UNIVERSITE DE LIEGE | FACULTE DE MEDECINE

Dipartement de Medecine Physique

Unite de Recherche sur 10s et le Cartilage

Mise au point d'un modele de co-culture
chondrocytes | ast-éob-Laste_.s
sous chondraux humains

s’
bX

- : .
L s ' L . L ° v
- i o}

Christelle Sanchez

Licenciee en Sciences Biomedicales

Aspirante du Fonds National de la Recherche Scientifique

These présentée en vue de Uobtention du grade de
Docteur en Sciences Biomédicales

2005

Promoteur : Professeur Vves Henrotin



Au moment de déposer ce mémoire, c’est un grand plaisir de pouvoir remercier les nombreuses
personnes qui ont contribué a la réalisation de ce travail.

En premier, a Monsieur le Professeur Yves Henrotin, mon promoteur, sans qui ce travail n'aurait
été possible. Il m’a ouvert les portes de son laboratoire et s'est toujours montré débordant de
motivation.

Toute ma reconnaissance va a Alain Labasse, qui m'a enseigné entre autres les principes de la
culture cellulaire avec beaucoup de compétence, pour la patience, gentillesse et le dévouement
dont il a fait preuve tout au long de la réalisation de ce mémoire.

A l'entiereté du personnel de I'Unité de Recherche sur I'Os et le Cartilage, pour son aide, sa
présence, son soutien, ses encouragements et en particulier aux Docteurs Michelle Deberg et
Marianne Mathy-Hartert pour leur minutieuse relecture de ce manuscrit.

Au service du laboratoire de radio-immunologie (Monsieur le Professeur Geenen), pour m'avoir
accueillie dans leurs infrastructures, ainsi qu’au laboratoire d’histologie (Madame le Professeur
Defresne) pour m’avoir enseigné les techniques d’histologie et d’ immunohistochimie.

Au personnel de la morgue du CHU, et plus particulierement a Monsieur P. Simonis, ainsi qu’au
service du Professeur Delcour du centre hospitalier du Bois de I’Abbaye pour les prélévements
d’os et de cartilage.

Au laboratoire Expanscience, et plus particulierement aux Docteurs N. Piccardi et P. Msika,
pour avoir soutenu financierement une grande partie de ce travail et pour avoir partagé leur
expérience dans le domaine de I’étude pré-clinique des médicaments arthrosiques.

Je tiens a exprimer ma profonde reconnaissance a Madame le Professeur Defresne, Présidente
du Jury, et aux membres du Comité de lecture de ce mémoire, pour leurs conseils judicieux au
cours de la réalisation de ce travail.

Je souhaite manifester ma gratitude aux Amis de I’Université de Liege et au Fonds National de la
Recherche Scientifique pour la confiance qu’ils m’ont accordée ces quatre dernieres années.

Ce travail n’aurait pu voir le jour si je n’avais été continuellement soutenu et encouragé par mes
proches. Je remercie Stéphane pour sa patience et sa compréhension vis-a-vis des exigences du
métier de chercheur. Mes parents m’ont toujours montré la voie a suivre, je les remercie de tout
ceeur pour leur présence. Je tiens également a remercier particulierement Vincent pour la
correction orthographique de ce travail.

Sans oublier tous ceux qui ont participé, de prés ou de loin, a la réalisation de ce mémoire.



TABLE DES MATIERES
REMERCIEMENTS
RESUME
LISTE DES ABREVIATIONS UTILISEES

l. INTRODUCTION GENERALE ...t 1
Hypotheéses de travail et objectifs de la recherche .........cccccoooviiiiiiic i, 1
L’0ssification endoChOnArale .......uuuevsseeriiiirnuuissssissiiirsnnssssssssisssssnsssssssssssssansssssssssssssnassssns 3
2.1. Structure du cartilage de CrOISSANCE.........ccueiieiiiieiieie e 3
2.2. Les étapes de I’ossification endochondrale.............coooveieieieneiiiiencieeeeeee s 4
2.3. Régulation de I’ossification endochondrale.............ccoceveiiieneiiienieeceeees 4
Le cartilage artiCUIAITE ..........ocoii ittt et tae e 7
3.1, ArChiteCture gNEIale .......c.oiieii e 7
3.2, LS CRIUIBS ... e 9
3.3. Lamatrice eXtraCellUlaire .........cccoviiiiiieieie s 9
o 1S 30 o ] = S TR 12
4.1, LeS CEHUIES T8 I70S ...t 12
4.1.1. Lalignée 0StEODIASTIQUE.........ccverieeieiieeie e 12
4.1.2. Lalignée oStEOCIAStIQUE. .........ccveieieiiiiecie e 13
4.2. Lamatrice extraCellulairg 0SSEUSE.........cccueiirieiieie ettt 14
4.2.1. LapPhase ProtEIQUE........eeieeieiierieeieseesiesee e sie e e e sae e sra e neenneens 14
4.2.2. Laphase MINErale........ccocoiiiiiiieicee e 15
4.3, L& remOUEIAGE OSSBUX ...ueeivieiiiiieitieieaiiesteetesieesieeseesteesbeeseesseesbeeseesreesbesneesseesaeeneesreas 16
4.4. Particularités de 1’0s SOUS-ChONAIal ..........c.couevieiiiiiiiisiecee e 18
Physiopathologie de I'arthrOSe ... 19
5.1. Les facteurs biochimiques de I’arthrosSe ...........ccccocevveveiiesieesece e 20
0.1, 1. LB BNZYIMES ...eeiiiiieiiiee ettt et ettt ettt e et e e e et ettt rn e en s 20
5.1.2. Les inhibiteurs de metalloprotéiNases..........cccveveiiveieeriesieese e, 22
5.1.3. LES CYLOKINES ...ecvviieeeieeie ettt ettt e e e sreeneeenaenneens 23
5.1.4. Les formes activées de I’oxygeéne et les prostanoides..........ccccceevververveseennnnn, 28
5.2. Les mécanismes pathogéniques de I’arthroSe ..........ccceveeeeieeiisiesieese e 30
5.2.1. Laboucle cartilagino-cartilagineuse...........ccccvevvereeieiieeniere e, 30
5.2.2. Laboucle synovio-cartilaginuSe ..........cccccvevveiieiieerieeie e, 33
5.2.3. Laboucle 0Ste0-CartilagingUSE .........ccccvueieeririieesieeseeie e 34

Approches thérapeutiques de I'arthrose ... 39



1. MISE AU POINT D’UN MODELE DE CULTURE DE CHONDROCYTES EN
BILLES D ALGINATE. .. .ottt sttt st e 43
O 1 g 1 e Yo 11 o £ o o SR 43
2. Matériel et METNOUES .........oooiie e 46
2.1. Description des cultures de chondrocytes articulaires humains en billes d'alginate .... 46
2.1.1. Prélevement des échantillons de cartilage ...........cccooeieiiiiiiiiiiiccccee 46
2.1.2. Isolement des ChONAIOCYLES .......cc.ooveiierieiiiierice s 46
2.1.3. MiSE N CUITUIE ..o 47
2.1.4. Traitements des ClIUIES..........coo i 48
2.1.5. Arrt de 18 CUITUIE.......ooviiiee s 48
2.2. Description des techniques d’analyse histologiques et immunohistochimiques ............ 49
2.2.1. Fixation des billes d’alginate et inclusion en paraffine ............c.cccceevvevieinnnnn. 49
2.2.2. Coloration bleu / jaune alCian...........ccccocviveieiiieie s 50
2.2.3. IMMUNONISTOCRIMIE ... ..ot 50
2.3. Description des techniques d’analyse bioChIMIQUES...........cccoviiierieiiienesie e 51
2.3.1. D0Sage de PADN........ooieic ittt 51
2.3.2. D0Sage de Ia LDH ........cociiiiiice e 51
2.3.3. Incorporation de la thymidine triti€e..........ccccvvverieiieiii i 52
2.3.4. Dosage EASIA de I’agrécane, du TGF-41, de la MMP-3 et du TIMP-1 ........... 52
2.3.5. Dosage de I’activité de type Stromelysing .........cccccevveviviieiicieie e 54
2.4. Calculs et analyses StatISTIUES ........cureriririeieieie et 54
B RESUITALS ...t ettt ettt et eeree s 57
3.1. Caractérisation du modéle de culture en billes d’alginate de chondrocytes articulaires
PUMBINS. ...ttt 57
3.1.1. Etude histologique des billes d’alginate.............cccooeieiiiniiiiiiccceeeeee 57
3.1.2. Mesure de la synthese d’ADN..........cccccvveiiiiieieiicce e 58
3.1.3. Etude de la viabilité CellUIAIre. ..o 59
3.1.4. Etude de la production d’agréCane ...........ccccevereeresieesiesieeseeieseeiesneseesrae e 60
3.1.5. Etude de la production de MMP-3 et de TIMP-1.........cccccciviviiiieiiieiee e 61
3.1.6. Etude de la production de TGF-f1.......ccociiiiiiiiiieieie e 62
3.2. Effets de I’'IL-14 sur le métabolisme des chondrocytes cultivés en billes d’alginate..... 63
3.2.1. Influence de I’IL-14 sur la quantité d’ADN et la viabilité cellulaire.................. 63
3.2.2. Influence de I’IL-14 sur la production d’agréCane ..........cccceeeeeeeieeieeieeienieenen. 64
3.2.3. Influence de I’IL-14 sur la production de MMP-3 et de TIMP-1....................... 65
3.2.4. Influence de I’IL-14 sur la production de TGF-£L.......cccooiiiiiiiiiceeeene 68
3.3. Effets de I'lL-6 et de I’OSM sur le métabolisme des chondrocytes cultivés en
DIHES APAIGINGALE ...ttt 69
3.3.1. Influence de I’IL-6 et de I’OSM sur la quantité d’ADN et la viabilité cellulaire69
3.3.2. Influence de I’IL-6 et de I’OSM sur la production d’agrécane............cccvn.n. 70
3.3.3. Influence de I’'lIL-6 et de I’OSM sur la production de MMP-3 et de TIMP-1..... 72

3.3.4. Influence de I’IL-6 et de I’OSM sur la production de TGF-£1 ........ccccoevennee. 75



3.4. Effets des IAS sur le métabolisme des chondrocytes cultivés en billes d’alginate.......... 77
3.4.1. Influence des IAS sur le contenu en ADN et la viabilité cellulaire..................... 77
3.4.2. Influence des IAS sur la production d’agrécane...........cccoveveverierieiereriesierinnens 78
3.4.3. Influence des IAS sur la production de MMP-3 et de TIMP-1 ........ccccocevviinnne 80
3.4.4. Influence des IAS sur la production de TGF-fL.......ccccooiiiiiiiniiciieceens 83
4 S D T 1= o1 U113 T ] o 1SS SUR PSSR 84
1. MISE AU POINT D’UN MODELE DE CULTURE D’OSTEOBLASTES SOUS-
CHONDRAUX HUMAINS ...t 91
I 1 oY # oo [ Tox i (o] o [PPSO USRI PPPRR 91
2. Matériel et METNOUES ..o e 92
2.1. Description des cultures d’ostéoblastes sous-chondraux humains............cccccceeevieiennn. 92
2.1.1. Isolement des ostéoblastes de I’0s sous-chondral ..., 92
2.1.2. Culture des 0StEODIASIES ........c.eiiiiiiiieiee s 93
2.1.3. Arrt de 1a CUITUIE ... 94
2.2. Description des techniques d’analyse CytolOgIQUES .........cooeiuriieiieieienieieiee e 94
2.2.1. Marquage de 1a PAL ...ttt 94
2.2.2. Incorporation du Red Oil..........coiiiiiiiiiiieee e 94
2.2.3. Coloration & PANZArin R ..o 95
2.3. Description des techniques d’analyse bioChiMIQUES ..........ccccoveiiiiiiiicieicce e 95
2.3.1. D0SAGE A8 PADN ....cuiiiiiieieiie ittt 95
2.3.2. D0SAGE UE Ta PAL ..o 95
2.3.3. D0Sage de [a LDH .....c.ooiiiiiiiise e 96
2.3.4. D0sage ELISA e POC ..ottt 96
2.3.5. Dosage EASIA de I’IL-14, de I’lL-6, du TGF-41, de la MMP-3 et du TIMP-1.96
2.3.6. Dosage radio-immunologique de 1a PTHIP ........ccooiiiiiiieeceeeas 97
2.4. Calculs et analyses StatiSTIUES .........ooverirrierierieiieiie et 97
B RESUITALS ...ttt et h ettt 98
3.1. Caractéristiques cytologiques et biochimiques des ostéoblastes sous-chondraux......... 98
3.1.1. Morphologique cellulaire et présence de PAL membranaire...........c..cccccvevvennnne 98
3.1.2. Minéralisation de [a MatriCe........cccoruiiiiriiiiiieieee e 98
3.1.3. Etude de la prolifération cellulaire ...........ccooeiiieiiiencieceeeeee e 99
3.1.4. Etude de I’actiVité de type PAL.......cccooerieiiiieieiiesiesiee e 100
3.1.5. Etude de la production d’OC.........cccoiiiiriiiie i 101
3.2. Comparaison du phénotype des ostéoblastes des zones SC et NSC de I’os sous-chondral
APTNEOSTQUE. ...ttt e e e et et e st et et e et e e e e e e eneas 102
3.3. Etude des effets de I’IL-14, de I’IL-6 et de I’OSM sur le métabolisme des ostéoblastes
SOUS-CNONUIAUX ... ettt 103
3.3.1. Influence de I’IL-1/3, de I’IL-6 et de I’OSM sur I’activité PAL............cccccvcevennnee 103

3.3.2. Influence de I’IL-1, de I’IL-6 et de I’OSM sur la production d’OC.................. 104



3.3.3. Influence de I’'IL-6 et de I’OSM sur la production d’IL-15.........cccccevvverirnennnn. 104

3.3.4. Influence de I’'IL-15 et de I’OSM sur la production d’IL-6..........ccccoveverirnennnne 105
3.3.5. Influence de I’'IL-14, de I’1L-6 et de I’OSM sur la production de TGF-41......... 105
3.3.6. Influence de I’'lL-1/, de I’'1L-6 et de I’OSM sur la production de MMP-3 et de
TEIMP =L bbbt 106
3.3.7. Influence de I’'IL-14, de I’1L-6 et de I’OSM sur la production de PTHrP.......... 108
3.4. Etude des effets des IAS sur le métabolisme des ostéoblastes sous-chondraux ............. 109
S D T 1= o1 U113 T o] o ISR 110
V. MISE AU POINT D’UN MODELE DE CO-CULTURE
CHONDROCYTES / OSTEOBLASTES SOUS-CHONDRAUX HUMAINS... 117
SR o) gfe T [ Tod i [ o 1RSSR 117
2. Matériel et METNOUES .........oooiiie e 119
2.1. Description du modele de CO-CUITUIE..........ooiiiiieiiee e 119
2.2. Description des techniques d’analyse bioChimiQUES...........cceiveirieiiiieiiece e 121
2.2.1. DO0SAGE A8 PADN ......iiiiitiiie ittt 121
2.2.2. D0SAGE UE TAPAL ..o 121
2.2.3. D0Sage de T LDH ......ccoiiiiieeee s 121
2.2.4. D0Sage ELISA e I'OC ... ..ot 121
2.2.5. Dosage EASIA de PAQreCaNE .......cccoverierierierieiesesiese e 121
2.2.6. Etude par RT-PCR quantitative en temps réel de I’expression des genes AGG,
COL2, MMP-3, MMP-13, TIMP-1, SOX9, PTHrP, PTH-R, OSF-1, CBFA1,
PAL, COL1 et COL10 par les chondroCytes. ..........ccccoerrieiiereieieeieeiessee e 121
2.3. Calculs et analySes StAtISLIGUES .........ciueiiiieiiieie ettt nne s 124
G N o < TSI 1| = 1 £ SRS ROPPR 126
3.1. Influence des ostéoblastes sous-chondraux sur le métabolisme des chondrocytes
BN CO-CUITUIE ... 126
3.1.1. Etude du contenu en ADN et de la viabilite cellulaire ...........cccocooiiiiiinnen. 126
3.1.2. Etude de la synthese d’agréCane .........cccoerieieiieieieeee e 127
3.1.3. Etude de I’expression des genes AGG, COL2, MMP-3, MMP-13, TIMP-1, SOX9,
OSF-1, PTHrP, PTH-R, COL1, COL10, CBFAL et PAL par les chondrocytes. 128
A. Expression des genes des protéines matricielles (AGG et COL2)............... 128
B. Expression des génes des enzymes de la dégradation de la matrice
extracellulaire (MMP-3 et MMP-13) et de leur inhibiteur (TIMP-1) ......... 129
C. Expression des génes de la différenciation hypertrophique des chondrocytes
(SOX9, OSF-1, PTHrP, PTH-R, COL1, COL10, CBFA1 et PAL) .............. 130
3.2. Influence d’un anticoprs anti-1L-6 sur les effets des ostéoblastes SC sur
le metabolisme des CONAIOCYLES .........cciiiiiiiiii s 132
3.3. Effets de la pré-incubation des ostéoblastes avec de I’l1L-1/, de I’IL-6 ou de I’OSM
sur le métabolisme des ChONAIOCYLES ........c..oiviiiiiiiiiee e 133
3.3.1. Etude du contenu en ADN et de la viabilité cellulaire ............c..ccoceoiiiniiinnn, 133

3.3.2. Etude de la synth@se d’agréCane .........cocevevierieieiierieiiereiesie e 133



3.3.3. Expression des genes AGG, COL2, MMP-3, MMP-13, TIMP-1, SOX9, OSF-1,
PTHrP, PTH-R, COL1, COL10, CBFAL et PAL par les chondrocytes.............. 134

A. Expression des genes des protéines matricielles (AGG et COL2)............... 134

B. Expression des génes des enzymes de la dégradation de la matrice
extracellulaire (MMP-3 et MMP-13) et de leur inhibiteur (TIMP-1).......... 134

C. Expression des génes de la différenciation hypertrophique des chondrocytes

(SOX9, OSF-1, PTHrP, PTH-R, COL1, COL10, CBFAL et PAL)............... 137
3.4. Influence de la pre-incubation des ostéoblastes avec un mélange d’1AS sur le
métabolisme des ChONAIOCYLES .........ccviiiiiiieeec e e 140
3.4.1. Etude du contenu en ADN et de la viabilité cellulaire............ccocooeiiiiiiiinnne, 140
3.4.2. Etude de la synth@se d’agréCane..........cooerueieiiieiieiieeeee e 140
3.4.3. Expression des genes AGG, COL2, MMP-3, MMP-13, TIMP-1, SOX9, OSF-1,
PTHrP, PTH-R, COL1, COL10, CBFAL et PAL par les chondrocytes.............. 141
A. Expression des genes des protéines matricielles (AGG et COL2)............... 141
B. Expression des génes des enzymes de la dégradation de la matrice
extracellulaire (MMP-3 et MMP-13) et de leur inhibiteur (TIMP-1).......... 141
C. Expression des génes de la différenciation hypertrophique des chondrocytes
(SOX9, OSF-1, PTHrP, PTH-R, COL1, COL10, CBFA1 et PAL)............... 141
1D Yo I 11 o] o PSP STR 146
V. CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES .....ooiiiiii e 153
VI. BIBLIOGRAPHIE ... et arae s 163
VI, ANNEXE: PUBLICATIONS. .. ..ot 187

Metabolism of human articular chondrocytes cultured in alginate beads.
Longterm effects of interleukin-1 beta and nonsteroidal anti-inflammatory
drugs. C Sanchez, M Mateus, M-P Defresne, J-M Crielaard, J-Y Reginster & Y
Henrotin, Journal of Rheumatology 29 (4) : 772-782, 2002

Effects of rhein on metabolism of human articular chondrocytes. C Sanchez, M
Mathy-Hartert, M Deberg, H Ficheux, J-Y Reginster & Y Henrotin, Biochemical
Pharmacology 65 (3) : 377-388, 2003

Avocado/soybean unsaponifiables increased aggrecan synthesis and reduce
catabolic and pro-inflammatory mediators production by human
osteoarthritic chondrocytes. Y Henrotin, C Sanchez, M Deberg, N Piccardi, G
Gouillou, P Msika & J-Y Reginster, Journal of Rheumatology 30 (8) :1825-1834,
2003

Differential regulation of chondrocyte metabolism by interleukin-6 and
oncostatin M. C Sanchez, M Deberg, S Burton, P Devel, J-Y Reginster & Y Henrotin,
Osteoarthritis and Cartilage 12 (10) :801-810, 2004

Osteoblasts from the sclerotic subchondral bone downregulate aggrecan but
upregulate metalloproteinases expression by chondrocytes. This effect is
mimicked by interleukin-6, -1 and oncostatin M pre-treated non sclerotic
osteoblasts. C Sanchez, M Deberg, N Piccardi, P Msika, J-Y Reginster & Y Henrotin,
Osteoarthritis and Cartilage 13 (9) : in press, 2005

Subchondral bone osteoblasts induce phenotypic changes in human
osteoarthritic chondrocytes. C Sanchez, MA Deberg, N Piccardi, P Msika, J-Y
Reginster & Y Henrotin, Osteoarthritis and Cartilage 13 : in press, 2005



LISTE DES TABLES ET ILLUSTRATIONS

I. INTRODUCTION GENERALE

Figure 1:
Figure 2 :
Figure 3:
Figure 4 :
Figure5:
Figure 6 :
Figure 7 :

Figure 8 :

Figure 9:

Figure 10 :
Figure 11 :
Tableau 1
Tableau 2 :
Tableau 3
Figure 12 :
Figure 13 :
Figure 14 :
Figure 15 :

Figure 16 :
Tableau 4 :

Représentation schématique des zones du cartilage de croissance.

Schéma des mécanismes moléculaires de I’ossification endochondrale.

Structure du cartilage articulaire.

Représentation schématique de la matrice extracellulaire du cartilage.

Structure d’une molécule d’agrécane.

Représentation schématique des compartiments de la matrice extracellulaire du cartilage.

Représentation schématique de la localisation des différents types cellulaire dans I’0s
normal.

L’ostéoclastogénése.
Résorption et formation de la matrice osseuse.
Structure de I’os sous-chondral.

Cascade protéolytique d’activation des métalloprotéinases.

: Métalloprotéinases matricielles impliquées dans I’arthrose et leurs substrats

Principales cytokines impliquées dans la régulation du métabolisme du cartilage

: Principales actions de I’IL-1 sur le métabolisme des chondrocytes

Représentation schématique de la phase réactionnelle.
La boucle cartilagino-cartilagineuse.

Modifications de I’os sous-chondral dans I’arthrose.
Les types de microfractures ostéochondrale.

Représentation schématique des trois boucles physiopathologiques de I’arthrose.

Composition des IAS.

Il. MISE AU POINT D’'UN MODELE DE CULTURE DE CHONDROCYTES EN BILLES

D’ALGINATE
Figure 17 : Micrographie électronique d’un chondrocyte cultivé en billes d’alginate durant 13 jours.
Figure 18 : Schéma représentant les différentes étapes de la culture des chondrocytes en billes
d’alginate.
Tableau 5 : Caractéristiques des différents dosages EASIA utilisés.
Figure 19 : A : Observation microscopique d’une bille d’alginate dans son surnageant de culture.

B : Visualisation des protéoglycanes hautement sulfatés (bleu) ou non (jaune) par la
technique de coloration au bleu/jaune alcian.

C : Mise en évidence du collagene de type Il par Immunohistochimie.



Figure 20 :
Figure 21 :
Figure 22 :
Figure 23 :

Figure 24 :

Figure 25 :
Figure 26 :

Figure 27

Tableau 6 :

Figure 28 :
Figure 29 :

Figure 30 :

Figure 31 :

Figure 32 :
Figure 33 :

Figure 34 :

Figure 35 :
Figure 36 :

Tableau 7 :

Tableau 8:

Figure 37 :

Figure 38 :

Courbe d'évolution de la quantité d’ADN en fonction de la durée de la culture.
Incorporation de thymidine tritiée pendant les 24 derniéres heures de la culture.
Evolution de la mortalité cellulaire estimée par le dosage de la LDH.

Distribution de I’agrécane dans les différents compartiments de la culture en billes d’alginate apres
12 jours de culture.

Quantité d’agrécane mesurée dans les compartiments FRM et CM de la culture en billes d’alginate
en fonction de la durée de la culture.

Quantités cumulées de MMP-3 (A) et de TIMP-1 (B) libérées dans le milieu de culture.
Evolution du rapport MMP-3/ TIMP-1 en fonction de la durée de la culture.

A Quantités cumulées de TGF-f1 libérées dans le milieu de culture.

B: Distribution du TGF-£1 dans les différents compartiments de la culture en billes d’alginate
apres 12 jours de culture.

Quantités d’ADN contenues dans les billes d’alginate au terme de 12 jours de culture, en
présence ou non d’IL-17.
Effer de la concentration en IL-10 sur la production d’agrécane durant les 12 jours de culture.

Effet de 'IL-18 10"° M sur la distribution d’agrécane dans les compartiments de bille d’alginate
apres 12 jours de culture.

Effet de la concentration en I'IL-10 sur la production de MMP-3 durant les 3 premiers jours de
culture.

Quantités de MMP-3 libérées dans le surnageant durant chaque période de 72h de culture, en
présence ou non d’IL-13 107° M.

Effet de la concentration en UIL-1[0 sur la production de TIMP-1 durant les 12 jours de culture.

Quantités de TIMP-1 libérées dans le surnageant durant chaque période de 72h de culture, en
présence ou non d’IL-18 10" M.

Rapport molaire MMP-3/ TIMP-1 calculé a I'aide des valeurs cumulées de TIMP-1 et de MMP-3,
en présence ou non d’IL-18 10" M.

Effer de la concentration en IL-10 sur la production de TGF-f1 au terme de 12 jours de culture.

Quantités de TGF-p1 libérées dans le surnageant durant chaque période de 72h de culture, en
présence ou non d’IL-18 107° M.

Quantités d’ADN contenues dans les billes d’alginate au terme de 12 jours de culture, avec ou sans
IL-1p, IL-6 ou OSM.

Effets de I’IL-6/IL-6sR et de I’OSM sur la production totale d’agrécane par les chondrocytes
et sur sa distribution dans les fractions FRM, CM et S apres 12 jours de culture.

Effer de 'IL-6 (500 ng/ml + 50 ng/mli d’IL-6sR) et de ’'OSM (10 ng/ml) sur la distribution des
molécules d’agrécane dans les différents compartiments de la culture en billes d’alginate aprés 12
Jours de culture.

Effets de concentrations croissantes d’IL-6 et d’OSM sur la quantité totale d’agrécane accumulée
dans les billes d’alginate apres 12 jours de culture en présence d’IL-13 107° M.



Figure 39 :

Figure 40 :

Figure 41 :

Figure 42 :

Figure 43 :

Effer de concentrations croissantes d’IL-6 et d’OSM sur la production basale de MMP-3 par les
chondrocytes apres 12 jours de culture en billes d’alginate.

Effer de concentrations croissantes d’IL-6 et d’OSM sur la production basale de TIMP-1 par les
chondrocytes apres 12 jours de culture en billes d’alginate.

Effer de concentrations croissantes d’IL-6 (A) et d’'OSM (B) sur la production de MMP-3 par les
chondrocytes en présence d’IL-1/3 10" M.

Effets de concentrations croissantes d’IL-6 et d’OSM sur la production totale de TIMP-1 par les
chondrocytes aprés 12 jours de culture en billes d’alginate en présence d’IL-15 107° M.

Effets de concentrations croissantes d’IL-6 et d’OSM sur la production de TGF-f1 en I'absence (A)
ou en présence de 10 M d’IL-13 (B) par les chondrocytes aprés 12 jours de culture en billes
d’alginate.

Tableau 9: Quantités d’ADN contenues dans les billes d’alginate au terme de 12 jours de culture, en I'absence

Figure 44 :

Figure 45 :

Figure 46 :

Figure 47 :
Figure 48 :

Figure 49 :

Figure 50 :

ou en présence d’IL-1B 107 M et/ ou des IAS.
A : Cinétique de la production d’agrécane en présence ou non de 10 ug/mi d’IAS.

B : Effet de concentrations croissantes d’IAS sur la production totale d’agrécane aprés 12 jours
de culture.

Effer des IAS (10 ug/ml) sur la distribution de I'agrécane dans les différents compartiments de la
culture.

Effet des IAS (10 ug/ml) sur la production totale d’agrécane aprés une incubation de 72h avec 10"
M d’IL-15.

Effets des IAS sur la production de MMP-3.

Effet des IAS (10 ug/ml) sur la production totale de TIMP-1 au terme de 12 jours de culture, en
présence ou non d’IL-13 107° M.

Evolution du ratio molaire MMP-3/ TIMP-1 en fonction de la concentration en IAS en présence ou
non d’IL-18 10" M.

Effet de concentrations croissantes d’IAS sur la production totale de TGF-S1 apres 12 jours de
culture, en I'absence ou en présence d’IL-153 10" M.

1. MISE AU POINT D’'UN MODELE DE CULTURE D’OSTEOBLASTES SOUS-
CHONDRAUX HUMAINS

Tableau 10 : Caractéristiques analytiques des différents dosages EASIA utilisés.

Figure 51 :
Figure 52 :
Tableau 11

Figure 53 :
Figure 54 :

Figure 55 :

Marquage cytologique de la PAL membranaire au naphtol AS-MX phosphate et Fast Red.

Marquage cytologique des ostéoblastes & I’Alizarin Red

! Quantités d’ADN contenues dans les cultures au terme de 16 jours de culture, en présence ou non

de 1,25(0OH), vitamine D:,
Evolution de Iactivité PAL exprimée par les ostéoblastes en fonction de la durée de la culture.

Effet de la concentration en 1,25(0OH), vitamine D; sur Uactivité PAL, au terme de 16 jours de
culture.

Effet de la concentration en 1,25(0OH), vitamine Dj sur la cinétique de production de I’OC.



Tableau 12 : Production basale de PAL, d’OC, d’IL-10, d’IL-6, de TGF-f1, de MMP-3, de TIMP-1 et de

Figure 56 :

Figure 57 :

Figure 58 :

Figure 59 :

Figure 60 :

Figure 61 :

Figure 62 :

Figure 63 :

Figure 64 :

Tableau 13 :

PTHYyP par les ostéoblastes NSC ou SC de I’os sous-chondral aprés 72 h de culture dans un milieu
DMEM envichi par 1% d’ITS+.

