FACTEUR DE SIGNALISATION ROLE DANS L’ARTHROSE

Bone morphogenic proteins Stimulation de MMP-13

Fibroblast growth factors Stimulation d’ADAMTS-5

TGFB Stimulation de MMP-13
Wnt/B-catenine Activation des génes de maturation

Induction de la dégradation de la matrice
Induction des MMP et aggrécanases (via WNT1-inducible-signaling

pathway protein 1)

Indien hedgehog Induction d’ADAMTS-5 via runx2

Acide rétinoique Induction de MMP-13 et des aggrécanases

Discoidin domain receptor Induction de MMP-13 et des fragments de collagéne Il dérivés de MMP
MMP/ADAMTS Facteurs clés dans la dégradation de la matrice arthrosique

La dégradation de la matrice s'accompagne d’une différenciation

terminale des chondrocytes: mécanisme de feedback positif?

Soxg Impliqué dans I'expression de MMP-13

Runx2/3 Induction de I'hypertrophie des chondrocytes

Induction de I'expression de MMP-13
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2.2.2. Laboucle ostéo-cartilagineuse

L'apparition de la sclérose sous-chondrale caractéristique du remodelage osseux qui se
produit dans l'arthrose pourrait, selon les différentes théories, étre causée par les
microfractures observables au niveau de la jonction osteochondrale arthrosique [86] ou étre
la conséquence d'un trouble métabolique général de I'os [87, 88]. Certaines études laissent
croire que les modifications de I'os sous-chondral précedent celles du cartilage et d’autres
suggerent que la sclérose sous-chondrale est la conséquence de I'altération des propriétés

mécaniques du cartilage. L'attribution du phénomene déclencheur reste controversé [89].

2.2.2.1. Voies de communication

La plaque ostéochondrale constitue une unité dans laquelle des structures permettant
la communication biochimique entre I'os et le cartilage ont été décrites assez récemment.
La présence de ces structures suggere un role de |'unité biomécanique os-cartilage dans le
développement et la progression de I'arthrose [90]. En effet, dans |'articulation arthrosique,
des microfractures sont visibles au niveau de la plaque ostéochondrale. Certaines
microfractures sont envahies par des structures conjonctivo-vasculaires ou par des
vaisseaux sanguins, qui par cette voie pénetrent la couche calcifiée du cartilage. La présence
de ces connections (microfractures, canaux vasculaires, vaisseaux sanguins) entre I'os sous-
chondral et le cartilage suggére que des médiateurs produits par les ostéoblastes sous-
chondraux peuvent atteindre le cartilage sus-jacent et agir sur les chondrocytes.
L'irrégularité de la tidemark favorise la communication par I'existence de zones de cartilage
non-calcifié pénétrant dans la couche calcifiée du cartilage articulaire. Ces zones viennent
en contact direct avec I'os sous-chondral et la moelle osseuse ce qui génére des endroits de

moindre résistance a I'écoulement de fluide a travers |'unité os-cartilage [90, 91].
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2.2.2.2. Echanges

Le passage de facteurs biochimiques entre I'os et le cartilage a été démontré par une
équipe canadienne. Ces chercheurs ont révélé la présence du hepatocyte growth factor
(HGF) dans les couches profondes du cartilage arthrosique, alors que les chondrocytes ne
produisent pas ce facteur sous sa forme native [92]. D'autre part, des marqueurs du
remodelage osseux, tel que l'‘ostéocalcine, ont été trouvés dans le fluide synovial des
patients arthrosiques [93]. Récemment, en utilisant un systeme de co-culture
ostéoblastes/chondrocytes, nous avons montré que les ostéoblastes des zones sclérosées
de l'os sous-chondral arthrosique, contrairement aux ostéoblastes des zones non-
sclérosées, diminuaient la synthése d’AGG et de collagene de type Il et augmentaient
I'expression des MMP-3 et -13 par les chondrocytes [94]. Le médiateur responsable de ces
effets semble étre I'lL-6. L'ensemble de ces éléments démontre I'existence d'une
communication entre le cartilage et I'os sous-chondral, et suggére que des médiateurs

provenant de |'os sous chondral contribuent a la dégradation du cartilage.

2.2.2.3. Changements phénotypiques

La modification du phénotype des chondrocytes participe a la dégradation du cartilage
arthrosique notamment parce que les CH sécretent de grandes quantités de MMP. Le
phénotype hypertrophique est caractérisé par un niveau d’expression élevé de marqueurs
spécifiques qui sont le collagene de type X [76], le facteur de transcription runx2 [95] et la
MMP-13 [96]. Un réseau de facteurs de transcription, de facteurs de croissance, d’
hormones, de molécules de la matrice et de protéases régulent I'hypertrophie de fagon
positive ou négative [5]. A tout moment dans la progression de la maladie, des

chondrocytes quiescents du cartilage articulaire peuvent s'activer et acquérir des caracteres
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INTRODUCTION

semblables a ceux des chondrocytes de la plaque de croissance. En effet, la différenciation
hypertrophique des chondrocytes arthrosiques est considérée comme une réitération du
processus d'ossification endochondrale définie par une succession de processus semblables
a ceux observés durant I'ostéogenése. La jonction ostéochondrale est également concernée
par ce processus pathologique d'ossification endochondrale, il s’en suit un épaississement
de la couche calcifiée du cartilage qui se traduit par I'avancée du front de minéralisation
observable par la multiplication de la tidemark [97, 98]. Les marqueurs caractéristiques de
I'ossification endochondrale sont exprimés par les chondrocytes arthrosiques. De plus, le
changement de phénotype s’accompagne d'une néo-vascularisation du cartilage en
provenance de I'os sous-chondral. Des études antérieures ont démontré la présence de
canaux contenant des structures vasculaires traversant la tidemark et aboutissant au sein du
cartilage articulaire (Figure [10) [57]. Ces structures sont généralement accompagnées d'une
invasion nerveuse impliquant une perception de la douleur [g99]. L'invasion vasculaire est
également associée a la calcification de la matrice extracellulaire dans certains cas

d’arthrose [100].

{
TIDEMARK

-y .

Figure l10: Mise en évidence de canaux
provenant de |'os sous-chondral, traversant

la tidemark et aboutissant dans le cartilage

o Wl w7
0OS SOUS-CHONDRAL, -

articulaire (grossissement 10x).
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2.2.2.4. Néo-vascularisation

Le cartilage articulaire normal est un tissu non vascularisé. Cette propriété particuliere
provient de la richesse du cartilage en facteur dits «anti-angiogéniques» comme la
chondromoduline-1 et la thrombospondine-1 [101, 102]. Le maintien de I'état avasculaire du
tissu sain résulte d'un avantage des facteurs inhibiteurs sur les activateurs de I'angiogenese.
La néo-vascularisation du cartilage arthrosique se produit par le biais du processus
d’'angiogenese qui par définition consiste en la formation de nouveaux vaisseaux a partir
d’un réseau vasculaire préexistant. La présence d’'une plus grande densité vasculaire dans le

cartilage de patients arthrosiques a été démontrée [103].

2.2.2.4.1. Angiogeneése et remodelage de I'os sous-chondral

Les ostéoblastes et les ostéoclastes expriment les différentes isoformes du vascular
endothelial growth factor (VEGF) et de ses récepteurs, ainsi qu'un inhibiteur de
I'angiogeneése, le pigment epithelium-derived factor (PEDF) [104]. Ces facteurs jouent un role
crucial dans l'angiogeneése et le remodelage osseux. De plus, diverses protéines produites
par les ostéoblastes, comme |'ostéocalcine, la bone sialoprotein (BSP) et la bone
morphogenetic protein (BMP)-7, ont montré des propriétés pro-angiogéniques [105-107].
Récemment, nous avons montré que les ostéoblastes des zones sclérosées de |'os sous-
chondral arthrosique produisent davantage de VEGF et d'ostéocalcine que les ostéoblastes
des zones non sclérosées [108]. La synthese accrue de ces facteurs localement pourraient
expliquer l'invasion de la plaque osseuse sous-chondrale arthrosique par des vaisseaux

sanguins.
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2.2.2.4.2. Angiogénese et ossification endochondrale

Dans le cartilage normal, la présence de vaisseaux sanguins a été observée dans la
couche calcifiée du cartilage. Par contre, la présence de tels vaisseaux au-dessus de la
tidemark, dans les couches non calcifiées du cartilage, est un phénomene anormal [109].
Dans le cartilage arthrosique, il y a une augmentation du nombre de vaisseaux et de
terminaisons nerveuses sensitives et sympathiques qui franchissent la tidemark [110].
L'apparition de vaisseaux sanguins au sein de la jonction ostéochondrale pourrait étre un
élément déclencheur de l'ossification endochondrale, caractérisée par la différenciation
hypertrophique des chondrocytes, 'augmentation de I'activité phosphatase alcaline dans le
cartilage et I'accumulation de microcristaux [100]. Ce phénomeéne expliquerait, en tout cas

en partie, I'épaississement de la couche calcifiée du cartilage et la réplication de la tidemark.

2.2.2.4.3. Effet des médiateurs de I'inflammation sur I'angiogenése

L'inflammation est étroitement liée a |'angiogenése et est impliquée dans la néo-
vascularisation tissulaire de plusieurs maniéres. Les tissus enflammeés sont souvent
hypoxique et I'hypoxie peut induire I'angiogenese en augmentant la production de VEGF.
De plus, les cellules inflammatoires telles que les macrophages, présents en abondance
dans la membrane synoviale arthrosique, produisent également des facteurs pro-
angiogéniques [111]. Notons, que le TNF-a, une cytokine produite en abondance par les
macrophages, est également un facteur pro-angiogénique [109]. Le mode d'action du TNF-
a est indirect puisque celui-ci n'a pas une action mitogene sur les cellules endothéliales
[122]. De plus, le TNF-a semble réguler, en partie, I'expression de deux enzymes
protéolytiques, MMP-g et MMP-14 qui sont connues pour étre cruciales dans la progression

des vaisseaux au sein de la matrice extracellulaire [113]. L’hypothése commune est que
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I'angiogenése potentialise I'inflammation. En effet, certains facteurs angiogéniques tels que
le VEGF et le basic fibroblast growth factor (bFGF) ont également un role pro-inflammatoire.
La coexistence des deux phénoménes peut donc mener a une inflammation persistante

[109].

2.2.2.4.4. Présence d'un déséquilibre entre facteurs angiogéniques

De maniére générale, l'angiogenése tissulaire résulterait d'un déséquilibre entre
facteurs pro- et anti-angiogéniques. Ce déséquilibre peut résulter d'une augmentation de
production des facteurs pro-angiogéniques et/ou d'une diminution de production des
facteurs anti-angiogéniques. De nombreux facteurs impliqués dans I'angiogenéese ont été
identifiés dans le cartilage sain et arthrosique (Table I12). Plusieurs études ont montré la
présence de molécules pro-angiogéniques, comme le bFGF et le VEGF dans le cartilage sain
[114, 115] bien que ce tissu soit non-vascularisé. Ces observations suggérent que le cartilage

normal est potentiellement angiogénique bien qu’il maintient un phénotype angiostatique.

2.2.2.4.5. Facteurs anti-angiogéniques

Les PG jouent un réle anti-angiogénique trés important. Smith et ses collaborateurs ont
montré que la diminution du contenu en PG de la matrice extracellulaire était associée a
Iinvasion vasculaire du cartilage [116]. Des PG peuvent également agir en se fixant a
certains facteurs angiogéniques. Par exemple, I'héparine et I'héparan sulfate sont capables
de lier le bFGF ainsi que le VEGF, empéchant ainsi la liaison de ces facteurs a leurs
récepteurs tyrosine-kinase [114, 117, 118] et bloquant de cette fagon leur diffusion dans la
matrice extracellulaire. Les chondrocytes produisent de nombreux facteurs anti-
angiogéniques. La thrombospondine-1 (TSP-1) a été largement décrite, il s'agit d'une

glycoprotéine impliquée dans les interactions matrice-chondrocyte [102]. Dans le cartilage

37



normal, le facteur TSP-1 est principalement présent dans les zones moyenne et profonde et
I'expression des ARN messagers est prédominante au niveau des chondrocytes de la zone
moyenne. Elle est présente en quantité moins importante dans le cartilage arthrosique que
dans le cartilage normal. La TSP-1 est un facteur activateur du TGF- B1 [119]. Cette protéine
inhibe I'angiogenese en empéchant la migration des cellules endothéliales [120] et en
induisant leur apoptose [121] ainsi qu’en inhibant la liaison du VEGF a son récepteur VEGFR-
2 [122]. La ténascine, une autre protéine impliquée dans les interactions matrice-cellule,
jouerait également un role dans le phénoméne d’'angiogenése. Contrairement a la
thrombospondine, la ténascine aurait un rdle pro-angiogénique [123]. Il a été montré que
I'expression de la ténascine augmente dans le cartilage arthrosique mais qu’elle est
faiblement exprimée dans le cartilage normal [124]. Cette protéine pourrait des lors jouer
un rble dans la néo-vascularisation du cartilage arthrosique. Un autre facteur anti-
angiogénique qui a été activement étudié est la chondromoduline 1 (ChM-1). Elle a été identifiée
dans le cartilage a plusieurs reprises [125, 126] et différentes études ont montré qu’elle inhibait la
prolifération des cellules endothéliales in vitro [127] et in vivo [125]. Selon une étude
immunohistologique récente, I'expression de ChM-1 diminue dans la zone superficielle du
cartilage dans les stades précoces de I'arthrose et elle est réduite dans toutes les zones du
cartilage articulaire dans les stades les plus sévéres. La réduction de ChM-1 coincide avec
Iinvasion vasculaire du cartilage [128]. De fagon concomitante, on peut observer une
augmentation de I'expression du VEGF et des MMP-g9 et MMP-13, deux MMP favorisant
Iinvasion vasculaire du cartilage arthrosique. Il est important de souligner qu‘a ce jour, les
régulateurs de I'expression des inhibiteurs de I'angiogenése au sein du cartilage sont

meéconnus.
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2.2.2.4.6. Facteurs pro-angiogéniques

Un certain nombre de facteurs pro-angiogéniques ont été identifiés au sein du
cartilage. Le plus étudié est le VEGF. C'est pour cette raison que nous avons choisi de
centrer notre attention sur ce facteur. Le VEGF est une glycoprotéine homodimérique, avec
une masse moléculaire de 34-45 kDa, qui existe sous cing isoformes différentes (VEGF,,,,
VEGF,,s, VEGF.s;, VEGF.gq et VEGF,o) qui fixent 3 récepteurs (VEGFR-1, VEGFR-2 et
VEGFR-3) [129]. Trois isoformes sont produits par les chondrocytes, sains et arthrosiques
(VEGF,.,, VEGF,6; et VEGF,s,). Les trois récepteurs sont exprimés par les chondrocytes
arthrosiques, alors qu’aucun récepteur pour le VEGF n'a été détecté sur les chondrocytes
sains [130]. Les principaux facteurs induisant I'expression du VEGF par les chondrocytes en
culture sont I'hypoxie et [‘hypoxia-inductible factor (HIF-1), le stress mécanique ainsi que
divers facteurs tels que I'lL-1, I'lL-17, le TNF-q, le monoxyde d'azote (NO) et le peroxyde
d’hydrogene (H202) [131]. Une étude immuno-histochimique a montré que le VEGF n’est
pas présent dans le cartilage normal. Par contre, la présence de ce facteur autour des
chondrocytes augmente avec la sévérité des lésions histologiques déterminée sur I'échelle
de Mankin [60, 116, 130]. Dans le cartilage arthrosique, la présence du VEGF est
particulierement importante autour des clones de chondrocytes arthrosiques pres de la
surface du tissu. A l'inverse, Brew et Coll. ont montré que le taux d’ARNm codant pour le
VEGF dans I'ARN total extrait de cartilage était plus faible dans les chondrocytes
arthrosiques en comparaison avec les chondrocytes sains [115]. Une hypothése avancée par
ces chercheurs pour expliquer cette diminution est que les chondrocytes produiraient du
VEGF principalement au début de la pathologie et que, ensuite, le VEGF s’accumulerait dans
la matrice extracellulaire. Le VEGF stimule la prolifération et la migration des cellules

endothéliales. Il stimule également la synthese des MMP -1 et -3 par les chondrocytes
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arthrosiques [130]. L'activité du VEGF est contrdlée par le connective tissue growth factor
(CTGF), qui se lie au VEGF.¢ et bloque son activité angiogénique. Les MMP digerent
sélectivement le CTGF dans le complexe CTGF/ VEGF,¢s et réactivent 'activité angiogénique
du VEGF [132]. Il est donc tentant de spéculer que dans le cartilage normal le CTGF bloque
Iactivité angiogénique du VEGF en se complexant avec lui et que dans le cartilage

arthrosique, les MMP activent le VEGF en le libérant du complexe CTGF/VEGF [132].