Activité PAL mesurée dans les extraits cellulaires aprés 72 h de culture en présence d’IL-15 (1,7
ng/ml), d’IL-6 (100 ng/ml + 50 ng/ml d’IL-6sR) ou d’OSM (10 ng/ml).

Production d’OC par les ostéoblastes au terme de 72 h de culture en I'absence ou en présence d’IL-
18 (1,7 ng/ml), d’IL-6 (100 ng/ml + 50 ng/mi d’IL-6sR) ou d’OSM (10 ng/ml).

Production d’IL-1[ par les ostéoblastes au terme de 72 h de culture en ’absence ou en présence d’IL-
18 (1,7 ng/ml), d’IL-6 (100 ng/ml + 50 ng/mi d’IL-6sR) ou d’OSM (10 ng/ml).

Production d’IL-6 par les ostéoblastes au terme de 72 h de culture en I'absence ou en présence d’IL-
18 (1,7 ng/ml), d’IL-6 (100 ng/ml + 50 ng/ml d’IL-6sR) ou d’OSM (10 ng/mi).

Production de TGF-f1 par les ostéoblastes au terme de 72 h de culture en ’absence ou en présence
d’IL-18 (1,7 ng/ml), d’IL-6 (100 ng/ml + 50 ng/ml d’IL-6sR) ou d’OSM (10 ng/mi).

Production de MMP-3 par les ostéoblastes au terme de 72 h de culture en I'absence ou en présence
d’IL-18 (1,7 ng/ml), d’IL-6 (100 ng/ml + 50 ng/ml d’IL-6sR) ou d’OSM (10 ng/mi).

Production de TIMP-1 par les ostéoblastes au terme de 72 h de culture en I’absence ou en présence
d’IL-18 (1,7 ng/ml), d’IL-6 (100 ng/ml + 50 ng/ml d’IL-6sR) ou d’OSM (10 ng/mi).

Rapport molaire MMP-3 / TIMP-1 observé dans les cultures d’ostéoblastes au terme de 72 h de
culture en l'absence ou en présence d’IL-10 (1,7 ng/ml), d’IL-6 (100 ng/mi + 50 ng/ml d’IL-6sR)
ou d’OSM (10 ng/ml).

Production de PTHrP par les ostéoblastes au terme de 72 h de culture en I’absence ou en présence
A’IL-16 (1,7 ng/ml), d’IL-6 (100 ng/ml + 50 ng/mi d’IL-6sR) ou d’OSM (10 ng/mil).

Effets du mélange d’IAS (10 ug/mli) sur les productions de PAL, d’OC, d’IL-10, d’IL-6, de
TGF-p1, de MMP-3, de TIMP-1 et de PTHrP par les ostéoblastes NSC ou SC de I'os sous-
chondral aprés 72 h de culture.

Tableau 14 : Résumé des modifications du phénotype des ostéoblastes sous-chondraux de I’articulation

Figure 65 :

Tableau 15

IvV. MIS

arthrosique.

Représentation schématique des mécanismes hypothétiques impliqués dans la sclérose de I’os sous-
chondral.

. Influence de I’IL-14, de I’IL-6 et de I’OSM sur le métabolisme des ostéoblastes NSC et
comparaison avec les différences phénotypiques des ostéoblastes SC.

E AU POINT D'UN MODELE DE CO-CULTURE CHONDROCYTES /

OSTEOBLASTES SOUS-CHONDRAUX HUMAINS

Figure 66 :
Tableau 16 :
Tableau 17 :

Représentation schématique du modéle de co-culture.
Séquences des amorces utilisées.

Contenu en ADN en ug par puits apreés 4 jours de culture.

Tableau 18 : Concentration en agrécane des différents compartiments de la culture en billes d’alginate

apres 4 jours de culture en [I’absence (mono-culture) ou en présence (co-culture)
d’ostéoblastes NSC ou SC, ou de fibroblastes de peau.



Figure 67 :

Figure 68 :

Tableau 19 :

Figure 69 :

Figure 70 :
Figure 71 :
Figure 72 :
Figure 73 :
Figure 74 :
Figure 75 :
Figure 76 :
Figure 77 :
Figure 78 :
Figure 79 :
Figure 80 :

Expression du géne AGG (A) et COL2 (B) par les chondrocytes apres 4 jours de culture en 'absence
(mono-culture) ou en présence (co-culture) d’ostéoblastes NSC ou SC.

Expression du géne MMP-3 (A) et MMP-13 (B) par les chondrocytes apres 4 jours de culture en
labsence (mono-culture) ou en présence (co-culture) d’ostéoblastes NSC ou SC.

Effer de la co-culture sur 'expression de COLI, COL10, SOX9, CBFAI, PTHrP, PTH-R, OSF-
1 et PAL par le chondrocyte apres 4 jours de culture.

Expression des génes AGG, MMP-3, MMP-13, SOX9 et TIMP-1 par les chondrocytes apres 4
Jours de culture en I'absence (mono-culture) ou en présence (co-culture) d’ostéoblastes SC.

Production totale d’agrécane par les chondrocytes en billes d’alginate apres 4 jours de culture.
Expression du gene AGG (A) et COL2 (B) par les chondrocytes apres 4 jours de culture.
Expression du géne MMP-3 (A) et MMP-13 (B) par les chondrocytes aprés 4 jours de culture.
Expression du gene SOX9 (A) et OSF-1 (B) par les chondrocytes apres 4 jours de culture.
Expression du géne PTHrP (4) et PTH-R (B) par les chondrocytes aprés 4 jours de culture.
Production totale d’agrécane par les chondrocytes en billes d’alginate apres 4 jours de culture.
Expression du géne AGG (A) et COL2 (B) par les chondrocytes apreés 4 jours de culture.
Expression du gene MMP-3 (A) et MMP-13 (B) par les chondrocytes apres 4 jours de culture.
Expression du géne SOX9 (A) et OSF-1(B) par les chondrocytes apreés 4 jours de culture.
Expression du gene PTHrP (A) et PTH-R (B) par les chondrocytes apreés 4 jours de culture.

Représentation schématique de 'implication de I'os sous-chondral sur les changements observés au
sein du cartilage arthrosiques.

V. DISCUSSION GENERALE, CONCLUSIONS ET PERSPECTIVES

Figure 81 :

Représentation schématique des mécanismes d’action des IAS sur la physiopathologie de 'arthrose.



Author : Sanchez Chrigtelle (2005)

Institution : Bone and Cartilage Metabolism Research Unit, Liege University, Belgium.
Title : Human chondrocytes/subchondral osteobl asts co-culture model devel opment.
Key words : Osteoarthritis, chondrocytes, osteoblasts, co-culture, ASU.

Abstract

Objectives: This work was designed to investigate the influence of osteoarthritic (OA)
subchondral osteoblasts on the metabolism of human articular chondrocytes cultured in alginate
beads. We have developed an original co-culture model and compared the effects of osteoblasts
isolated from sclerotic (SC) or non sclerotic (NSC) OA subchondral bone plate on the production
of aggrecan (AGG) and the expression of numerous genes by chondrocytes. The influence of
interleukin (IL)-1pB, IL-6, oncostatin M (OSM) and avocado/soybean unsaponifiables (ASU) on
chondrocytes, osteoblasts and chondrocytes/osteobl asts relationship was also investigated.

Methods: Enzymatically isolated chondrocytes were cultured in alginate beads, aone or in co-
culture with OA subchondral osteoblasts. Before co-culture, osteoblasts were cultured for 72
hours with or without 1.7 ng/ml IL-1B, 100 ng/ml IL-6 with its soluble receptor (IL-6sR; 50
ng/ml), 10 ng/ml OSM or 10 pg/ml ASU. The content of DNA was measured according to a
fluorimetric method. AGG production was assayed by enzyme amplified sensitivity
immunoassays and a specific radioimmunoassay was used to quantify PTHrP production. AGG,
type Il collagen (COL2), SOX9, matrix metalloproteinase (MMP)-3, MMP-13, osteoblast
stimulating factor (OSF)-1, parathyroid hormon related protein (PTHrP) and PTH-R mRNA level
in chondrocytes was quantified by the real time polymerase chain reaction.

Results: SC, but not NSC, osteoblasts significantly decreased (-28 %, p<0.001) aggrecan
production and aggrecan gene expression and significantly increased MMP-3 and MMP-13 gene
expression by human OA chondrocytes in alginate beads (1.65 and 2 times, respectively, p <
0.001). In co-culture with SC or NSC subchondral osteoblasts, chondrocytes expressed
significantly less sox-9 and COL2 mRNA compared to chondrocytes cultured alone. The
decrease of SOX9 and COL 2 gene expression was significantly more pronounced in the presence
of SC than in the presence of NSC subchondral osteoblasts (SC vs NSC p < 0.001). Addition of
an IL-6 neutralizing antibody prevented al these SC osteoblasts effects on chondrocyte
metabolism. When they were pre-incubated with IL-1p, IL-6 or OSM, NSC osteoblasts inhibited
aggrecan synthesis and increased MMP-3 and -13 gene expressions by chondrocytes in alginate
beads in a same order of magnitude than SC osteoblasts. Pre-treatment of SC osteoblasts with
ASU fully prevented the inhibitory effects of SC osteoblasts on AGG production (p<0.01), and
increased by 2-fold the COL2 expression by chondrocytes (p<0.001). The treatment of SC
osteoblasts with ASU did not modify the expression of MM Ps by chondrocytes.

Conclusion: These results demonstrate that SC subchondral osteoblasts could contribute to
cartilage degradation by stimulating chondrocytes to produce more MMP and by inhibiting AGG
synthesis. IL-6 is a key mediator involved in these osteoblasts effects. Furthermore, I1L-18, IL-6
and OSM may stimulate NSC osteoblasts to induce chondrocyte metabolic dysregulation similar
to those observed in OA cartilage, suggesting that these cytokines contribute to the phenotype
shift of subchondral osteoblasts in OA. ASU prevent osteoblasts-induced matrix molecules
inhibition, suggesting a new mechanism of action for this drug.
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Introduction générale

1 Slypothises de travall et objectif's de Lo recherche

‘arthrose est une maladie dont la prévalence est élevée et le retentissement
L socio-économique important. En termes de colt, on situe habituellement
I'arthrose au deuxiéme rang des maladies chroniques, apres les affections
cardiovasculaires. La prévalence de I'arthrose augmente avec I'age, elle atteint prés de
30 % des sujets entre 45 et 64 ans et plus de 70 % aprés 65 ans®. 1l est donc primordial
de comprendre les mécanismes pathogéniques qui sous-tendent cette maladie,
d’identifier de nouvelles cibles thérapeutiques et d’expérimenter de nouveaux
médicaments.

D’un point de vue anatomo-pathologique, I'arthrose est une maladie caractérisée
par la perte progressive du cartilage articulaire. Ce tissu s’amincit, s’érode et se
minéralise. Cependant, le cartilage n’est pas le seul tissu de l'articulation a présenter
des modifications structurelles et fonctionnelles. Par exemple, I'os sous-chondral se
sclérose®. Cette modification structurelle modifie profondément sa capacité & amortir
les contraintes mécaniques. Il est donc logique de penser que le durcissement de I'os
sous-chondral provoque une augmentation des contraintes mécaniques exercées sur
le cartilage.

Actuellement, il existe une controverse sur le réle joué par I'os sous-chondral dans
la pathogénie des lésions cartilagineuses. Selon certains auteurs, la sclérose de I'os
sous-chondral est la conséquence de la perte de cartilage® *. Pour d’autres auteurs, la
sclérose sous-chondral précede les lésions cartilagineuses, et initie I'apparition de
celles-ci®®. La contribution de I'os sous-chondral au développement des lésions
cartilagineuses n’est pas seulement mécanique, mais également biochimique. En
effet, des travaux récents ont montré que le phénotype des ostéoblastes de I'os sous-
chondral était modifié en regard des lésions du cartilage. En comparaison avec des
ostéoblastes normaux, les ostéoblastes arthrosiques produisent plus d’ostéocalcine
(OC), de phosphatase alcaline (PAL), d’insulin-like growth factor (IGF-1), de
transforming growth factor-betal (TGF-B1), d’hepatocyte growth factor (HGF),
d’activateur du plasminogéene de type urokinase (uPA), d’'interleukine-6 (IL-6) et de
prostaglandine E, (PGE»)'®®. Par ailleurs, des microfractures (appelées
« microfractures ostéochondrales ») traversent la jonction os-cartilage. Elles sont plus
fréquentes dans les articulations arthrosiques™. Il existe donc une communication
entre I'os et le cartilage, qui s’intensifie dans les conditions pathologiques.
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Nous émettons I'hypothése que des médiateurs solubles sécrétés par les
ostéoblastes de I'os sous-chondral influenceraient le métabolisme des chondrocytes
sus-jacents et contribueraient ainsi a la dégradation du cartilage. Notre hypothese
repose sur les 4 observations suivantes :

% Les ostéoblastes arthrosiques ont un phénotype altéré'®*,

x Des molécules produites par les ostéoblastes (HGF, OC) sont présentes dans
la matrice cartilagineuse ou dans le fluide synovial. Leur concentration est
accrue dans le cartilage arthrosique™ *.

x Dans larticulation arthrosique, des microfractures ostéochondrales
établissent une communication entre I'os sous-chondral et le cartilage'*.

x Une étude de Westacott a montré que des ostéoblastes arthrosiques

induisaient en co-culture la dégradation d’explants de cartilage®”.

Les objectifs de notre travail étaient les suivants :

1) Caracteriser le phénotype des ostéoblastes des zones sclérosées de l'os sous-
chondral.

2) Etudier l'influence du phénotype des ostéoblastes des zones sclérosées sur le
métabolisme des chondrocytes.

3) Rechercher les effets de certaines cytokines [I'IL-1B3, I'IL-6 et I'oncostatine M
(OSM)] et d’'un mélange d’insaponifiables d’avocat et de soja (IAS) sur l'axe
physiopathologique ostéo-chondral.

Afin d’atteindre ces objectifs, nous avons mis au point un modéle original de co-
culture dans lequel des chondrocytes arthrosiques en billes d’alginate étaient cultives
en présence d’ostéoblastes provenant soit des régions sclérosées (SC), soit des régions
non sclérosées (NSC) de I'os sous-chondral. La formation de la matrice extracellulaire
cartilagineuse a été appréciée par la mesure de la quantité de molécules d’agrécane
(protéoglycane spécifique du cartilage) accumulée dans la bille d’alginate et dans le
milieu de culture. Au niveau du chondrocyte, nous avons également estimé la
production des ARN messagers (ARNmM) codant pour I'agrécane, le collagene de type I,
Il et X, les facteurs transcriptionnels sox9 et cbfal, les métalloprotéinases matricielles
MMP-3 e MMP-13, I'inhibiteur tissulaire des métalloprotéinases-1 (TIMP-1), la
protéine apparentée a la parathormone (PTHrP) et son récepteur (PTH-R),
I'osteoblast stimulating factor-1 (OSF-1) et la PAL. Quant au phénotype des
ostéoblastes, il a été caractérisé par la production de PAL, d’OC, d’IL-15 et IL-6, du
TGF-B1, de PTHrP, de MMP-3 et de TIMP-1.
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2 Lossification endochondiile

L a plupart des os du squelette adulte sont dérivés d’ébauches provisoires de

cartilage (cartilage de croissance) qui sont
longitudinale rapide. La formation de l'os a partir

le siege d'une croissance

du cartilage, appelée aussi

ossification endochondrale, implique la résorption du cartilage et son remplacement

par du tissu osseux.

2.1. STRUCTURE DU CARTILAGE DE CROISSANCE

Au microscope optique, plusieurs zones peuvent étre visualisées au sein du
cartilage de croissance™ (figure 1).
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chondrocytes quiescents et prolifératifs expriment des protéines anti-
angiogéniques (par exemple, la chondromoduline-1 et la troponine-1), qui
empéchent la vascularisation de cette zone®.

3. Enfin, dans la zone adjacente au front d’ossification, le volume des chondrocytes
augmente considérablement. Cette couche prend le nom de couche
hypertrophique. Les chondrocytes hypertrophiques synthétisent du collagene de
type X et de la PAL. La transition entre le tissu cartilagineux et osseux est abrupte
au niveau du front d’ossification.

2.2. LESETAPES DE L’OSSIFICATION ENDOCHONDRALE

La zone de prolifération cellulaire s’épaissit et s’allonge. Les chondrocytes situés
dans cette zone proliferent et synthétisent une matrice extracellulaire riche en
collagéne de type IIA et en agrécane. Au terme de quelques cycles cellulaires, les
chondrocytes ne se divisent plus. Ills sont appelés «chondrocytes pré-
hypertrophiques »?*.

Le volume des chondrocytes pré-hypertrophiques augmente progressivement,
jusqu’a atteindre 5 fois leur volume initial. Ils sont alors dénommeés « chondrocytes
hypertrophiques ». A ce stade, des bourgeons conjonctivo-vasculaires issus de I'os
sous-chondral, contenant des cellules mésenchymateuses pluripotentes et des
ostéoclastes, pénetrent dans le cartilage hypertrophié. Les ostéoclastes résorbent le
cartilage et les cellules souches se différencient en ostéoblastes™®. Les ostéoblastes
procédent a l'ossification du cartilage non résorbé. Quant aux chondrocytes
hypertrophiés, ils meurent par apoptose®®.

2.3. REGULATION DE L’OSSIFICATION ENDOCHONDRALE
x Regulation de la prolifération des chondrocytes

L’entrée des chondrocytes dans la phase proliférative est contrdlée négativement
par le fibroblast growth factor (FGF)%. Le FGF est produit par les chondrocytes du
cartilage de croissance, principalement dans la zone de prolifération, ainsi que par les
cellules du périchondre®. L’'OSF-1, synthétisé par les chondrocytes hypertrophiques®,
pourrait également jouer ce réle. In vitro, cette protéine inhibe la prolifération des
chondrocytes et augmente la synthése de protéoglycanes® .

L'indian hedgehog (lIhh) est une protéine exprimée par les chondrocytes pré-
hypertrophiques. Cette protéine :
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stimule la prolifération des chondrocytes® :

stimule la sécrétion de PTHrP* (phénoméne médié par les TGF-B2 et -B3%) et des
BMP?®. Ces facteurs empéchent la différenciation des chondrocytes prolifératifs en
chondrocytes pré-hypertrophiques et favorisent I'expression du facteur de

transcription sox9*.

x  Régulation de la différenciation hypertrophique

Les chondrocytes pré-hypertrophiques augmentent graduellement en volume et se

transforment en chondrocytes hypertrophiques sphériques. A ce stade, ils

n’expriment plus Ihh?. Plusieurs événements caractérisent cette étape (figure 2):

L’augmentation de I'activité de la transglutaminase-2 (TG2) chez les chondrocytes
hypertrophiques®. La TG2 une enzyme dépendante du calcium aussi appelée la
transglutaminase tissulaire. Elle catalyse une réaction de transamidation
consistant en la formation de liens covalents entre des résidus de glutamine
disponibles et des amines primaires. Cette transamidation de la matrice
extracellulaire prépare la matrice a la minéralisation. La TG2 est également
capable de libérer le TGF-B1 latent présent dans la matrice extracellulaire et de
I'activer®,

L’expression du facteur de transcription cbfa-1 par les chondrocytes. Ce facteur
induit la synthése de composants extracellulaires spécifiques (par exemple,
I'ostéopontine, le collagéne de type X et I'OC), de PAL et de MMP-13%,

L’augmentation de I'expression des annexines 11, V, VI et VIII®, de ank® et des
nucléosides  triphosphates  pyrophosphohydrolases (NTPPPH)® par les
chondrocytes. Ces protéines se concentrent dans les veésicules matricielles des
chondrocytes hypertrophiques, ou elles participent a la formation des cristaux
d’hydroxyapatite en augmentant les concentrations locales en calcium et en
phosphate.

Les chondrocytes hypertrophiques secretent des facteurs angiogéniques tels que le
vascular endothelial growth factor (VEGF) et I'OSF-1** ®*. L'OSF-1, outre ses
propriétés angiogéniques, possede un pouvoir chimiotactique sur les pré-
ostéoblastes et induit leur maturation®’.

Enfin, I'expression du facteur anti-apoptotique bcl-2 est diminuée. 1l s’installe un

déséquilibre entre le niveau d’expression de ce facteur avec celui du facteur pro-
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apoptotique bax. Ce déséquilibre initie I'apoptose, ultime étape de la
différenciation hypertrophique. Cette action est en partie médiée par le TGF-1.
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Figure 2 : Schéma des mécanismes moléculaires de I’ossification endochondrale (modifié de White®).
ALP : phosphatase alcaline, BMP : Bone morphogenetic protein, FGF : fibroblast growth factor, lhh :
indian hedgehog, MMP : matrix metalloproteinase, OSF-1 : osteoblast stimulating factor-1, PTHrP :
parathyroid related protein, TGF : transforming growth factor, VEGF : vascular endothelial growth
factor, Ptc : patched :
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3, Le cartilage articulaire

L e cartilage articulaire normal est un tissu conjonctif hautement spécialisé qui
possede plusieurs particularités structurelles et fonctionnelles. 1l est dépourvu
de vaisseaux sanguins et lymphatiques et de structures nerveuses. Un seul type
cellulaire y est présent, le chondrocyte. Cette cellule assure non seulement la synthése
mais aussi le renouvellement de la matrice extracellulaire du cartilage®.

Au sein de l'articulation, le cartilage est en contact par sa couche la plus profonde
avec I'os sous-chondral et par sa couche la plus superficielle avec le fluide synovial.

3.1. ARCHITECTURE GENERALE

L'organisation du cartilage n’est pas homogene. Quatre zones peuvent étre
distinguées sur la base de critéres morphologiques et biochimiques® (figure 3) :

- La couche superficielle (C1) est en contact avec le liquide synovial. Elle sert de
surface de glissement et correspond a 5-10% de la hauteur totale du cartilage. Les
cellules y sont aplaties. A ce niveau, les chondrocytes synthétisent de la lubricine.
Cette molécule, qui est également produite par les synoviocytes, joue un réle
mécanique important en diminuant le coefficient de friction des surfaces
articulaires*. La matrice extracellulaire de cette couche est formée de fines fibrilles de
collagénes de type I et 111, disposées en faisceaux paralléles & la surface articulaire®.
Le contenu en protéoglycanes de cette couche est moins important que dans les zones
moyenne et profonde®. Cette couche riche en eau est trés déformable™.

- La deuxiéme couche ou zone dite moyenne ou de transition (C2) est formée
essentiellement de fibrilles de collagénes qui s’entrecroisent obliquement pour former
un réseau. La hauteur de cette zone représente environ 40 a 45 % de la hauteur totale
du cartilage®.

- La troisieme couche est dite zone profonde (C3). Les fibrilles de collagénes sont plus
épaisses, orientées perpendiculairement a la surface. Les chondrocytes y sont
disposés en colonnes®. Cette zone, qui représente 40 & 45 % de la hauteur totale du
cartilage, est la plus riche du cartilage en protéoglycanes. Elle est aussi la plus
compressible®.
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- Enfin, la zone dite intermédiaire ou calcifiée (C4) sert de zone d’ancrage du cartilage
a la plaque osseuse sous-chondrale®. Elle représente 5 a 10 % de la hauteur totale.
Cette zone est séparée de la précédente par une zone basophile appelée « tidemark ».
Dans cette zone, les chondrocytes présentent des similitudes avec les chondrocytes
hypertrophiques du cartilage de croissance. Notamment, ils synthétisent du collagéene
de type X.
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Figure 3: Structure du cartilage articulaire. Quatre couches sont décrites dans le cartilage
articulaire adulte selon le type et I'orientation des fibrilles de collagéne, la quantité de protéoglycanes
et d'eau ainsi que la forme et I'activité des chondrocytes. Modifié de Heinen “,
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3.2. LESCELLULES

Le chondrocyte est le seul type cellulaire présent dans le cartilage articulaire. Les
chondrocytes occupent 5 & 10 % du volume tissulaire®. Cette proportion varie d’une
articulation a I'autre®. Dans une méme articulation, elle varie d’un individu & I'autre®
et en fonction des contraintes mécaniques exerceées sur l'articulation. La densitée
cellulaire varie également d’une couche a l'autre au sein du cartilage : elle est plus
importante dans la couche C1 que dans la couche C4. Le nombre de chondrocyte
diminue progressivement avec I'age, et ce dés 20 ans®. On considére que les
chondrocytes ne se divisent plus aprés I'adolescence®™, bien qu’ils restent
métaboliguement tres actifs. La morphologie et l'orientation de la cellule varient
également en fonction de sa position dans le cartilage : dans la couche Cl1, les
chondrocytes sont discoides et leur grand axe est parallele a la surface articulaire.

Dans la profondeur du tissu, ils s'arrondissent™.

En raison du caractere avasculaire du cartilage, le chondrocyte utilise
essentiellement le glucose comme substrat énergétique et privilégie la voie de la
glycolyse anaérobie. Il consomme de grandes quantités de glucose (provenant du
liquide synovial) pour assurer la synthese de glucosamine, un des constituants
majeurs des protéoglycanes®. Pour favoriser les échanges avec le milieu, la
membrane cytoplasmique des chondrocytes est hérissée de nombreuses villosités*.

Chaque chondrocyte peut étre considéré comme une unité meétabolique
fonctionnelle du cartilage, isolé des cellules voisines et responsable de I'élaboration et

de I’'homéostasie des constituants de la matrice extracellulaire qui I’entoure®.

33. LA MATRICE EXTRACELLULAIRE

La matrice extracellulaire du cartilage est principalement composée d’eau (65-70%
du poids frais), de molécules d’agrécane (10% du poids frais, 90% des protéoglycanes
du cartilage) et de collagene de type Il (10-20% du poids frais, 90% des molécules de
collagéne du cartilage)®. Les autres molécules sont minoritaires. 1l s'agit
principalement des collagenes de type I, 11, VI, IX, X, XI, XII et XIV, de l'acide
hyaluronique et des petits protéoglycanes riches en leucine®** (figures 4 et 5).
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Figure 4 : Représentation schématique de la matrice extracellulaire du cartilage (d’aprés Mallein-
Gerin'). Dans I’environnement extracellulaire, les molécules de collagéne de type 11 s’organisent en
hétérofibrilles avec les collagénes de type 1X et XI et forment un réseau dont les mailles emprisonnent
les molécules d’agrécane. Les agrécanes sont secrétées dans la matrice extracellulaire, ou elles
forment des complexes de haut poids moléculaire avec I’acide hyaluronique et la protéine de liaison.
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Figure 5: Structure d’une molécule d’agrécane (d’aprés Hardingham®). Elle est formée d’une
protéine axiale sur laquelle s’attachent des chaines de glycosaminoglycanes (GAG). Ces GAG, qui
représentent environ 90% de la masse totale de la macromolécule, sont le kératane sulfate (KS) et la
chondroitine sulfate (CS). G = domaine globulaire, IGD = domaine inter-globulaire. Le domaine G1
est également appelé HABR (hyaluronic acid binding region).
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La matrice extracellulaire du cartilage adulte présente une organisation et une
composition différente en fonction de la distance qui I'éloigne du chondrocyte. Ainsi,
on peut distinguer trois types de matrice, dénommés matrice péricellulaire, matrice
territoriale et matrice interterritoriale (figure 6)*.

Matrice péricellulaire

chondrocyte

Figure 6: Représentation schématique des
compartiments de la matrice extracellulaire
du cartilage (d’aprés Kuettner*).

Matrice interterritoriale

- La matrice péricellulaire ou matrice lacunaire

Il s’agit de la matrice directement adjacente a la membrane du chondrocyte. Elle
est caractérisée par un pH acide (pH 6), par un contenu élevé en complexes de haut
poids moléculaire d’agrécane, et par une faible teneur en collagéne®.

Le métabolisme du chondrocyte est en permanence influencé par les propriétés
physico-chimiques de I'espace péricellulaire (par exemple le pH péricellulaire)®.

- Lamatrice territoriale ou capsulaire

Elle est riche en fibrilles de collagéne, principalement de type VI et 11, qui forment
une capsule autour d’un chondrocyte ou d’un groupe de chondrocytes®. On y trouve
également des concentrations importantes d'agrécane et de décorine. Les
chondrocytes établissent des contacts avec la matrice territoriale, notamment par de

nombreuses extensions cytoplasmiques riches en microfilaments®.

- La matrice interterritoriale

Il s’agit du plus grand compartiment de la matrice extracellulaire et du plus éloigne
de la membrane cellulaire du chondrocyte. Elle est riche en collagénes fibrillaires (de
type 11, X1 et IX) et en agrécane®.

-11 -
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4., L0s

e tissu osseux est composé d’'une matrice extracellulaire calcifiée qui lui permet

L d’assurer trois fonctions principales : une fonction mécanique, une fonction de

protection des organes vitaux, et une fonction métabolique liée a sa capacité a
stocker des minéraux, en particulier le calcium et le phosphate.

41. LESCELLULESDEL'OS

Les cellules osseuses appartiennent a deux lignées cellulaires: la lignée des

ostéoblastes et la lignée des ostéoclastes™ (figure 7).

41.1. Lalignée ostéoblastique

= Les pré-ostéoblastes sont issus de la division de cellules mésenchymateuses
localisées dans la moelle hématopoiétique de I'os trabéculaire. Ces pre-ostéoblastes
sont des cellules allongées situées au contact des ostéoblastes matures.

= Les ostéoblastes matures ont pour fonction de synthétiser la matrice pré-
osseuse, dite substance ostéoide et d’assurer sa mineéralisation. lls forment des
tapis de cellules jointives. Le noyau des ostéoblastes est situé au péle le plus éloigné
du tissu osseux en formation. Le pdle opposé est fortement basophile, témoignant
d’'une activité de synthése importante. Les ostéoblastes produisent de nombreuses
protéines matricielles, cytokines et hormones. L'OC est un marqueur de la
différenciation des ostéoblastes. Elle est produite uniquement durant la phase de
minéralisation de I'os. Au terme de leur phase de maturation, trois destins sont
possibles pour les ostéoblastes™ :

x  Dix a 20 % des ostéoblastes sont piégés dans la matrice minéralisée et
deviennent des ostéocytes. L’ostéocyte est situé dans une logette ovale
appelée ostéoplaste. Il est relié aux ostéocytes voisins ainsi qu’aux cellules
bordantes par un réseau de canalicules contenant de fins prolongements

cytoplasmiques. L’ostéocyte est sensible aux stimili mécaniques.

x  D’autres ostéoblastes s’aplatissent et réduisent tres fortement leur activité
métabolique. lls deviennent des cellules bordantes, qui recouvrent les

surfaces osseuses. Ces cellules bordantes sont quiescentes. Cependant, elles

-12 -
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sont capables, apres stimulation, de se multiplier et de se redifférencier en
ostéoblastes actifs.

x  Certains meurent par apoptose.

Pré-ostéoclastes
Ostéoclaste Monocyte @

Cellules bordantes

Osteoblastes

Figure 7 : Représentation schématique de la localisation des différents types cellulaires dans I’os
normal.

4.1.2. Lalignée ostéoclastique

L’'ostéoclaste est un polycaryon résultant de la fusion de 10 a 20 cellules
individuelles. La maturation se produit dans I'os a partir de cellules mononucléées
sanguines de la lignée des macrophages™ (figure 8).

B Précurseur 1 [ _ ] [ [
. . Pré-ostéoclaste, POIZ'IE'HWD“ |
hematc\p QlETigue | fusion ne

CFU-8 CFU-GM
cm - CTH -
P Pa- cm +

[ +
hématopoiétique en ostéoclaste mature (d’apres Boyle™). CATK : cathepsine K, CFU-S : colony

forming unit-spleen, CFU-GM : colony forming unit-granulocyte-macrophage, CTR : récepteur a la
calcitonine, M-CSF : mononuclear phagocyte colony-stimulating factor, OPG : ostéoprotégérine,
RANKL : receptor activator of nuclear factor-xB ligand, TRAP : tartrate-resistant acid phosphatase.
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M-CSF (mononuclear phagocyte colony-stimulating factor) et RANKL (receptor
activator of nuclear factor-«B ligand) jouent un réle essentiel dans le processus
d’ostéoclastogénese. RANKL stimule [l'activité des ostéoclastes en induisant la
sécrétion de protons (H*) et d’enzymes protéolytiques dans la lacune formée entre la
membrane basale de I'ostéoclaste et la surface osseuse (lacune de Howship)®. Cette
lacune est fermée grace a une multitude de jonctions cellule-matrice extracellulaire
appelées podosomes. Chaque podosome est constitué par I'enchainement de
molécules de la matrice extracellulaire (ostéopontine, sialoprotéines,
thrombospondine, vitronectine et collagene de type 1), de molécules
intracytoplasmiques (taline, vinculine,...) et de filaments d’actine du cytosquelette.
L'acidification de ce compartiment par la sécrétion de protons provoque I'activation
de la tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) et de la cathepsine K (CATK), qui
sont les deux principales enzymes responsables de la dégradation de la matrice
osseuse. L'ostéoprotégérine (OPG) peut se lier a RANKL et ainsi le neutraliser. Elle
régule négativement I'ostéoclastogénese et I'activation des ostéoclastes matures.

4.2. LA MATRICE EXTRACELLULAIRE OSSEUSE
La matrice extracellulaire osseuse est constituée deau (10 %), d'une phase
protéique (25 %) et d’une phase minérale (65 %),
4.2.1. La phase proteique

x  Les fibres de collagéne

Le collagene prédominant est le collagene de type | (99 % des molécules de
collagéne de la matrice osseuse et 90 % de sa phase protéique). Les collagénes de type
V, VI et X1 sont associés aux fibres de collagéne de type 1*’. Dans les tissus osseux

lamellaires, elles ont un trajet hélicoidal et sont paralleles les unes aux autres.
x  Les protéines carboxylées

- L'OC est une protéine specifique du tissu osseux. Elle a une grande affinité pour
I'nydroxyapatite et le calcium. Elle est produite tardivement dans le processus de

maturation ostéoblastique, juste avant la minéralisation de la matrice™.

-14-
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- La gla-protéine matricielle est présente dans la matrice osseuse mais n'est pas
spécifique de I'os*’. On la trouve aussi dans le cartilage et dans la paroi des vaisseaux.
Son réle est de prévenir la calcification®.

x |L'ostéonectine

Par sa capacité de liaison a la fois au calcium et aux molécules de collagéne, cette
protéine participe a la fixation des cristaux d’hydroxyapatite sur les fibres de
collagéne de la matrice ostéoide™.

x  Les sialoprotéines

Il s’agit de I'ostéopontine et de la bone sialoprotein (BSP). Leurs fonctions sont
encore mal connues. L'ostéopontine permet la fixation du calcium et I'adhésion des
ostéoclastes sur la travée osseuse®.

x |'ostéoadhérine, la thrombospondine et la fibronectine

Ces trois protéines jouent un role dans I'adhésion du calcium et des ostéoclastes

sur la travée osseuse®’.

x Les glycosaminoglycanes et les protéoglycanes

Il s’agit de I'acide hyaluronique, de la chondroitine sulfate et de I'héparane sulfate.
La décorine et le biglycane sont les deux seuls protéoglycanes présents dans I'os”".
Ils jouent un réle dans I'organisation secondaire et tertiaire des molécules de collagene

de type I.

4.2.2. La phase minérale

Elle est composée de sels de calcium (phosphate tricalcique, bicarbonate de
calcium, fluorure de calcium, citrate de calcium), ainsi que de sels de magnésium et de
strontium®.

Dans la matrice osseuse, I'essentiel des sels minéraux se présente sous la forme de
cristaux d'hydroxyapatite répondant a la formule Ca;o(PO4)s(OH),. Ces cristaux sont
situés entre les fibres de collagéenes et a l'intérieur de celles-ci. Dix pour cent des
atomes de calcium entrant dans la composition des cristaux d’hydroxyapatite sont
situés a leur surface (expliqguant la rapidité des échanges calciques dans le tissu

0SSeux).

-15-
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43. LE REMODELAGE OSSEUX

Le remodelage de I'os est sous la dépendance des contraintes mécaniques®. La

formation et la résorption osseuses sont indépendantes (figure 9) :

x Phase d'activation

La surface osseuse est normalement recouverte de cellules bordantes qui
empéchent I'accés des ostéoclastes a la matrice extracellulaire. Sous I'action de
facteurs stimulant la résorption osseuse (PTH, 1,25 (OH), vitamine D3 PGE)), les

cellules bordantes se rétractent, créant une voie de passage pour les ostéoclastes™.

x  Phase de résorption

La résorption de la matrice osseuse par les ostéoclastes se déroule en deux étapes
successives®. Dans un premier temps, la phase minérale est dissoute par acidification
de la lacune d’Howship. Ensuite la matrice organique est dégradée par l'action
d’enzymes protéolytiques (les hydrolases acides dont la phosphatase acide, les
cathepsines et les métalloprotéinases). La phase de résorption dure environ 30 jours™.

x Phase d'inversion

Au terme de la phase de résorption, les ostéoclastes meurent par apoptose et sont
remplacés par des macrophages dont le r6le est de nettoyer le fond de la lacune. A ce

niveau, la surface osseuse est appelée ligne cémentante.

x  Phase de formation du tissu osseux

Elle se déroule en deux temps, au cours desquels les ostéoblastes jouent un réle

majeur :

= Production et dépd6t de la matrice ostéoide

Quand la résorption de la matrice est termineée, les pré-ostéoblastes présents a la
surface de la matrice érodée se divisent et se différencient en ostéoblastes. Ces
ostéoblastes synthétisent une nouvelle matrice non minéralisée qui comble la lacune.

Cette matrice est appelée substance ostéoide™.

Plusieurs hormones, notamment les oestrogenes, les androgénes et la vitamine Ds,
stimulent la production de substance ostéoide. De hombreux facteurs de croissance,
sécrétés par les ostéoblastes, stockés dans la matrice osseuse puis libérés sous forme
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active lors de la résorption, agissent dans le méme sens®. Il s’agit du FGF-2, des TGF-
B, des IGF et des BMP. Les BMP (-2 a -13) jouent un role essentiel dans I'ostéogenése.
Ces facteurs agissent a la fois sur le recrutement, la prolifération et la différenciation
des ostéoblastes. A I'inverse, I'IL-1p et le TNF-a inhibent la production de la matrice
osseuse par les ostéoblastes™.
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Figure 9 : Résorption et formation de la matrice osseuse.

= Minéralisation de la matrice

Apres un délai de 10 a 15 jours, la substance ostéoide se minéralise par I'apposition
de cristaux d’hydroxyapatite dans les espaces interfibrillaires du réseau de collagéne
de type 1. La PAL, présente & la surface des ostéoblastes, hydrolyse des esters
phosphoriques. Les ostéoblastes produisent des vésicules matricielles, réservoirs de
PAL et dions qui, une fois déversés dans le milieu extracellulaire, initient la
minéralisation de la substance ostéoide™.

x  Phase quiescente

Une fois la minéralisation achevée, les ostéoblastes deviennent des cellules
bordantes et tapissent la surface osseuse néosynthétisée. lls demeurent quiescents
jusqu’a la prochaine phase de remodelage®.
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44. PARTICULARITES DE L’OS SOUS-CHONDRAL

L’os sous-chondral est la partie osseuse sur laquelle repose le cartilage articulaire.
Il est formé de deux parties, le plateau sous-chondral et I'os trabéculaire (figure 10).
Le plateau sous-chondral est la couche osseuse située entre le cartilage calcifié et I'os
trabéculaire®. Il est formé d’os compact trés vascularisé. Le cartilage articulaire est
« imbriqué » dans I'os sous-jacent, & la maniére des piéces d'un puzzle® (figure 10).
Cette configuration permet de transformer les forces obliques de cisaillement

exercées au niveau des surfaces articulaires en forces de compression.

Les fonctions principales de I'os sous-chondral sont de fournir un support au
cartilage sus-jacent et d’absorber 30 % des contraintes meécaniques exercées sur
I'articulation. A titre de comparaison, le cartilage n’amortit que 5 % de ces
contraintes®®. L’os sous-chondral assure également une partie des apports nutritifs
du cartilage. Les vaisseaux terminaux présents au niveau sous-chondral ont un
contact direct avec la couche profonde du cartilage®® . La perfusion de ces vaisseaux
assure 50 % de I'apport en glucose et en oxygéne de la couche profonde du cartilage®.

| Couche superficielle
du cartilage

. I Couche moyenne

L Couche profonde

Tidemark
. | Cartilage calcifié

i g Plateau sous-chondral

- Os trabéculaire

Figure 10 : Structure de I’0os sous-
chondral, modifié d’aprés Imhof *
A : Représentation schématique des
différentes couches du cartilage et de
I’0s sous-chondral.
Tidemark B : Schéma détaillé de la région sous-
chondrale, avec sa vascularisation
Cartilage calcifié =~ C: Coloration au trichrome de

O Masson, montrant les zones calcifiées.
I Plateau sous-chondral
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5. Phystopathologie de Tarthrose

L a définition de I'arthrose fait encore I'objet de nombreuses discussions. Plutot
que de parler d’arthrose au singulier, de nombreux auteurs préferent parler
d’arthroses, voire de syndromes arthrosiques, dans la mesure ou lI'arthrose peut étre
idiopathique (primitive) ou secondaire a de nombreux facteurs (traumatiques,
métaboliques, endocriniens, congénitaux, neurologiques).

Le terme arthrose désigne donc un ensemble de maladies, d’étiologies variées mais
dont la séméiologie est commune. Une définition, visant a englober les principales
facettes de cette affection, a été proposée par I'Organisation Mondiale de la Santé
(OMS) : « L’arthrose est la résultante des phénoménes mécaniques et biologiques qui
déstabilisent I’équilibre entre la synthése et la dégradation du cartilage et de I’0s
sous-chondral. Ce désequilibre peut étre provoqué par de multiples facteurs :
génétiques, congénitaux, meétaboliques ou traumatiques. L’arthrose touche tous les
tissus de [Iarticulation diarthrodiale et se manifeste par des modifications
morphologiques, biochimiques, moléculaires et biomécaniques de la matrice
cartilagineuse conduisant a un ramollissement, une fissuration, une ulcération et une
perte du cartilage articulaire, une sclérose de I’0os sous-chondral associée a la
formation d’ostéophytes et de géodes. Quand elle devient symptomatique, I’arthrose
entraine douleur et raideur articulaires, un éventuel épanchement articulaire avec des
degrés variables d’inflammation locale »®.

La vitesse et la sévérité de la dégradation du cartilage sont des parametres tres
variables de I'arthrose. A titre d’exemple, des études radiologiques montrent que dans
la gonarthrose, le pincement de I'interligne est en moyenne voisin de 0,25 mm par an,
mais peut atteindre 1 & 2 mm par an dans les formes destructives rapides®. De plus, la
destruction du cartilage n’est pas toujours linéaire, mais peut étre entrecoupée de
phases de restitution de I'interligne articulaire™.

D’un point de vue clinique, l'arthrose peut étre considérée comme évoluant
progressivement d’'une forme asymptomatique dite « pré-clinique » vers une forme
symptomatique et morbide appelée aussi « forme clinique ».

Le symptdme majeur de I'arthrose est la douleur. Cette douleur est mécanique. Elle
apparait dés la mise en fonction (dérouillage articulaire) ou apres un certain délai de
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fonctionnement de I'articulation. Mais les symptdmes de I'arthrose ne se limitent pas
aune douleur, et le clinicien averti peut reconnaitre d’autres signes cliniques :

xUne hypertrophie non liquidienne de I'articulation, bien visible aux mains, pieds et
genoux.

x Un épanchement articulaire, qui peut se voir dans certaines arthroses (par
exemple : la gonarthrose), et surtout pendant les poussées inflammatoires.

xUne douleur vive a la palpation de I'interligne et des épiphyses osseuses adjacentes.

xUne raideur articulaire toujours présente, mais plus ou moins discréte et rarement
importante, sauf a la hanche.

x Des craguements, des blocages ou des dérobements articulaires.

51. LESFACTEURSBIOCHIMIQUES DE L’ARTHROSE

Les principaux acteurs de la dégradation du cartilage sont les enzymes, les
cytokines et les formes activées de I'oxygeéne.

5.1.1. Lesenzymes

Les enzymes impliquées dans la résorption du cartilage sont essentiellement les
métalloprotéinases matricielles (MMP) et les agrécanases [a disintegrin and a
metalloproteinase with a thrombospondin motif (ADAMTS-4 et -5)], les cathepsines
(B, D, L et G), I'activateur du plasminogene, I'élastase et les hyaluronidases (HYAL1 a
3).

Les MMP peuvent étre réparties en 4 groupes : les collagénases, les stromélysines,
les gélatinases et les MMP membranaires (MT-MMP). Le tableau 1 reprend la
classification de ces enzymes ainsi que leurs substrats.

Les MMP ont été localisées en quantités anormalement élevées dans le cartilage et
le fluide synovial des patients arthrosiques™ .

Ces enzymes sont sécrétées sous une forme inactive par le chondrocyte. Leur
activation extracellulaire est complexe et fait intervenir en cascade des sérine
protéinases, des MMP et des formes activées de I'oxygéne. Ainsi, la MMP-3 et la
plasmine peuvent activer la pro-MMP-1 et amplifier ainsi la protéolyse (figure 11)™.
De plus, il s’agit d’'un groupe d’enzymes dont I'activité est dépendante de la présence

au niveau du site catalytique de deux ions zinc et d’ions calcium dans le milieu®.
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Figure 11 : Cascade protéolytique d’activation des métalloprotéinases. MT-MMP : métalloprotéinases
de type membranaire, TIMP : inhibiteur tissulaire des métalloprotéinases. u-PA : activateur du
plasminogeéne de type urokinase. Selon Henrotin et al®".

Tableau 1

Métalloprotéinases matricielles impliquées dans I’arthrose et leurs substrats

MMP
MMP-1

MMP-8

MMP-13

MMP-2

MMP-9

MMP-3

MMP-11
MMP-7

MMP-14

Enzyme
Collagénase-1

Collagénase-2

Collagénase-3

Gélatinase A

Gélatinase B

Stromélysine-1

Stromélysine-3

Matrilysine-1

MT1-MMP

Activateurs connus
MMP-3, MMP-10
Plasmine, kallikréine,
chymase

MMP-3, -10
Plasmine

MMP-2, -3, -10, -14,
-15, plasmine

MMP-1, -7, -9, -13,
-14, -15, 16, -24
Plasmine, chymase

MMP-2, -3, -10, -13
Plasmine, élastase

Plasmine, kallikréine,
chymase, élastase,
cathepsine G

Furine

MMP-3 et -10
Plasmine

Plasmine, furine

Substrats connus
Collagenes 1, 11, 111, VII, VIII, X et Xl, gélatine, agrécane,
versican, protéine de liaison, proTNFa, proMMP-1, -2, et -9,
IGFBP-2 et -3, MCP-1, -3 et -4, IL-B

Collagenes 1, 11, 111, V, VII, VIII et X, gélatine, agrécane,
fibronectine, ADAMTS-1, MCP-1
Collagénes I, 11, I, 1V, VI, IX, X, XIV et XVIII, gélatine,

I'inhibiteur de l'activateur du plasminogéne 2, agrécane,
proMMP-9, MCP-3

Collagenes 1, 111, 1V, V, VII, X, Xl et XIV, gélatine,
fibronectine, agrécane, décorine, protéine de liaison, proTNF
a, proMMP-9, proMMP-13, IGFBP-3 et -5, ADAMTS-1, IL-1p,
TGF-p latent

Collagenes 1V, V, VII, X, Xl et XIV, gélatine, agrécane,
décorine, protéine de liaison, fibronectine, proTNF a, IGFBP-
3, IL-1B, IL-2Ra, proMMP-2, TGF- latent

Collagénes 111, 1V, V, VII, IX, X et Xl, gélatine, agrécane,
décorine, protéine de liaison, fibronectine, proTNFa,
proMMP-1, proMMP-7, proMMP-8, proMMP-9, proMMP-13,
IGFBP-3, IL-10, uPA

a,-protéinase inhibiteur, IGFBP-1

Collagenes 1, IV et X, gélatine, agrécane, protéine de
liaison, fibronectine, décorine, pradNFproMMP -1,
proMMP-2, -9

Collagénes I, Il et Ill, gélatine, fibronectine, agrécane,

MCP-3, CD44, proMMP-2, proMMP-13, proTNFa

ADAMTS : a disintegrin and a metalloproteinase with a thrombospodin motif, IGFBP : insulin-like growth
factor binding protein, IL : interleukine, MCP : monocyte chemoattractant protein, MMP : matrix
metalloproteinase, TGF : transforming growth factor, TNF : tumor necrosis factor, uPA : urokinase

plasminogen activator.
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5.1.2. Les inhibiteurs des métalloprotéinases

Les métalloprotéinases sont inhibées par des chélateurs de métaux et de facon
steechiomeétrique par des protéines spécifiques, appelées «tissue inhibitors of
metalloproteinases » (TIMP)®. A ce jour quatre TIMP ont été identifiés chez I’'homme.
Il s’agit des TIMP-1, -2, -3 et -4. lls sont tous présents au sein de l'articulation et

synthétisés notamment par les chondrocytes et les ostéoblastes®®.

Dans les tissus de l'articulation arthrosique, un déséquilibre entre la quantité de
TIMP et de MMP s’installe progressivement, conduisant a un déficit en inhibiteur et
par conséquent a une augmentation de [lactivité enzymatique de type
métalloprotéinase au sein des tissus pathologiques®.

Les différents TIMP se distinguent par des propriétés particuliéres :

x Le TIMP-1 est le plus abondant, et il posséde une trés haute affinité pour la
plupart des MMP, excepté les MT-MMP. Il est également capable d’inhiber
ADAM-10%,

x Le TIMP-2 interagit également avec la plupart des MMP, y compris les MT-
MMP,

x  Le TIMP-3 posséde deux particularités importantes. Contrairement aux autres
TIMP, il a la capacité de se fixer sur les GAG sulfatés de la matrice
extracellulaire®. D’autre part, outre le fait d’inhiber la majorité des MMP%,
TIMP-3 est un inhibiteur des agrécanases (ADAMTS-1, -4, et -5), ainsi que des
ADAM-10, -12 et -17%. Son affinité pour les agrécanases est plus importante que
pour les MMP-1, -2 et -3%,

x  Le TIMP-4 inhibe également la plupart des MMP. Dans un modele d’arthrite chez
le rat, I'injection de TIMP-4 in vivo bloque complétement le développement de
I'arthrite. Cette inhibition est associée a une diminution de l'activité des MMP

mais également & une diminution des taux sériques du TNF-a et d’IL-1p%.

Le cartilage contient également d’autres inhibiteurs enzymatiques. Il s’agit de
I'inhibiteur de l'activateur du plasminogene-1 (PAI-1), de l'a2-antiplasmine, I'a2-

macroglobuline et de I'a1-antitrypsine®.
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5.1.3. Lescytokines

Le terme cytokine regroupe un ensemble de protéines et de glycoprotéines de faible
poids moléculaire impliquées dans la communication entre les cellules. Elles exercent
leur activité régulatrice de fagon autocrine, paracrine, juxtacrine ou endocrine.
Actuellement, plus de 150 cytokines ont été recenseées. Certains auteurs ont tenté de les
répertorier selon leur origine cellulaire (par exemple lymphokines ou monokines) ou
selon leur activité biologique. Nous avons choisi de les classer dans trois catégories :
les cytokines cataboliques, anaboliques ou régulatrices selon Il'activité biologique
principale qu’elles exercent sur le cartilage (tableau 2). Cette classification est
réguliérement utilisée dans les articles de synthése traitant ce sujet® *®. Les cytokines
régulatrices sont appelées ainsi, car leur fonction principale consiste a moduler
I'activité biologique d’autres cytokines. Au sein de l'articulation, les cytokines sont
produites par les chondrocytes, les cellules de la membrane synoviale et de I'os sous-
chondral.

Tableau 2 : Principales cytokines impliquées dans la régulation du métabolisme du cartilage

1. Les cytokines cataboliques

L’interleukine-1 (IL-1a et B)

Le Tumor Necrosis Factor o (TNFa)
L'interleukine-8 (IL-8)

L’interleukine-17 (IL-17)

L'interleukine-18 (IL-18)

Le Macrophage Inflammatory Protein-14 (MIP-13)
Le Leukemia Inhibitory Factor (LIF)

2. Les cytokines régulatrices
L’interleukine-6 (IL-6)
L'interleukine-4 (IL-4)
L’interleukine-10 (IL-10)
L'interleukine-13 (IL-13)
L’interféron-y (INFy)
L'oncostatine M (OSM)

3. Les cytokines anaboliques
Les Bone Morphogenetic Proteins (BMP-2, -4, -7, -7, -9, -13)
Les Fibroblast Growth Factor (FGF-2, -4, -8)
Le Growth Differentiation Factor (GDF-5)
L’Insulin-like Growth Factor 1 (IGF-1)
Le Platelet-derived Growth Factor (PDGF)
Les Transforming Growth Factor g (-1, -2, -B3)
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Dans ce paragraphe, seulement trois cytokines feront I'objet d’'un développement
détaillé, car elles ont été testées sur nos modeles expérimentaux. Il s’agit de I'lL-1p3, de
I'IL-6 et de 'OSM.

x L’IL-1B

L'IL-1 est une cytokine pro-inflammatoire qui existe sous la forme de deux
polypeptides (aet B) de 17,5 kDa, exprimés par des genes difféerents mais
reconnaissant les mémes récepteurs membranaires. L'IL-1a est principalement (95 %)
associée a la membrane cellulaire tandis que I'IL-1p est libérée dans le milieu
extracellulaire®. L'IL-1p est synthétisée sous la forme d’un précurseur de 31 kDa (pro-
IL-1B), principalement par les monocytes/macrophages, mais également par les
chondrocytes, les ostéoblastes et les synoviocytes®™. Chez les mammiféres, une seule
protéase, la caspase-1, est capable de convertir la pro-1L-1p en IL-1B active®. D’autre
part, plusieurs facteurs modulent I'activité biologique de I'lL-1p. Il s’agit :

o des cytokines qui inhibent sa synthése (principalement I'lL-4 et I'lL-10)* ;

o des formes solubles des trois récepteurs (sIL-1RI, sIL-1RII et sIL-IRAcP)%®, qui
antagonisent les effets de I'lL-1 ;

O un antagoniste de ces récepteurs, I'lL-1Ra, qui existe sous forme soluble (sIL-1Ra)

ou intracellulaire (iclL-1Ra I et 11)*®.

= Les actions de I'lL-14 sur le cartilage

L'implication de I'lL-1p dans les pathologies ostéoarticulaires a été démontrée par
de nombreuses études’®™'®. Aussi, une quantité élevée d’ARNm de I'IL-1p a été
détectée dans les couches superficielles du cartilage arthrosique'®’. De plus, le nombre
d'IL-1RI est plus élevé a la surface des chondrocytes arthrosiques que sur les
chondrocytes sains'®. Les chondrocytes arthrosiques sont donc plus sensibles a
I’action de I'lL-1.

In vitro, I'lL-1p stimule la synthese par les chondrocytes de la majorité des MMP,
des cystéines et des sérines protéinases et réduit la production de TIMP-1 et de PAI'*

106,109,110 1] en résulte une augmentation de la protéolyse matricielle.

De plus, elle inhibe la synthése des principales protéines matricielles® ™ et
s'oppose aux effets stimulants de certaines cytokines anaboliques (par exemple I'lGF-

-24 -



Introduction générale

1), réduisant ainsi la capacité de réparation du cartilage. Elle provoque également la
libération massive par les chondrocytes de chimiokines (par exemple I'lL-8), d’'IL-6, de

formes activées de I’oxygéne et de prostanoides (par exemple la PGE,) (tableau 3)*#™,

Tableau 3 : Principales actions de I'lL-1p sur le métabolisme des chondrocytes

7 la synthése des MMP'%,

7 lactivité¢ de ADAMTS-4, de la cathepsine B et de l'activateur du plasminogéne de type urokinase et
tissulaire (u-PA et t-PA)* 1%,

N la synthése des TIMP et de PAI-1%.

= Par conséquent, elle induit un déséquilibre entre les enzymes destructrices de la matrice et leurs
inhibiteurs.

N la synthése des collagénes de type II, IX et XI'%,

N la synthése de I'agrécane, de la décorine et du biglycan™®.

N la production de cytokines anaboliques (par exemple le TGF-p1)™°.
7 la production d’anion superoxyde*?.

7 la synthése du "NO par induction de I'expression de iNOS™.

7 la synthése de la PGE,, I'expression de la phospholipase A, et de la cyclo-oxygénase-2 (COX-2)**
118

2 la production de cytokines régulatrices et cataboliques (par exemple I'L-1, I'lL-6 et I'IL-8)™*

7 de la production de I'lL-1Ra'®.

ADAMTS : a disintegrin and a metalloproteinase with a thrombospodin motif, IL-7Ra : interleukin-1
receptor antagonist, MMP : matrix metalloproteinase, ‘NO : oxide nitrique, iINOS : inductible nitric
oxide synthase, PAI : plasminogen activator inhibitor, PGE, : prostaglandine E,, TGF : transforming
growth factor, TIMP-1 : inhibiteur tissulaire des métalloprotéinase .

= Les actions de I'lL- /4 sur I'os

L’'IL-1pB induit la résorption osseuse par une succession d’événements impliquant les
ostéoblastes et les ostéoclastes'®. L’IL-1p stimule la production d’'IL-6 et de PGE, par
les ostéoblastes, deux facteurs responsables de I'activation des ostéoclastes*®. L'IL-1p
augmente la production d’'uPA et de PTHrP'? par les ostéoblastes en culture. Par
contre, elle diminue la production de TGF-p1, d’OC et de PAL par les ostéoblastes'?*

123 Enfin, I'IL-1B stimule la prolifération des précurseurs ostéoblastiques'®.
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x L’IL-6

L'IL-6 est produite par une grande variété de cellules dont les lymphocytes, les
monocytes/macrophages, les synoviocytes, les chondrocytes et les ostéoblastes™. Il
s'agit d'un peptide de 25 ou 30 kDa suivant qu’elle soit O-glycosylée ou N- et O-
glycosylée®. Les chondrocytes expriment les deux sous unités (o et gp130) du
récepteur pour I'lL-6"*. La synthése de I'lL-6 est induite par de nombreuses cytokines
dont I'IL-1B, le TNFa, I'IFNy, mais également I'lL-6%.

Le rble de I'lL-6 dans les pathologies inflammatoires reste ambigu. L'IL-6 exerce un
role pro-inflammatoire en favorisant la maturation des lymphocytes T, B et des
monocytes et en prolongeant la vie des neutrophiles’®?*?. D'autre part, I'lL-6 est le
principal inducteur de la production des protéines de la phase aigué de I'inflammation
par les hépatocytes’®®. Ces protéines sont pour la plupart des anti-protéases dont le
role est de limiter la dégradation tissulaire lors de la réaction inflammatoire™.
Lorsqu’elle est administrée in vivo, I'lL-6 augmente les taux plasmatiques d'IL-1Ra et
du récepteur soluble pour le TNFa™*. L’activité biologique de I'lL-6 est modulée par la
forme soluble de son récepteur o (IL-6sR). IL-6sR augmente I'activité biologique de
I'IL-6 en se complexant d’'une part avec I'lL-6 et d’autre part avec le récepteur
membranaire gp130™. L'IL-6sR, produite en grande quantité par les hépatocytes, est
présente dans le sérum et dans le liquide synovial, mais n’est pas synthétisée par les
cellules de I'articulation™®. In vitro, les effets de I'lL-6 sont augmentés aprés I'ajout
d’1L-6sR™ 1%,

= Action de I'lL-6 sur le cartilage

Les effets de I'lL-6 sur le cartilage sont ambigus :

D’une part, ce facteur augmente la production du TGF-B1**¢, de TIMP-1** ainsi que

129 et diminue celle de I'anion superoxide®® et de I'lL-8"° par les

de I'al-antitrypsine
chondrocytes humains, suggérant un rodle protecteur de cette cytokine. Des souris
knock-out pour le géne IL-6 développent une arthrose spontanée plus sévere que les

souris sauvages™.