2.2.2.4.7. Les métalloprotéinases matricielles

La formation de nouveaux vaisseaux sanguins requiert la dégradation de la membrane
basale vasculaire et le remodelage de la matrice extracellulaire. Ces étapes sont un
préalable nécessaire a la migration des cellules endothéliales a travers la matrice. Les
principales MMP impliquées dans ces processus sont la MMP-2, -7 et la MT1-MMP. Elles
favorisent I'angiogenése en libérant des péricytes des vaisseaux en croissance, en relachant
les facteurs de croissance angiogéniques liés a la matrice (VEGF et bFGF), en exposant des
sites de liaisons pour les intégrines pro-angiogéniques dans la matrice (notamment aVj33),
en générant des fragments angiogéniques a partir de la fibrine et en clivant les liaisons entre
les cellules endothéliales [133-135]. De fagon paradoxale, les MMP peuvent aussi exercer un
controle négatif sur I'angiogenese, en clivant le site de liaison des facteurs pro-
angiogéniques a leur récepteur. Par exemple, la MMP-2 peut cliver I'ectodomaine de FGFR1
qui maintient I'activité de liaison du FGF [136]. Les MMP peuvent également avoir un réle
anti-angiogénique en générant des inhibiteurs endogénes de l'angiogenese a partir de
protéines circulantes ou matricielle. Les MMP-2, -7, -g et -12 libérent de I'angiostatine, a
partir du plasminogene [137, 138] ou de certains collagénes matriciels. Par exemple,

I'endostatine est libérée de la chaine a1 du collagéne de type XVIII, la tumstatine de la
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chaine a3 du collagéne de type IV, et I'arrestine de la chaine a1 du collagéne de type IV et
enfin la canstatine de la chaine a2 du collagéne de type IV [139]. Citons de plus la
chondrostatine, un fragment du pro-collagene de type Il, qui est libéré dans la matrice du

cartilage au cours du processus de synthese des fibres de collagene de type Il [140].

Table 12: Régulateurs de I'angiogenése localisés ou libérés par les chondrocytes articulaires arthrosiques
(modifié d'aprés Bonnet et Walsh, 2004 [6]) et sains (modifié d'apres Gerber et Ferrara, 2000 [13]). CTGF:
Connective tissue growth factor ; Cyr61: Cysteine-rich angiogenic inducer 61 ; EGF: Epidermal growth factor ;
ESAF: Endothelial cell stimulating angiogenic factor ; FGF: Fibroblast growth factor ; HGF: Hepatocyte growth
factor ; IGF: Insulin-like growth factor ; IL: Interleukine ; MMP : Métalloproteinase matricielle ; PDGF-A:
Platelet-derived growth factor A ; PGE2: Prostaglandine E2 ; TGFB: Transforming growth factor 6 ; TIMP:

Tissue inhibitor of metalloproteinases ; TNFa: Tumor necrosis factor a ; VEGF: Vascular endothelial growth

factor.
ACTIVATEURS INHIBITEURS
VEGF 1232t Thrombospondine-1
Endoglin Leukaemia Inhibitory Factor
HGF TIMP-1et -2
IL-1, -8, -18 TGF-p
TGFE TNF-a

1/2/3
TNFa

CTGF
Substance P
PG E2

Chondrocyte inhibitor of angiogenesis
Chondromoduline-1

Troponine-|
Thrombospondine-3

Nitric oxide
Histamine
FGF-2
FGF-1
ESAF
IGF-1
EGF
PDGF-A
Transferrine

Cyréa
MMP-qg/gelatinase B
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2.2.2.5. Minéralisation de la matrice extracellulaire

Le cartilage athrosique peut étre le siege d'une minéralisation ectopique de la matrice
extracellulaire du cartilage, liée a la réactivation du processus d'ossification endochondrale
[141] mais dont I'élément déclencheur reste inconnu a ce jour [142]. La minéralisation se
présente sous la forme d'une déposition intra-articulaire de microcristaux de calcium qui
incluent a la fois du pyrophosphate de calcium dihydraté (PPCD), synonyme de
chondrocalcinose ainsi que des cristaux de phosphate de calcium basique (CPB)
essentiellement I'hydroxyapatite. Les chondrocytes sont des cellules minéralocompétentes.
Dans l'arthrose, elles exercent leur activité en générant a partir de leur membrane
plasmique des vésicules matricielles (VM) et en produisant des protéines pro-
minéralisantes comme les annexines ou encore les phosphatases alcalines (PA) [63]. Les VM
sont des particules extracellulaires ou s'initient les dépots des CPB et des PPCD a partir du
phosphate inorganique extracellulaire (ePi) et du pyrophosphate inorganique extracellulaire
(ePPi), respectivement. Le PPi (pyrophosphate inorganique) et I'adénosine triphosphate
(ATP) sont transportés du chondrocyte vers le milieu extracellulaire grace a I'intervention de
la protéine transmembranaire ANK [143, 144]. L'ePi est formé dans la matrice extracellulaire
par conversion a partir de I'ePPi sous I'action de la phosphatase alcaline qui participe de
cette facon a la formation des cristaux d’hydroxyapatite [145]. Les ectonucléotidases
nucleoside triphosphate pyrophosphohydrolase (NTPPPH) sont responsables de I'hydrolyse
des nucléosides triphosphates extracellulaires en ester de monophosphate et en ePPi [146].
Dans le cartilage articulaire, c’est la plasma cell membrane glycoprotein-1 (PC-1) qui catalyse
cette réaction [147] (Figure 111). Dans les conditions pathologiques, I'exces d’ePPi engendre
la formation de cristaux de PPCD et la présence de PA participe a la formation de cristaux de

CPB. La libération de ces cristaux stimule la synthese et la sécrétion de MMP et de cytokines
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pro-inflammatoires, ce qui contribue a la dégradation du cartilage articulaire [9].
Cependant, le lien entre I'arthrose et la présence de microcristaux n’est pas clairement
établi. D'une part, le dép6t de microcristaux pourrait précéder et constituer un facteur de
risque de l'initiation de I'arthrose et d'autre part, ils pourraient étre produits en réaction de
la maladie et favoriser son évolution [148]. Les CH possédent une activité de type
transglutaminase (TG) accrue [149]. Il existe deux formes de TG, la transglutaminase 2
(TG2) et le facteur Xllla, toutes deux présentent une activité importante dans le cartilage
arthrosique [150, 151]. Leur mode d’action consisterait a stabiliser la matrice extracellulaire
et a la préparer aux dépots de PPCD et de CPB [152]. La minéralisation de la matrice du
cartilage dépend des concentrations endogenes en ePi, et ePPi, en calcium et de |'activité
TG. De plus, certains facteurs présents dans le cartilage agissent sur la minéralisation. C'est
le cas du TGF-B1 qui stimule la production d’ePPI notamment en induisant la libération de
VM ayant une activité NTPPPH plus importante que I'activité PA. Le TGF-B1 agit par ailleurs
sur la minéralisation en augmentant I'expression de ANK [153]. Au contraire, I'lGF-1 et I'IL-
1B diminuent la synthése d’ePPI en inhibant I'expression des NTPPPH et de ANK [153, 154].
De plus, il a été montré que I'lL-1B active les TG dans les zones superficielles et profondes du

cartilage articulaire arthrosique [155].
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d'aprés Picher, 2003 [9]).




2.2.3. Laboucle synovio-cartilagineuse

La membrane synoviale arthrosique est le siege d'une inflammation qui contribue au
gonflement et a la rigidité articulaire de méme qu'au relargage de cytokines
inflammatoires, en particulier I'll-1f et le TNFa, deux facteurs connus pour leur réle
inducteur de la production d’enzymes protéolytiques par les chondrocytes articulaires [156,
157]. Cette réaction inflammatoire est causée par la libération des débris peptidiques issus
de la dégradation des composants matriciels du cartilage et de microcristaux de
pyrophosphate ou d’hydroxyapatite [158]. De plus, des cytokines produites par les
chondrocytes arthrosiques stimulent la production de facteurs cataboliques par les
synoviocytes et les cellules de la réaction inflammatoire de la membrane synoviale. L'IL-1B,
I'IL-6, le TNFa, le NO et des MMP sont de cette fagon produits en réaction par la membrane
synoviale et agissent a leur tour en s'attaquant a la couche superficielle du cartilage et en
induisant la production accrue de facteurs cataboliques par les chondrocytes [159]. Par
conséquent, la destruction du cartilage entretient I'inflammation de la membrane synoviale

et inversement, ce qui conduit a la progression de I'arthrose.

2.3. Les facteurs biochimiques de I'arthrose

Le métabolisme des chondrocytes est régulé par I'équilibre d'action entre les facteurs
anaboliques et cataboliques. Suite a un stimulus, le plus souvent d'origine mécanique, les
chondrocytes s'activent et leur métabolisme normal est modifié, en méme temps, la
matrice extracellulaire subit un remodelage intense entrainant I'altération de ses propriétés.
Le déséquilibre métabolique des chondrocytes entraine I'augmentation des processus de
synthese et du catabolisme qui se traduit par la production locale d’enzymes protéolytiques,

de cytokines, de formes activées de I'oxygene et de PGE2 qui sont synthétisées par les
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cellules de I'os sous-chondral, par les synoviocytes [160] ou par les chondrocytes eux-
mémes. La boucle fonctionnelle formée par I'entretien de ses processus pathologiques
entraine la destruction du cartilage, la rigidité de I'os sous-chondral et I'inflammation de la
membrane synoviale correspondant a l'installation du processus arthrosique (Figure 112). De

plus, des facteurs systémiques pourraient étre impliqués dans les processus biochimiques de

dégradation des tissus articulaires.
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Figure 112 : Mécanismes de la physiopathologie de I'arthrose et principaux facteurs biochimiques impliqués

dans le processus arhrosique (d’apres Maziere [1]).



2.3.1. Les facteurs locaux

Les enzymes responsables de la dégradation du cartilage articulaire sont
principalement de MMP et des aggrécanases (ADAMTS). Les MMP sont de plusieurs types :
les collagénases (MMP-1, -8, -13) qui sont responsables de |la dégradation du collagene natif,
des stromélysine (MMP-3, -10, -11) qui dégradent les composés non collagéniques, des
gélatinases (MMP-2, -9) impliquées dans la dégradation du collagene dénaturé et
également des MMP membranaires (MMP-14, -15, -16, -17) responsables de la dégradation
non spécifique de certaines molécules matricielles et de I'activation d'autres MMP [161].
Des concentrations importantes de MMP ont été trouvées dans le cartilage et le fluide
synovial de patients arthrosiques [162, 163]. Les chondrocytes secrétent des formes
inactives de MMP qui sont ensuite activées dans l'espace extracellulaire. L' activité
enzymatique des MMP nécessite la présence d'ions zinc et calcium au niveau de leur site
catalytique [164]. L'action des MMP est régulée par une catégorie d'inhibiteurs naturels, les
tissue inhibitors of MMP (TIMP) qui ne parviennent cependant pas a contrecarrer les effets

des concentrations anormalement élevées de MMP détectées dans le cartilage arthrosique

[67].

2.3.2. Les cytokines

Les cytokines produites au niveau de |'articulation peuvent étre de nature anabolique,
régulatrice ou catabolique (Table I3). L'IL-1B est la principale cytokine incriminée dans
I'arthrose. Cette cytokine est capable d’inhiber la synthese du collagene de type Il et des PG
[165] et induit a la fois la dégradation des composants de la matrice en stimulant
I'expression des MMP et des ADAMTS [166]. De plus, elle stimule la production des

prostaglandines pro-inflammatoires, notamment la prostaglandine E2 (PGE2) [167]. Le
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TNF-a apparait aussi comme un important médiateur de la dégradation du cartilage. Il agit
en synergie avec |'lL-1B dans I'arthrose [166, 168]. Comme I'IL-1B, il inhibe la déséquilibre
métabolique entre synthése et dégradation des constituants matriciels et a la modification
du statut enzymatique du cartilage notamment par diminution de la production de TIMP1
[169]. Ces deux cytokines majeures dans la progression de |'arthrose se trouvent en quantité
trés faibles dans l'articulation arthrosique [157] et I'utilisation de biothérapie ciblant I'action

de ces cytokines dans I'arthrose n’ont pas montré d'effet efficace a ce jour [170].

Table I3 : Principales cytokines impliquées dans la régulation du métabolisme du cartilage (d’aprés Sanchez,
2005 [2]). IL : interleukine, MIP : macrophage inflammatory protein, LIF : leukemia inhibitory factor, IFN :
interféron, OSM : oncostatine M, BMP : bone morphogenic protein, FGF : fibroblast growth factor, GDF : growth

differentiation factor, |GF : insulin-like growth factor, PDGF : platelet-derived growth factor, TGF : transforming

growth factor.
CYTOKINES CATABOLIQUES CYTOKINES REGULATRICES CYTOKINES ANABOLIQUES
IL-10cet B IL-5 BMP-2, -4, -7, -9, -13
TNFa IL-6 FGF-2, -4, -8
IL-8 IL-10 GDF-5
IL-17 IL-13 IGF-1
IL-18 IFN-y PDGF
MIP-13 OSM TGFB-1, -2, -3

LIF




2.3.3. Lesformes activées de |'oxygéne et les prostanoides

La transformation enzymatique de I'oxygene peut aboutir a la production de molécules
trés réactionnelles qui sont définies comme formes activées de I'oxygene. Les chondrocytes
produisent du NO et I'anion superoxyde (O,) de facon constitutive. D'autres formes activées
de l'oxygene peuvent étre formées a partir du NO et de I'O,, il s'agit de I'H,O,, du
peroxynitrite (ONOO") et du radical hydroxyl (OH). Dans l'arthrose, ces molécules
réactionnelles ne sont plus normalement éliminées par des systemes de défense
antioxydante enzymatiques ou biochimiques, ce qui conduit a un stress oxydatif. L'excés de
formes activées de I'oxygéne résultant participe a la dégradation du cartilage articulaire en
altérant la structure des protéines matricielles principales par oxydation et en favorisant
I'activation des MMP [171-173]. Les prostanoides, prostaglandines (PG) et thromboxanes
sont produits a partir d’acides gras par une cascade enzymatique faisant intervenir la
phospholipase A2, les cyclo-oxygénases (COX) et les PGE synthétases (PGES). Les
chondrocytes, les ostéoblastes et les synoviocytes arthrosiques expriment des quantités
accrues de COX-2 et de PGES et en conséquence, le taux de PGE2 dans le liquide synovial de

patients arthrosique est anormalement élevé [174].

2.3.4. Lesadipokines

Au cours des quinze derniéres années, le role des adipokines a été étudié dans
Iarthrose. L'attention dirigée vers ces facteurs résulte du constat que le lien entre obésité et
arthrose ne semblait pas s'expliquer uniquement par l'augmentation des contraintes
imposées aux articulations mais aussi par I'action de médiateurs solubles produits par les
tissus graisseux, les adipokines. La leptine, la résistine, I'adiponectine, la visfatine et la

chémérine semblaient en effet jouer un role pro-inflammatoire dans I'arthrose. La leptine
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peut induire I'expression des MMP-3 et -9 [175] et est positivement corrélée au niveau de
MMP-1 et -3 mesuré dans le fluide synovial de patients arthrosiques [176]. Une association
de la concentration plasmatique de leptine avec la sévérité de I'arthrose a récemment été
mise en évidence [177]. L'adiponectine est aussi impliquée dans l'arthrose, elle induit
plusieurs médiateurs pro-inflammatoires tels que le NO, I'lL-6, les MMP-3 et -9 et I'll-8, ce
qui génére un environnement pro-inflammatoire au niveau de l'articulation [178, 179]. De
plus, le niveau d'adiponectine dans le fluide synovial était corréla avec la sévérité de
I'arthrose [180] et la dégradation de I'AGG [181]. La résistine inhibe la synthese des PG dans
des cultures d’explants de cartilage humain [182] mais son niveau sérique n’est pas associé a
la perte de cartilage [183]. La visfatine jouerait un role pro-inflammatoire dans I'arthrose en
stimulant la synthese et inhibe 'enzyme de dégradation de la PGE2 [184]. Plus récemment,
la chémerine a été décrite [185]. Cette adipokine ainsi que son récepteur sont exprimés par
les chondrocytes et favorise la production de TNF-q, 1I-1B, 1I-8, IL-6 et des MMP-1, -2, -3, -8,
-13 dans les chondrocytes articulaires [186, 187]. Ces données laissent croire que les
adipokines pourraient jouer un réle dans la composante métabolique de I'arthrose,
notamment en stimulant l'inflammation systémique résultant en une accélération de la
dégradation du cartilage arthrosique. Les études menées sur ce sujet devront donc étre

poursuivies afin de préciser le rbole exact des adipokines dans Iarthrose.
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MATERIEL & METHODES

AVANT-PROPOS :

La plupart des protocoles et des méthodes employées dans ce travail ont été décrits en détails
dans les articles scientifiques qui se trouvent en annexe 1 et 2. Dans ce chapitre, nous décrirons
les protocoles et méthodes utilisés dans le cadre d’analyses complémentaires non présentées
dans les articles. Par soucis de clarté, un résumé succint des méthodes se trouvant dans les

articles a été proposé.

Annexe 2 : Consequences of chondrocyte hypertrophy on osteoarthritic cartilage : potential

effect on angiogenesis. Osteoarthritis and cartilage, 2013, sous presse.

Annexe 3: Bone sialoprotein as a potential key factor implicated in the pathophysiology of

osteoarthritis. Osteoarthritis and cartilage, 2013, en révision.
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1. CULTURE PRIMAIRE DE CHONDROCYTES ARTHROSIQUES

Les cultures de chondrocytes ont été réalisées a partir de cartilage de genou de patients
arthrosiques. La méthode de culture est représentée schématiquement sur la figure Ma.
Chaque culture a été réalisée trois fois un utilisant des cellules provenant de plusieurs
donneurs différents. Chaque condition expérimentale a été produite en triple. Les
chondrocytes ont été cultivés en monocouche ou en billes d'alginate pendant 12 ou 28 jours
dans un milieu de culture contenant 10% de sérum de boeuf foetal (FBS) ou 2% d’Ultroser G
(UG) ou 1% d'insuline-transférine-sélénium, acide linoléique et bovin serum albumin (BSA)

(ITS+). Les détails de la culture cellulaire se trouvent dans les annexes 2 et 3.
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Figure M1: Méthodes de culture de chondrocytes a partir de cartilage de patients arthrosiques. Les
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chondrocytes étaient soit cultivés en monocouche soit inclus en billes d'alginate et maintenu en culture
pendant 12 ou 28 jours, leur milieu de culture était enrichit en ITS+ a 1%, en Ultroser G a 2% ou en FBS a 10%.
L'influence de I'ajout de parathyroid hormone related peptide (PTHrP), d'intreleukine (IL)-1B et de tumor
necrosis factor (TNF)a a été évaluée sur des chondrocytes cultivés en billes d’alginate pendant 28 jours dans un

milieu enrichit en FBS a 10%. L'effet d’'une dose-réponse de BSP sur des chondrocytes cultivés en billes
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2. COLLECTE DES MILIEUX CONDITIONNES PAR LES CHONDROCYTES

Une différenciation hypertrophique des chondrocytes arthrosiques était observée
lorsqu'ils étaient cultivés en billes d’alginate dans un milieu enrichit en FBS a 10%. Dans ces
conditions, ils étaient considérés comme non-hypertrophiques aprés 3 jours de culture alors
qu'aprés 21 jours ils étaient considérés comme hypertrophiques. Les milieux de culture
conditionnés par les chondrocytes arthrosiques ou ont été prélevés aprés 3 jours et 21 jours
et ensuite utilisés dans les tests fonctionnels de « woung healing », de la migration, de
I'invasion et de I'adhésion des cellules endothéliales. Pour ces études, un milieu de culture

Dubbelco’s modified Eagle medium (DMEM, Lonza, Verviers,Belgique) sans serum de boeuf

foetal avait été conditionné pendant 24 par les chondrocytes (Figure M2).
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Figure M3 : Collecte des milieux conditionnés par les chondrocytes arthrosiques non-hypertrophiques aprés 3
jours de culture ou hypertrophiques aprés 21 jours de culture. Les cellules étaient cultivés en billes d'alginate

dans un milieu enrichit en 10% FBS pendant 28 jours. Une période d’incubation de 24h dans un milieu
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3. TESTS FONCTIONNELS D’ETUDE DE L’ANGIOGENESE

L’objectif des tests fonctionnels consistait a évaluer I'effet des milieux conditionnés par
des CNH ou des CH sur différentes étapes du processus d’angiogenese. Pour cela, des
cellules endothéliales de type HUVEC ont été mises en présence des milieux conditionnés
ou de milieux contréles dans des expériences menant a observer la migration, l'invasion et
I'adhésion des HUVEC. La condition contrdle des tests de wound healing et de tests de
migration et invasion en temps réel était constituée de milieu non conditionné enrichi en
FBS a 10%, ce milieu contenait donc de grandes quantités de facteurs de croissance qui
stimulent naturellement la migration et I'invasion des cellules endothéliales. Pour le test
d’adhésion, le controle était fait de milieu contenant 10 pg/ml de BSP recombinante car il
s'agit d'un facteur connu pour son effet positif sur I'adhésion des HUVEC [105]. Un contrdle
négatif contenant 10 pg/ml de BSA était également intégré dans I'expérience. Ces

expériences sont présentées dans I'annexe 2.
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3.1. Wound healing ou cicatrisation

Le wound healing représente le phénomene de cicatrisation d'une Iésion par des cellules
endothéliales. En pratique, des HUVEC étaient ensemencées et cultivées en monocouche
jusqu’a confluence dans les deux compartiments d’un insert en silicone déposé sur une boite
de culture. L'insert était séparé en deux compartiments par une paroi de 500 pm
d’épaisseur, ce qui permettait d'obtenir, aprés retrait de l'insert, une zone sans cellule
(Figure M3). Du milieu conditionné de CNH ou de CH ou du milieu contréle (non conditionné
contenant 10% de FBS) était alors déposé dans la boite de culture de fagon a recouvrir les
deux zones de cellules endothéliales. La cicatrisation de la lésion par migration des HUVEC
était observée sous microscope aprées 24h d’incubation et la largeur de la zone sans cellule

mesurée a |'aide de |'outil de mesure disponible dans le logiciel Image J (rsbweb.nih.gov/ij/).

1. Préparation de 2. Ensemencement 3. Retrait de 4. Remplissage 5. Observation
I'insert de culture sur des cellules et I'insert de par du milieu microscopique
une surface propre et incubation jusqu’a culture conditionné et de la lésion

plate attachement incubation 24h

Figure M3: Principe d'utilisation des inserts de culture dans le test de wound healing (modifié d'apres

idibi.com).
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3.2. Migration et invasion en temps réel

Les analyses en temps réel de la migration et de I'invasion des HUVEC sous l'influence
des milieux conditionnés par des CNH ou de CH ou de milieu contrdle ont été effectuées a
I'aide du systéme xCELLigence (Roche Diagnostics, Vilvoorde, Belgique). Il s'agit d'un
instrument d’analyse des cellules en temps réel (RTCA) permettant un suivi continu de la
réponse cellulaire tout au long de I'expérience. Pratiquement, dans ce systeme, les cellules
étaient placées dans les puits de plaques (cell invasion-migration plate : CIM-plate) reliées au
systeme RTCA et placées dans un incubateur humide a 37°C et 5% de CO.. Les puits de la
plaque étaient divisés en deux compartiments séparés par une membrane percée de pores
de 8 um et couverte d’'électrodes. De cette facon, les cellules endothéliales déposées dans le
compartiment supérieur pouvaient migrer vers le compartiment inférieur a travers la
membrane en entrainant des variations de l'impédance mesurée par les électrodes. Ces
variations d'impédance étaient transformées en cell index (Cl) pour la migration et cell
invasion index (Cll) pour linvasion, par un logiciel fourni par le fabriquant (Roche
Diagnostics). Ces index étaient dérivés du changement relatif d'impédance électronique
représentant le statut de migration ou d'invasion cellulaire. Pour I'étude de I'invasion, la
membrane séparant les puits était préalablement recouverte d'une fine couche de

Matrigel® que les cellules devaient envahir avant de traverser la membrane (Figure Mg).

Figure My :
Agencement de
I'intérieur des puits des
plaques utilisées dans le

| —HuvEc— |

systeme xCELLigence

----------- \ Matrigel —_— ]
\\ Membrane microporeuse / pour (A) la migration et
™~ Milieux conditionnés ou contrdle =] (B) I'invasion.
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3.3. Adhésion

Le test consistait a évaluer I'adhésion des HUVEC sur des substrats conditionnés par les
milieux provenant de culture de CNH ou de CH ou par des milieux controles. Plus
précisément, chaque condition du test était réalisée a partir du dépot d’une goutte de milieu
conditionné ou controle dans les puits d’une plaque a fond plat qui étaient conservées une
nuit a 4°C pour permettre I'adsorption des éléments présents dans ces milieux au fond des
puits. Les puits étaient ensuite délicatement rincés et séchés. Des HUVEC en suspension
étaient alors déposées dans les puits et incubées 2h en milieu humide a 37°C et 5% de CO..
Au terme de cette période, les puits étaient rincés et les noyaux des cellules attachées
étaient colorés avec du cristal violet afin d'observer I'adhésion des cellules sur les différentes

conditions de substrats. La coloration était quantifiée par mesure de I'absorbance a 560 nm.

4. PRE-TRAITEMENT DES HUVECS AVEC LE PEPTIDE GRGDS

Afin de vérifier si I'effet pro-angiogénique des milieux conditionnés de CH était lié a la
présence de protéines porteuses d'un domaine Arg-Gly-Asp (RGD), les HUVEC ont
préalablement été incubées dans du milieu de culture en présence d'un peptide Gly-Arg-

Gly-Asp-Ser (GRGDS, 50 nmoles/l) dont la propriété est de se fixer aux intégrines ayf;.

. o : :
Cette liaison empéche linteraction des | p.iicinea domaine RGD

protéines a domaine RGD présentes dans les

\
\ [¢]
W HN

- i , . 7( e OH Intégrine

milieux conditionnés avec les intégrines ayfB; ce & /4
i i i HN" ‘NH

qui a pour conséquence de diminuer leur

adhésion au substrat (Figure Ms). Les détails de ikl GRGDS HUVEC

cette manipulation se trouvent dans l'annexe 2. Wl N 4§ .
’ —

Figure M5 : Principe d'utilisation du GRGDS
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5. PREPARATION DES EXTRAITS CELLULAIRES ET ANALYSES GENIQUES

L’ARN des chondrocytes a été isolé a partir de lysats cellulaires obtenus suite a la
culture. Le niveau d'expression de certains genes a été mesuré par RT-PCR quantitative en
temps réel selon une technique précédemment décrite [188] et était normalisé par
I'expression du géne de I’hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransférase (HPRT). Les
amorces utilisées pour amplifier les séquences des génes humains col2a1, Soxg, ihh, ANKH
et PTHrP sont présentées dans la table M1. Les autres amorces se trouvent dans la table 1

de lI'annexe 2.

Table M1 : Séquence nucléotidique des amorces sens et anti-sens utilisées pour amplifier les génes humains
codant le collagene de type Il (col2a1), le facteur de transcription SRY-boxg- (Sox-9), le facteur indien
hedgehog (ihh), la progressive ankylosis protein homolog (ANKH) et le parathyroid hormone related peptide
(PTHIP).

SEQUENCE AMORCE SENS AMORCE ANTI-SENS

colaan 5'-GGATGCCACACTCAAG-3' 5-TTGGGGTAGACGCAAG-3’
Soxg 5'-ACAACCCGTCTACACACAGC-3' 5'-ACGATTCTCCATCATCCTCC-3'
ihh 5'-GGAACTGCTGTACTGGG-3’ 5'-AGGGGTCAACAACCAT-3’
ANKH 5'-GCTGCGTGCTATGTCT-3' 5'-GATGATGCCGAAGTGTC-3'
PTHrP 5'-CGGAGACTGGTTCAGC-3’ 5'-GTGTGGATTTCTGCGATCA-3’
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6. ANALYSES BIOCHIMIQUES

L'activité de la TG, de la PA et de la NTPPPH, trois enzymes impliquées dans les
processus de minéralisation de la matrice extracellulaire du cartilage a été mesurée sur des
extraits cellulaires dissociés par ultrasons dans un tampon tris. Les mesures d'activité de la
PA et de NTPPPH sont présentées dans larticle 1. Des trousses de dosage
d'immunoabsorption par enzyme liée (ELISA) ont été utilisées pour mesurer I'AGG, le bFGF,
I'IL-6, I'IL-8, la MMP-3, la TSP-1 et le VEGF dans le milieu conditionné par les chondrocytes
arthrosiques. Ces dosages ont été réalisés selon le protocole du fabricant. Le NO a été
mesuré par la méthode de Griess, [189]. Le niveau d’ADN des cellules a été mesuré a I'aide

d’'une méthode fluorométrique [190].

La BSP produite et secrétée par les chondrocytes en culture a été évaluée par western
blot a partir des extraits cellulaires et des milieux conditionnés (Table M2). Les résultats
étaient normalisés par rapport au contenu en ADN des cellules mesuré par une méthode
décrite [190] pour les dosages par méthode ELISA ou par rapport a la production de
tubuline-a pour les western blot sur extraits cellulaires ou sur base d’observation des bandes
colorées au rouge ponceau pour les western blot des milieux conditionnés. Les particularités

techniques de ces analyses se trouvent dans les articles 2 et 3 en annexe.

6.1. Mesure de l'activité transglutaminase

Le substrat N-N-diméthylcaséine (VWR, Louvain, Belgique) était mis en solution dans
un tampon tris 0,21M pH 8,5 a la concentration de 10 mg/ml. Aprés saturation dans une
solution de 30g/L de lait écrémé en poudre, les échantillons ainsi que la courbe de référence
préparée a partir de transglutaminase de cochon d’Inde (Sigma Aldrich, Bornem, Belgique),

étaient incubés a 37°C en présence de CaCl, 2.0mM, tris 0,2aM PH 8,5, 5-(biotinamido)
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pentylamine o,5mM (Thermo Scientific, Aalst, Belgique) et de dithiothreitol (DTT) 20mM
(Sigma Aldrich, Bornem, Belgique). Au terme d'1h d’incubation en présence d'une solution
de strepatvidine-peroxydase, la une solution de tétraméthylbenzidine (TMB) était ajoutée
et la réaction stoppée aprés 20 minutes par I'ajout d'H2504. L'absorbance résultante était

mesurée a 450 nMm.

Table M2 : Méthodes de dosage utilisées pour mesurer I’ADN, la lactate deshydrogénase (LDH), I'agrécane
(AGG), la bone sialoprotein (BSP), le basic fibroblast growth factor (bFGF), les interleukines (IL)-6 et -8, la
matrix metalloproteinase (MMP)-3, I'oxyde nitrique (NO), la nucleoside triphoshate pyrophosphohydrolase
(NTPPPH), la phosphatase alcaline (PA), la transglutaminase (TG), la thrombospondine-1 (TSP-1) et le vascular
endothelial growth factor (VEGF).