D’autre part, I'lL-6 diminue I'expression du collagéne de type Il, de I'agrécane et de
la protéine de liaison par les chondrocytes bovins in vitro, en parallele avec une
diminution du facteur de transcription sox9"’. De plus, Nietfeld et ses collaborateurs
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(2000) ont montré, sur des cultures d’explants de cartilage humain, que I'action
inhibitrice de I'lL-1 sur la production des protéoglycanes est supprimée par la présence
d’'anticorps neutralisant I'activité de I'lL-6"*%. Récemment, il a été démontré que I'lL-6,
ajoutée conjointement avec de I'lL-la. au milieu de culture, induit in vitro la
dégradation de la trame de collagéne du cartilage ainsi que des protéoglycanes, alors
que l'administration séparée de ces agents ne s'accompagne d'aucun effet’®***! Ce
catabolisme est corrélé avec I'augmentation de I'expression de ADAMTS-5". Ces
observations suggerent que la présence de I'lL-6 est nécessaire a l'expression de

I'activité biologique de I'lL-1.

= Action de I'lL-6 sur l'os
L’'IL-6 est également impliquée dans le remodelage osseux.

Elle induit la maturation et la prolifération des précurseurs ostéoclastiques, ce qui
se traduit par une augmentation de la résorption osseuse®. L'effet de I'lL-6 sur
I'activation ostéoclastique inclut de nombreux médiateurs secondaires comme I'lL-1, la
PGE, et RANKL¥**_ Cependant, la détection de récepteurs a I'lL-6 & la surface des
cellules ostéoclastiques, encore mononucléées, laisse supposer que I'lL-6 pourrait
également influencer directement la formation des ostéoclastes ou la fonction de
I'ostéoclaste mature®. De plus, elle augmente I'expression de MMP-2 et MMP-13 par

les ostéoblastes*” 148,

D’un autre c6té, I'lL-6 induit la synthése d’'IGF-1 et d’IGFBPS5 par les ostéoblastes®.
L’'IL-6 augmente I'expression de PAL et d’'OC par ces cellules®™. Elle potentialise
également la différenciation ostéoblastique induite par la BMP-7"",

x L’oncostatine M (OSM)

L’OSM est une cytokine multifactorielle de 28 kDa appartenant a la famille de I'lL-6.
Elle doit son nom a sa capacité d’inhiber la prolifération de certaines lignées de cellules

tumorales. Elle est présente dans le fluide synovial des patients arthrosiques ainsi que

152, 153

dans celui des patients atteints de polyarthrite rhumatoide . Au sein de

I'articulation, elle est produite essentiellement par les lymphocytes T activés, les

4

monocytes, les macrophages™ et les synoviocytes™. L’'OSM, comme toutes les

cytokines de la famille de I'lL-6, se lie a la sous-unité gp130.
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Aussi, in vivo et in vitro, I'OSM induit de maniere importante la production I'lL-
6156.

= Actions de I'OSM sur le cartilage

In vitro, 'OSM augmente la synthése de TIMP-1 et 3 par les chondrocytes™’, mais
également celle de MMP-1, -3 et -13, ainsi qwADAMTS-4">> 1,

Chez l'animal, I'injection d’OSM dans l'articulation induit une inhibition de la
synthese de glycosaminoglycanes et augmente la quantité de glycosaminoglycanes

libérée dans le fluide synovial™.

Comme I'lL-6, 'OSM potentialise de hombreux effets de I'lL-1p in vitro. Dans un
modele de culture d’explants de cartilage, elle induit la dégradation des protéoglycanes
et de collagéne en présence d’'IL-1a., B ou de TNF-a™** > Elle augmente également
I'effet stimulant de I'lL-1a sur la production de MMP-1, -3, -8, -13 et ADAMTS-4 par
les chondrocytes™®.

= Actions de 'OSM sur lI'os

Contrairement a I'IL-6, I'OSM n’est pas produite par les ostéoblastes, et sa
production n’est pas induite par I'IL-1p ou le TNF-o.***. Néanmoins, cette cytokine
exerce de nombreuses actions au niveau de l'os, et les ostéoblastes expriment le
récepteur spécifique pour 'OSM (OSMR)*®. Elle inhibe I'apoptose des ostéoblastes et
diminue leur synthése de PAL'® et d’'OC™. Elle favorise la différenciation des
ostéoblastes en ostéocytes ou en cellules bordantes'®. L’'OSM augmente la production
d'IL-6, de RANKL, d’OPG* ** de MMP-13'®®, de TIMP-1'® et de MCP-1 (monocyte

166

chemoattractant protein)™ par les ostéoblastes. Comme les autres membres de la

famille des cytokines de type IL-6, elle induit I'ostéoclastogénése et la résorption

osseuse, par un mécanisme en partie dépendant de la synthése de PGE,**.

5.1.4. Les formes activées de I'oxygéne et les prostanoides

Les chondrocytes produisent essentiellement du monoxyde d’azote ('NO) et de
I’'anion superoxyde (O,*). Le "NO est produit par les NO synthétases (NOS), et O,* par
la NADPH oxydase. A partir de "NO et de O,:, d’autres formes activées de I'oxygéne,
H,0,, "OH, -ONOO, sont formées en cascade®” %,

-28-



Introduction générale

Leurs productions peuvent étre stimulées in vitro par des agents mitogénes (la
concavaline A, le calcium ionophore A23187), des activateurs de la protéine kinase C,
des cytokines (I'IL-1B, I'lL-6, le TNF-a), des immunoglobulines (IgG), des cycles

d’anoxie-réoxygénation ou encore par des stimuli mécaniques®®” 1% 17,

Les formes activées de I'oxygene sont des médiateurs de la dégradation du cartilage.
Elles sont capables de réagir avec les protéines matricielles et d’altérer leur structure
primaire, secondaire ou tertiaire, au point de les dénaturer’”. Dans le cartilage,
I'agrécane, I'acide hyaluronique et les collagénes sont dégradés par oxydation, sous
I'action des formes activées de I'oxygene’’. Elles sont également capables d'activer les
MMP latentes et d’inhiber lactivité de I'al-antitrypsine’. De cette facon, elles
diminuent les mécanismes de défense de I'organisme contre I'action des protéases.
Aussi, I'exposition des chondrocytes a des concentrations élevées d’H,0, provoque une
diminution de la synthése des protéines matricielles du cartilage, par une diminution
du facteur de transcription sox9'™. Les formes activées de I'oxygéne sont également
impliquées dans la régulation des voies de signalisation intracellulaires déclenchées
par de nombreux facteurs de croissance et cytokines'’. Par exemple, I'induction des
collagénases par I'lL-1p implique des formes activées de I'oxygéne, et en particulier le
oNOl76.

Les prostanoides, prostaglandines (PG) et thromboxanes, sont produits par une
cascade enzymatique faisant intervenir la phospholipase A;, qui libére les acides gras
précurseurs (principalement I'acide arachidonique) de la membrane phospholipidique.
Ensuite, les cyclo-oxygénases (COX) transforment les acides gras précurseurs en PGH.
La PGE; est ensuite produite a partir de la PGH, par I'action des PGE synthétases
(PGES). Les PG sont des vasodilatateurs et contribuent a la formation de 'oedéme et a
la genése des influx nociceptifs au cours de la réaction inflammatoire®.

Dans l'arthrose, l'expression de COX-2 et des PGES par les chondrocytes,

177178 et des taux anormalement élevés de PGE,

synoviocytes et ostéoblastes est accrue
sont présents dans le liquide synovial des patients arthrosiques'’®. La PGE; agit suite &
son interaction avec des récepteurs spécifiques couplés a des protéines G, dénommés
EP (1-4)* ainsi que par I'activation des récepteurs nucléaires de la classe des PPAR,
qui agissent directement comme facteurs transcriptionnels®. La PGE, stimule la
prolifération des chondrocytes’® et augmente leur production d'IGF-1, et par

conséquent la production de protéines matricielles'®,
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5.2. LES MECANISMES PATHOGENIQUES DE L’ARTHROSE

La faillite structurelle et fonctionnelle du cartilage articulaire résulte du déséquilibre
entre, d’'une part, la combinaison d’'un stress mécanique et du dysfonctionnement
métabolique des tissus articulaires, et d’autre part, la capacité du cartilage a supporter
une agression et a réparer les dommages constitués. D’'une maniére générale, on peut
consideérer que la destruction du cartilage articulaire résulte soit d’'un stress mécanique
exercé sur un cartilage normal ou de sollicitations mécaniques normales appliquées

sur un cartilage fragilisé (par exemple par le vieillissement)™®*,

Les agressions mécaniques répétées provoquent la rupture et la dissociation des
fibres de collagene. Il s’ensuit une expansion anormale et une fragmentation des
protéoglycanes, et [I'apparition d'un cdéme du cartilage. Ces circonstances
pathogéniques s’accompagnent de perturbations métaboliques importantes se
traduisant par une activation des chondrocytes et la libération excessive de médiateurs
de I'inflammation et de la chondrolyse®®.

Les facteurs biochimiques impliqués dans l'initiation et la progression de I'arthrose
sont multiples. lls exercent leurs activités biologiques au sein de trois boucles
pathogéniques mettant en relation le cartilage, la membrane synoviale et I'os sous-
chondral. Il s’agit des boucles physiopathologiques cartilagino-cartilagineuse, synovio-
cartilagineuse et ostéo-cartilagineuse. Le chondrocyte occupe une position centrale et
joue un role primordial dans I'ensemble de ces mécanismes physiophathologiques.

5.2.1. Laboucle cartilagino-cartilagineuse

Dans le cartilage arthrosique, les chondrocytes sont impliqués dans trois processus
pathologiques dénommeés phase réactionnelle, chondrolyse péricellulaire et
ossification endochondrale.

x  La phase réactionnelle

Chez I'animal, une lIésion mécanique du cartilage induit d’'importantes modifications
métaboliques et morphologiques des chondrocytes voisins de celle-ci’®. Les
chondrocytes se divisent, forment des agrégats (« clusters ») et présentent une activite
synthétique accrue. lls synthétisent abondamment les composants extracellulaires
spécifiques du cartilage, comme I'agrécane ou le collagéne de type 11**, mais aussi des
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guantités importantes de fibronectine ainsi que des molécules normalement absentes

du cartilage comme le collagéne de type X' %",

Cette phase dite aussi hypertrophique s’accompagne d'un épaississement du
cartilage. Elle est considérée comme une véritable tentative du cartilage de réparer la
Iésion. Cependant, cette phase est transitoire et est suivie d’'une accélération du turn-
over des constituants matriciels et d’une ossification endochondrale®®. Les processus
de chondrorésorption prennent progressivement le pas sur les processus de
chondroformation et les chondrocytes meurent par apoptose ou par nécrose (figure
12).
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Figure 12 : Représentation schématique de la phase réactionnelle. Comportement du chondrocyte dans
les modéles animaux d’arthrose induite par rupture du ligament croisé ou méniscectomie (Selon
Henrotin et al'®).

x Lachondrolyse péricellulaire

Le chondrocyte arthrosique sécréte dans son environnement immédiat des
guantités accrues de protéases (MMP, agrécanases, cathepsines, ...) et de formes
activées de I'oxygéne (O,*, H,0,, ‘OH, ...). Celles-ci sont responsables de la chondrolyse
péricellulaire et par conséquent de la libération, dans le fluide synovial, des peptides
issus de la protéolyse des protéines matricielles (figure 13).
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Ce phénomene de chondrolyse est stimulé essentiellement par I'lL-1 ou le TNF-a.

Pour rappel, ces facteurs augmentent la synthése par le chondrocyte de

meétalloprotéinases et de formes activees de lI'oxygéne et inhibent la synthese de
protéines matricielles. De plus, la quantité de récepteurs pour I'lL-1p est plus élevée a
la surface des chondrocytes arthrosiques qu’a celle des chondrocytes normaux®. A
I'inverse, les chondrocytes arthrosiques expriment moins de récepteurs pour les TGF-
B 1l en résulte une augmentation de sensibilité des chondrocytes aux cytokines

cataboliques et une diminution de la sensibilité pour les facteurs anaboliques.

La synthese des MMP est également stimulée par des peptides issus de la
dégradation du collagéne de type Il et la fibronectine’®'%. Ces peptides se fixent sur

des glycoprotéines membranaires (I'annexine V et des intégrines) ou sur le récepteur

CD4™™ . L'expression de ces molécules membranaires augmente chez les
chondrocytes arthrosiques, ce qui les rend également plus sensibles a ces peptides'®
197
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Figure 13 : La boucle cartilagino-cartilagineuse, d’apres Poole!¥1%3
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x L’ossification endochondrale

Dans les formes sévéres d’'arthrose, une minéralisation de la matrice extracellulaire
du cartilage peut étre observée.

L’ossification endochondrale se caractérise par une succession de plusieurs
processus semblables a ceux observés durant l'ostéogenése. Les chondrocytes des

198 Ces cellules

couches superficielle et intermédiaire proliférent et forment des clusters
deviennent successivement pre-hypertrophiques puis hypertrophiques et minéralisent
la matrice extracellulaire®®. Ensuite, elles meurent par apoptose?®. Une réactivation
de l'ossification endochondrale est également observée a la jonction entre le cartilage
calcifié et I'os sous-chondral. Il s’ensuit un épaississement de la couche calcifiée du

cartilage et I'apparition d’une deuxiéme voire une troisiéme tidemark®* 2%,

Dans le cartilage arthrosique, tous les marqueurs caractéristiques de I'ossification
endochondrale (PTHrP, OC, ...) sont exprimés par les chondrocytes, et sont corrélés
avec la sévérité de la pathologie'® 19203204 1 yitro, I'expression de ces génes peut étre
induite par I'IL-8, la BMP-2 ou -4 ou I'acide rétinoique® ?®. Durant cette phase, les
chondrocytes impliqués augmentent fortement de volume. Du glycogéne et des lipides
s'accumulent dans leur cytoplasme. Ils synthétisent également des quantités
importantes de MMP-2, et -13, nécessaires au remodelage de la matrice
extracellulaire®’. L'expression de PAL, ank, TG2 et des NTPPPH mais aussi de
protéines membranaires impliquées dans la minéralisation, est aussi augmentée™" 2%,
Enfin, des cristaux de pyrophosphate de calcium dihydrate ou d’hydroxyapatite se

forment au sein de la matrice extracellulaire du cartilage®®.

5.2.2. Laboucle synovio-cartilagineuse

Sur le plan histologique, I'arthrose s’accompagne toujours d’'une inflammation de la
membrane synoviale qui se limite a une congestion vasculaire accompagnée, dans les
formes les plus séveres, d'une infiltration cellulaire (essentiellement des macrophages
et des lymphocytes B et T)*°. Cette réaction inflammatoire est secondaire a la
libération dans le fluide synovial de débris ostéo-cartilagineux et/ou a la présence de
microcristaux (pyrophosphate ou hydroxyapatite)®. Les chondrocytes jouent
également un roéle déterminant dans linitiation et la chronicité de la réaction

inflammatoire. Les chondrocytes arthrosiques produisent des quantités anormalement
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élevées de cytokines, de prostanoides et de formes activées de l'oxygéne. Ces
médiateurs de I'inflammation libérés par les chondrocytes régulent a leur tour I'activité
synthétique des cellules de la membrane synoviale (synoviocytes et cellules de la
réaction inflammatoire). En réponse a ces stimuli, les cellules de la membrane
synoviale sécrétent des enzymes et des formes activées de I'oxygéne qui s’attaquent a la
couche superficielle du cartilage. De plus, elles libérent des cytokines pro-
inflammatoires (IL-1p, TNF-q,...) qui stimulent les chondrocytes a produire davantage
de facteurs cataboliques. Ainsi s’installe un cercle vicieux entre le cartilage et la
membrane synoviale, responsable de la progression des lésions structurelles du

cartilage arthrosique®?.

5.2.3. Laboucle ostéo-cartilagineuse

Une caractéristiqgue anatomopathologique de I'arthrose est la sclérose de I'os sous-

chondral®®,

La sclérose sous-chondrale est I'épaississement de I'os cortical sous-chondral (figure
14). Elle apparait suite a un important remodelage osseux.

La sclérose de l'os sous-chondral se caractérise par une synthese accrue de
substance ostéoide et un taux de minéralisation par mole de collagene diminué de 25
%“* 2> Ces modifications de la matrice sont la traduction d’une altération du
phénotype des ostéoblastes dans I'arthrose®®.

Les modifications phénotypiques des ostéoblastes arthrosiques sont :

- Une production accrue d'OC, de PAL, d'IGF-1, de TGF-B1, dHGF, d'uPA, de

MMP-2 et -9 ainsi que des cathepsines L, K et B*" 8,

- Une augmentation de la synthese d’homotrimeres de collagéne [a1(l)]s. Cette
fibre a une capacité de minéralisation plus faible que la forme hétérotrimérique

[a1(1)]2a2(1) et donc une résistance moindre®®.

- Une diminution de 50 % du nombre de récepteurs membranaires pour la PTH*
3 11 en résulte une hyposensibilité des ostéoblastes & la PTH, et par conséquent
une réduction de la résorption osseuse par les ostéoclastes.
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- Enfin, Lajeunesse et ses collaborateurs distinguent deux populations

d’ostéoblastes en fonction de leur synthese en IL-6, PGE; et leucotriéne By

(LTB,) *°:

x Le premier groupe est caractérisé par une production élevée de PGE; et

d’'IL-6;

x  Dans le second groupe, au contraire, ces productions sont inchangées

mais les ostéoblastes synthétisent davantage de LTB..

L’équipe du Professeur Pelletier suggére que la sclérose de I'os sous-chondral serait

stimulée par I'accumulation locale d’IGF-1 libre'® *3. Celui-ci serait libéré du complexe

IGF/IGFBP par I'uPA. Parallelement, I'insensibilité relative des ostéoblastes a la PTH

provoquerait une diminution de la résorption osseuse. La conjonction de ces deux

phénomeénes serait responsable de I'accumulation de substance ostéoide, et donc de la

sclérose de I'os sous-chondral.
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Figure 14 : Modifications de I’os sous-
chondral dans I’arthrose.

A: Coloration au bleu de toluidine,
montrant les GAG du cartilage et
I’épaississement de I’os cortical sous-
chondral en dessous de la Iésion du
cartilage.

B : Schéma montrant I’épaississement de
I’os cortical sous-chondral
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Selon Radin et ses collaborateurs, des microfractures ostéochondrales seraient le
point de départ de la sclérose sous-chondrale et de la minéralisation du cartilage®. Le
nombre de ces microfractures, quasi inexistantes chez les patients jeunes et sains,
augmente avec I'age et la sévérité de I'arthrose’®. On distingue deux types de
microfractures. Les plus fréquentes sont les microfractures de type A (figure 15). Elles
sont trés fines et fixent avec grande affinité la safranine O (figure 15B). Les
microfractures de type A ont approximativement 2 um de large et 25 a 180 um de long
et situées entre la tidemark et la jonction ostéochondrale. Elles sont souvent isolées
mais apparaissent parfois en groupe de deux ou plus. Un faible pourcentage des
microfractures de type A se prolonge dans I'os sous-chondral. Elles ne sont jamais

visibles dans le cartilage non calcifié.

Les microfractures de type B sont moins fréquentes et structurellement différentes :
elles sont plus larges (3 a 7 um), et remplies de cordons chondrogéniques avangant de
la tidemark vers la jonction ostéochondrale (figure 15C)™.

Figure 15 : Les types de microfractures ostéochondrales™.

A : Microfractures de type A, coloration hématoxyline-éosine, grossissement 400 x.

B : Microfractures de type A, coloration safranine O-fast green, grossissement 200 x.

C : Microfractures de type B, coloration hématoxyline-éosine, grossissement 285 x, T= tidemark.

De nombreuses études ont démontré I'importance des changements osseux dans la
progression de I'arthrose. L’'augmentation du remodelage osseux au niveau du genou
arthrosique, mise en évidence par un examen scintigraphique, est prédictive de la
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progression du pincement de I'interligne articulaire durant les 5 années suivantes®°.
De méme, I'augmentation sur 1 an du taux sérique d’OC est corrélé avec la progression
du pincement de I'interligne articulaire durant les 3 années suivantes®’. Le volume
osseux et I'épaisseur des travées osseuses sont positivement corrélés avec la gravité des
lésions du cartilage®. Enfin, une densite minérale osseuse élevée du plateau tibial est
prédictive de 'augmentation du pincement de I'interligne articulaire®.

Des études réalisées sur le primate (macaque fascicularis)” %

, mais également sur
I’'homme?, indiquent que les modifications de I'os sous-chondral précédent celles du
cartilage, et que le durcissement progressif du socle osseux sous-chondral est un
facteur déclenchant la dégradation du cartilage. Cependant, cette hypothése reste
controversée. En effet, d’autres études réalisées sur le chien, le lapin et 'homme
suggerent que la sclérose de I'os sous-chondral est la conséquence de I'altération des
propriétés mécaniques du cartilage, et donc qu’elle apparait aprés la dégradation du

cartilage® &%,

Deux theories tentent d’expliquer le r6le joué par I'os sous-chondral dans la
dégradation du cartilage. Il s’agit de la théorie mécanique et de la théorie biochimique.

x  Théorie mécanigue

Dans des conditions normales, le cartilage articulaire et I'os sous-chondral forment
une unité biomécanique responsable de I'amortissement de 35 % des contraintes
mécaniques exercées sur l'articulation®™. 11 en découle que toute modification des
propriétés mécaniques de I'os sous-chondral se répercute sur les capacités
d’amortissement de larticulation. L’épaississement de I'os sous-chondral cortical
entraine une rigidité qui provoque une augmentation des contraintes mécaniques
exercées sur le cartilage. La couche cartilagineuse s’amincit progressivement et la
sclérose de I'os sous-chondral progresse, ce qui diminue encore le pouvoir amortisseur
de l'articulation®.

x  Théorie biochimique

En 1997, Westacott et ses collaborateurs ont montré que des ostéoblastes sous-
chondraux arthrosiques co-cultivés avec des explants de cartilage étaient capables
d’induire la dégradation des protéoglycanes du cartilage dans 50 % des cas, tandis que
les ostéoblastes non arthrosiques n’avaient pas d’effet'’. Ceci suggére qu’au niveau des
articulations arthrosiques, les ostéoblastes sous-chondraux pourraient étre impliqués
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dans le remodelage du cartilage sus-jacent. Il est suggéré que des facteurs libérés par
les ostéoblastes puissent, par les microfractures, atteindre les chondrocytes de la
couche profonde du cartilage sus-jacent, et influencer leur activité synthétique™.

’
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Figure 16 : Représentation schématique des trois boucles physiopathologiques de I’arthrose. BMP :
bone morphongenetic protein, bFGF : basic fibroblast growth factor, CDMP : cartilage derived
morphogenetic protein, FAO : formes activées de I’oxygéne, HGF : hepatocyte growth factor, IGF :
insulin-like growth factor, IL : interleukine, LIF : leukemia inhibitory factor, NO : oxide nitrique,
PDGF : platelet derived growth factor, PGE, : prostaglandine E,, PLA, : phospholipase A;, TGF :
transforming growth factor, TIMP : tissue inhibitor of metalloproteinase, TNF : tumor necrosis factor.
Modifié de Henrotin®.
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6 therapesthiques de Larthrose

I es objectifs principaux de la prise en charge thérapeutique de I'arthrose sont la

diminution de la douleur, la restauration de la fonction articulaire et le

225

retardement de la progression structurelle de la maladie®”. Les traitements de

premiere ligne sont principalement orientés vers la résolution des symptdémes.

Les analgésiques et les anti-inflammatoires non stéroidiens (AINS) sont largement
utilisés dans ce but?®. Il existe par ailleurs des médicaments & action symptomatique
lente, comme le sulfate de glucosamine, le sulfate de chondroitine, les insaponifiables
d’avocat et de soja (I1AS) et la diacérhéine.

Pour ce dernier groupe, les effets symptomatiques apparaissent progressivement et
s'installent pendant les 6 a 8 premieres semaines de traitement. Le sulfate de
glucosamine a également une action structurelle, c'est-a-dire qu’il interfére avec les
changements structuraux du cartilage arthrosique. Ainsi, I'’étude menée pendant 3 ans
par Reginster et collaborateurs a révélé que le sulfate de glucosamine ralentissait la
progression radiologique de I'arthrose®”’. Récemment, ces effets ont été confirmés par

une autre équipe®®.

Dans ce travail, nous avons étudié les effets des IAS sur nos différents modeles
expérimentaux. Nous avons donc choisi dans ce chapitre de ne détailler que les effets
de ce médicament.

Les IAS sont commercialisés sous le nom de Piasclédine 300° par les laboratoires
Expanscience (Courbevoie, France). La Piasclédine 300® contient 1/3 d’insaponifiable
d’avocat et 2/3 d’'insaponifiable de soja. La composition exacte de ces résidus n’est pas
connue. Cependant, un certain nombre des composés du mélange ont été dosés par les
laboratoires Expanscience. Les résultats de ces analyses sont répertoriés dans le
tableau 4. Les IAS ont été étudiés dans le traitement de diverses pathologies du tissu

conjonctif depuis de nombreuses années.

o0 Etudes in vitro

De nombreux effets in vitro des IAS ont été démontrés sur un modele de
chondrocytes de lapin cultivés en monocouche. Au terme de 7 jours de traitement, les
IAS (10 pg/ml) augmentent significativement la synthése des collagenes (déterminée
par I'incorporation de *H-proline) par les chondrocytes®”. De plus, au terme de 5 jours
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d’incubation, les IAS (10 pg/ml) préviennent l'augmentation de [I'activité
collagénolytique induite par I'lL-18%°. Les IAS réduisent la synthése de MMP-3, d’IL-6,
d’'IL-8 et de PGE, par les chondrocytes humains®. Ils stimulent I'expression des
TGFB-1 et -2 dans les chondrocytes bovins cultivés en monocouche®®. Par contre, ils
n’exercent aucun effet sur I'expression des récepteurs pour les TGF-B (TGF-BRI et
TGF-BRII). Ces éléments suggerent que les IAS ont un effet bénéfique sur la matrice
cartilagineuse, d’'une part en réduisant la synthése des métalloprotéinases et des
cytokines cataboliques, mais également en stimulant la synthese de la matrice

extracellulaire.

o Etudes chez I'animal

Sur un modele d’arthrose induite chez le mouton par méniscectomie bilatérale,
I'administration orale d’lAS prévient la perte d’agrécane et augmente I'épaisseur du
cartilage dans les zones voisines de la Iésion chondrale. De plus, les IAS réduisent
significativement la sclérose de I'os sous-chondral. Par contre, ils ne préviennent pas

I'apparition des Iésions chondrales®®,

o0 Etudes cliniques

L’efficacité des IAS sur la symptomatologie de la gonarthrose a été rapportée par
plusieurs auteurs®*?*. Une étude prospective multicentrique, randomisée, controlée
contre placebo et conduite en double aveugle, a étudié les effets des IAS (300 mg/jour
en prise unique) sur la douleur et le handicap des patients coxarthrosiques et
gonarthrosiques. La période d’administration du médicament ou du placebo était de 6
mois, et la durée du suivi clinique des patients de 8 mois. Cette étude a démontré que :

- les IAS améliorent, des le deuxieme mois de traitement, le statut algo-
fonctionnel (indice de Lequesne) et la douleur spontanée (mesureée a I'aide d’'une

échelle visuelle analogique) du patient arthrosique ;

- l'effet des IAS sur la symptomatologie persiste 2 mois apres l'interruption du

traitement ;

- le nombre de patients ayant recours a un AINS durant la période de traitement
est plus faible dans le groupe IAS que dans le groupe placebo (43 % vs 62 %).
Cependant, la différence entre les deux groupes n’est pas significative ;
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- la prise d’lAS ne s’accompagne pas d’effets secondaires indésirables importants.

Une autre étude prospective multicentrique randomisée, réalisée avec le concours
de notre unité, incluant 260 patients souffrant de gonarthrose, a comparé les effets des
IAS administrés aux doses journalieres de 300 ou 600 mg a ceux d'un placebo, sur
I'indice algo-fonctionnel de Lequesne, I’échelle visuelle analogique et la consommation

d’AINS ou d’analgésiques®®

. Aux doses testées, les IAS diminuent significativement la
prise d’AINS/analgésiques durant les 3 mois de traitement par rapport au groupe
placebo. Cependant, il n'y a pas de différence significative entre la dose de 300 mg et
600 mg d’IAS. Cette étude confirme également le statut de médicament a action lente
sur la symptomatologie de I'arthrose des IAS. Elle montre également qu’'une dose

guotidienne de 600 mg n’a pas un effet supérieur a celui d’'une dose de 300 mg.

Récemment, I'effet structurel des IAS au terme de 2 ans de traitement a été étudié
sur une cohorte de 163 patients souffrant d’arthrose de la hanche. Les IAS retardent la
progression du pincement de l'interligne articulaire, mesurée sur radiographie
standard, uniquement chez les patients souffrant de coxarthrose sévere (interligne
inférieur & 2,45 mm & l'inclusion)®. Par contre, aucune différence significative entre
les groupes expérimentaux n’était observée lorsque I'analyse incluait I'ensemble des
patients coxarthrosiques.
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. Introduction

D urant la derniere décennie, de nombreux modeles de cultures de chondrocytes

ont été proposés®®. La problématique de la culture des chondrocytes est
double : d’une part recréer in vitro I'environnement naturel de la cellule (pO,, pH du
milieu, contraintes mécaniques, etc.) et d’autre part maintenir son phénotype stable.
Le phénotype du chondrocyte se caractérise par la synthese de molécules spécifiques
(essentiellement le collagéne de type Il et I'agrécane), une forme arrondie et une
activité mitotique extrémement faible. Lorsqu’il est cultivé en monocouche, le

chondrocyte se dédifférencie®®

. Il adopte une forme allongeée, se divise et modifie
guantitativement et qualitativement son activité synthétique. Les synthéses des
collagénes de type I, IX et XI et d’agrécane diminuent alors que celles de versican et
des collagenes de type | et Il augmentent progressivement avec le processus de

240-242

dédifférencation Pour empécher la dédifférenciation des chondrocytes en

culture, il est indispensable de les placer soit en suspension en phase liquide, soit

dans une matrice naturelle ou synthétique de substitution®**%*,

Dans ce travail, nous avons choisi de cultiver des chondrocytes articulaires
humains en billes d’alginate. L'alginate est un polysaccharide linéaire isolé de I'algue
brune. En présence de cations divalents comme le calcium, ce polymere se gélifie
instantanément et forme une matrice poreuse autour des chondrocytes®® . Au sein
des billes d’alginate, chaque chondrocyte est entouré d’'une matrice polysaccharidique
chargée négativement dont la porosité est comparable a celle du cartilage hyalin®®.
Dans ces conditions, les chondrocytes conservent leur phénotype au moins 5
semaines®**®. En billes d'alginate, les chondrocytes proliférent essentiellement
durant les 3 premiers jours de culture. Ensuite, le nombre de chondrocytes présent
dans la bille reste stable®’. Ils ont une forme sphérique et produisent des agrécanes et

des collagénes spécifiques (de type 11, 1X et X1) du cartilage articulaire®®.