DOSAGES BIOCHIMIQUES

FACTEUR ANALYSE LOCALISATION METHODE
ADN Extraits cellulaire Fluorimétrique — Hoescht.(Slgma-AIdrlch, Bornem,
Belgique)
LDH Extraits cellulaires Enzymatique (activité, Sigma-Aldrich, Bornem,
Milieux de culture conditionnés Belgique)
Extraits cellulaires
AGG Milieux de culture conditionnés ELISA (Invitrogen, Gand, Belgique)
Alginate
BSp Extraits cellulaires Western blot (anticorps LFMb24, Santa Cruz
Milieux de culture conditionnés Biotechnology, Allemagne)
bFGF Milieux de culture conditionnés ELISA (R&D systems, Abingdon, Angleterre)
IL-6 Milieux de culture conditionnés ELISA (Invitrogen, Gand, Belgique)
IL-8 Milieux de culture conditionnés ELISA (Invitrogen, Gand, Belgique)
MMP-3 Milieux de culture conditionnés ELISA (Invitrogen, Gand, Belgique)
NO Milieux de culture conditionnés Réaction de Griess (?)
. ) Enzymatique (activité, Sigma-Aldrich, Bornem,
NTPPPH Extraits cellulaires ,
Belgique)
Enzymatique (activité, Sigma-Aldrich, Bornem
PA Extraits cellulaires y que ( - 9 ! !
Belgique)
TG Extraits cellulaires Enzymatique (activité, Sigma-AIdrich, Bornem,
Belgique)
TSP-1 Milieux de culture conditionnés ELISA (R&D systems, Abingdon, Angleterre)
VEGF Milieux de culture conditionnés ELISA (R&D systems, Abingdon, Angleterre)
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7. HISTOLOGIE

L’étude histologique présentée dans l'article 2 a été réalisée a partir d'articulation de
genou de trente-trois individus différents. Vingt-quatre de ces articulations étaient issues de
patients arthrosiques opérés pour la pose d'une prothese de genou et les neuf de cadavres.
Des biopsies avaient été prélevées au niveau du plateau tibial médian des articulations et

enchassées en paraffine pour pouvoir préparer des coupes histologiques.

7.1. Analyse de la dégradation du cartilage selon le photographic chondropathy score

Le score macroscopique de dégradation du cartilage utilisé dans cette étude a fait
I'objet d'une publication par I'équipe du Docteur D. Walsh en 2009 [10]. Ce systéeme de
classement se base sur l'analyse de l'apparence du cartilage de genou au niveau des
condyles fémoraux et plateau tibiaux médians et latéraux. Le tissu arthrosique présente en
effet des changements caractéristiques (modifications de la couleur et de la texture a la
surface du tissu) dont la sévérité se
voit attribuer un grade (o a 4 avec le
grade o correspondant a un cartilage
normal). Chaque piece de
I'articulation  est observée afin
d’estimer le pourcentage de la surface

qui représente chaque grade (Figure

M6).

Figure M6 : lllustration du systéeme de classement des

articulations de genou selon le photographic chondropathy

score (PCS) (d'apres Walsh, 2009 [10])
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7.2. Analyse de la dégradation du cartilage selon le score de Mankin

Il s'agit d’'une méthode d’évaluation histopathologique de la dégradation du cartilage
publiée en 1971 par Mankin et al. [39]. Elle repose sur I'analyse microscopique de
I'apparence du cartilage suite a une coloration des coupes histologiques avec
I’'hématoxyline, la safranine-O et le vert lumiére. La technique de coloration est décrite dans
I'article 2. Le score de Mankin est établi sur l'observation des criteres d’intégrité de la
surface articulaire, d’apparence des chondrocytes, de perte du contenu en protéoglycanes

de la matrice extracellulaire et d'intégrité de la tidemark (Table M3).
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Table M3 : Critéres d’évaluation permettant d’établir un grade a une coupe histologique de cartilage selon le

score de Mankin.

SCORE DE MANKIN

COMPOSANT SOUS-COMPOSANT GRADE
Intégrité de la surface articulaire  Normal )
Irrégularités de la surface 1
Irrégularités de la surface et du pannus 2
> 2 fissures dans la zone moyenne 3
> 2 fissures dans la zone profonde 4
> 2 fissures dans la zone calcifiée 5
Désorganisation compléte 6
Apparence des chondrocytes Normale )
Hyper-cellularité diffuse 1
Clones (une cellule avec = 5 noyaux) 2
Hypo-cellularité 3
Perte de protéoglycans Normale )
Réduction faible 1
Réduction modérée 2
Réduction sévére 3
Plus de coloration 4
Intégrité de la tidemark Intacte )
Traversée par des vaisseaux sanguins 1

SCORE TOTAL 0-14



8. IMMUNOHISTOCHIMIE

Des expériences de marquage immunohistochimique ont été menées afin de détecter
la présence de structures vasculaires et de la BSP dans les coupes histologiques de cartilage.
Chaque coupe de cartilage a été analysée en aveugle par deux observateurs différents. Les
modalités techniques des marquages immunohistochimique se trouvent dans larticle en

annexe 3.

8.1. Analyse de la densité vasculaire

La présence de vaisseaux au sein du cartilage a été mise en évidence par des anticorps
dirigés contre la glycoprotéine membranaire CD34 selon une technique utilisée dans les
travaux publiés par I'équipe du Dr D. Walsh (Nottingham, Royaume-Uni) [57, 99, 103] dont
les détails sont décrits dans |'annexe 3. La densité vasculaire de chaque coupe a ensuite été
calculée en divisant le nombre de structures vasculaires observée par la longueur de la
tidemark, mesurée a l'aide d'un pied a coulisse directement sur la lame porte-objet. Par
exemple, I'observation de 4 structures vasculaires sur une coupe de cartilage ou la tidemark
mesurait 10 millimetres donnait une densité vasculaire de o,4 structures vasculaires par

millimétre de tidemark.

8.2. Détection de la bone sialoprotein

La détection de BSP dans le cartilage a été effectuée a I'aide d’'un monoclonal (LFMb25,
Santa Cruz Biotechnology, Allemagne). Cette technique est décrite en détails dans I'article

en annexe 3.
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9. ANALYSES STATISTIQUES

L’ensemble des analyses statistiques de ce travail ont été effectuées avec le logiciel
Graph Pad Prism version 6. Les ANOVA ont été suivies d'un post-test de Dunnett pour
comparer chaque condition de I'expérience a une condition de référence ou d'un post-test
de Tukey pour comparer toutes les conditions entre elles. Les résultats d'analyse ne
présentant que deux conditions ont été comparés avec un test de Student. Le niveau de

corrélations entre les données était évalué par un test de corrélation de Spearman.
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RESULTATS & DISCUSSION

PARTIE 1 : MISE AU POINT D'UN MODELE DE CULTURE DE CHONDROCYTES

ARTHROSIQUES HYPERTROPHIQUES

L'objectif de cette recherche consistait a mettre au point un modele de culture
permettant I'étude de la différenciation hypertrophique des chondrocytes arthrosiques.
Nous avons utilisé des chondrocytes provenant du cartilage articulaire de patients
arthrosiques opérés pour la pose d'une prothése totale de genou. Plusieurs conditions de
culture ont été testées et comparées, afin de déterminer celles favorisant la différenciation

hypertrophique des chondrocytes.
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1. INFLUENCE DU MODELE DE CULTURE SUR LA DIFFERENCIATION

HYPERTROPHIQUE DES CHONDROCYTES

Lors d'une premiére expérience, nous avons comparé le niveau d'expression de
marqueurs de I'hypertrophie par des chondrocytes cultivés en monocouche ou en bille
d'alginate, dans du milieu de culture enrichi en FBS a 10%. Les genes codant le collagene de
type Il (col2a1), I'AGG et Soxg, exprimés spécifiquement par les chondrocytes matures ainsi
que certains génes caractéristiques du stade pré-hypertrophique (le récepteur de I'hormone
parathyroide (PTHR) et I'ihh) et du stade hypertrophique (le collagéne de type X et runx2)
ont été analysés dans toutes les conditions. L'activité d’enzymes impliquées dans les
processus de minéralisation de la matrice extracellulaire du cartilage (TG, NTPPPH) a
également été quantifiée. La viabilité cellulaire, mesurée par un dosage de I'activité lactate
déshydrogénase, était inférieure a 5% dans toutes les conditions expérimentales. La durée
de culture était de 21 jours et nous avons normalisé |'expression des genes par rapport a
I'expression du géne codant pour la glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase
(GAPDH), et I'activité enzymatique par la quantité d’ADN contenue dans les cultures. Nous
avons observé que, au terme de 21 jours de culture en présence de 10 % de FBS, les
chondrocytes présentaient un phénotype plus hypertrophique en billes d'alginate par
rapport a la culture en monocouche. En effet, en culture en billes d'alginate, les
chondrocytes exprimaient davantage de PTHR (11x), d’ihh (7x), de cola10a1 (5x) et de runx2
(2x) par rapport a la culture en monocouche (Figure R1). De plus, 'activité des enzymes
impliquées dans la minéralisation était également plus élevée en billes d'alginate qu’en

monocouche (TG 4,5x et NTPPPH 1,3x) (Figure R1).
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Figure R4 : Comparaison de I'expression par les chondrocytes arthrosiques de genes caractéristiques du
phénotype des chondrocytes matures, du phénotype pré-hypertrophique, du phénotype hypertrophique et de
I'activité des enzymes de la minéralisation dans les modéles de culture, aprés 21 jours de culture en
monocouche (pointillés) ou en billes d'alginate (trait plein) en présence de 10% de FBS. Les données sont
présentées en pourcentage de la condition dans laquelle I'expression ou I'activité enzymatique est la plus

elevée (n=1).

Suite a cette premiere expérience, nous avons décidé de continuer notre travail sur le

modele de culture en billes d'alginate.
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2. INFLUENCE DE LA COMPOSITION DU MILIEU DE CULTURE SUR LA

DIFFERENCIATION HYPERTROPHIQUE DES CHONDROCYTES

Nous avons ensuite comparé l'influence de différents milieux de culture sur I'expression
de genes caractéristiques du phénotype mature, pré-hypertrophique et hypertrophique par
les chondrocytes et sur I'activité d’enzymes impliquées dans la minéralisation de la matrice

extracellulaire:
- un milieu contenant 10% de FBS,
- un milieu contenant 2% d’Ultroser G, un substitut de sérum (UG),
- un milieu dépourvu de sérum et contenant 1% d'ITS+.
2.1. Etude des génes caractéristiques du phénotype des chondrocytes matures

En présence d’'UG, les chondrocytes exprimaient significativement plus de Col2a1 (x 1,4 ;
p<0,05) qu'en présence de FBS. Les niveaux d'expression d’AGG et Sox-g étaient similaires
dans les deux groupes. En présence d1% ITS+, les chondrocytes exprimaient
significativement moins de Col2a1 (-94%; p<o,001) et de Sox-9 (-44%; p<o,001). Par

contre, I'expression d’AGG était similaire a celle observée en présence de FBS (figure R2).
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Figure R2: Expression des genes COL2A1, AGG et Sox-9 par les chondrocytes apres 21 jours de culture en

billes d'alginate dans un milieu contenant 10% de FBS, 2% d'UG ou 1% d'ITS+. Les résultats sont exprimés

en nombre de copies de géne normalisé par rapport a GAPDH et sont représentés par la moyenne de deux

cultures indépendantes avec chaque condition réalisée en triple (n=6) + la déviation standard. Les

significations statistiques ont été obtenues par le test de Student, * = p<o,05 et *** = p<o,001.
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2.2.Etude des génes caractéristiques du phénotype des chondrocytes pré-

hypertrophiques et hypertrophiques

En présence d'UG, les chondrocytes exprimaient moins les genes colioa1 (-80%;
p<o0,001), runx2 (-31%; p<o,01) et lhh (-70%; p<0,001) qu'en présence de FBS. Les
chondrocytes cultivés dans un milieu contenant 1% d’ITS+, exprimaient quant a eux moins
de col10a1 (-94%; p<o,001), de runx2 (-41%; p<o,001) et d'lhh (-98%; p<o,001) qu’en

présence de FBS (Figure R3).
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Figure R3: Expression des génes ihh, runx2 et colioa1 par les chondrocytes aprés 21 jours de culture. Les

cultures ont été réalisées en billes d'alginate dans un milieu contenant soit 10% de FBS, soit 2% d'UG, soit

1% d'ITS+. Les résultats sont exprimés en nombre de copies de géne normalisé par rapport au géne de

GAPDH et sont représentés par la moyenne de deux cultures indépendantes avec chaque condition

réalisée en triple (n=6) + la déviation standard. Les significations statistiques ont été obtenues par le test

de Student, ** = p<o,01 et *** = p<0,001.
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2.3.Etude des enzymes impliqués dans la minéralisation de la matrice

extracellulaire

L'activité de type transglutaminase était similaire dans les trois conditions de culture
(figure Rg). L'activité des NTPPPH était plus faible en présence d'UG (-38%, p<o,001) ou

d'ITS+ (-90%, p<o,001) en comparaison avec les cultures réalisées en FBS (figure R4).
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Figure R4: Activité enzymatique des TG et des NTPPPH par les chondrocytes aprés 21 jours de culture.
Les cultures ont été réalisées en billes d'alginate dans un milieu contenant soit 10% de FBS, soit 2% d'UG,
soit 1% d'ITS+. Les résultats sont normalisés par rapport au contenu en ADN des cultures et sont
représentés par la moyenne de deux cultures indépendantes avec chaque condition réalisée en triple (n=6)
+ |la déviation standard. Les significations statistiques ont été obtenues par le test t-Student, *** =

p<0,001.
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3. CINETIQUE DE L’'EXPRESSION/DE L’ACTIVITE DES MARQUEURS SPECIFIQUES

DE L'HYPERTROPHIE

Les conditions de culture les plus favorables a I'expression marqueurs de I'hypertrophie
étaient la culture en alginate en présence de 10% de sérum. Dés lors, nous avons utilisé ces
conditions pour déterminé la cinétique d’expression de ces marqueurs (Figure R5). Quatre
profils distincts ont été observés (Figure R5). L'expression de runx2 était faible jusqu’au
14°™ jour puis augmentait jusqu’au 24°™ jour et ensuite diminuait légérement les 4
derniers jours de culture. L'activité PA était faible avant le 17éme jour, augmentait

éme

fortement entre le 177" et le 21émejour et ensuite restait stable. L'expression de Col1o0a1 et

I'activité NTPPPH augmentaient de facon presque linéaire avec les temps. La MMP-13

augmentait de fagon exponentielle entre le 3™ et le 21°™¢ jour.
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Figure R5: Evolution de I'expression ou de I'activité des marqueurs spécifiques de I'hypertrophie par les
chondrocytes arthrosiques en culture pendant 28 jours dans un milieu enrichit en FBS a 10%. L'expression
génique est normalisée par I'expression d'HPRT et I'activité enzymatique est rapportée a I’ADN contenu dans
les cellules. Les résultats sont représentés par la moyenne de trois cultures indépendantes avec chaque
condition réalisée en triple (n=9) + la déviation standard. Les données sont présentées en pourcentage du

contrdle (jour 3). La signification statistique a été obtenue par un test ANOVA suivit d'un post-test de Tukey.
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4. ETUDE DE LA MORPHOLOGIE DES CHONDROCYTES DANS DIFFERENTES

CONDITIONS DE CULTURE

L'observation de |'apparence des chondrocytes cultivés en billes d'alginate a permis de
démontrer la présence de nombreuses cellules dont le volume intracellulaire était
nettement augmenté lorsqu’elles étaient cultivées au moins 21 jours dans un milieu enrichi
en FBS a 10% (Figure R6). Des photographies des coupes de billes ont été prises sous
microscope dans des zones représentatives. La surface (moyennezdéviation standard) de
tous les chondrocytes présents dans la zone de taille standardisée observée était de
119,5+96,01 um?* pour les chondrocytes cultivés 21 jours dans un milieu contenant 10% de
FBS, alors qu'elle était seulement de 75,4+23,33 um?® (-36,9%; p=0,0083) pour des
chondrocytes cultivées 21 jours en milieu enrichi en UG a 2% et de 68,68+19,72 um2 (-
42,5% ; p=0,0003) et 68,4+25,12 um? (-42,74% ; p=0,0026) pour des chondrocytes cultivés 3

jours dans du milieu contenant 10% de FBS ou 2% d'UG, respectivement.
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Figure R6 : Coloration hématoxyline-éosine de coupes réalisées dans des billes d'alginate cultivées dans du
milieu enrichit en sérum de beoeuf foetal (FBS) a 10% ou en Ultroser G (UG) a 2% pendant 3 ou 21 jours. Les

fleches indiquent des chondrocytes cultivés 21 jours dans du milieu enrichit en FBS a 10% dont la surface est

nettement augmentée.
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PARTIE 1 : DISCUSSION

Dans cette premiére partie du travail, nous avons étudié l'influence de certaines
conditions de culture sur la différenciation hypertrophique des chondrocytes. Plus
particulierement, nous avons étudié l'influence d'une matrice naturelle, I'alginate, et du
sérum de boeuf foetal sur des marqueurs de I'hypertrophie.