Ce mode de culture offre de nombreux avantages :

- Dans la bille d’alginate, la matrice extracellulaire néosynthétisée s’organise de
facon similaire a la matrice du cartilage. En microscopie électronique, il est possible
de distinguer autour du chondrocyte une matrice péricellulaire, une matrice

territoriale et une matrice interterritoriale (figure 17)%°.
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- Une récupération aisée des cellules et de la matrice extracellulaire au terme de la
période de culture. En effet, en présence d'un agent chélateur du calcium (par
exemple le citrate), la matrice d’alginate se dépolymérise. Par centrifugation, il est
ensuite possible de séparer les chondrons (cellules + matrice péricellulaire + matrice
territoriale) et la matrice interterritoriale. Les fractions sont collectées et analysées
séparément®®* 2 La production d’une molécule par les chondrocytes cultivés en
billes d’alginate peut donc étre quantifiée dans 3 compartiments : le milieu de culture,
la matrice interterritoriale et les cellules entourées des matrices péricellulaire et
territoriale. Ce modele permet ainsi également d’étudier la distribution des molécules

néosynthétisées dans les différents compartiments de la matrice.

- Les volumes occupés par les différents compartiments de la bille d’alginate sont
similaires a ceux observés dans le cartilage normal. Au terme de 13 jours de culture,
les cellules, la matrice associée aux cellules (équivalent des matrices péricellulaire et

territoriale) et la matrice interterritoriale représentent respectivement 3,5, 5,2 et 91,3

% du volume de la bille d’alginate®®.

- La demi-vie (t¥2) de I'agrécane est plus longue que celle enregistrée dans d’autres

modeles de culture, et se rapproche de la valeur observée in vivo. Dans la matrice

20 alors qu’elle est de 40 jours dans

et de 14 jours dans I'agarose®> * ;

interterritoriale, la t%2 de I'agrécane est de 95 jours

les cultures d’explants®®*

- Il n’est pas nécessaire de procéder a I'extraction des molécules matricielles par un
solvant, comme c’est le cas dans le modele de culture en agarose. L'intégrité des

molécules matricielles est donc conservée®? 2,

Dans cette partie de notre travail, nous avons utilisé le modeéle de culture en billes

d’alginate pour :

- etudier l'influence de I'lL-1B, de I'IlL-6 et de I'OSM sur le métabolisme des
chondrocytes ;
- déterminer les effets pharmacologiques d’'un mélange d’'lAS. Ce mélange est

utilisé comme médicament pour le traitement de I'arthrose.
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Figure 17 : Micrographie électronique d’un chondrocyte cultivé en billes d’alginate durant 13 jours
(Van OSCH et al, 1998%°). FRM = « further removed matrix », équivalent in vivo de la matrice
interterritoriale ; T = matrice territoriale et > = matrice péricellulaire. En pointillé, le chondrocyte
entouré de sa matrice territoriale et péricellulaire forme le compartiment CM (Cell-associated
Matrix).
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2 Materiel et methedes

2.1. DESCRIPTION DES CULTURES DE CHONDROCYTES ARTICULAIRES
HUMAINS EN BILLES D'ALGINATE

2.1.1. Prélevement des échantillons de cartilage

Les cultures ont été réalisées a partir de cartilage articulaire humain prélevé sur
des cadavres endéans les 12 heures qui suivent le décés. Les prélévements étaient
effectués au niveau de I'articulation fémoro-tibiale et fémoro-patellaire.

Dans cette etude, nous avons utilisé des prélevements de cartilage provenant de 15
adultes, 8 hommes et 7 femmes, dont I'age était compris entre 24 et 69 ans (moyenne
de 46 ans). A I'examen macroscopique, tous les prélevements de cartilage présentaient
des Iésions dont la sévérité a été évaluée sur une échelle de 0a 111°%*:

- Stade 0: Cartilage normal avec une bonne élasticité et de couleur blanche.

- Stade | : Le cartilage est oedématié, anormalement mou au palper. La surface
reste réguliere. La zone de ramollissement est parfois trés limitée, visible sous I'aspect
d’'une tache jaune-gris. L'oedéme est présent sur une ou plusieurs surface(s)
articulaire(s).

- Stade Il : Le cartilage présente, sur au moins une surface articulaire, une ou
plusieurs fissures profondes qui s’entrecroisent, donnant une fragmentation en
motte. La fragmentation peut-étre plus fine et prendre I'aspect classique de « chair de
crabe cuite ». Cette image s’accompagne d’un ramollissement a la palpation.

- Stade 111 : L'os sous-chondral apparait dépourvu de tout revétement cartilagineux
sur au moins une surface dont le diametre est supérieur a 5 mm. Cette lésion est
visible sur une ou plusieurs surface(s) articulaire(s).

Parmi les échantillons étudiés, 6 présentaient des lésions de stade I, 4 de stade Il et
5 de stade I1I.

2.1.2. Isolement des chondrocytes

De fines lamelles de cartilage étaient excisées en évitant la couche calcifiée. Elles
étaient lavées plusieurs fois dans du DMEM [Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(Cambrex, Verviers, Belgique)] contenant 10 mM d'HEPES [N-(2-
hydroxyethyl)piperazin’-(2-ethanesulfonic acid), Cambrex, Verviers, Belgique], 100
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U/ml de pénicilline et 100 ug/ml de streptomycine (Cambrex, Verviers, Belgique). Ce
milieu sera nommeé dans la suite du texte « milieu de base ». Les lamelles de cartilage

étaient alors ensuite découpeées en petits fragments de quelques mma.

Les chondrocytes étaient alors libérés du cartilage par une succession de
digestions enzymatiques. Les fragments de cartilage étaient incubés a 37°C et sous
agitation constante dans le milieu de base, avec successivement de I'hyaluronidase
(0,5 mg/ml, 30 minutes, type IV-S, Sigma Aldrich, Bornem, Belgique), de la pronase
E (1 mg/ml, 60 minutes de milieu de base enrichi par 5 pg/ml de polymyxine, 10
pg/ml de gentamycine, et 10 pg/ml de vancomycine, VWR, Louvain, Belgique), et
enfin, de la collagénase clostridiale (0,6 mg/ml, 16 heures, type 1A, Sigma Aldrich,
Bornem, Belgique). Lors de cette derniere étape, le milieu de base était enrichi avec 1
% (v/v) d'Ultroser G (UG, Invitrogen, Merelbeke, Belgique)®®*. L’'UG est un substitut
de sérum contenant une concentration constante en facteurs de croissance,

hormones, minéraux, vitamines et protéines.

Les cellules étaient ensuite filtrées a travers une membrane de nylon dont la
porosité était de 70 um, lavées 3 fois dans une solution NaCl 9 g/L (Baxter, Lessines,
Belgique) et comptées a l'aide d'une plaque de Neubauer. A ce moment, la viabilité
cellulaire, estimée par le test d’exclusion du bleu trypan, était supérieure a 95 %. Cette
méthode d’isolement permet de récolter environ 4,3 x 10° de chondrocytes par
gramme de cartilage®®.

2.1.3. Mise en culture

Les cellules étaient mises en suspension dans une solution NaCl 9 g/L contenant
1,2 % d'alginate (Macrocystis pyrifera, Sigma Aldrich, Bornem, Belgique), a la
densité de 4 x 10° cellules par ml. Ce mélange était placé dans une seringue de 25
gauges et ensuite élué goutte a goutte dans une solution de CaCl, 102 mM (Sigma
Aldrich, Bornem, Belgique). Au contact de cette solution, I'alginate se polymérise et
forme des billes d’environ 2 mm de diametre (figure 18). Aprés 10 min d’incubation
dans la solution de calcium, les billes d’alginate étaient rincées 3 fois avec une
solution NaCl 9 g/L. Ensuite, 9 billes étaient placées délicatement dans les puits d’'une
plaque de culture 24 puits contenant chacun 1 ml de milieu de base enrichi par 2 %
(v/v) d’'UG. Apres 48 heures, ce milieu nutritif était remplacé par un milieu de culture
composé du milieu de base contenant 50 pg/ml d'acide ascorbique (Sigma Aldrich,
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Bornem, Belgique), 20 ug/ml de proline (Sigma Aldrich, Bornem, Belgique), 2 mM de
glutamine (Cambrex, Verviers, Belgique) et 1 % (v/v) d'ITS+ (ICN Biomedicals, Asse-
Relegem, Belgique). L'ITS+ est un substitut de sérum contenant 0,625 mg/ml
d'insuline, 0,625 mg/ml de transferrine, 0,625 pg/ml de sélénium, 125 mg/ml
d'albumine sérique de bceuf et 0,535 mg/ml d'acide linoléique. Les chondrocytes
étaient cultivés pendant 12 jours dans ce milieu en I'absence ou en présence d’IL-1j,
d’'IL-6, d’'OSM et/ou d’'un mélange d’lAS. Le milieu de culture était remplacé tous les
3jours et les billes d’alginate maintenues a 37°C dans une atmosphére formée de 95 %
d’air et de 5% de CO..

2.1.4. Traitements des cellules

L'IL-1B humaine recombinante produite par E. coli (Roche Pharmaceuticals,
Bruxelles, Belgique) était ajoutée au milieu de culture aux concentrations finales
comprises entre 1,7 pg & 17 ng/ml (soit respectivement de 0,085 & 850 U/ml ou 10™ &
10° M).

L'IL-6 recombinante humaine (Biosource Europe, Fleurus, Belgique) était testée
aux concentrations de 20, 100 et 500 ng/ml, en présence de son récepteur soluble IL-
6sR (50 ng/ml, R&D systems, Abingdon, Angleterre). L’'OSM (Sigma Aldrich,
Bornem, Belgique) était ajoutée au milieu de culture aux concentrations de 0,1, 1 et
10 ng/ml. Ces deux cytokines étaient testées en présence ou non d’IL-1p 10 M.

Les IAS étaient administrés sous la forme d'un mélange composé de 1/3
d’insaponifiable d’avocat et de 2/3 d’insaponifiable de soja aux concentrations de
0,625, 2,5, 10 et 40 pg/ml. Les IAS étaient solubilisés dans du THF (tétrahydrofurane,
Sigma Aldrich, Bornem, Belgique). Une quantité équivalente de THF (concentration
finale de 0,1 %) était ajoutée au milieu de culture des controles.

Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple. Les milieux de culture et

les molécules testées étaient renouvelés tous les 3 jours.

2.1.5. Arrét de la culture

Au terme de la culture, les milieux de culture étaient prélevés et conservés a -20°C
jusqu’au moment de I'analyse.

Les billes étaient rincées avec une solution NaCl 9 g/L et placées dans des tubes
Falcon de 15 ml contenant 1 ml d’'une solution 100 mM de citrate de sodium. Aprés 15
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min, une dépolymeérisation compléte des billes d’alginate était obtenue et les tubes
étaient centrifugés pendant 10 min a 150 g. Les phases liquides, dénommées FRM
(Further Removed Matrix), étaient prélevées et conservées a -20°C. Les culots étaient
lavés 3 fois dans du tampon phosphate 6,7 mM a pH 7,4 (KH,PO,4 144 mg/L, Na;HPO,
795 mg/L et NaCl 9 g/L, PBS, Cambrex, Verviers, Belgique), puis dissociés par
ultrasons a 4°C dans 1 ml de PBS (30 secondes a 50 watt/cm?). Les extraits cellulaires
ainsi obtenus ont été dénommés CM pour Cell-associated Matrix et conservés a -20°C

jusqu'a leur analyse.

DMEM + ITS +
5% 10¢ cellules/bille
9 billes/puits
Solution Chondrocytes
d'Alginate 4 % 108 cellules/ml
1.2 % (viv)
12 jours
(S) Milieu -
de culture w /- Citrate 0,1 M
2 TR ‘ | oce%| | .:?oadﬂ| | 08 a| \
Solution Centrifugation
CaCls 102 mm 1200 rpm
1 ]
. . . . , FRM
Figure 18 : Schéma représentant les différentes étapes
de la culture des chondrocytes en billes d’alginate. oM

2.2. DESCRIPTION DES TECHNIQUES D’ANALYSE HISTOLOGIQUES ET
IMMUNOHISTOCHIMIQUES

2.2.1. Fixation des billes d’alginate et inclusion en paraffine

Pour la fixation, les billes étaient placées a 4°C dans une solution contenant 40 g/L
de paraformaldéhyde dans un tampon cacodylate de sodium 100 mM, CaCl2 20 mM a
pH 7,4. Aprés 4h d’incubation, les billes étaient lavées 3 fois dans un tampon
cacodylate de sodium 100 mM, BaCl> 50 mM a pH 74 afin de prévenir la
désintégration des billes d’alginate. Elles étaient ensuite déshydratées par passages
successifs dans des bains de concentrations croissantes en méthanol, incubées dans

des bains d’isopropanol puis de xyléne et enfin incluses dans la paraffine. Les blocs de
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paraffine étaient découpés en lamelles de 5 um d’épaisseur (coupes) a l'aide d'un
microtome, et déposées sur des lames de verre.

2.2.2. Coloration au bleu / jaune alcian

Afin de mettre en évidence les GAG hautement sulfatés et les différencier des
polysaccharides de I'alginate, nous avons coloré des coupes au bleu et au jaune alcian.
Les coupes étaient déeparaffinées et réhydratées par passages successifs dans des
bains de xyléne, puis de méthanol en concentrations décroissantes, et enfin d’eau
déminéralisée. Elles étaient alors incubées 2 x 5 min dans une solution d’HCI 200 mM,
pH 1, puis 1h dans une solution de bleu alcian 5 g/L (Sigma Aldrich, Bornem,
Belgique), HCI 200 mM, pH 1. Elles étaient ensuite rincées a 2 reprises avec une
solution HCI 200 mM, pH 1, puis 2 fois avec de I'eau déminéralisée. Alors, elles étaient
incubées 15 min dans une solution de jaune alcian 1 g/L (Sigma Aldrich, Bornem,
Belgique) et d’acide acétique 3 %, pH 2,5. Les coupes étaient enfin rincées avec de

I'eau déminéralisée et observées au microscope.

2.2.3. Immunohistochimie

Les coupes étaient déparaffinées et réhydratées par passages successifs dans des
bains de xyléne, puis de méthanol en concentrations décroissantes, et ensuite d’eau
déminéralisée. Notons que le deuxiéme bain de méthanol contenait 0,5 % de peroxyde
d’hydrogene (Sigma Aldrich, Bornem, Belgique) afin de neutraliser I'activité des
peroxydases endogenes. Quinze mM de CaCl, étaient ajoutés a tous les bains d’eau
déminéralisée et de TBS (Tris Buffer Saline, Tris 50 mM et NaCl 120 mM, pH 7,6),
pour prévenir la désintégration des billes d’alginate. Une coupe de cartilage sain était
utilisée comme contréle positif. Les coupes étaient digérées par une solution de
trypsine (100 mg/L de trypsine 250 dans du TBS, Sigma Aldrich, Bornem, Belgique)
pendant 30 min a 37°C. Apres 3 lavages dans du TBS, les coupes étaient incubées
pendant 30 min avec du sérum de lapin (Novocastra, Merelbeke, Belgique), puis
pendant 90 min en chambre humide avec un anticorps polyclonal anti-collagéne de
type Il obtenu chez le lapin (Novocastra, Merelbeke, Belgique) ou avec du séerum de
lapin (contréle négatif). Les coupes étaient alors rincées avec du TBS et incubées
pendant 30 min en chambre humide avec un polymeére sur lequel étaient couplés de la
peroxydase et des anticorps anti-lapin et anti-souris (EnVision system, Dako,
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Heverlee, Belgique). Aprés plusieurs ringages, les coupes étaient plongées pendant 10
min dans une solution de 3,3-diaminobenzidine (0,5 mg/ml, FAST DAB, Sigma
Aldrich, Bornem, Belgique). Les coupes étaient ensuite rincées avec de l'eau
déminéralisée et contre-colorées a I’hématoxyline avant leur observation au

microscope.

2.3. DESCRIPTION DES TECHNIQUES D’ANALYSE BIOCHIMIQUES

2.3.1. Dosage de I'ADN

L'acide désoxyribonucléique (ADN) a été quantifié selon la technique de Labarca et
Paigen®®. Cette méthode est basée sur le principe de la fluorescence émise par un
réactif, le bis-benzimidazole, lorsque celui-ci se lie a I'ADN. La technique était
directement appliquée aux extraits cellulaires aprés leur dissociation par des
ultrasons. La courbe de référence était realisée a partir d'ADN de placenta humain
(Sigma Aldrich, Bornem, Belgique), solubilisé dans du PBS dans une gamme de
concentrations comprises entre 1,25 et 20 ug/ml. Deux cent pl de la solution de bis-
benzimidazole (Calbiochem-La JOLIA, CA, USA) (20 mg/100 ml de tampon
phosphate 50 mM, NaCl 2 M, pH 7,2) étaient alors ajoutés aux 50 ul de I'extrait
cellulaire ou aux 50 pl des solutions de référence. Apres 1h d’incubation, la lecture
était effectuée a I'aide d’'un fluorimétre (Labsystems, Beverly, USA), en utilisant une
longueur d'onde d'excitation de 356 nm et d'émission de 458 nm.

2.3.2. Dosage de la LDH

La mortalité cellulaire a été déterminée par la mesure de la lactate déshydrogénase
(LDH) dans le surnageant de culture. Cinquante pl de tampon Tris 10 mM, pH 8,5,
contenant 10 mg/L d’albumine sérique bovine (BSA, Sigma-Aldrich, Bornem,
Belgique), et 800 nM de lactate (Sigma-Aldrich, Bornem, Belgique) étaient mélangés
a 100 ul de standard ou d’échantillon (avant toute congélation). Ensuite, 50 pl du
mélange réactionnel étaient ajoutés. Le mélange réactionnel était composé de p-
iodonitrotetrazolium violet (1,6 mg/ml, Sigma-Aldrich, Bornem, Belgique), de
nicotinamide-adénine dinucléotide (4 mg/ml, Roche pharmaceuticals, Bruxelles,
Belgique) et de phénazine méthosulfate (0,4 mg/ml, Sigma-Aldrich, Bornem,
Belgique). Apres 10 min d’incubation & température ambiante, I'absorbance était lue a
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492 nm. La droite de calibration était réalisée avec de la LDH isolée a partir de muscle
de lapin (Roche pharmaceuticals, Bruxelles, Belgique), dans une gamme de
concentrations comprises entre 12,5 et 2000 ng/ml. Le pourcentage de cellules mortes
a été calculé en utilisant la formule suivante : (LDH des milieux de culture/LDH
totale) x 100. La LDH totale correspond a la somme de la LDH contenue dans la CM,

la FRM et les milieux de culture (jours 0a 12).
2.3.3. Incorporation de la thymidine tritiée

Une pCi de thymidine tritiée (méthyl-H-thymidine, 50 Ci/mmol, ICN Biomedicals,
Asse-Relegem, Belgique) était ajoutée par ml de milieu de culture, 24 h avant l'arrét
de la culture. Apres dissociation des billes d'alginate, les culots de cellules étaient
recueillis et mélangés a 1 ml d'acide trichloroacétique 10 % (v/v). Au terme de 15 min
d’incubation a 4°C, le mélange était centrifugé a 1100 g. Cette procédure permet de
conserver ’ADN marqué au tritium et d’éliminer la thymidine tritiée contenue dans le
cytoplasme et non incorporée. Le culot était ensuite solubilisé dans 500 ul d’une
solution de NaOH 1 N pendant 30 min. La solution était alors amenée a pH 7 par
I'addition d'HCI et de tampon HEPES. La radioactivité contenue dans les échantillons
était comptée (400 ul d’extrait cellulaire et 4 ml de liquide scintillant) pendant 4 min
sur un compteur beta.

2.3.4. Dosages EASIA de I'agrécane, du TGF-B1, de la MMP-3 et du TIMP-1

L’agrécane, le TGF-B1, la MMP-3 et le TIMP-1 ont été quantifiés par EASIA (Solid
phase Enzyme Amplified Sensitivity Immunoassay, Biosource Europe, Fleurus,
Belgique) dans les milieux de culture et dans les fractions FRM et CM des billes
d’alginate. Ces dosages sont basés sur un systéeme oligonal, constitué de deux anticorps
monoclonaux dirigés contre des épitopes distincts de la molécule quantifiée. La
fixation du premier anticorps dans le fond d’'une plaque 96 puits était réalisée par
I'incubation de cet anticorps, dilué dans un tampon composé de NaCl 8 g/L, Na,HPO,
1,42 g/L, KH,PO,4 0,2 g/L et KCI 0,2 g/L, pH 7,4 (tampon EASIA), durant une nuit a
4°C. La plaque était alors lavée avec du tampon de lavage composé de 0,1 % (v/v) de
tween 20 (Sigma-Aldrich, Bornem, Belgique) et ’"HEPES 1 mM, et ensuite saturée
avec une solution d’albumine bovine (BSA, Sigma-Aldrich, Bornem, Belgique) 5 g/L
dans le tampon EASIA, 2 h a température ambiante. L'antigéne réagit avec les
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anticorps fixés sur le fond d'une plague 96 puits et avec des anticorps couplés a de la
biotine. Aprés une période d'incubation de 2 h permettant la formation de complexes
anticorps-antigene-anticorps biotinylé, les plagues étaient lavées et une solution de
streptavidine-peroxydase (0,02 U/ml dans le tampon utilisé pour la saturation des
plaques, Roche Pharmaceuticals, Bruxelles, Belgique) était alors ajoutée. Au terme de
30 min d’incubation, la plague était lavée et la révélation des anticorps fixés a
I'antigene était effectuée par I'addition d’'une solution de tétraméthylbenzidine et
d'H,0; (Biosource Europe, Fleurus, Belgique). Aprés 20 min d'incubation, la réaction
était stoppée par I'addition d'H,SO,4 1,8 N et I'absorbance était lue a 450 nm. Le dosage
était réalisé en une ou deux étape(s) selon I'antigéne quantifié :
- Dans les dosages réalisés en une étape, les échantillons ou les standards et le
deuxiéme anticorps étaient incubés ensemble.
- Dans les dosages réalisés en deux étapes, les échantillons ou les standards étaient
incubés seuls en présence de I'anticorps fixé, et ensuite, aprés lavage des plaques,
incubés avec le deuxiéme anticorps.

Molécules Type de o Précision Reproductibilité
. » Sensibilité
étudiees dosage (CV intraassay) (CV interassay)
Agrécane 2 étapes 1 ng/ml 2,7 % 7,0 %
TGF-B1 1 étape 10 pg/mi 8,3 % 7,2 %
MMP-3 1 étape 0,2 ng/ml 5,6 % 6,5 %
TIMP-1 2 étapes 0,5 ng/ml 4,7 % 4.9 %

Tableau 5 : Caractéristiques analytiques des différents dosages EASIA utilisés.

Remarques :

- Dans le dosage EASIA de MMP-3, les anticorps reconnaissent la MMP-3 active, la
pro-MMP-3, et les complexes MMP-3/TIMP.

- Les anticorps utilisés dans le dosage de TIMP-1 reconnaissent la forme libre du
TIMP-1 et celle complexée aux MMP.

- Pour le dosage de I'agrécane, I'anticorps fixé a la plague reconnait les résidus KS et
I'anticorps biotinylé reconnait la partie HABR de la protéine centrale. Ce dosage
permet ainsi la reconnaissance de la protéine entiere mais également de la

protéine apreés clivage enzymatique.
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2.3.5. Dosage de I'activité de type stromélysine

L’activité de type stromélysine a été quantifiée dans les milieux de culture par une
méthode basée sur la digestion enzymatique de la caséine couplée a la résorufine
(Boehringer Mannheim, Mannheim, Allemagne). Cent ul de milieu de culture étaient
alors incubés 18 h a 37°C avec 25 ug de caséine-résorufine solubilisée dans 25 pl de
tampon Tris 50 mM, CaCl> 5 mM, triton X-100 0,005 %, NaCl 300 mM, N-
éthylmaleimide 5 mM (VWR, Louvain, Belgique) et phénylméthanesulphonylfluoride
1 mM (Sigma Aldrich, Bornem, Belgique), pH 7,5. La réaction enzymatique était alors
stoppée par I'addition de 600 ul d’acide trichloroacétique 2,5 % (v/v) et dEDTA 20
mM pendant 10 min & 37°C. Les fragments de caséine étaient séparés de la molécule
native par centrifugation a 6500 g durant 10 min. Les fragments contenus dans le
surnageant étaient ensuite mesurés par fluorimétrie aprés addition d’'1 ml de tampon
Tris-HCI 500 mM pH 8,8. La lecture était réalisée aux longueurs d’ondes d’excitation
de 574 nm et d’émission de 584 nm.

L’activité enzymatique contenue dans les milieux de culture était évaluée avant ou
aprés activation la stromélysine latente des échantillons par le p-
aminophenylmercuric acétate (APMA, Sigma Aldrich, Bornem, Belgique, 500 nM
durant 4h a 37°C). Ce procédé permet de déterminer la proportion d’enzyme active

dans le milieu de culture conditionné par les chondrocytes.

2.4.CALCULS ET ANALYSES STATISTIQUES

Les résultats ont été exprimés en quantités d’agrecane, de MMP-3, de TIMP-1 ou
de TGF-f1 par ug d'ADN. Les productions totales ont été obtenues en additionnant
les quantités trouvées dans la CM, dans la FRM et dans les milieux de culture. Nous
avons ensuite calculé la proportion des différentes molécules dans les différents

compartiments de la culture.

La moyenne et I'écart-type réduit (SEM) ont été calculés pour chaque condition de
culture. Les moyennes obtenues ont eté comparees par le test non parameétrique U de
Mann Whitney.

Le test de Mann-Whitney permet de décider si une variable X possede la méme
distribution dans deux populations différentes P: et P,. L’hypothese sous épreuve
s’écrit donc Ho : la distribution de X est la méme dans P: et Py.
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Le test peut se réaliser de la facon suivante :

Désignons par N1 et N, les effectifs des échantillons prélévé de facon indépendante
et simplement fortuite dans deux population. Convenons que Nz < N,. On procéde
alors comme suit :

1) On rassemble les données des deux échantillons et on les ordonne par valeurs
croissantes, puis on attribue a chacune des observations sont rang, c'est-a-dire
son numéro d’ordre. Si des observations sont égales, on attribue a chacune
d’elle comme rang, la moyenne des rangs qu’elles occupent.

2) On calcule la somme T’ des rangs des observations de I'échantillon de moindre
effectif (c'est-a-dire de I'échantillon issu de P: puisque nous avons convenu que
N1 < Ny).

La somme des rangs T’ est forcement comprise entre

N1(N1+12) ot Ni(N1+2N2+1)
2 2

Si Ho est vrai, alors la somme des rangs relatifs & un échantillon est, en moyenne,
proportionnelle a I'effectif de cet échantillon. Autrement dit, on doit avoir

E(T') _ Ni(N1+N2+1)
2
Les échantillons défavorables a Ho, seront donc ceux pour lesquels la valeur de la
statistique T’ s’écarte trop de cette quantité. Les valeurs critiques sont données dans
les tables adéquates.
On rejette alors Ho avec un risque de premiére espéce o des que

t Ni(N1+N2+1)

e O

‘\/nmz(nﬁ n2+l)‘ 2
2

1

Ou t’ est la valeur observée de la statistique T'.

Les coefficients de corrélation de Spearman (r) ont éte calculés pour évaluer I'effet

de la concentration des molécules testées sur le paramétre étudié.
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Une remarque importante s'impose concernant les dosages dans le milieu de
culture : les milieux de culture ont été conditionnés par les chondrocytes pendant des
périodes de 3 jours de culture, puisque telle est la fréquence de son renouvellement.
Les quantités mesurées correspondent a la production effectuée par les chondrocytes
pendant les différents intervalles de durées identiques (0-3, 3-6, 6-9 et 9-12 jours). Ces
données ont été représentées graphiquement par des histogrammes. L’addition de ces
valeurs donne des valeurs cumulées, lesquelles ont été représentées graphiquement

par des courbes.
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3, Resultats

3.1. CARACTERISATION DU MODELE DE CULTURE EN BILLES D'ALGINATE
DE CHONDROCYTES ARTICULAIRES HUMAINS

3.1.1. Etude histologique des billes d’alginate

L’examen microscopique des billes d’alginate montrait des chondrocytes de forme
sphérique, localisés dans des logettes formeées au sein de la matrice d’alginate (figure
19A). L’examen histologique des coupes colorées au bleu/jaune alcian (figure 19B)
nous permettait de distinguer les GAG hautement sulfatés (qui se colorent en bleu),
comme l'agrécane, des polysaccharides faiblement sulfatés (qui se colorent en jaune)
comme l'alginate. Il mettait en évidence un halo bleu autour des chondrocytes
témoignant de la forte concentration en GAG hautement sulfatés a ce niveau.
L'utilisation d’un anticorps spécifique du collagéne de type Il nous a permis de révéler
la présence de collagene de type Il dans la matrice extracellulaire (figure 19C).

Figure 19 :

A : Observation microscopigue
d’une bille d’alginate dans son
surnageant de culture.
Grossissement : 400 x

B: Mise en évidence des
~ protéoglycanes hautement
sulfatés (bleu) ou non (jaune)
par la technique de coloration
au bleu/jaune alcian.
Grossissement : 800 x

C: Mise en évidence du
collagene de type Il par
immunohistochimie et contre
coloration a I’hématoxyline
éosine. Grossissement : 650 x
Le collagene de type Il apparait
sous la forme d’un halo rouge
autour des cellules ( mmp )
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3.1.2. Mesure de la synthése d’ADN

Nous avons mesuré la quantité d’ADN au terme des différentes périodes de culture
(0, 3, 6, 9 et 12 jours) (figure 20). Il apparait que la quantité en ADN des billes
d’alginate augmentait principalement durant les 3 premiers jours de culture (0O vs 3
jours, + 32 % : p < 0,05). Ensuite, la concentration en ADN restait stable jusqu’au

terme de la culture (3 jours vs 12 jours, + 10 %).