Nous avons observé que les chondrocytes évoluaient vers I'hypertrophie lorsqu'ils étaient
cultivés en bille d'alginate pendant 28 jours dans un milieu contenant 10% de FBS. Le
modele de culture des chondrocytes en billes d'alginate permet de maintenir les cellules
dans un environnement tridimensionnel proche de leurs conditions in vivo, contrairement
aux cultures en monocouche au cours desquelles les cellules s'allongent et se multiplient.
Sanchez et al. ont observé qu’en billes d'alginate, les chondrocytes conservent leur
morphologie sphérique, ne se divisent pas et ne synthétisent pas de collagéne de type |
{Sanchez, 2002 #253}. Jusqu'ici, peu de modeles de culture de chondrocytes
hypertrophiques ont été développés. La plupart de ceux-ci ont été établis en culture en
monocouche, et aucun en billes d'alginate {Cheung, 2003 #256}{Descalzi Cancedda, 1992
#257}. Certains scientifiques travaillent a partir d'un petit nombre de cellules qu’ils cultivent
en monocouche et les passent plusieurs fois pour obtenir un plus grand nombre de cellules a
mettre en billes d'alginate. Il a cependant été montré que les chondrocytes se
dédifférencient vers un phénotype fibroblastique a partir d’environ 5 passages des cellules
{Caron, 2012 #254}. Dans ce travail, nous avons réalisé des cultures primaires avec des
chondrocytes n‘ayant subi aucun « passage ». Notre technique explique donc pourquoi les
chondrocytes cultivés en monocouche évoluent tout de méme vers un phénotype

hypertrophiques, quoique de fagon moins importante que ceux cultivés en billes d'alginate.
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Nous avons constaté, au cours de ce travail, que cette différenciation hypertrophique

des chondrocytes était plus importante en billes d'alginate qu’en monocouche. Plusieurs

hypothéses pourraient expliquer ce phénomene :

a)

b)

Le fait que les chondrocytes, en billes d'alginate, conservent leur morphologie
sphérique, suggere que l'alginate serait plus propice a cette différenciation,
différenciation au cours de laquelle les chondrocytes in vivo augmentent jusqu'a 10x

de volume.

En billes d'alginate, contrairement a la culture en monocouche, les chondrocytes se
retrouvent comme in vivo entourés de matrice extracellulaire et n‘ont pas beaucoup

de contacts intercellulaires.

La grande concentration extracellulaire en calcium de la bille d'alginate joue
probablement un réle important dans I'expression des genes de I'hypertrophie et de
la minéralisation. Il est, en effet, connu que I'expression et |'activité des TG est

accrue par de fortes concentrations calciques {Yoo, 2005 #65}.
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L'Ultroser G est défini comme un substitut du FBS dont la composition exacte n’est pas
connue. La feuille de données du produit spécifie que « 2% du substitut de sérum
reconstitué Ultroser G est équivalent a 10% de sérum de veau feetal dans le milieu de base ».
C'est pourquoi les concentrations de FBS a 10% et d'Ultroser G a 2% ont été choisies pour
étudier leur influence sur la différenciation hypertrophique des chondrocytes. La
comparaison dans ces deux conditions de I|'expression et de l'activité des marqueurs
sélectionnés a permis de mettre en évidence un effet stimulant du sérum. Le changement
de phénotype vers I'hypertrophie en présence de sérum pourrait s'expliquer par le fait qu’in
vivo, les chondrocytes articulaires, en conditions physiologiques, se trouvent dans un milieu
extracellulaire sans sérum, le cartilage sain étant dépourvu de vascularisation. L'ossification
endochondrale et la différenciation hypertrophique des chondrocytes se déroulent lors de
Iinvasion vasculaire du cartilage de croissance. De méme, dans le cartilage arthrosique, une
néo-vascularisation est observée. Cette vascularisation enrichirait le milieu extracellulaire
des chondrocytes en facteurs de croissance, ce qui serait a I'origine de la différenciation
hypertrophique des chondrocytes.  Cette hypothése permettrait d'expliquer nos
observations, c'est-a-dire une meilleure différenciation hypertrophique en présence de FBS
par rapport a un milieu dépourvu de sérum ou d'un substitut de sérum, I'Ultroser G,
probablement moins riche que le FBS en facteurs de croissance. Quarto et al. ont montré
que des chondrocytes dédifférenciés mis en culture dans un milieu sans sérum, mais
additionné de triiodothyronine (T3), d'insuline et de dexaméthasone, proliféraient et se
différenciaient jusqu’au stade hypertrophique {Quarto, 1992 #258}. En effet, ils ont montré
que, lorsque les chondrocytes étaient cultivés en présence de deux hormones, l'insuline et
I’'hormone thyroidienne T3, il y avait prolifération des chondrocytes. Au cours de cette
prolifération, ils observaient que les chondrocytes synthétisaient, au détriment du collagéne

de type |, plus de collagéne de type Il, caractéristique du phénotype cartilagineux non
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hypertrophique. Par contre, en présence de dexaméthasone, un glucocorticoide, les
chondrocytes exprimaient, au détriment du collagéne de type Il, davantage de collagéne de
type X, caractéristique du stade hypertrophique de leur différenciation. En général,
plusieurs molécules peuvent étre impliquées dans la différenciation hypertrophique. Il peut
s'agir de facteurs de croissance, d’hormones, de molécules de la matrice ou encore de
protéases [5]. Par exemple, en 1992, Bohme et al ont montré que la thyroxine était un fort
initiateur de I'hypertrophie des chondrocytes [207]. Cet effet avait aussi été confirmé pour la
tri-iodothyronine [208]. Ces deux hormones se trouvent dans le sang et peuvent donc étre
en partie responsables de la différenciation des chondrocytes. Par extrapolation, nous
pourrions penser que des facteurs de croissance, comme des hormones stéroidiennes

contenues dans le sérum, pourraient influencer la différenciation hypertrophique.

Cette constatation suggere un role joué par les facteurs sériques et par extension une
influence des facteurs contenus dans le sang des individus arthrosiques sur la différenciation
hypertrophique des chondrocytes. En résumé, un apport sanguin était nécessaire pour que
les chondrocytes puissent entrer dans le processus de différenciation, ce qui nous menait
directement a I'hypotheése de I'existence d'une relation entre I'hypertrophie et I'invasion du
cartilage articulaire arthrosique par des vaisseaux sanguins, le processus de néo-

vascularisation ou angiogenése.
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Les marqueurs permettant de caractériser le phénotype des chondrocytes dans cette
étude préliminaire ont été sélectionnés sur base des informations disponibles dans la
littérature. Le collagéne de type Il et |'aggrécan sont les principaux composants de la
matrice extracellulaire du cartilage [194]; SOX-9 encode un facteur de transcription
impliqué dans le maintien du phénotype différencié des chondrocytes [195, 196]. Tout trois
représentent de ce fait des marqueurs d'un phénotype mature différencié du chondrocyte.
Le réle du PTHrP et de I'ihh dans le controle de la différenciation des chondrocytes a été
décrit depuis longtemps [15], c’est pourquoi ils ont été choisis comme marqueurs du
phénotype pré-hypertrophique. Afin d'évaluer I'état d’hypertrophie des chondrocytes, des
marqueurs spécifiques ont été choisis sur base des informations disponibles dans la
littérature. Le collagene de type X et la MMP-13 sont les marqueurs de I'hypertrophie les
plus largement utilisés {von der Mark, 1992 #40}{von der Mark, 1995 #42}{Nurminskaya,
1996 #159}. Le facteur de transcription runx2 a été de nombreuses fois montré comme
étant associé a I'hypertrophie {Enomoto, 2000 #58}{James, 2005 #6}{Dong, 2006 #7}.
Parmi les enzymes et genes impliqués dans le processus de minéralisation de la matrice
extracellulaire du cartilage, la TG [149, 199], la NTPPPH [142] et la PA avaient été choisies.
La phosphatase alcaline et le NTPPPH participent au processus de calcification de la matrice

extracellulaire associée a I'hypertrophie [63, 206].

La limitation majeure de cette étude réside dans la non-disponibilité d'informations
issues de cultures de chondrocytes non-arthrosiques. L'obtention de telles cellules est
limitée et pose des questions éthiques importantes. Nous nous sommes donc concentrés

sur la comparaison de chondrocytes arthrosiques non-hypertrophiques et hypertrophiques.
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L’ensemble des résultats de cette premiére partie du travail nous a conduit a considérer
dans la suite de notre recherche que les chondrocytes arthrosiques cultivés au moins 21
jours dans un milieu enrichit en 20% de FBS exprimaient un phénotype hypertrophique, en
opposition avec les mémes chondrocytes cultivés 3 jours en 10% FBS, qui étaient dés lors
considérés comme non-hypertrophiques. Les CH synthétisent probablement des
médiateurs spécifiques qui influencent les cellules qui leur sont adjacentes et induisent
Iactivation d'événements spécifiques. L'angiogenése pourrait étre un de ces événements.
Pour vérifier cette hypothese, des analysse fonctionnelles ont été réalisées dans le but
d’examiner si les milieux conditionnés par des CH pouvaient contenir des facteurs capables
d’influence le comportement de cellules endothéliales. Les milieux de culture conditionnés
par les chondrocytes arthrosiques non-hypertrophiques ou hypertrophiques ont été récoltés

pour étre utilisés dans ces tests fonctionnels d’angiogeneése.
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PARTIE 2 : EFFETS DES MILIEUX CONDITIONNES PAR LES CHONDROCYTES

ARTHROSIQUES HYPERTROPHIQUES SUR L’ANGIOGENESE

Dans cette deuxiéme partie de notre travail, nous avons étudié I'effet de milieux de
culture conditionnés par des CH sur I'angiogenése. Les milieux de culture conditionnés
étaient collectés apres une période de 24h d'incubation des chondrocytes arthrosiques dans
un milieu de culture DMEM sans FBS. L'angiogenése a étudiée grace a l'utilisation de
plusieurs tests fonctionnels réalisés avec des cellules endothéliales de type HUVEC (human
umbilical vein endothelial cell).ll s'agissait des test de wound healing, de migration et

d’invasion en temps réel et d’adhésion des HUVEC.

1. EFFET SUR LE WOUND HEALING

Le test de wound healing ou de cicatrisation par des cellules endothéliales est
représentatif du phénomene de migration cellulaire qui a lieu notamment lors de la
formation de nouveaux vaisseaux sanguins. Le test consistait a simuler la cicatrisation par
création d'une lésion d'une taille standardisée (5oo pm) au sein d'une monocouche
d’'HUVEC a confluence, les HUVEC étant censées migrer vers l'intérieur de la Iésion pour la
combler progressivement. Ensuite, le tapis cellulaire était recouvert de milieu de culture
conditionné par des chondrocytes non-hypertrophiques (CNH) ou des CH ou de milieu non
conditionné (controdle). L'effet des différents milieux était évalué par la mesure sur base de
photographies prises sous microscope optique aprés 24h d'incubation. Cette largeur de la
lésion était comparée a la largeur initiale avant incubation (Figure R7a). La taille de la lésion
a pu étre quantifiée grace a l'vtilisation de I'outil de mesure disponible dans le logiciel image

J (Figure R7b).
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» Les milieux conditionnés par les CH induisaient une diminution de 20%=+2,1
(moyennezécart-type) de la taille de lésion (ho versus h24h ; p<o,001) alors qu’en
présence de milieux conditionnés par les CNH, la taille de la Iésion diminuait de
seulement 10%z0,6 aprés 24h. La différence entre les deux conditions était

significative (p<o,05).
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Figure R7 : Evaluation de la migration des cellules endothéliales en présence de milieux conditionnés par des
chondrocytes arthrosiques non-hypertrophiques (NH) ou hypertrophiques (H) dans un test de wound healing.
(A) Photos représentatives de la taille de la lésion dans le tapis de cellules endothéliales avant incubation (ho)
et apreés 24h d'incubation (h24) en présence des différents milieux. Le contrdle est constitué de milieu non-
conditionné contenant 10% de FBS. (B) Quantification de |a taille de la lIésion par la moyenne de 20 mesures de
I'espace entre les bords la |ésion réalisées sur toute sa hauteur. La signification statistique a été obtenue par un
test ANOVA suivit d'un post-test de Tukey. Chaque point correspond a la moyenne du résultat de I'analyse

réalisée avec des milieux conditionnés issus de trois cultures différentes.
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2. EFFET SUR LA MIGRATION ET L'INVASION DES HUVEC EN TEMPS REEL

L'influence des milieux conditionnés par les chondrocytes non sur la migration et
Iinvasion des cellules endothéliales a pu étre étudiée en temps réel grace au systeme
xCELLigence RTCA dual-plate instrument. Dans ce systéme, les HUVECS étaient incubées en
présence des milieux conditionnés ou du milieu controle constitué de milieu DMEM
identique a celui dans lequel étaient les chondrocytes (pénicilline-streptomycine, HEPES,
glutamine, proline, vitamine c) mais contenant 10% de FBS et non-conditionné par des
cellules. Pour chaque condition, six mesures de la migration (Cell Index) ou de |'invasion (Cell
Invasion Index) des HUVEC étaient enregistrée sur une période de 25h (Figure R8). Nous

avons observé les effets suivants :

» La migration (Cell Index) des HUVECS était stimulée par les milieux conditionnés
par les CH. L'effet était significatif par rapport au contrdle (p<o,001) alors que les

milieux conditionnés par les CNH n’avaient pas d’effet significatif sur la migration.

= L'invasion exprimé par le Cell Invasion Index était également stimulée par les
milieux conditionnées les CH aprés 5h (p=0,0087), 10h (p<o,0001) et 1sh

(p<0,0001) par rapport a la condition contrdle.

= L'effet des milieux conditionnés par les CH sur l'invasion était significativement
plus important qu’en présence des milieux conditionnés par les CNH apres 10h

d’incubation (p<o,0001).
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* Les milieux conditionnés par les CNH avaient en effet significatif sur I'invasion

apres 15h d’incubation (p=0,0041) par rapport a la condition contréle.
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Figure R8 : Evaluation de (A) la migration et (B) I'invasion des cellules endothéliales en temps réel en présence
de milieux conditionnés par des chondrocytes arthrosiques non-hypertrophiques (NH) ou hypertrophiques (H)
dans le systeme xCELLigence RTCA-DP. Le contrdle est constitué de milieu non-conditionné contenant 10% de
FBS. Les données sont présentées en pourcentage par rapport a la condition controle. La signification
statistique a été obtenue par un test ANOVA suivit d'un post-test de Tukey. Chaque point correspond a la

moyenne de 3 mesures réalisées sur les milieux conditionnés issus de 3 cultures différentes.
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3. EFFET SUR L’ADHESION DES HUVEC

Afin de compléter notre étude de l'influence de I'hypertrophie sur I'angiogenése, un test
d’adhésion des cellules endothéliales a été réalisé. L’adhésion des HUVECS a éte évaluée sur
différents substrats constitués a partir des milieux conditionnés par les CNH ou les CH ou a

partir de conditions controle (Figure Rg).

» Le substrat constitué de milieu conditionné par les CH entrainait une
augmentation significative de I'adhésion des HUVECS par rapport au contrdle
négatif (p=0,0005) et par rapport a I'adhésion observée sur le substrat constitué a

partir du milieu conditionné par les CNH (p=0,0463).

= |’adhésion des HUVECS au substrat constitué de milieu conditionné par les CNH

était plus élevée que dans la condition contréle (BSA a 10 pg/ml) (p=0,023).

= L'effet du milieu conditionné par les CH sur I'adhésion des HUVECS était similaire

a l'effet observé avec le controle positif (BSP recombinante a 10 pug/ml).
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Figure Rg: Evaluation de I'adhésion des cellules endothéliales sur des substrats réalisés a partir de milieux
conditionnés par les chondrocytes non-hypertrophiques (NH) ou hypertrophiques (H) ou a partir de conditions
controle (rBSP ou BSA a 10 pg/ml). La signification statistique a été obtenue par un test ANOVA suivit d’'un
post-test de Tukey. Chaque point correspond a la moyenne de 6 mesures réalisées sur les milieux conditionnés

issus de 3 cultures différentes.
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PARTIE 2 : DISCUSSION

La migration, l'invasion et |'adhésion des cellules endothéliales sont des processus
participants au processus complexe d'angiogenese. Pour notre étude, nous avons eu
recours a des HUVEC, qui est le type de cellule endothéliale le plus communément utilisé
pour étudier I'angiogenese [209, 210]. Les milieux conditionnés par les CH stimulaient la
migration, l'invasion et |'adhésion des cellules endothéliales. L'effet des milieux
conditionnés par les CNH sur l'invasion et I'adhésion peut s'expliquer par le fait que les
chondrocytes étaient isolés a partir de cartilage arthrosique, et donc présentait un
phénotype pathologique. Il a été démontré que, bien que non-hypertrophiques, les
chondrocytes issus de cartilage arthrosiques produisent des quantités non négligeables de
facteurs pro-angiogéniques comme I'IL-8. Nos résultats permettent seulement d’affirmer
que l'expression du phénotype hypertrophique est associée a une production accrue de
facteurs favorisant I'angiogeneése. Il serait utile d'étudier la production des facteurs pro-
angiogéniques par des chondrocytes sains afin de déterminer si I'activité pro-angiogénique
est liée au processus pathologique. Malheureusement, I'acces a des chondrocytes sains est
restreint pour des raisons éthiques. Il s'agit d’une limitation importante de notre étude que

nous pourrions contourner en utilisant des lignées cellulaires disponibles dans le commerce.

Ces observations permettent d'attester |'existence d'un effet de la différenciation
hypertrophique des chondrocytes sur trois étapes clé du processus d'angiogenése. Ceci
permet d’expliquer I'observation de structures vasculaires dans le cartilage arthrosiques,
alors que celles-ci sont absentes du cartilage sain. L'angiogenése est un processus
étroitement lié a l'arthrose et peut contribuer a sa pathogenése [211]. En effet,
I'angiogenése est impliquée dans le développement d'ostéophytes, le remodelage de I'os

sous-chondral et la minéralisation de la matrice extracellulaire. De plus, il est connu que les
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vaisseaux qui envahissent le cartilage sont accompagnés de fibres nerveuses sensorielles et
sympathiques. La néo-vascularisation du cartilage pourrait donc étre un déterminant de la
douleur mécanique des patient arthrosique [6, 99]. Puisque le cartilage articulaire est
originellement un tissu avasculaire, son invasion par des structures vasculaires est

considérée comme un processus pathologique [57, 212].

L’ensemble des résultats obtenus dans cette deuxieme partie de I'étude nous permettent
d’émettre I'hypothése que les CH en culture secrétent des facteurs capables de stimuler la
migration, I'invasion et I'adhésion des cellules endothéliales. Ils pourraient étre les acteurs
clés du phénomene de néo-vascularisation du cartilage observé chez les patient
arthrosiques et de cette facon influencer I'angiogenése, phénomene se traduisant par la

néo-vascularisation du cartilage arthrosique.
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PARTIE 3 : IDENTIFICATION D'UN FACTEUR ANGIOGENIQUE ASSOCIE A

L’HYPERTROPHIE DES CHONDROCYTES ARTHROSIQUES

Nos résultats précédents suggéraient que les chondrocytes arthrosiques hypertrophiques
favorisaient in vitro I'angiogenese. Afin d‘identifier les facteurs impliqués dans ces
processus, nous avons étudié I'expression de génes liés a I'angiogenése par les CNH et les

CH.

1. CRIBLAGE DES FACTEURS ANGIOGENIQUES

Le taux d’ARN codant pour certains genes liés a I'angiogenése a été mesuré apres 3 et
21 jours de culture des chondrocytes arthrosiques en billes dalginate dans du milieu
contenant 10% de FBS. Pour chaque géne, le rapport d’expression entre le jour 21 et le jour
3 a été calculé. Ensuite, nous avons classé les facteurs angiogéniques en fonction de la
valeur de ce rapport. Cette analyse a permis d’identifier la BSP comme étant le facteur le

plus exprimé par les CH (Table R1).
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Table Ra1: Expression des facteurs angiogéniques par les chondrocytes aprés 3 jours (condition non-
hypertrophique) et 21 jours de culture (condition hypertrophique). Chaque donnée est la moyenne de 2
mesures faites dans 3 cultures différentes (n=6). Le taux d’ARN codant avait été normalisé par rapport a
HPRT. BSP=bone sialoprotein ; ChMa=chondromoduline-1; TSP2=thrombospondine-2;
Angi=angiopoiétine-1; MMP-2=matrix metalloproteinase-2; NGF=nerve growth factor; bFGF=basic

fibroblast growth factor ; OPN= ostéopontine ; VEGF=vascular endothelial growth factor.

NOMBRE DE COPIES RATIO
FACTEUR EN CONDITION NOMBRE DE COPIES HYPERTROPHIQUE /
ANGIOGENIQUE NON- Hf:'EggsoDLTl_"%NUE NON-
HYPERTROPHIQUE HYPERTROPHIQUE
BSP 950.93 105694.64 111.15
ChM1 1.09 12.97 11.85
TSP2 15.79 119.82 7.59
Anga 0.90 5.67 6.32
MMP-2 36.34 198.88 5.47
NGF 0.26 0.79 3.00
bFGF 147.91 50.42 0.34
TSP1 1473.20 469.77 0.32
OPN 2348.16 508.94 0.22
VEGF 186.06 36.70 0.2

2. ETUDE DE LA PRODUCTION DE LA BSP

La méthode de western blot a permis de mettre en évidence la production de BSP par
les CH ainsi que de détecter sa présence dans les milieux de culture conditionnés par ces

chondrocytes. Par contre nous n‘avons trouvé aucune trace de BSP produite par les CNH

(Figure R10).

A B
85 kDa
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' Ponceau
CTL N H

CTL NH H

Figure R1o: Détection de BSP dans (A) les extraits cellulaires et (B) les milieux conditionnés par des
chondrocytes non-hypertrophiques (NH) ou hypertrophiques (H). Les analyses ont été réalisées par western

blot sur 3 cultures différentes. Les résultats d'une expérience représentative sont présentés.
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3. CORRELATION ENTRE LA BSP ET LES MARQUEURS DE L’'HYPERTROPHIE
L'association entre I'expression du géne BSP et les marqueurs de I'hypertrophie (COLX,
runx2 et MMP-13) ou l'activité des enzymes de minéralisation (PA et NTPPPH) a été

recherchée en calculant le coefficient de corrélation de Spearman (Figure R11).

Cette analyse a mis en évidence une corrélation positive et élevée entre les taux

d’expression du gene BSP et :

NTPPPH : r=0,77; p<o,0001;

=  Runx2:r=0,58; p<0,0001;

La PA:r=0,56; p=0,007

Le COLX:r=0,51; p<0.0001

Et un niveau de corrélation modeste avec :

= MMP-13:r=0,39; p=0,0031
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Figure Rai: Analyse de la corrélation entre
I'expression de la BSP et I'expression/l'activité
enzymatique des

marqueurs spécifiques de

I'hypertrophie  dans des  conditions non-
hypertrophiques (jour 3) et hypertrophiques (jour
21). La signification statistique a été obtenue par un
test de corrélation de Spearman. Les résultats sont
issus de l'analyse des valeurs moyennes de 14

cultures de chondrocytes arthrosiques différentes.
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4. IMPLICATION D'UNE PROTEINE A DOMAINE RGD DANS L'ADHESION DES
HUVEC INDUITE PAR LES MILIEUX CONDITIONNES DE CHONDROCYTES

HYPERTROPHIQUES

Nous avons identifié la BSP comme étant le facteur pro-angiogénique le plus exprimé
par les CH. Cette protéine contient une séquence RGD impliquée dans son activité
biologique. Nous avons tenté de déterminer si I'activité pro-angiogénique des CH était liée a
la sécrétion de protéine porteuse d'un domaine RGD. Nous avons pour cela utilisé un
peptide GRGDS capable de se fixer aux intégrines a,B; des HUVEC et ainsi, empécher
Iinteraction entre ces intégrines et le domaine RGD des protéines contenues dans les
milieux conditionnés de chondrocytes. Par cette approche, nous avons démontré que le
blocage des intégrines o35 lors de la pré-incubation des HUVEC avec le GRGDS provoquait
une diminution significative de I'adhésion des HUVEC au de milieux conditionnés par les CH

(Figure R12).
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Figure R12 : Evaluation de I'effet du pré-traitement a |'aide du peptide GRGDS sur I'adhésion des HUVEC au
substrat de milieux conditionnés par des chondrocytes non-hypertrophiques (NH) ou hypertrophiques (H). La
signification statistique a été obtenue par un test ANOVA suivit d'un post-test de Tukey. Chaque point

correspond a la moyenne de 6 mesures réalisées sur les milieux conditionnés issus de 3 cultures différentes.
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PARTIE 3 : DISCUSSION

L'objectif de cette troisieme partie du travail était de préciser quel(s) facteur(s)
produit(s) par les CH arthrosiques étai(en)t impliqué(s) dans la néo-vascularisation du
cartilage. Pour cela, nous avons analysé I'expression par les CH de plusieurs facteurs connus
pour leur role dans I'angiogenése. Un ensemble de sept activateurs (pro-angiogéniques) et
trois inhibiteurs (anti-angiogéniques) a été considéré dans cette analyse. Le VEGF [213], le
bFGF [214], le NGF [215], 'OPN [216], la BSP [105], la MMP-2 [217] et 'Ang1. [218-220] sont
connus pour leur role pro-angiogénique tandis que la TSP-1 et -2 [221] et la ChM-1 [222]

avaient été choisies pour leur effet anti-angiogénique.

Dans le cartilage sain, I'état avasculaire est maintenu grace a la production accrue
d’inhibiteurs empéchant la vascularisation du tissu. A l'origine, |'activation de I'angiogenese
est le résultat d'un déséquilibre de la balance entre facteurs pro- et anti-angiogénique suite
a un switch angiogénique en faveur d'une néo-vascularisation du tissu [223, 224]. Nos
résultats montrent que le gene le plus fortement associé a la différenciation hypertrophique
des chondrocytes était le géne de la BSP. Sur base de ces résultats, il était tentant de
spéculer que la BSP pouvait étre impliquée, au moins en partie, dans I'angiogenése induite
par les chondrocytes hypertrophique. Cette intuition a été renforcé aprés par la
démonstration que l'activité angiogénique des chondrocytes était en partie liée a la
présence de protéine contenant un domaine RGD cette démonstration a été possible en
bloquant les intégrines les plus a,3; exprimées par les cellules endothéliale avec un peptide
GRGDS. La présence de ce peptide bloquait partiellement I'adhésion des HUVEC induite par
un milieu de culture conditionné par les CH. Notons, que parmi les facteurs pro-

angiogénique surexprimés seules la BSP et 'OPN possedent un domaine RGD. Cependant,
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I'OPN n’était que tres peu surexprimée par les chondrocytes hypertrophiques en
comparaison a la BSP. Parmi les protéines de la matrice extracellulaire possédant un RGD,
BSP semble étre une candidate intéressante par son réle connu dans |'adhésion et la

migration des HUVEC.

Dans cette étude, nous avons émis I'hypothése que la BSP pourrait étre un facteur a
domaine RGD produit par les chondrocytes agissant positivement sur I'angiogenése. Afin de
démontrer cette hypothese, la stratégie devrait consister en la génération de milieux
conditionnés par des CH qui seraient déprivés de BSP par exemple par I'utilisation
d’anticorps neutralisants. Cette expérience permettrait d'observer les effets d'une
déprivation en BSP dans les tests fonctionnels d’angiogenése. Des anticorps appropriés
pour cette expérience n'ont malheureusement pas encore pu étre identifiés. C'est pourquoi
nous avons réalisé I'expérience de blocage avec le GRGDS qui a au moins permis d’identifier

le role d’une protéine a domaine RGD dans I'adhésion des HUVEC.

Nous avons également identifié la protéine BSP dans les extraits cellulaires et les
milieux de culture conditionnés par les CH. Par contre, BSP était totalement absente des
extraits cellulaires et milieux conditionnés par des CNH. Par la méthode du western blot
nous avons pu déterminer le poids moléculaire de cette protéine. Une protéine de 65 kDa a
été détectée dans les extraits cellulaires, ce qui correspondait au poids de la protéine
détectée dans le standard interne qui était un extrait de cellules d'ostéosarcome humain
(Saos-2). Ces cellule sont connues produire de la BSP [225]. Par contre, dans le western blot
réalisé a partir des milieux conditionnés, deux bandes dissociables étaient visibles dans les
milieux conditionnés par les CH: une bande correspondait a un poids moléculaire de 65 kDa

et I'autre bande a un poids moléculaire de 85 kDa. Seule la bande 65 KDa, qui correspond au
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poids moléculaire de la BSP, était présente dans les milieux conditionnés par les Saos-2. La
forme de 85 kDa détectée dans les milieux conditionnés par des CH pourrait correspondre a
des glycosylations de la forme native de la protéine [226]. Cette modification post-
traductionnelle semble étre caractéristique des CH et pourrait étre un marqueur de
I'arthrose et plus particulierement de la différenciation hypertrophique des chondrocytes.
Préalablement a I'analyse de la BSP par western blot, il serait opportun de traiter les milieux
conditionnés par les chondrocytes par une glycosylase afin de vérifier que I'augmentation
du poids moléculaire de la BSP est bien due a des glycosylations de la protéine. Nous
pourrions dautre part isoler cette forme de BSP de 85 kDa et la soumettre a un séquencage
protéique. Il serait également intéressant de vérifier si cette forme de BSP de poids
moléculaire plus élevé est produite par d'autres types cellulaires, par exemple les

ostéoblastes de I'os sous-chondral.

Notre intuition du role de BSP dans I'arthrose est renforcée par les travaux de I'équipe
du Professeur D. Heinegdrd (Lund, Suéde) qui a identifié une augmentation de la
concentration importante de BSP dans le sérum de patients qui présentaient des signes
radiologiques d'arthrose précoce [227]. Ces chercheurs ont également trouvé une
association inverse entre le taux sérique de BSP et le grade d'ostéophyte et de sclérose
observé par radiographie, ce qui semblait d'aprés eux refléter |'altération du turnover de I'os
dans I'arthrose de la hanche [228]. De plus, ils ont montré une augmentation marquée de
BSP a linterface os-cartilage de zones détériorées en comparaison a des zones
morphologiquement intactes dans le troisiéme carpe proximal chez le cheval indiquant que
la BSP pouvait étre un marqueur potentiel des changements du métabolisme osseux dans

I'os sous-chondral [229].
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Des études ont montré que la BSP était la protéine de matrice des tissus minéralisés le
plus impliquée dans la minéralisation, notamment dans I'os et le cartilage [230-233]. La
protéine possede en effet des domaines qui lui conférent la capacité de se lier a
I'hydroxyapatite et permet ainsi la nucléation des cristaux [230]. La BSP est également
connue pour son activité pro-angiogénique. Son effet médiateur sur la migration et
I'adhésion des HUVEC été mise en évidence et son role pro-angiogénique a également été
démontré a I'aide d'un modele de vascularisation de la membrane chorio-allantoique de

poulet [105].
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PARTIE 4 : ETUDE DE LA REGULATION DE LA BSP ET EFFET SUR LE METABOLISME DES

CHONDROCYTES ARTHROSIQUES

Nous avons démontré que la BSP était surexprimée par les CH et qu'elle était
positivement corrélée aux marqueurs de I'hypertrophie. Nous savons également que sa
concentration sérique est augmentée chez les patients présentant des signes d‘arthrose

précoce [227].

La suite du travail consistait a étudier la régulation de la synthese de BSP par le PTHrP,
un inhibiteur de la différenciation hypertrophique ainsi que par I'lL-1B et le TNFa, deux
cytokines impliquées dans la pathogénie de I'arthrose. Enfin, nous avons étudié les effets de
la BSP sur le métabolisme des chondrocytes et plus particulierement sur les variables

suivantes : I'AGG, le NO, la MMP-3, I'IL-6, I'IL-8, le VEGF, le bFGF et la TSP-1.