4_
I l
— I 1
@ 37
5
L
27
5
< 14
0
0 3 6 9 12

Durée de la culture (jours)

Figure 20 : Courbe d'évolution de la quantité d'’ADN en fonction de la durée de la culture.
Les résultats sont exprimés en g d’ADN par puits et sont représentés par la moyenne de 15 cultures
indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple (n=45).

Afin d'étudier la syntheése d’ADN, de la thymidine tritiée a été ajoutée au milieu de
culture pendant les 24 dernieres heures des difféerentes péeriodes de culture (1, 2, 3,6, 9
et 12 jours) (figure 21). L’incorporation de *H-thymidine était maximale durant les 24
premieres heures de culture (1,6 nCi/ug d’ADN/24 h). Ensuite, elle diminuait
progressivement jusqu'au terme de la culture. A ce stade, I'incorporation de *H-
thymidine était de 0,4 nCi/ug d’ADN/24 H.
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— 1.8 Figure 21 : Incorporation de thymidine tritiée pendant
% 1.64 == les 24 derniéres heures de la culture.
:<c)5: 1.4+ Les résultats sont exprimés en nCi par pg
> d’ADN et sont représentés par
= 1.27 la moyenne de 3 cultures
g 1.0+ e — indépendantes + SEM. Chaque
® 0.8- —— I condition expérimentale a été
= —— réalisée en triple (n=9).
S 0.6 — ple (=9)
S
> 0.4+ —1=
=
mIl 0.24
0.0
1 2 3 6 9 12

Durée de la culture (jours)

3.1.3. Etude de la viabilité cellulaire

La viabilité cellulaire a été estimée par deux meéethodes : I'incorporation du bleu

trypan dans la cellule et la libération dans le milieu extracellulaire de la LDH.

L'incorporation du bleu trypan par les chondrocytes restait inférieure a 5 % des

cellules pendant toute la durée de la culture (résultats non illustrés). Le taux de

cellules mortes, déterminé par la quantité de LDH libérée dans le milieu

extracellulaire, demeurait inférieur a 2,5 % apres 12 jours de culture (figure 22).

A B
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161 T g 257
o o
£ | £ 2,0
o 1,2 0
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=] E 1,5~
g 08 E
g . g M7

i T

O\O 014 L L o\o 0,5 7
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Figure 22 : Euglution deglg mortaligégellulairg.gstimée par le dosagg de la LD§H. 9 12

A - Taux de cellyes ortes au LIif8¢;ghagye periode de culture.

B : Taux cumulé de cellules mortes.
Les résultats sont exprimés en pourcentage de cellules mortes et sont représentés par la moyenne de
15 cultures indépendantes = SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple (n=45).
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3.14. Etude de la production d’agrécane

La quantité d’agrécane a été mesurée dans les 3 compartiments (CM, FRM et S) de
la culture en billes d’alginate a I'aide d’'un dosage immunologique spécifique. La
distribution de I'agrécane dans ces compartiments est représentée par la figure 23
L’agrécane produite par les chondrocytes était immobilisée presque totalement (98 %)
dans la bille d’alginate (CM et FRM).

Figure 23 : Distribution de I’agrécane dans les oM S
différents compartiments de la culture en billes 24,42% 1,70%
d’alginate apres 12 jours de culture. CM = matrice

péricellulaire et territoriale, FRM = matrice

interterritoriale et S = milieu de culture. Les résultats

sont exprimés en pourcentage de la production totale

et représentent la moyenne de 15 cultures 52?38%
indépendantes. Chaque condition expérimentale a été

réalisée en triple (n=45).

La production d’agrécane se déroulait essentiellement durant les 6 premiers jours
de la culture. Pendant cette période, l'agrécane néosynthétisé se distribuait de
maniere égale dans les compartiments CM et FRM. Apres le 6¢ jour de culture, la
guantité d’agrécane contenue dans le compartiment CM diminuait et celle contenue
dans la fraction FRM augmentait, alors que le contenu total de la bille (CM + FRM)
restait constant (figure 24). Aprés 12 jours de culture, environ 70 % du contenu des
billes d'alginate en agrécane se situait dans le compartiment FRM (matrice

interterritoriale).

Figure 24 : Quantité
d’agrécane mesurée dans

70007 —=—Total les compartiments FRM et
Z 60004 CM de la culture en billes
m) d’alginate en fonction de la
< 0004 durée de la culture. La
© .
o guantité totale correspond
= 4000 a la somme des agrécanes
2 présents dans la phase
E’ 3000 cellulaire (CM) et dans
S l'alginate  (FRM).  Les
g 20007 résultats sont exprimés en
S 10004 ng d’agrécane par g
< d'ADN et sont représentés
0 . . . . . par la moyenne de 6

0 3 6 9 12 cultures indépendantes =+
SEM. Chaque condition
expérimentale a  été
réalisée en triple (n=18).

Durée de la culture (jours)
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3.1.5. Etude de la production de MMP-3 et de TIMP-1

Dans les conditions basales, la presque totalité (97 %) de MMP-3 produite par les
chondrocytes arthrosiques était libérée dans le milieu de culture. La production de
MMP-3 augmentait en fonction de la durée de culture (r = 0,9981 et p < 0,001). La
guantité de MMP-3 sécrétée par les chondrocytes arthrosiques était de 790 ng/ug
d’ADN pendant les 3 premiers jours, mais atteignait la valeur de 3700 ng/ug d’ADN
entre le 9% et le 12¢ jour de culture. A I'inverse, la production de TIMP-1 diminuait en
fonction de la durée de la culture (r =-0,9945 et p < 0,01). Pendant les 3 premiers jours
de culture, les chondrocytes produisaient 110 ng/pug d’ADN de TIMP-1, mais
seulement 54 ng/pg d’ADN entre le 9¢ et le 12¢ jour de culture (figure 25). La
conséquence de I'évolution divergente de ces deux parametres était la croissance
exponentielle du rapport MMP-3/TIMP-1 (figure 26).

Nous avons également mesuré I'activité enzymatique de type «stromélysine » dans
nos milieux de culture a I'aide d’un test colorimétrique utilisant la caséine-résorufine
comme substrat. L’activité enzymatique de type stromélysine était indétectable dans
les milieux de culture, et ce quelle que soit la durée de la culture. Ce résultat suggere
gue la majorité de la stromélysine produite restait sous la forme d’'un zymogéne

inactif.
B
A 10000
= S 400-
8 8
<C 7500+ <
'; T 3004
(@)]
=3 3
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5 2 200+
CVI) —
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s s 100+
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0 3 6 9 12 0 3 6 9 12
Dureée de la culture (jours) Durée de la culture (jours)

Figure 25 : Quantités cumulées de MMP-3 (A) et de TIMP-1 (B) libérées dans le milieu de culture.
Les résultats sont exprimés en ng de MMP-3 ou de TIMP-1 par ug d'ADN et sont représentés par la
moyenne de 15 cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple
(n=45).
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Figure 26 : Evolution du rapport
30 7 MMP-3/TIMP-1 en fonction de la
o5 durée de la culture. Les rapports

i) sont calculés en molarité a partir
= 207 des quantités totales cumulées et
Z 15 - sont représentés par la moyenne de
E 10 - 15 cultures indépendantes = SEM.
% Chaque condition expérimentale a
S été réalisée en triple (n=45).
0 ‘

3 6 9 12 Durée de la culture (jours)

3.1.6. Etude de la production de TGF-B1

Dans les conditions basales, les chondrocytes arthrosiques produisaient (figure
27A) en moyenne 12,2 pg de TGF-B1 par ug d’ADN durant les 3 premiers jours de
culture, mais 40,5 pg entre le 9¢ et le 12¢ jour. Une partie importante du TGF-B1
néosynthétisé était accumulée dans la bille d’alginate. Apres 12 jours de culture, 45 %
du TGF-B1 néosynthétisé étaient stockés dans la matrice extracellulaire, et plus
particulierement la matrice interterritoriale (11 % dans CM et 34 % dans FRM, figure
27B).

120- B

100 CcM
80 11,27%

S
60 FRM ﬂ 54,32%
34,42%

0 T T T T
0 3 6 9 12

Durée de la culture (jours)

TGF-B1 (pg/ug d'ADN)

Figure 27 : A: Quantités cumulées de TGF-£1 libérées dans le milieu de culture. Les résultats
sont exprimés en pg de TGF-41 par pg d’ADN et sont représentés par la moyenne de 15 cultures
indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été realisée en triple (n=45).

B : Distribution du TGF-£1 dans différents compartiments de la culture en billes d’alginate apres
12 jours de culture. CM = matrice péricellulaire et territoriale, FRM = matrice interterritoriale et
S = milieu de culture. Les résultats sont exprimés en pourcentage de la production totale et sont
représentés par la moyenne de 15 cultures indépendantes. Chaque condition expérimentale a été
réalisée en triple (n=45).
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3.2. EFFETS DE L'IL-18 SUR LE METABOLISME DES CHONDROCYTES
CULTIVES EN BILLES D'ALGINATE

3.2.1. Influence de I'lL-1B sur la quantité d'ADN et la viabilité cellulaire

La quantité d’ADN contenue dans les billes d’alginate n’était pas significativement
modifiée par I'addition d’IL-1p aux concentrations comprises entre 103 et 10° M
(tableau 6).

Concentration en IL-1B ug d’ADN/puits

0 2,67 + 0,08
-13
108 Mm 2,67 + 0,05
3,3x10%2M™m 2,69 + 0,09
-12
102 M 2,76 + 0,08
3,3x10%%Mm 2,59 + 0,08
-11
10 Mm 2,28 + 0,02
3,3x10"Mm 2,32 +0,02
10 Mm 2,27 + 0,07
3,3x10°Mm 2,29 + 0,07
10°M 2,26 + 0,05

Tableau 6 : Quantités d’ADN contenues dans les billes d’alginate au terme de 12 jours de culture, en
présence ou non d’IL-14. Les résultats sont exprimés en pg d’ADN par puits et sont représentés par la
moyenne de 3 cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple
(n=9).

De méme, la prolifération cellulaire estimée par I'incorporation de *H-thymidine et
la viabilité cellulaire déterminée par la libération de LDH n’étaient pas affectées par
I'IL-1pB (résultats non montrés), et ce quelle que soit la concentration testée.
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3.2.2. Influence de I'lL-1B sur la production d’agrécane

L'IL-1B inhibait de maniére concentration-dépendante la production d’agrécane (r
=-0,9422, p < 0,001, figure 28). L’effet inhibiteur de I'lL-1p était significatif a partir de
la concentration de 3,33 x 10"® M (p < 0,05), et atteignait un maximum & la
concentration de 10" M (p < 0,001).

7000
6000{ |
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Figure 28 : Effet de la concentration en IL-14 sur la production d’agrécane durant les 12 jours de
culture. Les résultats sont exprimés en ng d’agrécane par pg d’ADN et sont représentés par la
moyenne de 3 cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple
(n=9).

De plus, I'lL-1p modifiait la répartition des molécules d’agrécane néosynthétisées
dans les différents compartiments de la culture : la proportion d’agrécane contenue
dans la bille d’alginate (FRM + CM) diminuait en présence d’IL-13 (groupe témoin 98
% vs groupe IL-1B 93 %, p < 0,05) alors que la quantité libérée dans le surnageant
augmentait (groupe témoin 1,7 % vs groupe IL-1 6,3 % ; p < 0,05, figure 29).

Figure 29 : Effet de I’IL-14 10™"°
M sur la distribution d’agrécane
s CcM S dans les compartiments de la
1,70% 22,58% 6.31% bille d’alginate aprés 12 jours de
culture. Les résultats sont
exprimés en pourcentage de la
production  totale et sont
représentés par la moyenne de 12
ERM cultures indépendantes. Chaque
73,88% condition expérimentale a été
réalisée en triple (n=36).

Basal IL-18 10™°M
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3.2.3. Influence de I'lL-1B sur la production de MMP-3 et de TIMP-1

En présence d’'IL-1p, la production basale de MMP-3 était augmentée de maniere
concentration-dépendante apres 3 jours d’incubation (r= 0,8637, p < 0,001, figure
30). L'effet était significatif & partir de la concentration de 10" M (p < 0,05) et
atteignait un maximum a la concentration de 3,33 x 10" M (p < 0,01).
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Figure 30 : Effet de la concentration en IL-14 sur la production de MMP-3 durant les 3 premiers
jours de culture. Les résultats sont exprimés en ng de MMP-3 par g d'ADN et sont représentés par la
moyenne de 3 cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple
(n=9).

Par contre, aprés 6, 9 ou 12 jours de culture, I'lL-1p exercait un effet inhibiteur sur
la synthese de MMP-3 (p < 0,001, figure 31).

40007 —Basal Figure 31 : Quantités de MMP-3
35001 EXA |L-18 10° M iﬂ liberees dans le surnageant durant
3000 - chaque période de 72h de culture,
T en présence ou non d’IL-14 10
M. Les résultats sont exprimés en
ng de MMP-3 par pg d'ADN et
sont représentés par la moyenne de

2500

MMP-3 (ng/ug d'ADN)
S
8

1500 Kk Fekok
*xk 12 cultures indépendantes + SEM.
1000+ iy Chaque condition expérimentale a
500+ ﬁ % été réalisée en triple (n=36).
0 . . . . ** = p<0,01 et ***=p<0,001.
0-3 3-6 6-9 9-12

Intervalles de culture (jours)
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L’'IL-1pB inhibait de facon concentration-dépendante la production de TIMP-1 par
les chondrocytes (r = -0,9634, p < 0,001, figure 32). L'effet était significatif a partir de
la concentration de 10" M (p < 0,01) et atteignait un maximum & la concentration de
3,33x 10" M (p < 0,001).
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Figure 32 : Effet de la concentration en IL-1/ sur la production cumulée de TIMP-1 durant les 12
jours de culture. Les résultats sont exprimés en ng de TIMP-1 par g d'ADN et sont représentés par la
moyenne de 3 cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple
(n=9).

L’effet était significatif des le 3¢ jour d’incubation et atteignait un maximum entre
3 et le 68 jour. Aprés 9 jours de culture, I'inhibition était de 76 % (p < 0,001 ; figure 33)

1407 [ 1Basal Figure 33 : Quantités de TIMP-1
_ 120 B2 IL-1p 1010 M libérees d:e1r_15 le surnageant durant
% chaque période de 72h de culture,
<C 100 en présence ou non d’IL-13 10™°
'g) iﬂ M. Les résultats sont exprimés en
= 807 i[ ng de TIMP-1 par pg d'ADN et
2 | sont représentés par la moyenne de
~ 12 cultures indépendantes + SEM.
% 40+ dekk Chaque condition expérimentale a
F o0- été realisée en triple (n=36). ***=
% % p<0,001.
0 I I I I
0-3 3-6 6-9 9-12
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Le rapport molaire MMP-3/TIMP-1 était significativement augmenté en présence

d’'IL-1B, et ce quelle que soit la durée de I'incubation (figure 34).
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Figure 34 : Rapport molaire MMP-3/TIMP-1 calculé & I’aide des valeurs cumulées de TIMP-1 et de
MMP-3, en présence ou non d’IL-13 10™® M. Les résultats sont représentés par la moyenne de 12
cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple (n=36). ***=

p<0,001.
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3.3. EFFETS DE L’'IL-6 ET DE L'OSM SUR LE METABOLISME DES
CHONDROCYTES CULTIVES EN BILLES D'ALGINATE

3.3.1. Influence de I'lL-6 et de 'OSM sur la quantité d’ADN et la viabilité
cellulaire

La quantité d’ADN contenue dans les billes d’alginate n’était pas significativement
modifiée aprés 12 jours d’incubation avec de I'lL-6 ou de 'OSM, ajoutées seules ou
simultanément avec 10"° M d’'IL-1p (tableau 7).

pug d’ADN/puits

Condition de culture

Basal +IL-1B 10" M
Témoins 2,67 +0,08 2,27 +0,07
IL-6sR 50 ng/ml 2,63+ 0,07 2,23+0,05
IL-6sR 50 ng/ml + IL-6 20 ng/ml 2,74 +0,05 2,39 + 0,04
IL-6sR 50 ng/ml + 1L-6 100 ng/ml 2,70+0,13 2,32+0,12
IL-6sR 50 ng/ml + IL-6 500 ng/ml 2,68 + 0,05 2,28+ 0,10
OSM 0,1 ng/ml 2,89+0,21 2,60+0,10
OSM 1 ng/ml 2,66 0,14 2,67 £0,11
OSM 10 ng/ml 2,51 +0,22 2,71 +0,39

Tableau 7 : Quantités d’ADN contenues dans les billes d’alginate au terme de 12 jours de culture,
avec ou sans IL-13, 1L-6 ou OSM. Les résultats sont exprimés en pug d’ADN par puits et sont
représentés par la moyenne de 3 cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été
réalisée en triple (n=9).

La viabilité cellulaire estimée par la libération de LDH n’était pas significativement
affectée par I'lL-6 ou par 'OSM, ajoutées seules au milieu de culture ou avec de I'lL-
1B (10" M) (résultats non montrés).
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3.3.2. Influence de I'lL-6 et de I'OSM sur la production d’agrécane

En présence de son récepteur soluble (IL-6sR) et a la concentration de 500 ng/ml,
I'lL-6 diminuait significativement la production totale d’agrécane (- 20 %, p < 0,05),
sans modifier la distribution de cette molécule dans les différents compartiments de
la culture. Aux concentrations inférieures a 500 ng/ml, I'lL-6 n’avait pas d’'effet
significatif sur ce parametre (tableau 8). L’'OSM diminuait de facon concentration-
dépendante le contenu en agrécane de la bille d’alginate (r = -0,9958, p = 0,0042). De
plus, a la concentration de 10 ng/ml, mais pas aux concentrations inférieures, 'OSM
modifiait la distribution des molécules d’agrécane au sein des billes d’alginate. Dans
les contrdles, la majorité des molécules d’agrécane était contenue dans la fraction
FRM. En présence d’'OSM, la quantité d’agrécane était presque identique dans les
fractions FRM et CM (tableau 8 et figure 37).

Agrécane (ng/ug d ADN)
FRM CM S Total
Contrdle 3860+ 517 2465 + 43 57+7 6386 + 567
3897 + 354 2440 + 222 51+5 6388 + 581
IL-6sR
S0ng/ml 20 3863 + 469 2419 + 294 51+6 6333 + 769
+
L6 100 3695 + 395 2314 + 247 48+5 6057 + 647
(g/m) 549 3176 + 202 * 1989 + 127 * 42+3% 5207 + 332 *
01 2871 + 215 * 1686+ 116 ** 52+5 4600 + 336 *
OSM
1905 + 133 *** 1420 + 68 *** 48+5 3373+ 206 ***
(ng/ml)
10 1297 + 80 *** 1246 + 69 *** 34+ 4% 2577 + 153 ***

Tableau 8 : Effets de I'lL-6/IL-6sR et de I’OSM sur la production totale d’agrécane par les
chondrocytes et sur sa distribution dans les fractions FRM, CM et S aprés 12 jours de culture.

Les résultats sont exprimés en ng d’agrécane par pug d’ADN et sont représentés par la moyenne de 3
cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple (n=9).

* = p<0,05 ; ** = p<0,01 et *** = p<0,001.
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Basal IL-6/IL-6SR OSM

Figure 37 : Effet de I’IL-6 (500 ng/ml) + IL-6sR (50 ng/ml) et de I’OSM (10 ng/ml) sur la distribution
des molécules d’agrécane dans les différents compartiments de la culture en billes d’alginate apres 12
jours de culture. Les résultats sont exprimés en pourcentage de la production totale d’agrécane et sont
représentés par la moyenne de 3 cultures indépendante. Chaque condition expérimentale a été réalisee
en triple (n=9).

Dans le chapitre précédent, nous avons montreé que la quantité d’agrécane présente
dans les billes d’alginate était diminuée de 85 % par I'IL-1B (10"° M). En présence
d’'IL-6sR, l'effet inhibiteur de I'IL-1p sur cette synthese était significativement plus
important (p < 0,05). Par contre, I'addition d’IL-6 exogéne ne modifiait pas I'effet de
I'IL-1B. L’'OSM ne modifiait pas significativement I'effet inhibiteur de I'lL-1f sur la
synthese d’agrécane (figure 38), et ce quelle que soit la concentration considérée.
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Figure 38 : Effets de concentrations croissantes d’IL-6 et d’OSM sur la quantité totale d’agrécane
accumulée dans les billes d’alginate aprés 12 jours de culture en présence d’IL-18 10 M. Les
résultats sont exprimés en ng d’agrécane par pug d’ADN et sont représentés par la moyenne de 3
cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple (n=9). * =
p<0,05 et *** = p<0,001.
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3.3.3. Influence de I'lL-6 et de I’'OSM sur la production de MMP-3 et
de TIMP-1

Au terme de 12 jours de culture, la production totale de MMP-3 par les
chondrocytes arthrosiques était significativement augmentée par I'lL-6 a la
concentration de 500 ng/ml (p < 0,01) et par I'OSM a la concentration de 10 ng/ml (p
< 0,001) (figure 39). Aux concentrations inférieures, aucun effet significatif n’a pu étre
observe.
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Figure 39 : Effet de concentrations croissantes d’IL-6 et d’OSM sur la production basale cumulée de
MMP-3 par les chondrocytes aprés 12 jours de culture en billes d’alginate. Les résultats sont exprimés
en ng de MMP-3 par ug d’ADN et sont représentés par la moyenne de 3 cultures indépendantes +
SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple (n=9). ** = p<0,01 et *** = p<0,001.

L'IL-6 et 'OSM augmentaient de maniére concentration-dépendante la production
de TIMP-1 (IL-6 : r =0,9903, p < 0,01 ; OSM : r = 0,8951, p < 0,05, figure 40).

Le rapport molaire MMP-3/TIMP-1 diminuait de moitié en présence de 10 ng/ml
d’OSM (p < 0,001).

Nous avons précédemment décrit que I'IL-1p3, administrée tous les 3 jours,
augmentait la synthese de MMP-3 durant les 3 premiers jours d’incubation, apres
quoi elle la diminuait. Pendant les 3 premiers jours de culture, I'lL-6 ou 'OSM ne
modifiait pas I'effet de I'lL-1p sur la synthese de MMP-3 (figure 41A). Apres 12 jours
de culture, I'lL-6sR amplifiait I'effet inhibiteur de I'lL-1 sur la production de MMP-3
(p <0,001). L’addition d’IL-6 ne modifiait pas cet effet inhibiteur (figure 41A). L'OSM,
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a la concentration de 10 ng/ml, s’'opposait partiellement a I'effet inhibiteur de I'lL-1p
sur la production de MMP-3 (p < 0,01; figure 41B).
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Figure 40 : Effet de concentrations croissantes d’IL-6 et d’OSM sur la production basale cumulée de
TIMP-1 par les chondrocytes apres 12 jours de culture en billes d’alginate. Les résultats sont
exprimés en ng de TIMP-1 par ug d’ADN et sont représentés par la moyenne de 3 cultures
indépendantes = SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple (n=9). * = p<0,05 et
*** = p<0,001.

Au terme de 12 jours d’incubation, I'IL-1f (10" M) diminuait la production
cumulée totale de TIMP-1 de 40 %. L’'OSM, aux concentrations de 1 et 10 ng/ml,
s'opposait a I'effet inhibiteur de I'lL-1p sur la synthése de TIMP-1. Au contraire, la
présence d’'IL-6 accentuait I'effet inhibiteur de I'lL-13 sur la production de TIMP-1
(figure 42).

Apres 12 jours de culture en présence d’IL-1B, I'OSM et I'IL-6 réduisaient
significativement le rapport MMP-3/TIMP-1. En présence de 10 ng/ml d’OSM, le
rapport MMP-3/TIMP-1 était réduit de 45 %, alors que I'lL-6 (500 ng/ml) réduisait le
rapport MMP-3/TIMP-1 de 32 % (p < 0,01).
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Figure 41: Effet de concentrations croissantes d’IL-6 (A) et d’OSM (B) sur la production de MMP-3
durant les intervalles de 72h de culture par les chondrocytes en présence d’IL-14 10™° M. Les
résultats sont exprimés en ng de MMP-3 par ug d’ADN présents a la fin de chaque intervalle de
culture, et sont représentés par la moyenne de 3 cultures indépendantes + SEM. Chaque condition
expérimentale a été réalisée en triple (n=9). * = p<0,05 et *** = p<0,001.
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Figure 42 : Effets de concentrations croissantes d’I1L-6 et d’OSM sur la production totale cumulée de
TIMP-1 par les chondrocytes aprés 12 jours de culture en billes d’alginate en présence d’IL-14 10™
M. Les résultats sont exprimés en ng/ug d’ADN de TIMP-1 et sont représentés par la moyenne de 3
cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple (n=9). * =
p<0,05 et *** = p<0,001.

3.3.4. Influence de I'lL-6 et de I'OSM sur la production de TGF-B1

La production basale de TGF-B1 par les chondrocytes n’était pas significativement
modifiée par I'lL-6, et ce quelle que soit la concentration testée (figure 43A). L’'OSM,
par contre, diminuait de fagon concentration-dépendante la production de TGF-1 (r
=-0,9794 ; p = 0,02).

Apreés 12 jours d’incubation, I'IL-1p (10'° M) inhibait de 75 % la production de
TGF-B1. L’addition d’'IL-6sR (50 ng/ml) s’opposait de facon significative a I'effet de
I'lL-1B (p < 0,001). L’addition d’IL-6 exogéne (entre 20 et 500 ng/ml) restaurait
complétement la production basale de TGF-B1 (figure 43B). Au contraire, 'OSM
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n'avait pas d’effet significatif sur I'effet inhibiteur de I'lL-1B sur le TGF-B1 (figure
43B).
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Figure 43 : Effets de concentrations croissantes d’IL-6 et d’OSM sur la production totale cumulée de
TGF-£1 en I’absence (A) ou en présence de 707 M d’IL- 745 (B) par les chondrocytes aprés 72 jours
de culture en billes d’alginate. Les résultats sont exprimés en pg de TGF-437 par pug d’ADN et sont
représentés par la moyenne de 3 cultures indépendantes £ SEM. Chaque condition expérimentale a été
réalisée en triple (n=9). *** = p<0,00/.
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3.4. EFFETS DES IAS SUR LE METABOLISME DES CHONDROCYTES
CULTIVES EN BILLES D'ALGINATE

3.4.1. Influence des IAS sur le contenu en ADN et la viabilité cellulaire

En l'absence d'IL-18 10 '°M et aux concentrations comprises entre 0,625 et 40
ug/ml, les IAS n’avaient pas d’effet significatif sur la quantité d'’ADN (tableau 9).

Cependant, lorsque les IAS et I'IL-1B (10 '°M) étaient ajoutés simultanément au
milieu de culture, le contenu en ADN des cultures était diminué de facon significative
(p < 0,05 pour les concentrations de 0,625 et de 2,5 ug/ml et p < 0,01 pour les

concentrations supérieures du mélange).

Substance testée Basal +IL-1B
Contréle 4,43 +0,21 3,95+0,15
IAS 0,625 pg/ml 4,02 + 0,68 3,85+£0,18*
IAS 2,5 pg/ml 4,36 + 0,09 3,90+0,07*
IAS 10 pg/ml 4,37+0,18 3,68 +£0,17*
IAS 40 pg/ml 4,12 + 0,29 3,41 40,18 **

Tableau 9 : Quantités d’ADN contenues dans les billes d’alginate au terme de 12 jours de culture, en
I’absence ou en présence d’1L-13 10 M et/ou des IAS. Les résultats sont exprimés en pg d’ADN par
puits et sont représentés par la moyenne de 3 cultures indépendantes + SEM. Chaque condition
expérimentale a été réalisée en triple (n=9). * = p<0,05 et ** = p<0,01 entre la condition testée et le
contrdle basal.

Les IAS, aux concentrations testées, ne modifiaient pas significativement la
mortalité cellulaire estimée par la quantité de LDH libérée dans le milieu de culture
(résultats non montrés).
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3.4.2. Influence des IAS sur la production d’agrécane

Dans les conditions basales, la quantité d’agrécane accumulée au sein des billes
d’alginate augmentait durant les 6 premiers jours de culture. Ensuite, la teneur en
agrécane des billes restait constante jusqu’au terme de la culture. En présence de 10
png/ml d’'lAS, la quantité d’agrécane dans les billes d’alginate était significativement
augmenteée apres 9 et 12 jours de culture (figure 44A). Apres 12 jours de culture, I'effet
des IAS sur la synthése d’agrécane était dépendant de la concentration (figure 44B, r
=0,8803; p < 0,05). A la concentration de 10 ug /ml, les IAS augmentaient la quantité
de d’agrécane dans les billes d’alginate de 40 % (p < 0,001).
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Figure 44 : A : Cinétique de la production d’agrécane en présence ou non de 10 pug/ml d’IAS. B : Effet
de concentrations croissantes d’1AS sur la production totale d’agrécane apres 12 jours de culture. Les
résultats sont exprimés en ng d’agrécane par pg d’ADN, et sont représentés par la moyenne de 3
cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple (n=9). ** =
p<0,01 et *** = p<0,001.
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L’augmentation d’agrécane était observée essentiellement dans la zone inter-
territoriale de la matrice extracellulaire (figure 45).

En présence d'IL-1B, les IAS ne modifiaient pas significativement la synthése
d’agrécane (figure 45).
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Figure 45: Effet des IAS (10 pg/ml) sur la distribution de I’agrécane dans les différents
compartiments de la culture, en présence ou non d’IL-13 10™° M. Les résultats sont exprimés en ng
d’agrécane par g d’ADN présents a la fin des 12 jours de culture (CM = matrice péricellulaire et
territoriale ; FRM = matrice interterritoriale ; S = milieu de culture et total = la somme des
compartiments) et sont représentés par la moyenne de 3 cultures indépendantes + SEM. Chaque
condition expérimentale a été réalisée en triple (n=9). ** = p<0,01 et *** = p<0,001.

Par contre, les IAS restauraient la production d’agrécane, apres une pré-incubation
des chondrocytes pendant 3 jours avec de I'lL-1p (figure 46).
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Figure 46 : Effet des 1AS (10 pg/ml) sur la production totale d’agrécane aprés une incubation de 72h
avec 10™ M d’IL-14. Les résultats sont exprimés en ng d’agrécane par pg d’ADN présents dans les
différents compartiments de la culture, et sont représentés par la moyenne de 3 cultures indépendantes
+ SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple (n=9). *** = p<0,001.