1. EFFET DU PTHrP SUR L’'EXPRESSION ET LA PRODUCTION DE LA BSP PAR LES

CHONDROCYTES ARTHROSIQUES

Notre protocole consistait a ajouter le PTHrP dés le premier jour de culture en bille

d’alginate lorsque les chondrocytes n’étaient pas encore hypertrophiques, ou entre le 21°™e

et le 28°™ jour de culture en bille d'alginate lorsque les chondrocytes étaient
hypertrophiques. Afin de s'assurer de I'effet du PTHrP sur la différenciation hypertrophique
des chondrocyte, nous avons utilisé I'expression du gene codant pour le collagene de type X

(colioaz) comme marqueur représentatif du phénotype. Dans ces conditions

expérimentales, nous avons observé les faits qui suivent (Figure R13).
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Le PTHrP réprimait fortement I'expression de colioa1 apres 21 jours (91,5% ;
p=0,0003) et 28 jours (94,4% ; p=0,0016) d'incubation. Une inhibition significative

de coli0a1 était également observée lorsque le peptide était ajouté entre le 21°™¢

etle 28°™ jour de culture (97,1% ; p=0,0013).
En paralléle, le PTHrP inhibait presque totalement l'expression de la BSP
lorsqu’elle était ajoutée au milieu de culture pendant 21 jours (93,9% ; p=0,0009)

et 28 jours en continu (95,9%; p=0,0254) et aussi lorsquil était ajouté

uniquement a partir du 21émejour (92,3%; p=0,0243).

L'analyse par western blot de la production de la BSP par les chondrocytes
arthrosiques révélait que le PTHrP diminuait la production de BSP apres 21 jours

et 28 jours de culture et quand I'inhibiteur était ajouté a partir du 221%™ jour.
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Figure R13: Evaluation de I'effet de I'addition de PTHrP dans le milieu de culture sur (A) I'expression du
collagéne de type X (Col10a1) et (B) I'expression et la production de la BSP par les chondrocytes arthrosiques
aprés 3, 21 et 28 jours de culture dans un milieu enrichi en FBS a 10%. +7J : addition du PTHrP a partir du jour

21 jusqu’au jour 28.
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2. EFFET DE L’IL-18 ET DU TNFa SUR L'EXPRESSION ET LA PRODUCTION DE LA

BSP PAR LES CHONDROCYTES ARTHROSIQUES

L'IL-1B et le TNFa ont été ajoutée tout au long de la culture ou uniquement entre 21°™

etle 28émejour, c’est-a-dire sur des chondrocytes devenus hypertrophiques (Figure R14).

L'expression de la BSP par les chondrocytes arthrosiques était presque
totalement et significativement inhibée lorsque I'lL-1B ou le TNFa étaient ajoutés
au milieu de culture pendant 28 jours (IL-1B: 96,6% ; p=0,0115; TNFa : 94,7%;
p=0,0139). Une inhibition de I'expression de la BSP était également observée
lorsque I'lL-1f3 et le TNFa étaient ajoutés au milieu uniquement a partir du 22eme

jour (96,1% ; p=0,012 et 96,7% ; p=0,0114, respectivement).

La production de la BSP, évaluée par western blot, par les chondrocytes
arthrosiques en culture était observée uniquement apres 21 et 28 jours de culture
et était réprimée en présence d’IL-18 ou de TNFa et quand les cytokines étaient

ajoutées a partir du vingt-et-unieme jour de culture.
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Figure R14 : Evaluation de I'effet de I'addition d’IL-1f3 ou de TNFa dans le milieu de culture sur I'expression et
la production de BSP par les chondrocytes arthrosiques aprés 3, 21 et 28 jours de culture dans un milieu enrichi

en FBS a 10%. +7J : addition de I'lL-1B ou du TNFa a partir du jour 21 jusqu’au jour 28.
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3. EFFET DE LA BSP SUR LE METABOLISME DES CHONDROCYTES

ARTHROSIQUES

Nous avons choisi d’administrer la BSP pendant les 12 premiers jours de culture en bille
d'alginate. Dans ces conditions, les chondrocytes n‘ont pas commencé leur différenciation
hypertrophique. Nous avons étudié les effets de doses croissantes de BSP (25, 100 ou
4oong/ml) en I'absence ou en présence d’IL-1f3 sur la production d’une molécule matricielle
majeure du cartilage (AGG), de d'une métalloprotéinase (MMP-3), de deux médiateurs de la
réponse inflammatoire (NO et IL-6) et de trois facteurs pro-angiogéniques (bFGF, VEGF, IL-

8) et un facteur anti-angiogénique (TSP-1).

= En I'absence d'IL-13, aucune des concentrations de BSP n’avait d'effet sur les

paramétres analysés.

» La production de la TSP-1 par les chondrocytes était fortement augmentée par
IIlL-1B apres 8 et 12 jours de culture (jour 8 et jour 12: p<o,0001). La BSP
(25ng/ml) diminuait significativement I'effet stimulant de I'IL-1f sur la production
de TSP-1 et ce apres 8 et 12 jours de culture (jour 8: 24%; p=0,0116; jour 12:

18% ; p=0,0242) (Figure R15).

* LaBSP recombinante augmentait I'effet stimulait de I'lL-13 sur la production d'IL-
8 par les chondrocytes aprés 12 jours d'incubation aux doses de 25 (129,4%;

p=0,006), 100 (168,8% ; p=0,0004) et 4oong/ml (155,8% ; p=0,001) (Figure R16).
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Figure Ra5 : Evaluation de I'effet d’addition de BSP recombinante a 25,100 ou 4oong/ml au milieu de culture
sur la production de la TSP-1 par des chondrocytes arthrosiques en culture pendant 12 jours, stimulés ou non
par I'ajout d'll-1f a 170 pg/ml. La signification statistique a été obtenue par un test anova suivi d'un post-test
de Tukey. Les résultats sont exprimés en concentration normalisée par rapport au contenu en ADN et sont
représentés par la moyenne de trois cultures indépendantes dans lesquelles chaque condition a été réalisée en

triple (n=q) + la déviation standard.
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Figure R16 : Evaluation de I'effet de différentes concentrations de BSP recombinante sur la production de I'IL-
8 par des chondrocytes arthrosiques en culture pendant 12 jours, stimulés ou non par I'ajout d'll-1p. La
signification statistique a été obtenue par un test anova suivi d'un post-test de Tukey. Les résultats sont
exprimeés en concentration normalisée par rapport au contenu en ADN et sont représentés par la moyenne de

trois cultures indépendantes dans lesquelles chaque condition a été réalisée en triple (n=9) + la déviation

standard.

112



PARTIE 4 : DISCUSSION

Au terme de cette analyse in vitro de la régulation et de I'effet de la BSP, nous avons pu
démontrer que I'expression et la production de la BSP était bien liée a la différenciation
hypertrophique des chondrocytes arthrosiques. Nous avons également identifié
Iimplication de deux cytokines importantes impliquées dans le catabolisme des
chondrocytes arthrosiques dans l'inhibition de I'expression et de la production de la BSP. A
ce stade, nous avons également pu préciser un effet de la BSP sur le métabolisme des
chondrocytes arthrosiques qui consistait a augmenter la production d'un facteur pro-

angiogeénique (IL-8) et a diminuer la production d'un facteur anti-angiogénique (TSP-1).

Le PTHrP est décrit comme un inhibiteur de I'hypertrophie des chondrocytes [234-236].
Les présents résultats ont montré que le PTHrP inhibait I'expression et la production de la
BSP par les CH arthrosiques confirmant que la BSP était liée a ce phénotype. Afin de
controler |'effet inhibiteur du PTHrP, I'expression de Col10a1 avait été analysée, ce dernier

étant le marqueur de I'hypertrophie le plus largement accepté [76, 197, 237].

Les effets inhibiteurs de I'lL-1B et du TNFa sur I'expression et la production de la BSP
étaient assez surprenants. Ces résultats suggéraient que ces deux cytokines pro-
inflammatoires pouvaient réprimer la différenciation hypertrophique des chondrocytes, ce
qui néanmoins était assez cohérent avec les données prouvant que ces cytokines pouvait

aussi globalement inhiber la chondrogenése [238, 239].

Différentes concentrations de BSP recombinante avaient été ajoutées au milieu de
culture des chondrocytes arthrosiques pour étudier |'effet de la BSP sur la production de
I'aggrécan, de la MMP-3, du NO, de I'lL-6 et des facteurs angiogéniques TSP-1, VEGF, bFGF

et IL-8. Les doses de BSP furent choisies selon les données trouvées dans la littérature qui
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correspondaient aux concentrations trouvées dans les conditions pathologiques [227, 228,
240]. La BSP diminuait la production d'un facteur anti-angiogénique, la TSP-1 [241] et
augmentait la production d’IL-8, un facteur pro-angiogénique [242-244]. Cet effet pourrait
créer un déséquilibre de la balance normalement en faveur des facteurs inhibiteurs de
I'angiogenése dans le cartilage sain et activer de cette facon le processus de néo-
vascularisation. Ces données sont en accord avec celles publiées par le Dr A. Bellahcéne et
ses collaborateurs démontrant que la BSP promouvait I'angiogenése [105]. Nos résultats
suggerent également que I'lL-8 est un médiateur-clé dans I'angiogenese induite par la BSP
puisque celle-ci n‘avait pas d'effet sur deux autres facteurs pro-angiogéniques bien connus,

le VEGF et le bFGF.
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PARTIE 5: ETUDE DE L’ASSOCIATION ENTRE LA PRESENCE DE LA BSP ET LA SEVERITE

DES LESIONS DU CARTILAGE ARTICULAIRE ARTHROSIQUE

Afin de lier la BSP a la sévérité de Iarthrose, une étude histologique et
immunohistochimique a été réalisée sur 23 échantillons de cartilage arthrosique prélevés
au moment de la pose d'une prothese totale de genou (groupe OA) et de g échantillons de
cartilage sains collectés post-mortem (groupe non-OA). Les échantillons ont été prélevés au
niveau du plateau tibial médial. Les données d'age et de genre des individus repris dans

cette étude sont présentées dans la table R2.

Groupe non-OA Groupe OA
AGE
(Moyennezécart-type) 50,67+6,27 68,92+1,92
Genre
66,7%/33,3% 50%/45,8%

(Masculin/Féminin)

Table R2 : Moyenne d'age et proportion de genre des échantillons inclus dans I'étude histologique. Le genre

d’un des échantillon était inconnu.
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1. ANALYSE DE LA DEGRADATION DU CARTILAGE ARTICULAIRE

Le niveau de dégradation du cartilage sur les coupes issues des 33 biopsies reprises dans
cette étude a été évalué sur base de 2 scores différents. Le premier était basé sur
I'observation macroscopique de l'articulation de chaque individu juste aprés son
prélevement. Il s'agit du photographic chondropathy score (PCS), un systéeme mis au point et
publié en 2009 par I'équipe du Dr D. Walsh [10]. En second lieu, le niveau de dégradation du
cartilage avait été évalué selon le score de Mankin. Il s'agit d'un systeme basé sur
I'observation de coupes histologiques réalisées a partir de biopsies prises dans I'articulation.
Pour pouvoir attribuer un score a chaque échantillon, les coupes étaient colorées avec la
safranine-O et le vert lumiére afin de pouvoir évaluer le niveau de dégradation du cartilage a
travers plusieurs critéres : (1) I'intégrité de la surface articulaire, (2) la perte du contenu en
protéoglycanes, (3) I'apparence des chondrocytes et (4) I'intégrité de la tidemark (Figure

R17). L'analyse statistique a révélé les résultats suivants :

= Le PCS moyen des échantillons arthrosiques (67,4+3,22) était significativement

plus élevé que celui des échantillons non-arthrosiques (17,83+5,93) (p<0,0001).

= Le score de Mankin était significativement plus élevé dans les échantillons

arthrosiques (6,75+0,36) que dans les non-arthrosiques (2,33+0,71) (p<0,0001).
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RESULTATS & DISCUSSION

Figure R17 : Photos représentatives de différents niveaux du score de Mankin. (A) score o : surface articulaire

intacte, pas de perte de protéoglycans, apparence des chondrocytes normale, tidemark intacte (B) score 5 :
irrégularités de la surface, présence de clones de chondrocytes, tidemark rompue (C) score 8 : fissures dans la
zone moyenne, présence de clones de chondrocytes, réduction modérée du contenu en protéoglycans,
tidemark rompue (D) score 10 : fissures dans la zone profonde, réduction sév ére du contenu en protéoglycans,
présence de clones de chondrocytes, tidemark rompue. Les fleches noires indiquent la surface du cartilage

articulaire. Les fleches blanches indiquent la tidemark.
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RESULTATS & DISCUSSION

2. DETECTION DE LA BSP DANS LE CARTILAGE ARTICULAIRE

L'analyse immunohistochimique a permis de localiser la BSP dans les chondrocytes et |a
matrice extracellulaire (Figure R18). La BSP était présente uniquement dans la couche
supérieure du cartilage articulaire arthrosique, quel que soit le niveau de destruction du

tissu. Par contre, dans cartilage sain, la BSP était le plus souvent indétectable.
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Figure R18 : Détection de chondrocytes produisant la BSP au sein de coupes de cartilage humain arthrosique.
(A) La BSP est détectée au niveau de clones de chondrocytes uniquement dans la couche supérieure d'un
cartilage articulaire arthrosique présentant des lésions modérées. (B) Détection de chondrocytes produisant la
BSP uniquement dans la couche supérieure d’un cartilage articulaire arthrosique présentant des lésions séveres.
(C) Détection de BSP dans tous les chondrocytes d’un cartilage articulaire arthrosique présentant des lésions

séveres. Les fleches indiquent la tidemark.
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3. EVALUATION DE L'ASSOCIATION ENTRE LA PRESENCE DE LA BSP ET LA

SEVERITE DES LESIONS DU CARTILAGE ARTICULAIRE

Nous avons recherché une différence entre les échantillons dans lesquels la BSP était
absente et ceux dans lesquels sa présence était détectée dans le cartilage articulaire du
point de vue du PCS (Figure R1g), du score de Mankin (Figure R20) et de chacun des
composants du score de Mankin, a savoir I'intégrité de la surface articulaire, I'apparence des

chondrocytes, la perte de protéoglycanes et I'intégrité de la tidemark (Figure R21).

= Le PCS était significativement plus élevé dans les coupes histologiques ou la
présence de BSP avait été détectée dans le cartilage articulaire que dans celles oU

la BSP était absente (p<0.0001).

= Le score de Mankin était significativement plus élevé dans les coupes
histologiques ou la présence de BSP avait été détectée dans le cartilage

articulaire que dans celles oU la BSP était absente (p<0.0001).

= L'intégrité de la surface articulaire, I'apparence des chondrocytes, la perte de
protéoglycanes et l'intégrité de la tidemark étaient significativement plus élevé
dans les coupes histologiques ou la présence de BSP avait été détectée dans le
cartilage articulaire que dans celles ou la BSP était absente (p=0,0002 ; p<0,0001;

p=0,0081; p=0,0158).
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Figure R1g : Comparaison du Photographic Chondropathy Score des échantillons dans lesquels la BSP était
absente du cartilage articulaire et de ceux dans lesquels la BSP était présente. L'analyse a été réalisée sur un
ensemble de 33 articulations arthrosiques (OA) et non-arthrosiques (non-OA) et la signification statistique a

été obtenue par un test de Student.
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Figure R20 : Comparaison du score de Mankin des échantillons dans lesquels la BSP était absente du cartilage
articulaire et de ceux dans lesquels la BSP était présente. L'analyse a été réalisée sur un ensemble de 33
articulations arthrosiques (OA) et non-arthrosiques (non-OA) et la signification statistique a été obtenue par

un test de Student.
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Figure R21: Comparaison des scores des critéres composants le score de Mankin des échantillons dans
lesquels la BSP était absente du cartilage articulaire et de ceux dans lesquels la BSP était présente. L'analyse a
été réalisée sur un ensemble de 33 articulations arthrosiques (OA) et non-arthrosiques (non-OA) et la

signification statistique a été obtenue par un test de Student.
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PARTIE 5 : DISCUSSION

La partie ex vivo de cette étude était essentielle pour placer nos découvertes directement
dans le contexte du cartilage articulaire humain arthrosique. Les 33 articulations
considérées dans cette étude ont été choisies dans la banque disponible au sein du service
universitaire de rhumatologie du Dr D. Walsh. Les échantillons disponibles pour constituer
le groupe arthrosique (OA) étaient nombreux et les critéres de sélection peu restrictifs. Les
individus sélectionnés devaient avoir un diagnostic d'arthrose du genou selon les critéres
cliniques et radiologiques de I'’ACR. Ils ont été sélectionnés afin d'obtenir une proportion
équivalente d'hommes et de femmes. Le choix des échantillons non-arthrosiques (non-OA)
était délicat car le nombre de candidats était restreint. En effet, il s'agissait de sélectionner
des individus relativement jeunes afin d'éviter l'influence d'un age élevé sur |'état de
I"articulation, méme si l'individu n’avait pas été diagnostiqué comme patient arthrosique de
son vivant. Ces critéres de sélection ont été respectés en accord avec les limites de la
banque de prélévements. Les biopsies servant pour I'étude microscopique étaient prises au
niveau du plateau tibial médial car il s'agit de la zone de I'articulation la plus souvent

atteinte chez les patients gonarthrosiques.