3.4.3. Influence des IAS sur la production de MMP-3 et de TIMP-1

Dans les conditions basales, les IAS réduisaient de maniere concentration-
dépendante la production de MMP-3 par les chondrocytes cultivés en billes d’alginate
(r = -0,9015 ; p < 0,03, figure 47A). L'effet inhibiteur des IAS (10 pg/ml) était
significatif dés le 3¢ jour de culture. Aprées 12 jours de culture, la production basale
cumulée de MMP-3 était diminuée en moyenne de 30 % par 10 ug/ml d’'lAS.

En présence d’IL-1p, les IAS diminuaient de fagcon significative la production de
MMP-3 apres 3 jours d’incubation. Ensuite, Les IAS n’influencaient pas

significativement la production de MMP-3 des chondrocytes cultives en présence
d’IL-1B (figure 47B).
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Figure 47 : Effet des IAS sur la production de MMP-3.

A : Effet de concentrations croissantes d’IAS sur la production totale de MMP-3 durant 12 jours de
culture.

B : Production totale de MMP-3 en présence ou non de 10" M d’IL-1/ et de 10 ug/ml d’IAS durant
chaque intervalle de culture.

Les résultats sont exprimés en ng de MMP-3 par g d’ADN, et sont représentés par la moyenne de 3
cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple (n=9). ** =
p<0,01 et *** = p<0,001
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Les IAS ne modifiaient pas significativement la production basale de TIMP-1
(figure 48). En présence d'IL-18, les IAS s’opposaient partiellement a I'effet inhibiteur

de I'lL-1p sur la production de TIMP-1.
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Figure 48 : Effet des IAS (10
pg/ml) sur la production
totale de TIMP-1 au terme
de 12 jours de culture, en
présence ou non d’IL-13 10°
1 M. Les résultats sont
exprimés en ng de TIMP-1
par pg d’ADN, et sont
représentés par la moyenne
de 3 cultures indépendantes
+ SEM. Chaque condition
expérimentale a été réalisée
en triple (n=9). *** =
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Dans les conditions basales, le rapport molaire MMP-3/TIMP-1 calculé aprés 12
jours d’incubation était diminué d’environ 35 % par les IAS et ce, quelle que soit la
concentration testée. En présence d’'IL-1, le rapport MMP-3/TIMP-1 était multiplié
par 2,3. Aux concentrations de 10 et 40 ug/ml, les 1AS réduisait le rapport de 32 et 40

% respectivement (figure 49).
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Figure 49 : Evolution du rapport molaire MMP-3/TIMP-1 en fonction de la concentration en IAS, en
présence ou non d’IL-18 107" M. Les résultats sont exprimés en rgpport molaire calculé & I’aide des
valeurs cumulées des production de MMP-3 et de TIMP-1 & la fin des 12 jours de culture et
représentés par la moyenne de 3 cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été
réalisée en triple (n=9). *** = p<0,001 entre les groupes contrdles et ceux traités avec des IAS.
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3.4.4. Influence des IAS sur la production de TGF-B1

Dans les conditions basales, les IAS augmentaient de maniére concentration-
dépendante (r = 0,91, p = 0,03) la production de TGF-f1 (figure 50). A la
concentration de 10 pg/ml, les 1AS augmentaient de 31 % la production de TGF-p1.
L'IL-1B inhibait trés significativement la production de TGF-1. Lorsque I'lL-1( et les
IAS étaient ajoutés simultanément, I'effet inhibiteur de I'lL-1p sur la production de
TGF-B1 était réduit de facon concentration-dépendante par les IAS (r = 0,93, p =
0,02).
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Figure 50 : Effet de concentrations croissantes d’IAS sur la production totale de TGF-S1 aprés 12
jours de culture, en I’absence ou en présence d’IL-14 10™° M.

Les résultats sont exprimés en pg de TGF-41 par pg d’ADN, et sont représentés par la moyenne de 3
cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple (n=9). * =
p<0,05 ; ** = p<0,01 et *** = p<0,001
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4., Discussion

La premiéere partie de ce mémoire était consacrée a la mise au point et la
validation d’'un modele de culture de chondrocytes articulaires humains en billes
d’alginate. Nous avons également décrit les effets de 3 cytokines, directement
impliquées dans la pathogénie de l'arthrose (I'IL-1B, I'IL-6 et 'OSM), et d'un
médicament utilisé dans le traitement de cette pathologie (les I1AS) sur le métabolisme
des chondrocytes. Il ressort de ce travail expérimental quatre observations que nous

avons choisi de commenter et de discuter.

- Lorsqu'ils sont cultivés en billes d'alginate, les chondrocytes humains restent
différenciés pendant une longue période et synthétisent une matrice dont
I'organisation est semblable a celle du cartilage in vivo.

- L’IL-1B provoque une série de déséquilibres métaboliques favorables a la
dégradation de la matrice cartilagineuse.

- L’IL-6 et 'OSM jouent un réle important dans la régulation de la dégradation de la
matrice cartilagineuse.

- Les IAS stimulent la production d’agrécane et de TGF-B1, et diminuent le rapport
MMP-3/TIMP-1.

Les chondrocytes humains conservent leur phénotype cartilagineux en
culture en billes d'alginate.

Les chondrocytes expriment un phénotype particulier appelé aussi phénotype
cartilagineux. Il se définit par la forme arrondie des cellules, la synthése d'agrécane et
de collagéne de type II, I'absence de synthése de collagenes de type | et Ill, et une
activité mitotique faible par rapport a d'autres types cellulaires. Nos travaux montrent
gue les chondrocytes cultivés en billes d’alginate conservent I'ensemble de ces
caractéristiques apres 12 jours de culture. D’autres auteurs ont montré que les
chondrocytes restaient différenciés pendant 8 mois en billes d’alginate®* > %°_ En
billes d’alginate, les chondrocytes conservent une forme sphérique et s’installent dans
des logettes formées au sein de la matrice d’alginate. lls synthétisent du collagéne de
type Il et de I'agrécane, deux molécules spécifiques du cartilage hyalin. La synthese

d’ADN a lieu durant le premier jour de culture. Ensuite, la synthese d’ADN diminue
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progressivement, pour finalement devenir insignifiante apres 12 jours de culture.
Toutefois, I'incorporation de *H-thymidine mesurée durant les 24 premiéres heures
de culture (1,6 nCi/ug d’ADN) est tres faible par rapport a celle des lymphocytes (16 a
40 nCi/ug d’ADN apres 4 heures d’incubation). Ces résultats indiquent que I'activité
mitotique des chondrocytes est tres faible dans nos conditions de culture. En 1988,
Bassleer et ses collaborateurs ont observé un comportement semblable des
chondrocytes lorsqu’ils étaient placés en suspension en phase liquide sous agitation
constante®* *°_ Dans ces conditions, les chondrocytes formaient spontanément des
agrégats et s’entouraient progressivement d’'une matrice extracellulaire. Un pic
d’'incorporation de ®H-thymidine était observé au huitiéme jour de culture. Ensuite,
I'activité mitotique diminuait au fur a mesure que la matrice s’organisait autour des
cellules. 1l est donc possible que I'accumulation progressive de matrice autour du
chondrocyte soit responsable de I'inhibition progressive de leur activité mitotique. En
effet, les chondrocytes possedent des récepteurs (CDy, et des intégrines) pour les
molécules matricielles®” *®, Par exemple, la fixation de I'acide hyaluronique au
récepteur CDy S’accompagne d'une augmentation de Il'activité mitotique des
chondrocytes a la concentration de 100 pg/ml, mais d'une inhibition a la
concentration de 500 pg/ml®®. Il est donc vraisemblable que la liaison des
chondrocytes avec la matrice extracellulaire environnante régule I'activité mitotique
des chondrocytes.

Les chondrocytes cultivés en billes d’alginate produisent des molécules d’agrécane
gui sont caractéristiques du cartilage hyalin. La synthése a lieu essentiellement
pendant les 6 premiers jours de culture. Notre étude montre que la majorité des
molécules d’agrécane synthétisées par les chondrocytes est immobilisée dans la bille
d'alginate. Aprés 12 jours de culture, seulement 2 % de la production d'agrécane sont
libérés dans le milieu de culture. Au sein de la bille d'alginate, les molécules
d'agrécane s‘accumulent essentiellement dans la matrice interterritoriale (fraction
FRM; 74 % apres 12 jours de culture). Cependant, I'analyse du contenu en agrécane
des fractions FRM et CM suggere la présence d’un mouvement des molécules
d’agrécane de la matrice péricellulaire (CM) vers la matrice interterritoriale (FRM).
Pendant les 6 premiers jours de culture, la quantité d’agrécane dans les
compartiments CM et FRM de la bille d’alginate augmentent de fagon paralléle.
Ensuite, le contenu de la fraction CM diminue et celui de fraction FRM augmente
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alors que le contenu total en agrécane de la bille d’alginate reste constant. Nous
pouvons conclure de cette analyse qu’une partie des molécules d'agrécane produites
par les chondrocytes migre de la matrice péricellulaire vers la matrice
interterritoriale. Cette observation confirme I’hnypothése émise préalablement par
d'autres auteurs®> * 2 Ce phénomeéne peut étre expliqué par le fait que les
chondrocytes en billes d'alginate synthétisent deux sortes de molécules d’agrécane qui
se distinguent par leur affinité pour la molécule d'acide hyaluronique. Les molécules
d'agrécane avec une affinité élevée pour I'acide hyaluronique forment rapidement des
complexes de haut poids moléculaire avec I'acide hyaluronique et s'immobilisent dans
la matrice péricellulaire. Par contre, les molécules d’agrécane avec une faible affinité
pour [lacide hyaluronique, dites "immatures”, migrent vers Ila matrice
interterritoriale. Au cours de cette migration, les molécules d'agrécane immatures

subissent une maturation qui accrofit leur affinité pour I'acide hyaluronique.

L'IL-18 provoque des déséquilibres meétaboliques favorables a la
dégradation du cartilage articulaire et au développement de la réaction
inflammatoire.

Dans ce travail, nous avons également étudié le comportement des chondrocytes a
des traitements successifs (4 administrations en 12 jours) avec de I'lL-1p.

Nous avons réalisé les observations suivantes :

-L’'IL-1B ne modifie pas le contenu en ADN des cultures et n'induit pas la
libération de LDH, méme apres 12 jours d'incubation. Ces observations suggerent que
le traitement a I'lL-13 ne modifie pas le nombre de cellules contenues dans les billes
d'alginate, ni leur viabilité. Les variations métaboliques enregistrées en présence d’IL-
1B ne sont donc pas la conséquence d’'une modification du nombre de cellules.

- L'IL-1B bloque la synthese d'agrécane et diminue la production de TGF-1 par
les chondrocytes. Les TGF-p sont des facteurs de croissance tres actifs sur le
métabolisme du cartilage. lls stimulent la synthése d’agrécane et diminuent la

synthése des MMP-1 et -3 par les chondrocytes™®

. lls sont également capables de
s'opposer aux effets délétéres de I'IL-1B sur le cartilage?”*?”™. L’inhibition de la
synthese de TGF-B1 par le chondrocyte est sans doute un des mécanismes par lequel

I'IL-1pB exerce une action délétere sur le cartilage.
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-L'IL-1B augmente le rapport molaire MMP-3/TIMP-1. Apres 12 jours de
culture, ce rapport est égal a 22 dans les conditions basales, mais il atteint une valeur
de 51 en présence d'IL-1p3. Par comparaison, ce rapport est égal a 9 dans un milieu de
culture conditionné par des chondrocytes normaux (donneur sain agé de 18 ans). Un
rapport MMP-3/TIMP-1 anormalement élevé a également été observé dans le
cartilage arthrosique et est favorable & la dégradation de la matrice extracellulaire®.

Dans nos conditions expérimentales, lI'augmentation du rapport MMP-3/TIMP-1
est le résultat d'une forte inhibition de la synthese de TIMP-1 par I'lL-18, et non la
conséquence d'une augmentation de la synthese de MMP-3. En effet, I'IL-1p
augmente la synthése de MMP-3 uniquement pendant les 3 premiers jours de
traitement. Ensuite, IL-1p inhibe la production de MMP-3. Au terme de 12 jours de
culture et de 4 administrations successives d'IL-18, les chondrocytes ont produit 2 fois
moins de MMP-3 que les chondrocytes non traités par I'IL-1B. Ces résultats
concordent avec ceux publiés récemment par Lee et collaborateurs®®, qui montrent
gu’apres une administration répétée d’'IL-1p, les chondrocytes produisent moins de
MMP-13 que les chondrocytes témoins, entre la deuxieme et la sixieme
administration. Ensuite, la synthése de MMP-13 est a nouveau augmentée par I'lL-
1B. Nous n'avons pas d'explication & donner a ce phénoméne et nous n'avons pas
trouvé d’autre publication le décrivant. Dans la majorité des études, I'IlL-1B n’est
administrée gqu’une seule fois et pendant une courte période (jusqu’'a 4 jours). Des
lors, nous devons nous contenter de quelques hypotheses basées sur des données de
la littérature. 1l est possible que I'inhibition de la synthese de MMP-3 soit secondaire a
I'action d'un autre facteur synthétisé par le chondrocyte en réponse a I'lL-1p. Parmi
les nombreux facteurs sécrétés par les chondrocytes activés, le "NO est un candidat
potentiel a ce réle. Le "NO est un médiateur de la stimulation de la synthése de MMP-
3 par I'IL-1p%" #®. Dans notre modéle de culture et dans celui de Lee et
collaborateurs, I'effet stimulant de I'lL-18 sur la production de "NO disparait apres la

276, 279' Dés

seconde administration lors, la diminution de production de MMP-3

induite par I'lL-1p pourrait étre secondaire a la chute de "NO.
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L'IL-6 et I'OSM jouent un réle important dans la régulation de la
dégradation de la matrice cartilagineuse.

In vitro, I'lL-1B est considéré comme la cytokine avec I'activité biologique la plus
importante sur le métabolisme du cartilage. Elle favorise la production d’enzymes
protéolytiques et inhibe la production des constituants matriciels®®. Néanmoins, des
travaux récents ont montré que I'lL-1p ajoutée seule induisait une dégradation tres
partielle d’explants de cartilage. Celle-ci était limitée au clivage des agrécanes. Par
contre, lorsque I'lL-1 était ajoutée au milieu de culture simultanément avec de 'OSM
ou de I'lL-6, la dégradation des explants de cartilage était plus rapide et touchait a la
fois les molécules d’agrécanes et le réseau de collagéne®® !, Ces résultats indiquent
clairement que I'lL-6 et 'OSM jouent un rb6le primordial dans la dégradation du
cartilage. Dans ce travail nous décrivons pour la premiere fois les effets de I'OSM et de
I'IL-6 sur le métabolisme des chondrocytes humains cultivés en billes d’'alginate®?.
L’'OSM, mais pas I'lL-6, inhibe de maniere concentration-dépendante la synthese
d'agrécane et diminue la proportion d’agrécane accumulée dans la matrice
interterritoriale (FRM). En parallele, 'OSM diminue de fagcon concentration-
dépendante la synthese du TGF-f1, indiquant que la diminution de production
d’agrécane par I'OSM pourrait étre le résultat d’'une réduction de la production du
TGF-B1. Au cours du processus arthrosique, la déplétion en agrécane de la matrice
extracellulaire n’est pas uniquement la conséquence d’une diminution de sa synthese
mais résulte également d’'une augmentation de sa dégradation, notamment par la
MMP-3. L’activité de la MMP-3 est directement contrélée par des inhibiteurs
naturels, les TIMP?®, Un déséquilibre quantitatif entre les MMP et les TIMP est
considéré comme un facteur déterminant de la sévérité des lésions du cartilage®®.
Dans nos conditions expérimentales, I'OSM augmente de 20 % la production basale de
MMP-3, mais double la production de TIMP-1. En conséquence, le rapport molaire
MMP-3/TIMP-1 est diminué dans les cultures traitées par 'OSM. A I'inverse, I'lL-6 ne
modifie pas le rapport MMP-3/TIMP-1.

Dans un paragraphe précédent, nous avons décrit les effets de I'lL-1B sur la
production de MMP-3. L'IL-1 stimule la production de MMP-3 durant les 3 premiers
jours de culture, et ensuite la diminue. En parallele, I'lL-18 diminue la production de
TIMP-1, et ce quelle que soit la durée de la culture. Il en résulte une augmentation du
rapport MMP-3/TIMP-1. Durant les 3 premiers jours de culture, ni I'lL-6 ni 'OSM ne
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modifie I'effet stimulant de I'lL-1p sur la production de MMP-3. Quand I'incubation
est prolongée au-dela des 3 premiers jours de culture, I'lL-6 agit en synergie avec I'lL-
1B pour inhiber la synthese de MMP-3 tandis que I'OSM s’oppose a cet effet. De
nouveau, 'OSM diminue de fagcon importante le rapport molaire MMP-3/TIMP-1,
alors que I'lL-6 ne I'influence pas.

En conclusion, il apparait que 'OSM, mais pas I'lL-6, est capable d’interférer avec
le métabolisme des agrécanes en diminuant a la fois leur synthése et leur dégradation.
Dans la pathogénie de I'arthrose, les effets de I'OSM sur le chondrocyte pourraient
favoriser le retour a I’homeéostasie.

Les IAS stimulent la production d’agrécane et de TGF-1, et diminuent le
rapport MMP-3/TIMP-1.

Les IAS sont utilisés dans le traitement de I'arthrose depuis de nombreuses
années. Ce médicament a démontré son efficacité sur la symptomatologie de
I'arthrose du genou et de la hanche®®. Par contre, son action sur les changements
structuraux associés a l'arthrose demeure hypothétique, méme si récemment une
étude radiologique pilote a montré un effet bénéfique des IAS sur un sous-groupe de
patients présentant un pincement important de I'interligne articulaire coxo-fémoral
(=< 2,45 mm au début de I'étude) au terme de 2 ans de traitement®’. Sur ce point, notre
étude apporte des enseignements nouveaux et supporte I’hypothese selon laquelle les
IAS exerceraient une action structurelle sur le cartilage?®®. En effet, nous avons
démontré que les IAS augmentent la production d’agrécane, un composant majeur de
la matrice cartilagineuse. De plus, il favorise la restauration de la synthése d’agrécane
aprés un traitement par I'lL-1p. Nous avons également observé que I'effet des IAS sur
la production d’agrécane est différé et n’apparait qu’aprés une période d’incubation
de 6 jours. Cette observation suggére que cet effet pourrait étre secondaire a la
sécrétion par les chondrocytes d’'un médiateur intermédiaire. Le TGF-B1 pourrait
exercer ce role. En effet, nous avons démontré que les IAS augmentent la synthése de
TGF-B1 par les chondrocytes. Nos résultats corroborent ceux publiés par Boumédiéne
et collaborateurs en 1999. Ces chercheurs ont montré que les IAS stimulaient la

synthése de TGF-B1 et B2 par des chondrocytes bovins cultivés en monocouche®.
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D’autre part, les IAS diminuent la production de MMP-3 par les chondrocytes
arthrosiques et s'opposent partiellement a I'effet inhibiteur de I'lL-1p sur la synthése
de TIMP-1. Nous pouvons conclure de ces résultats que les IAS diminuent la
synthése, par les chondrocytes, de certains facteurs cataboliques qui contribuent a
I'initiation et au développement des lésions du cartilage dans I'arthrose. Ces
observations permettent de mieux comprendre les mécanismes d’action de ce
médicament en clinique humaine et apportent une série déléments nouveaux
plaidant en faveur d’'une action structurelle de cette drogue sur le cartilage.

En conclusion, le modéle de culture en bille d’alginate est un modéle pertinent
pour I'étude du meétabolisme des chondrocytes. Il permet I'analyse qualitative et
guantitative de la matrice extracellulaire. Ce modele sera utilisé ultérieurement en co-
culture avec des ostéoblastes.
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1. Introduction

P lusieurs études ont réecemment démontré que le phénotype des ostéoblastes

sous-chondraux était modifié dans lI'arthrose. Les ostéoblastes sous-chondraux
arthrosiques produisent plus d’'OC, de PAL, d'IGF-1, de TGF-f1, de HGF et d’'uPA que
les ostéoblastes sains'®*® *°. De plus, le métabolisme du collagéne de type I est
modifié. Les ostéoblastes sous-chondraux arthrosiques synthétisent davantage la
forme homotrimerique al du collagéne de type I. Cette forme de collagene posséde
des propriétés mécaniques et une capacité de minéralisation plus faibles que la forme
hétérotrimérique [a1(1)]2 a2(1)%.
Cette partie de notre travail a été consacrée a la mise au point d'un modéle de
culture d'ostéoblastes sous-chondraux, ainsi qu’'a la comparaison du phénotype des
ostéoblastes provenant des zones sclérosées (SC) a celui des ostéoblastes des zones

non sclérosées (NSC) de I'os sous-chondral arthrosique.

Nous avons également étudié les effets de I'lL-1pB, de I'lL-6 et de 'OSM sur le
métabolisme des ostéoblastes. Nous nous sommes intéressé a ces cytokines, car
plusieurs études ont montré qu’elles étaient impliquées dans la communication
ostéoblastes/ostéoclastes et qu’elles régulaient le remodelage osseux™?® 123 142 130, 161,
184 Elles pourraient étre impliquées dans [l'initiation et/ou la progression de la
sclérose sous-chondrale chez les patients arthrosiques. L'IL-6, en présence de son
récepteur soluble (IL-6sR), augmente I'expression de MMP-13 et d’'IGF-1 par les

ostéoblastes*” 14

. L'IL-6 stimule aussi la résorption osseuse en augmentant le
recrutement et la différenciation des pré-ostéoclastes’®. L'OSM stimule la
prolifération des ostéoblastes murins en culture primaire et la synthese par ces
cellules du collagéne de type I et d’IL-6. Par contre, elle inhibe la synthése de PAL™®.
L'IL-1B diminue la synthese d’OC par les ostéoblastes de rat alors qu’elle n'a pas
d’effet sur I'activité PAL?®". Elle augmente aussi la production de PTHrP, de PGEx,
d'IL-6 et de I'uPA et diminue celle de TGF-B1 par les ostéoblastes humains en

cultu re121, 123, 288'

Enfin, nous avons étudié les effets des IAS. Notre but était de vérifier si ce
médicament, utilisé dans le traitement de l'arthrose et actif sur le chondrocyte,
pouvait également influencer le métabolisme des ostéoblastes.
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2, Matiriel et methodes

2.1. DESCRIPTION DES CULTURES D’OSTEOBLASTES SOUS-CHONDRAUX
HUMAINS

2.1.1. Isolement des ostéoblastes de I’os sous-chondral

La plaque osseuse sous-chondrale était prélevée au niveau des condyles fémoraux.
Le cartilage articulaire et l'os trabéculaire étaient minutieusement enleves, de
maniéere a ne conserver que I'os sous-chondral. Les zones SC et NSC de I'os sous-
chondral était séparées sous microscope a l'aide d’'une pince et d'un scalpel, puis
fragmentées en morceaux d’environ 2 mmz2, L’os sous-chondral était considéré comme
SC lorsque son épaisseur était supérieure a 2 mm et NSC lorsque son épaisseur était
inférieure & 1 mm. Les fragments d’os sous-chondral étaient ensuite lavés a plusieurs
reprises avec du DMEM, et incubés avec de I'hyaluronidase et de la collagénase afin
d’éliminer le cartilage et la moelle hématopoiétique résiduels. Dans cette étape, les
fragments osseux étaient incubés a 37°C sous agitation constante pendant 20 min avec
de I'hyaluronidase [type IV-S, 0,5 mg/ml], puis avec de la collagénase clostridiale
[type 1A, 0,6 mg/ml] pendant successivement 35 et 240 min. Notons que 3 grammes
d'os étaient placés dans 20 ml de la solution enzymatique. Les enzymes étaient
solubilisées dans du « milieu de base ». Rappelons que celui-ci était composé de
DMEM contenant 10 mM d'HEPES, 100 U/ml de pénicilline et 100 pg/ml de
streptomycine. Lors de la premiére période d’'incubation avec la collagénase, 5 ug/mi
de polymyxine, 10 pg/ml de gentamycine et 10 ug/ml de vancomycine étaient ajoutés
au milieu de base.

Ensuite, les fragments d’os étaient rincés plusieurs fois avec le milieu de base et
placés dans des boites de culture (T-flask, Nunc, Bruxelles, Belgique) de 75cm2 (£ 1 g
d’os par boite et par 25 ml de milieu nutritif). Le milieu nutritif était composé de
milieu de base contenant 15 % de sérum fcetal bovin (FBS, « south american origin »
Cambrex, Verviers, Belgique). Il était renouvelé tous les 3 jours jusqu’a ce que les
cellules sortent des explants. Des I'apparition des cellules, environ une semaine plus
tard, le pourcentage de FBS du milieu nutritif était réduit a 10 %.

Apres 3 semaines de culture, les ostéoblastes étaient a confluence. A ce stade, les
fragments d'os étaient enlevés, les cellules rincées plusieurs fois avec du PBS, et
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ensuite détachées par I'addition d’'une solution 0,125 % trypsine - 0,5 mM EDTA
(éthyleéne diamine tétra acétate, Invitrogen, Merelbeke, Belgique) pendant 5 min a
37°C. Les cellules étaient ensuite recueillies par centrifugation (150 g, 5 min a
température ambiante), lavées, comptées et ensemencées dans des plaques de culture
24 puits, a la concentration de 50.000 cellules /ml et par puits, dans un milieu de base
contenant 10 % de FBS.

2.1.2. Culture des ostéoblastes

Aprés 3 jours de culture, le milieu nutritif (milieu de base contenant 10 % de FBS)
était remplacé par un milieu nutritif composé du milieu de base, de 2% (v/v) d'UG, de
20 pg/ml de proline, de 50 pg/ml d'acide ascorbique et de 10 M de 1,25(0H):
vitamine D3 (Sigma Aldrich, Bornem, Belgique). Ce milieu de culture était renouvelé
tous les 3 jours pendant 12 jours. Ensuite, les ostéoblastes étaient rincés 2 fois avec du
PBS et cultivés pendant 3 jours dans un milieu de base enrichi avec 1 % (v/v) d’'ITS+,
20 pug/ml de proline et 50 pg/ml d’acide ascorbique en présence ou non de 1,7 ng/ml
d’IL-1B, de 100 ng/ml d’IL-6 et de 50 ng/ml d’'IL-6sR, de 10 ng/ml d’OSM ou de 10
pg/ml d’1AS (sous la forme d’'un mélange composé de 1/3 d’insaponifiable d’avocat et
de 2/3 d’insaponifiable de soja). Les IAS étaient préalablement solubilisés dans du
THF. Une quantité équivalente de THF (0,1 % final) était ajoutée aux cultures
témoins. Les concentrations des cytokines utilisées correspondaient aux
concentrations maximales de ces cytokines dans le sérum et le fluide synovial des

patients arth rOSiqueslSZ' 289, 290_

+IL-18 +IL-6 +OSM +IAS

VLo

10% FCS 2 % UG + proline + vitamine C + vitamine Ds 1% ITS+

[ »d [
< L] Lol »

3 jours 4 x 3 jours 3 jours

Rincage
des cellules (PBS)

Pour I'étude de la minéralisation, les ostéoblastes étaient cultivés pendant 12 jours
dans le milieu composé du milieu de base, de 2 % (v/v) d’'UG, de 20 ug/ml de proline,
de 50 pg/ml d’acide ascorbique et avec ou sans 10% M de 1,25(0OH), vitamine Ds.
Ensuite, les ostéoblastes étaient cultivés pendant 3 jours dans le méme milieu nutritif

-03-



Mise au point d'un modéle de culture d’ostéoblastes sous-chondraux

en présence ou non de 5 mM de B-glycérophosphate (Sigma Aldrich, Bornem,
Belgique).

2 % UG + proline + vitamine C + f-glycéroPOy,
ou v
10 % FCS 2 % UG + proline + vitamine C + vitamine D; 2% UG

n
< P L | »

3 jours 4 x 3 jours 3 jours

2.1.3. Arrét de la culture

Au terme de la période de culture, le milieu de culture était enlevé et conservé a -
20°C. Les cellules étaient rincées avec du PBS, et ensuite détachées par I'addition
d’une solution 0,125 % trypsine - 0,5 mM EDTA pendant 5 min a 37°C. Les cellules
étaient ensuite recueillies par centrifugation (150 g, 5 min a température ambiante) et
lavées 3 fois avec du PBS. Le culot de cellules était remis en suspension dans 1 ml de
PBS puis dissocié par ultrasons a 4°C (30 secondes a 50 watt/cm?2). Les extraits
cellulaires ainsi obtenus étaient conserves a -20°C.

2.2. DESCRIPTION DES TECHNIQUES D’ANALYSE CYTOLOGIQUES

2.2.1. Marquage de la PAL

La méthode de marquage au naphtol AS-MX phosphate et au Fast Red a été
utilisée pour visualiser I'activité PAL membranaire des cellules. Les ostéoblastes
étaient rincés 2 fois avec du PBS puis fixés une nuit dans 1 ml d’éthanol 80 % (v/v), a
4°C. Ensuite, les cellules étaient incubées 15 min a 37°C dans 1 ml de tampon Tris-
HCI 10 mM, pH 8,3 contenant 0,4 mg/ml de naphtol AS-MX phosphate (Sigma
Aldrich, Bornem, Belgique), 1 mg/ml de Fast Red TR (Sigma Aldrich, Bornem,
Belgique), 2 % (v/v) de diméthylformamide (Sigma Aldrich, Bornem, Belgique).
Apres plusieurs lavages, les cellules étaient colorées 5 min a I’hématoxyline et
observées au microscope.

2.2.2. Incorporation du Red Qil

Afin de verifier I'absence d’adipocytes dans nos cultures, nous avons reéalisé un
marquage au Red Oil O (Sigma Aldrich, Bornem, Belgique). Ce colorant s’'incorpore
dans les vésicules lipidiques. Aprés plusieurs lavages avec du PBS, les cellules étaient
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fixées pendant 1 h a 4°C dans une solution 40 g/L de paraformaldéhyde. Le fixateur
était ensuite éliminé et les cellules lavées plusieurs fois avec de I'eau déminéralisée.
Les cellules étaient alors incubées 15 min dans une solution 0,05 g/L de Red Oil. Le
colorant était éeliminé et les cellules rincées a l'eau déminéralisée avant d’étre
observées au microscope. Les cellules colorées en rouge correspondaient aux

adipocytes.