Les résultats de I'analyse d'une association entre la présence de la BSP et |la dégradation
du cartilage articulaire, quel que soit le score de dégradation pris en compte, étaient
hautement significatifs. Dans les échantillons non-arthrosiques, la BSP était non-détectable
ou était présente uniquement au niveau des chondrocytes les plus superficiels. L'analyse
statistique a également révélé une association significative entre la présence de la BSP et
les critéres composants le score de Mankin suggérant que la BSP pourrait étre un marqueur

de la dégradation du cartilage dans I'arthrose.
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PARTIE 6 : ETUDE DE L’ASSOCIATION ENTRE LA PRESENCE DE LA BSP ET LA NEO-
VASCULARISATION DU CARTILAGE ARTICULAIRE

Dans cette derniere partie du travail, nous avons tenté de démontrer I'association entre

la BSP et la présence de vaisseaux dans le cartilage. L'utilisation d'un anticorps anti-CD34,
nous permet de révéler la présence de cellules endothéliales au sein de canaux traversant la
tidemark (Figure R22). Nous avons donc mis en relation le marquage de BSP et celui de
CD34 pour établir une association entre BSP et la néo-vascularisation du cartilage. Le
nombre de structure vasculaire traversant la tidemark a été rapporté a sa longueur afin

d’obtenir une valeur en nombre de structures vasculaires par millimeétre de tidemark.

Figure R22 : Identification d'un

NN vaisseau sanguin traversant la
2
*va'::? < tidemark et aboutissant dans le
1\ \ cartilage articulaire.
i L’endothélium vasculaire a été
{
f détecté suite a la liaison de
y I'anticorps anti-CD34. La fleche

B o 40X indique la tidemark.

1. ANALYSE DE LA DENSITE VASCULAIRE AU NIVEAU DE LA TIDEMARK

= La densité vasculaire du cartilage arthrosique était en moyenne de 0,32+0,04
structures vasculaires par millimétre de tidemark. Cette valeur était

significativement plus élevée que dans le cartilage non-arthrosiques (0,11+0,04)

(p =0,0029).
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2. ASSOCIATION ENTRE LA PRESENCE DE LA BSP ET LA DENSITE VASCULAIRE

Nous avons comparé la densité vasculaire au niveau de la tidemark des échantillons ou

la BSP était absente avec celle des échantillons ouU la présence de la BSP avait été détectée

(Figure R23).

Densité vasculaire

» La densité vasculaire au niveau de la tidemark était significativement plus élevée

dans les coupes histologiques oU la présence de BSP avait été détectée dans le

cartilage articulaire (p=0.0045).
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Figure R23: Comparaison de
la densité vasculaire au niveau
de la tidemark entre les
échantillons dans lesquels la
BSP n'était pas détectée et
ceux oU la BSP était présente
au sein du cartilage articulaire.
La signification statistique a
été obtenue par un test de

Student.
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PARTIE 6 : DISCUSSION

Dans ce travail, nous avons montré que I'hypertrophie des chondrocytes favorisait
I'angiogenése, que la BSP était fortement exprimée par les CH et que son niveau
d’expression dans le cartilage était lié a la sévérité des lésions du cartilage arthrosique. Dans
ce chapitre, nous avons établi une relation directe entre la présence de BSP et la
vascularisation du cartilage. Le cartilage étant a I'origine un tissu avasculaire, I'apparition de
structures vasculaires est considérée comme un phénomeéne pathologique [46, 245].
L'utilisation d’'un anticorps dirigé contre le CD34, une glycoprotéine de surface présente au
niveau de I'endothélium vasculaire, nous a permis d‘identifier des vaisseaux dans le cartilage
arthrosique, comme précédemment réalisé [57, 99]. Dans notre analyse, la densité
vasculaire au niveau de la jonction ostéochondrale était associée au PCS (r=0,54 ; p=0,0015)
et au score de Mankin (r=0,67 ; p<o,0001) (données non montrées), confirmant |'association
entre la présence de structures vasculaires et I'arthrose. De plus, nous avons montré que la
densité vasculaire était associée au score BSP avec une densité vasculaire plus élevée dans
les échantillons ou la BSP était localisée dans les couches moyenne et profonde du cartilage
articulaire. Plusieurs tests statistiques ont permis de démontrer cette association. Les
résultats obtenus dans cette derniére partie suggerent que, comme précédemment décrit

[105] la BSP pourrait étre associée a une activation du processus d'angiogenése.
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CONCLUSIONS & PERSPECTIVES

L'arthrose est une maladie plurifactorielle affectant I'ensemble des tissus articulaire et
péri-articulaires. Elle se caractérise par une association de signes et de symptomes dont les
plus évocateurs sont la douleur mécanique, la raideur articulaire ou encore des craquements
a la mobilisation. Les thérapies recommandées agissent essentiellement sur la douleur et la
fonction articulaire. Malgré leur efficacité sur la douleur, aucun de ces traitements n’agit de
facon efficace sur les changements structurels observé avec l'imagerie médicale. La
recherche scientifique sur l'arthrose est principalement axée sur la dégradation du Elle
tente d'identifier les facteurs impliqués dans la destruction du tissu et de développer des
molécules ciblées contre ces facteurs. Cependant, les biothérapies visant a bloquer de
facon spécifique I'activité de certaines cytokines ou métalloprotéinases se sont avérées
inefficaces et mal tolérées Il est donc important d'étudier d'autres aspects de la pathologie.
Notre attention a été attirée par la différenciation hypertrophique apres avoir observé que
les chondrocytes cultivés en billes d’alginate se différenciaient en CH. Ce phénomene est
particulierement intéressant car il est associé a la minéralisation de la matrice. Il a
également été démontré que des structures vasculaires traversaient la tidemark. Ce
phénomene est capital car il est suggére I'innervation du cartilage et donc sa contribution

dans la genése de la douleur mécanique.
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Dans le cadre de notre travail, nous avons tenté d’améliorer les connaissances sur ce
sujet en émettant I'hypothese que les CH pouvaient promouvoir la néo-vascularisation du
cartilage. Cette hypothése reposait sur une observation préliminaire que les chondrocytes
arthrosiques nécessitaient un apport de sérum pour déclencher la différenciation
hypertrophique progressive des cellules in vitro. Au terme de ce travail, nous pouvons

énoncer les conclusions qui suivent.

1) La culture des chondrocytes arthrosiques en billes d’'alginate dans un milieu

enrichi en FBS favorise la différenciation hypertrophique.

Lorsqu’ils étaient cultivés en billes d'alginate, les chondrocytes humains arthrosiques
exprimaient des marqueurs caractéristiques du phénotype pré-hypertrophique et
hypertrophique de fagon plus importante que lorsqu’ils étaient cultivés en monocouche.
L'activité des enzymes impliquées dans la minéralisation de la matrice extracellulaire était
également plus élevée dans le modele de culture en billes d'alginate. La présence de sérum

dans le milieu de culture, était indispensable a de la différenciation hypertrophique.

2) In vitro, les chondrocytes hypertrophiques arthrosiques secrétent des

molécules qui stimulent la migration, l'invasion et I'adhésion des HUVEC.

Nous avons comparé |'effet de milieux conditionnés par des CNH (3 jours de culture en
bille d'alginate dans un milieu contenant 10% de sérum) ou par des CH (21 jours de culture
en bille d'alginate dans un milieu de culture contenant 10% de sérum) sur la migration,
I'invasion et I'adhésion des HUVEC. Les résultats de ces tests fonctionnels ont démontré
que les milieux de culture conditionnés par les CH favorisaient la migration, l'invasion et
I'adhésion des HUVEC. Ces résultats obtenus in vitro ont permis de démontrer I'existence

d’un lien entre I'hypertrophie et I'angiogenése.
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3) La BSP semble étre un acteur clé de l'activité pro-angiogénique des

chondrocytes hypertrophique.

Nous avons sélectionné des facteurs dont le réle pro- ou anti-angiogénique était décrit
dans la littérature et comparé leur expression par les CNH et les CH. Un faisceau
d’observation nous permettent de penser que BSP est impliquée dans la I'activité pro-
angiogénique des CH :

a. La BSP était le facteur pro-angiogénique le plus fortement augmentée avec

I'hypertrophie. Ce résultat a été confirmé par |'étude de la production de la protéine
BSP dans les extraits cellulaires et dans les milieux conditionnés par western blot.

b. L'expression du géne BSP est fortement et positivement corrélée avec les
marqueurs de I'hypertrophie.

c. La pré-incubation des HUVEC avec un peptide GRGDS diminuait significativement
I'adhésion des HUVEC en présence de milieux de CH observée précédemment. Le
GRGDS a la propriété de se lier aux intégrines a,fB; des HUVEC et d’empécher ainsi
la liaison de protéines a domaine RGD a ces mémes intégrines. Parmi les facteurs
pro-angiogénique testé, seules la BSP et I'OPN sont porteuses d'une séquence RGD

mais uniqguement la BSP est fortement surexprimée par les CH.
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4) PTHrP, un inhibiteur de la différenciation hypertrophique, diminue I'expression

et de la production de BSP.

PTHrP diminuait significativement I'expression de col10a1 ce qui témoigne de son
action régulatrice sur la différenciation hypertrophique des chondrocytes. Il inhibait
également |'expression du gene de la BSP et la production de la protéine BSP par des CH.
Ces résultats confirment la relation entre BSP et la différenciation hypertrophique des

chondrocytes.

5) L’IL-1f et le TNFa ont un effet répressif sur I'expression et la production de

BSP par les chondrocytes.
L’addition au milieu de culture de deux cytokines favorisant la dégradation du
cartilage, I'lL-1B ou le TNFa, inhibait presque complétement I‘expression de BSP et
supprimait totalement sa production. Ces résultats étaient en accord avec leur effet

inhibiteur sur la chondrogenese récemment décrit [238, 239].

6) La BSP stimule la production d’IL-8 et inhibe celle de TSP-1.

Lors de cette analyse, nous avons montré que la BSP d’'une part stimulait I'expression
d’IL-8, une cytokine associée a la prolifération et la migration cellulaire [244] et d’'autre part
entrainait la diminution de la TSP-1, un inhibiteur de I'angiogenese. Ces effets suggerent
que BSP agit sur I'équilibre entre facteurs pro- et anti-angiogéniques en augmentant la
production de certains facteurs activateurs et en diminuant celle de facteurs inhibiteurs de
I'angiogenése. Par contre, la BSP n’avait aucun effet significatif sur les autres parametres
que nous avons analysé, il s'agissait de 'AGG, de la MMP-3, du NO, de I'lL-6, du VEGF et du

bFGF.
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7) BSP est associée a la sévérité des lésions du cartilage.

Dans le cartilage normal, BSP était exprimée uniquement e dans la couche superficielle
du cartilage et. Dans les échantillons arthrosiques, |'expression de BSP était augmentée au
niveau des lésions et présente sur une sur une profondeur plus importante. Par cette étude
ex vivo, nous avons prouvé que la BSP était surexprimé dans le cartilage articulaire et que

son niveau d’expression était lié a la sévérité des lésions du cartilage

8) La localisation de BSP dans le cartilage articulaire est associée a la densité

vasculaire observée au niveau de la tidemark.

Nous avons observé que plus les lésions du cartilage était importante et plus I'expression
de BSP était proche de la tidemark, et plus celle-ci était vascularisée. Ces résultats
suggéraient un effet pro-angiogénique de la BSP puisque sa présence, particulierement
dans les zones moyennes et profondes du cartilage articulaire, entrainait une augmentation

de la densité vasculaire au niveau de la tidemark.
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En conclusion, nous avons démontré que la différenciation hypertrophique des
chondrocytes était liée a I'expression de facteur pro-angiogénique et favorisait la migration,
Iinvasion et l'adhésion des cellules endothéliale. Ce travail ouvre de nombreuses

perspectives de recherches:

1) Afin de confirmer le role joué par BSP dans I'activité pro-angiogénique des CH, il serait

utile de produire des anticorps neutralisant son activité.

2) Nous proposons de tester les effets de cytokines, autres que IL-1 et TNF, et de facteurs de

croissance comme le TGF sur la production de BSP.

3) Les CH secretent une forme particuliére de BSP. Nous envisageons de la caractériser par

séquencage protéique.

4) Par son implication dans différents processus pathologiques caractéristiques de
I'arthrose, la BSP pourrait constituer une cible thérapeutique intéressante. A la maniére
d’autres biomarqueurs de I'arthrose, la BSP pourrait étre intégré dans un multiplex en tant
que biomarqueur de diagnostic caractéristique de I'hypertrophie et de I'angiogenese et dont
I’évolution de la concentration serait associée au niveau de dégradation du cartilage. Il
existe déja des trousses de dosages de la BSP pour les fluides biologiques humains mais qui

n‘ont pas été utilisées a ce jour a des fins de diagnostic d’arthrose.

5) Une autre approche intéressante permettant d’exploiter les résultats obtenus au cours de
cette recherche serait d’employer des techniques d'inhibition de |'action de la BSP via
I'utilisation de siRNA ou d'anticorps neutralisants par exemple. De telles thérapies existent
déja pour d'autres facteurs angiogéniques comme c’est le cas pour le VEGF qui est utilisé en

thérapie anti-cancéreuse [246].
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CONCLUSIONS & PERSPECTIVES

Nous avons pu répondre a notre hypothése de départ que les CH expriment bien un
phénotype angiogénique puisqu'ils stimulent la migration, l'invasion et |'adhésion des
HUVEC et nous avons précisé que cet effet pourrait étre favorisé par I'action de la BSP, un
facteur associé a I'hypertrophie, a la dégradation du cartilage et a la présence de structures
vasculaires au niveau de la tidemark (Figure C1). L'ensemble de nos résultats renforce l'idée
que les phénomenes d’hypertrophie et d’angiogenése sont liés dans |'arthrose, comme c’est

le cas lors de l'ossification endochondrale dans la plaque de croissance.

INFLAMMATION

MEMBRANE SYNOVIALE

Nl L e

o

Figure C1: La BSP joue un rdle
central dans le cartilage
arthrosique. Elle est secrétée par
les chondrocytes hypertrophiques,
favorise le déséquilibre de Ia

. balance angiogénique et est

associée a l'invasion vasculaire du

cartilage au niveau de la tidemark.
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RESUME
Le cartilage articulaire arthrosique est le lieu de diverses modifications structurelles et
biochimiques entrainant sa détérioration irréversible. Un des phénomeénes pathologiques
associé a cette dégradation est la différenciation hypertrophique des chondrocytes qui peut
mener a la minéralisation du tissu et entrainer une altération des propriétés mécaniques du
cartilage articulaire. Une néo-vascularisation du cartilage arthrosique peut également étre
observée au sein de la plaque ostéochondrale. Le cartilage étant typiquement non-
vascularisé, la formation de néo-vaisseaux par angiogeneése est un processus pathologique
dans le tissu adulte et favorise son altération. L’hypothese sur laquelle se fonde ce travail est
que les chondrocytes arthrosiques hypertrophiques expriment un phénotype angiogénique.
L'objectif était des lors de démontrer que ces cellules secrétaient des facteurs capables de
stimuler la néo-vascularisation du cartilage. Dans ce but, nous avons mis au point un modele
de culture permettant de reproduire la différenciation hypertrophique des chondrocytes
arthrosiques afin d’étudier les effets de ce changement de phénotype sur des étapes clé du
processus d'angiogenése. Nous avons ensuite identifié un facteur angiogénique secrété
spécifiquement par les chondrocytes arthrosiques hypertrophique, la bone sialoprotein
(BSP). L'étude subséquente de la régulation et de I'effet de la BSP sur le métabolisme des
chondrocytes a permis de préciser son association avec I'hypertrophie et suggérer son role
dans la balance angiogénique. Finalement, une étude in vivo a mené a la mise en évidence
d’une association de la localisation de BSP au sein du cartilage avec la sévérité des lésions
du tissu ainsi qu'avec la densité vasculaire. C'est pourquoi la BSP est considérée, au terme

de ce travail, comme un facteur clé dans I'arthrose.
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