2.2.3. Coloration a I’Alizarin Red

La minéralisation de la matrice extracellulaire a été évaluée par la coloration a
I’Alizarin Red. Directement aprés ringage des puits au PBS, une solution 0,05 g/L
d’Alizarin Red pH 5,3 était ajoutée aux puits de culture. Apres 10 min, les puits étaient

rinces a I'’eau déminéralisée et observés au microscope.

2.3. DESCRIPTION DES TECHNIQUES D’ANALYSE BIOCHIMIQUES

2.3.1. Dosage de I’'ADN

L'ADN cellulaire était quantifié selon la technique de Labarca et Paigen®®. Cette
technique a été décrite précédemment (voir page 51).

2.3.2. Dosage de la PAL

L’'activite PAL était quantifiée dans les extraits cellulaires. Cinquante pl d’extrait
cellulaire étaient incubés avec 100 pl de p-nitrophénylphosphate (p-NPP liquide prét
a I'emploi, KEM-EN-TEC, Kobenhavn, Danemark). En présence de PAL, le p-NPP est
hydrolysé en p-nitrophénol et en phosphate inorganique. Apres 10 min d’incubation a
37°C, I'absorbance a 405 nm de la solution était mesurée et la concentration en p-
nitrophénol calculée en se rapportant a une courbe de référence. La courbe de
référence était obtenue en diluant dans du PBS une solution de p-nitrophénol
(concentrations comprises entre 1000 et 15 uM). Les résultats étaient exprimés en
nmol de p-nitrophénol libérées par min et par pug d’ADN.

2.3.3. Dosage de la LDH

La mortalité cellulaire était estimée par la mesure de la LDH dans le surnageant de
culture. Cette technique a été décrite précédemment (voir page 51).
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2.3.4. Dosage ELISA de I'OC

L'OC était dosée dans les milieux de culture par une méthode ELISA (Biosource
Europe, Fleurus, Belgique). Ce dosage est basé sur un systeme oligonal, constitué de
deux anticorps monoclonaux, dirigés contre des épitopes distincts de la molécule
testée. Vingt-cing ul d’échantillon et 100 pl d’'une solution d’anticorps couplés a la
peroxydase étaient incubés ensemble durant 2 h sous agitation continue (700 rpm) et
a température ambiante afin de permettre la formation de complexes anticorps-
antigene-anticorps couplé a la peroxydase. Les plaques étaient ensuite lavees avec du
tampon de lavage [0,1 % (v/v) de tween 20 et 1 mM d’'HEPES] afin d'éliminer les
anticorps non liés. La révélation des anticorps fixés a I'antigene était effectuée par
I'addition d’une solution de tétraméthylbenzidine et d'H,O,. Apres 30 min
d'incubation, la réaction était stoppée par l'addition d'H,SO,4 1,8 N et I'absorbance
était lue a 450 nm. La sensibilité du dosage était de 1 ng/ml.

2.3.5. Dosages EASIA de I'lL-18, de I'lL-6, du TGF-B1, de la MMP-3 et du
TIMP-1

L’'IL-1B, I'IL-6, le TGF-B1, la MMP-3 et le TIMP-1 ont été quantifiés par EASIA
(Biosource Europe, Fleurus, Belgique) dans les milieux de cultures. Ces dosages ont
été decrits dans le chapitre 2 (page 52). Leurs caractéristiques analytiques sont

reprises dans le tableau 10.

Molécules Type de o Précision Reproductibilité
| » Sensibilité
étudiées dosage (CV intraassay) (CV interassay)

IL-1P3 1 étape 10 pg/ml 5,2 % 5,9 %

IL-6 1 étape 3 pg/ml 6,1 % 4,8 %
TGF-B1 1 étape 10 pg/mil 8,3 % 7,2 %
MMP-3 1 étape 0,2 ng/ml 5,6 % 6,5 %
TIMP-1 2 étapes 0,5 ng/ml 4.7 % 4.9 %

Tableau 10 : Caractéristiques analytiques des différents dosages EASIA utilisés.
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2.3.6. Dosage radio-immunologique de la PTHrP

La PTHrP était directement mesurée dans les milieux de culture conditionnés par
les ostéoblastes, par une méthode IRMA (ImmunoRadioMetric Assay, Diagnostic
Systems Laboratories, Oxon, Royaume-Uni). Dans cette méthode, un anticorps est
immobilisé sur la paroi des tubes, et un deuxiéme anticorps est marqué a I'iode (**°).
Deux cent pl d’échantillon ou de standard et 100 ul de solution contenant I'anticorps
marqué a l'iode étaient placés dans les tubes de réaction et incubés une nuit a
température ambiante sous agitation (180 rpm). Les tubes étaient ensuite décantés et
rinces 3 fois avec de I'eau déminéralisée. La radioactivité était alors comptée durant 1
min a I'aide d’un compteur y. La limite de détection de ce radio-immunodosage était

de 3 pg/ml.

2.4. CALCULS ET ANALYSES STATISTIQUES

Les résultats ont été exprimés en quantités d’OC, de PTHrP, d’IL-13, d’IL-6, de
TGF-f1, de MMP-3 ou de TIMP-1 produites par pg d’ADN. L’activité PAL a éte
exprimée en nmol de p-nitrophénol libérées par pug d’ADN et par min.

La moyenne et I'écart-type réduit (SEM) ont été calculés pour chaque condition
expérimentale. Les moyennes obtenues ont été comparées par le test non
paramétrique de Mann-Whitney (description du test a la page 54).
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5 Resulltars

3.1. CARACTERISTIQUES CYTOLOGIQUES ET BIOCHIMIQUES DES
OSTEOBLASTES SOUS-CHONDRAUX

L'ensemble des résultats montrés dans ce paragraphe ont été obtenus avec des
cultures d’ostéoblastes NSC de I'os sous-chondral.

3.1.1. Morphologie cellulaire et présence de PAL membranaire

Les cellules présentaient une morphologie cuboidale (figure 51). La présence de
PAL a été révélée par un marquage cytologique au naphtol AS-MX phosphate et au
Fast Red. Apres 12 jours de culture, la majorité des cellules présentaient un marquage
positif a la PAL (coloration rouge des cellules, figure 51).

Figure 51 : Marquage cytologique
de la PAL membranaire au naphtol
AS-MX phosphate et Fast Red.

A : grossissement 5x.

B : contre coloration hématoxyline,
grossissement 20 Xx.

3.1.2. Minéralisation de la matrice

Nous avons recherché la présence de cristaux de pyrophosphate de calcium dans
nos cultures d’ostéoblastes par la méthode de marquage a I’Alizarin red. En présence
de B-glycérophosphate, la culture d’ostéoblastes se colorait en rouge, indiquant une
forte minéralisation de la matrice extracellulaire (figure 52).

L’addition de 1,25(0OH)2 vitamine D3 (10® M) au milieu de culture réduisait la
minéralisation de la matrice (figure 52).
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Controle B- glycéroPO4 B- glycéroPO4
A 1,25(0H)2 vit D3

Figure 52 : Marquage cytologique des ostéoblastes a I’Alizarin Red. L’expérience a été réalisée apres
15 jours de culture dans un milieu nutritif composé de DMEM enrichi de 2% (v/v) d’UG, de proline
(20 ug/ml) et d’acide ascorbique (50 wg/ml). De la 1,25(0H), vitamine D; (10° M) et/ou du S
glycérophosphate (5 mM) ont été ajoutés au milieu nutritif durant les 3 derniers jours de culture.

A : photographie numérique de la plaque 12 puits.

B : observations microscopiques des puits, grossissement 5 x.

3.1.3. Etude de la prolifération cellulaire

Dans nos conditions de culture, la concentration en ADN restait stable durant au
moins 16 jours. La 1,25(0OH), vitamine Ds (10° & 107 M) n’influencait pas la
concentration en ADN de nos cultures (tableau 11).
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Concentration en

pg d’ADN / puits

1,25(0OH); vitamine D3

0 3,15+ 0,22
10° M 3,23+0,15
108 M 3,26 + 0,18
10" M 3,48 + 0,21

Tableau 11 : Quantités d’ADN contenues dans les cultures au terme de 16 jours de culture dans un
milieu nutritif composé de DMEM enrichi de 2% (v/v) d’UG, de proline (20 ug/ml) et d’acide
ascorbique (50 g/ml), et en présence ou non de 1,25(0OH), vitamine Ds. Les résultats sont exprimés
en yug d’ADN par puits et sont représentés par la moyenne de 2 cultures indépendantes + SEM.

Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple (n=6).

3.1.4. Etude de l'activitée de type PAL

Dans nos conditions expérimentales, I'activité PAL dans les extraits cellulaires

augmentait significativement avec la durée de la culture (r = 0,9821, p = 0,0029, figure

53).
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Figure53 : Evolution de
I’activité PAL exprimée par les
ostéoblastes en fonction de la
durée de la culture. Les
ostéoblastes ont éte cultivés 16
jours dans un milieu nutritif
composé de DMEM enrichi de
2% (v/v) d’UG, de proline (20
ug/ml) et d’acide ascorbique
(50 zg/ml). Les résultats sont
exprimés en nmol de
nitrophénol libérée par minute
et par pug d’ADN, et représentés
par la moyenne de 3 cultures
indépendantes + SEM. Chaque
condition expérimentale a été
réalisée en triple (n=9).
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L'activité PAL membranaire était significativement augmentée en présence de

concentrations croissantes (entre 10° et 107 M) de 1,25(0OH), vitamine D3 (p < 0,001,
figure 54).

PAL (nmol par min et par pg d'ADN)

80+
70+ Sk
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50+
40+
30+
20
10

*kk
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0 T I

Contréle 10t° 10° 10® 107
Concentration en 1,25(0OH), vitamine D3 (M)

3.1.5. Etude de la production d’OC

Figure54 : Effet de Ia
concentration en 1,25(0OH),
vitamine D3 sur I’activité PAL,
au terme de 16 jours de culture
dans un milieu nutritif composé
de DMEM enrichi de 2% (v/v)
d’UG, de proline (20 g/ml) et
d’acide ascorbique (50 pg/ml).
Les résultats sont exprimés en
nmol de nitrophénol libérée par
minute et par pg d’ADN et
représentés par /a moyenne de 2
cultures indépendantes + SEM.
Chaque condition
expérimentale a été réalisée en
triple (n=6).

Dans les conditions basales, les ostéoblastes produisaient en moyenne, durant les
16 jours de culture, 3,99 ng d’'OC par pg d’ADN (valeur cumulée). La 1,25(0OH)>
vitamine D3z stimulait fortement la production d’OC (p < 0,001). L’effet de la 1,25(0OH)>
vitamine D3 était corrélé avec la concentration (r = 0,9576 ; p < 0,001 ; figure 55).
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Figure55 : Effet de Ia
concentration en 1,25(0OH),
vitamine D3 sur la cinétique de
production de I’OC, durant 16
jours de culture dans un milieu
nutritif composé de DMEM
enrichi de 2% (v/v) d’UG, de
proline (20 wg/ml) et d’acide
ascorbique (50 pg/ml). Les
résultats correspondent aux
valeurs cumulées et sont
exprimés en ng d’OC par ug
d’ADN. llIs sont représentés par
la moyenne de 2 cultures
indépendantes + SEM. Chaque
condition expérimentale a été
réalisée en triple (n=6).
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3.2. COMPARAISON DU PHENOTYPE DES OSTEOBLASTES DES ZONES
SC ET NSC DE L’OS SOUS-CHONDRAL ARTHROSIQUE

Nous avons comparé les syntheses de PAL, d’'OC, d’'IL-1B3, d’IL-6, de TGF-B1, de
MMP-3, de TIMP-1 et de PTHrP des ostéoblastes issus des zones SC ou NSC.

Les ostéoblastes SC de I'os sous-chondral produisaient significativement plus de
PAL (+ 96 %, p < 0,001), d'OC (+ 99 %, p < 0,001), d’IL-6 (+ 135 %, p < 0,001) et de
TGF-B1 (+ 41 %, p < 0,001) que les ostéoblastes NSC. Par contre, ils produisaient
moins de PTHrP (- 65 %, p < 0,001). Les productions d’IL-13, de MMP-3 et de TIMP-1
étaient identiques dans les cultures d’ostéoblastes SC et NSC (tableau 12).

Ostéoblastes NSC Ostéoblastes SC
ADN Mg/puits 3,1+£0,3 3,0+£04
PAL  nmol/ug d’ADN*min 9,1+0,6 17,8 £ 0,6 ***
ocC pg/ug d’ADN 6808 + 301 13507 + 411 ***
IL-1B _pg/ug d’ADN 4,4+0,6 45+0,7
IL-6 pg/ug d’ADN 595 + 35 1397 + 114 ***
TGF-B1 pg/ug d’ADN 375+0,5 52,9 + 3,4 ***
MMP-3 pg/Hg d’ADN 4.108 + 702 4513 + 914
TIMP-1 pg/ug d’ADN 784.200 + 51.300 821.400 + 95.600
PTHrP pg/ug d’ADN 31,2+21 20,3+ 1,6 ***

Tableau 12: Production basale de PAL (phosphatase alcaline), d’OC (ostéocalcine), d’IL
(interleukine) -14, d’IL-6, de TGF-p1 (transforming growth factor), de MMP-3 (matrix
metalloproteinase), de TIMP-1 (tissue inhibitor of metalloproteinases) et de PTHrP (parathyroid
hormone related protein) par les ostéoblastes NSC ou SC de I’os sous-chondral aprés 72 h de culture
dans un milieu de base enrichi par 1% d’ITS+. Les résultats sont représentés par la moyenne de 3
cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple (n=9). *** =
p<0,001.
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3.3. ETUDE DES EFFETS DE L’IL-1B, DE L’IL-6 ET DE L'OSM SUR LE
METABOLISME DES OSTEOBLASTES SOUS-CHONDRAUX

Les ostéoblastes étaient incubés pendant 72 h avec de I'lL-1B (1,7 ng/ml), de I'lL-6
(100 ng/mil) avec son récepteur soluble (IL-6sR, 50 ng/ml), ou de 'OSM (10 ng/ml).
Dans nos conditions expérimentales, ces facteurs n’influencaient pas de facon
significative la concentration en ADN de la culture ou la viabilité cellulaire.

3.3.1. Influence de I'lL-1B, de I'lL-6 et de ’'OSM sur l'activité PAL

L'IL-1B et 'OSM augmentaient I'activité PAL des ostéoblastes NSC et SC (NSC : IL-
1B + 34 %, p < 0,01 et OSM + 57 %, p < 0,001 ; SC : IL-1B + 32 %, p < 0,001 et OSM +
55 %, p < 0,001). Par contre, I'lL-6 n’avait pas d’effet significatif sur ce parametre
(figure 56).

Figure 56 : Activité PAL mesurée
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en triple (n=9). *** = p<0,001 entre

les ostéoblastes NSC et SC, ## =
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IL-1p IL-6 OSM ostéoblastes  cultives  dans  les
conditions basales et ceux stimulés
par les cytokines.
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3.3.2. Influence de I'lL-1B, de I'lL-6 et de I'OSM sur la production d’OC

La production d’OC par les ostéoblastes NSC et SC était significativement (p <
0,001) diminuée par I'lL-1B, I'lL-6 et 'OSM (NSC : IL-1B - 72 %, IL-6 - 51 % et OSM -
62 % ; SC: IL-1B - 75 %, IL-6 - 52 % et OSM - 61 %) (figure 57).
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Figure 57 : Production d’OC par les
ostéoblastes au terme de 72 h de
culture en I’absence ou en présence
d’IL-14 (1,7 ng/ml), d’IL-6 (100 ng/ml
+ 50 ng/ml d’IL-6sR) ou d’OSM (10
ng/ml). Les résultats sont exprimes en
ng par Jg d’ADN et représentés par la
moyenne de 3 cultures indépendantes
+ SEM. Chaque condition
expérimentale a été réalisée en triple
(n=9). *= p<0,05 et *** = p<0,001
entre les ostéoblastes NSC et SC, ###
= p<0,001 entre les ostéoblastes
cultivés dans les conditions basales et
ceux stimulés par les cytokines.

3.3.3.Influence de I'l L-6 et de I'OSM sur la production d’IL-1p

La production d’'IL-1p n’était pas significativement modifiée par I'lL-6 ou 'OSM

(figure 58).
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Figure 58 : Production d’IL-145 par
les ostéoblastes au terme de 72 h de
culture en I’absence ou en présence
d’IL-6 (100 ng/ml + 50 ng/ml d’IL-
6sR) ou d’OSM (10 ng/ml). Les
résultats sont exprimés en pg par ug
d’ADN et représentés par la moyenne
de 3 cultures indépendantes + SEM.
Chaque condition expérimentale a été
réalisée en triple (n=9).

N.D. = non déterminé.

3.3.4. Influence de I'lL-1B et de I'OSM sur la production d’IL-6

En présence d’'IL-1B (1,7 ng /ml) ou d’OSM (10 ng/ml), la production d’IL-6 par les
ostéoblastes NSC et SC était significativement augmentée (p < 0,001, figure 59).

Cependant, I'augmentation était significativement (p < 0,001) plus importante dans
les cultures d’ostéoblastes NSC que dans celles d’ostéoblastes SC (NSC : IL-1p + 530 %
et OSM + 395 % ; SC: IL-1 B + 230 % et OSM + 164 %).
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Figure 59 : Production d’IL-6 par les
ostéoblastes durant 72 h de culture en
présence d’IL-14 (1,7 ng/ml) ou
d’OSM (10 ng/ml). Les résultats sont
exprimés en pg par pg d’ADN et
représentés par Ja moyenne de 3
cultures indépendantes + SEM.
Chaque condition expérimentale a été
réalisée en triple (n=9). *** =
p<0,001 entre les ostéoblastes NSC et
SC, ### = p<0,001 entre les
ostéoblastes  cultivés  dans  les
conditions basales et ceux stimulés
par les cytokines.

N.D. = non déterminé

3.3.5. Influence de I'lL-18, de I'lL-6 et de 'OSM sur la production de

TGF-p1

L'IL-1B diminuait de fagcon significative la production de TGF-1 (p < 0,001) par les
ostéoblastes NSC ou SC (NSC : - 21 % ; SC : - 28 %). Par contre, I'lL-6 et 'OSM
augmentaient significativement la production de TGF-1 par les ostéoblastes NSC (+

67 et + 23 % ; p < 0,01), alors que seule I'lL-6 augmentait significativement la
production de TGF-B1 par les ostéoblastes SC (+ 36 %, p < 0,01, figure 60).
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Figure 60 : Production de TGF-f1
par les ostéoblastes au terme de 72 h
de culture en I’absence ou en présence
d’IL-13 (1,7 ng/ml), d’1L-6 (100 ng/ml
+ 50 ng/ml d’IL-6sR) ou d’OSM (10
ng/ml). Les résultats sont exprimés en
pg par pg d’ADN et représentés par la
moyenne de 3 cultures indépendantes
* SEM. Chaque condition
expérimentale a été réalisée en triple
(n=9). *= p<0,05 et *** = p<0,001
entre les ostéoblastes NSC et SC, ##
=p<0,01 et ### = p<0,001 entre les
ostéoblastes  cultives  dans  les
conditions basales et ceux stimulés
par les cytokines.
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3.3.6. Influence de I'IL-1B, de I'lL-6 et de I'OSM sur production de
MMP-3 et de TIMP-1

Dans nos conditions expérimentales, la production de MMP-3 était
significativement augmentée par I'lL-13, I'IL-6 et 'OSM (NSC : + 298 %, + 51 % et +
190 %et SC : + 298 %, + 29 % et + 140 % respectivement ; p<0,05, figure 61).
L’amplitude de I'effet était similaire dans les cultures d’ostéoblastes NSC ou SC.

Figure 61 : Production de MMP-3
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<DE + 50 ng/ml d’IL-6sR) ou d’OSM (10
5 HHH it ng/ml). Les résultats sont exprimés en
2 124 ng par pug d’ADN et représentés par la
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o\o’ 8 w4 * SEM. Chaque condition
o expérimentale a été réalisée en triple
% 4- (n=9). # = p<0,05, ## =p<0,01 et ###
= p<0,001 entre les ostéoblastes
0 cultivés dans les conditions basales et
I I
IL-6

Basal ||_I-1B os'|v| ceux stimulés par les cytokines.

L'IL-1B, I'lL-6 et 'OSM augmentaient également la production de TIMP-1 par les
ostéoblastes NSC et SC. Les effets étaient identiques dans les deux groupes (NSC : +
41 %, + 58 % et + 218 % et SC : + 37 %, + 77 % et + 214 % respectivement, p<0,01,
figure 62)

Figure 62 : Production de TIMP-1
30007 [ INSC par les ostéoblastes au terme de 72 h

‘ de culture en I’absence ou en présence
= 2500 SC d’IL-14 (1,7 ng/ml), d’IL-6 (100 ng/ml
<DE + 50 ng/ml d’IL-6sR) ou d’OSM (10
o 2000 ng/ml). Les résultats sont exprimés en
2 H ng par Jg d’ADN et représentés par la
S 1500+ i 18 it moyenne de 3 cultures indépendantes
~ + SEM. Chaque condition
z 1000+ expérimentale a été réalisée en triple
g £00- (n=9). ## =p<0,01 et ### = p<0,001

entre les ostéoblastes cultivés dans les
0 . . . conditions basales et ceux stimulés
Basal IL-1B IL-6 par les cytokines.
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Le rapport MMP-3 / TIMP-1 était modifié uniquement en présence d’'IL-1p (1,7
ng/ml). L'effet était similaire dans les cultures d’ostéoblastes NSC ou SC (NSC : + 182
% et SC : + 190 %, p < 0,001, figure 63).

Figure 63 : Rapport molaire MMP-3 /

107 CONSC TIMP-1 observé dans les cultures
[ZZASC  wn Hith d’ostéoblastes au terme de 72 h de

8+ culture en I’absence ou en présence

N d’IL-14 (1,7 ng/ml), d’1L-6 (100 ng/ml
% 64 + 50 ng/ml d’IL-6sR) ou d’OSM (10
= ng/ml). Les résultats sont exprimés en
g_’ 4 rapport molaire x 1000 et représentés
S par la moyenne de 3 cultures
= indépendantes + SEM. Chaque
27 condition expérimentale a été réalisée

en triple (n=9). ### = p<0,001 entre

0 T T les ostéoblastes cultivés dans les

T
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conditions basales et ceux stimulés
par les cytokines.

3.3.7. Influence de I'lL-1B, de I'lL-6 et de 'OSM sur la production de
PTHrP

Les ostéoblastes cultivés en présence d'OSM ou dIL-6 produisaient
significativement plus de PTHrP que les ostéoblastes témoins. L’effet de ces cytokines
était similaire sur les ostéoblastes NSC et SC (NSC : OSM + 23 %, p < 0,05et IL-6 + 54
%, p <0,001 ; SC: OSM + 24 %, p< 0,05 et IL-6 + 62 %, p < 0,001, figure 64).

Figure 64 : Production de PTHrP par
les ostéoblastes au terme de 72 h de

601 []NSC culture en I’absence ou en présence
d’IL-14 (1,7 ng/ml), d’IL-6 (100 ng/ml

. #HH
50+ L7273 SC i[ + 50 ng/ml d’IL-6sR) ou d’OSM (10
# ng/ml). Les résultats sont exprimés en

#i#

N
?

pg par pg d’ADN et représentés par la

*%%
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34. ETUDE DES EFFETS DES

OSTEOBLASTES SOUS-CHONDRAUX

IAS SUR LE METABOLISME DES

Les IAS diminuaient la production d’'IL-13 par les ostéoblastes NSC (p < 0,001),
mais n’avaient pas d’effet sur les productions de PAL, d'OC, d’'IL-6, de TGF-p1.

Par contre, les IAS diminuaient significativement la production de PAL, d'OC et

de TGF-B1 par les ostéoblastes SC (p < 0,01), mais n’avaient pas d'effet sur les
productions d’'IL-1p3, d’IL-6 et de PTHrP (tableau 13).

Basal IAS (10 pg/ml)
ADN NSC 3,1+0,3 3,3+0,7
Hg/puits sC 3,0+0,4 3,5+0,6
PAL NSC 9,1+0,6 9,2+1,1
nmol/ug d’ADN*min sC 17,8+ 0,6 13,1+ 0,3 ##
oC NSC 6808 + 302 6013 + 854
ng/pg d’ADN sC 13507 + 411 9154 + 724 ##
PTHrP NSC 312+21 335+24
Pg /g d'ADN sC 20,3+1,6 222+18
IL-1B NSC 4,4+0,6 2,7+ 0,1 ###
pg/pg d’ADN sC 4,5+0,7 4,2+0,5
IL-6 NSC 595 + 35 533 + 19
pg/ug d’ADN sc 1397 + 114 1339 + 170
TGF-1 NSC 37,5+05 345+28
pg/ug d’ADN scC 52,9+ 3,4 39,1+ 33##

Tableau 13 : Effets du mélange d’1AS (10 pg/ml) sur les productions de PAL (phosphatase alcaline),
d’OC (ostéocalcine), d’IL (interleukine) -14, d’IL-6, de TGF-p1 (transforming growth factor), de
MMP-3 (matrix metalloproteinase), de TIMP-1 (tissue inhibitor of metalloproteinases) et de PTHrP
(parathyroid hormone related protein) par les ostéoblastes NSC et SC durant 72 h de culture. Les
résultats sont représentés par la moyenne de 3 cultures indépendantes + SEM. Chaque condition
expérimentale a été réalisee en triple (n=9). ## =p<0,01 et ### =p<0,001 entre les ostéoblastes
incubés ou non avec les IAS.
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4., Discussion

Le phénotype des ostéoblastes de I'os sous-chondral sclérosé est altéré.

Dans cette partie de notre travail, nous avons comparé le phénotype des
ostéoblastes NSC et SC isolés a partir de la plague osseuse sous-chondrale de patients
arthrosiques. Cette démarche est originale. En effet, les travaux publiés sur ce sujet
étudiaient le phénotype des ostéoblastes isolés a partir d’os sous-chondral arthrosique,
sans faire la distinction entre les ostéoblastes des zones sclérosées (SC) et non

10-13, 15, 291

sclérosées (NSC) . De plus, dans certains cas, les ostéoblastes étudiés

11292 ot non de I'os cortical comme c’est

provenaient de I'os sous-chondral trabéculaire
le cas dans notre étude. Notre modele est donc mieux adapté a I'étude des
changements métaboliques survenant localement au niveau des zones sclérosées de
I’'os sous-chondral.

Gréace a ce modele, nous avons observé que les ostéoblastes SC produisaient
beaucoup plus d'OC, de PAL et de TGF-B1, mais moins de PTHrP que les ostéoblastes
NSC. Ces résultats complétent ceux obtenus par I'équipe du Professeur Pelletier
(tableau 14). Cette équipe a montré que les ostéoblastes sous-chondraux arthrosiques
produisaient plus d’'uPA, d’'IGF-1, et dHGF, mais moins d'IGFBP que les ostéoblastes
normaux*®>** *°_ 11 existe donc au sein de I'os sous-chondral sclérosé un déséquilibre
métabolique favorable a la sclérose du tissu. En effet, I'accumulation locale d’'IGF-1, de
TGF-B1 et dHGF combinée a I'absence relative de PTHrP favorise la formation et le
dépbt de substance ostéoide. In vitro, I'IlGF-1, le TGF-f1 et le HGF stimulent la
prolifération des ostéoblastes et la synthése par ces cellules de collagéne de type 1752,
Selon Pelletier et collaborateurs™, I'accumulation d’IGF-1 libre dans I'os sous-chondral
résulterait a la fois de I'augmentation de la synthese d’IGF-1 et de I'augmentation de la
synthése et de l'activité d’'uPA. L'uPA est une enzyme capable de dissocier les
complexes IGF/IGFBP?® (figure 65). Parallélement, I'absence relative de PTHrP au
niveau de I'os scléroseé expliquerait la faible résorption de I'os néoforme.

Nous avons également étudié la production de MMP-3, de TIMP-1 et d’IL-1p par
les ostéoblastes sous-chondraux. Notons que la production de MMP-3 par les
ostéoblastes est relativement faible en comparaison de celle des chondrocytes (75 fois
moins de production basale). La production de MMP-3, de TIMP-1 et d'IL-1p était
identique dans les cultures d’'ostéoblastes SC et NSC, indiquant que ces facteurs ne

jouent probablement pas un réle prépondérant dans la sclérose de I'os. Cependant,
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nous devons garder a l'esprit que l'activité biologique de ces facteurs peut-étre
modifiée, alors que leur synthése reste constante. Il n’est pas impossible que I'lL-1(
puisse jouer un réle dans le processus de la sclérose. L’activité biologique de cette
cytokine est régulée par un antagoniste, I'lL-1Ra, et par un systéme complexe de

récepteurs®.

Augmentés Diminués Non modifiés
IGF-1 PTHrP IGFBP
u-PA PTH-R PAI
HGF Type | [(a1);]o2 IL-1B

TGF-p1 MMP-3
IL-6 TIMP-1
PAL
oC

Type | [(a1)]s

MMP-2 et -9

Tableau 14 : Résumé des modifications du phénotype des ostéoblastes sous-chondraux de I’articulation
arthrosique. HGF : hepatocyte growth factor, IGF : insulin-like growth factor, IGFBP : IGF binding
protein, IL : interleukine, MMP : métalloprotéinase matricielle, OC : ostéocalcine, PAL : phosphatase
alcaline, PAI : inhibiteur de I’activateur du plasminogene, PTHrP : protéine apparentée a la
parathormone, TGF : transforming growth factor, TIMP : tissue inhibitor of metalloproteinases, uPA :
activateur du plasminogéne de type urokinase.

A ce jour, I'origine des changements métaboliques observés au niveau de I'0s sous-
chondral reste méconnue. Néanmoins, quelques hypothéses peuvent étre avancées
(figure 65). Plusieurs travaux récents suggerent I'implication des facteurs mécaniques
dans le dysfonctionnement des ostéoblastes sous-chondraux. L'application de stimuli

I 297, 298

mécaniques, comme des pressions anormales exercées chez I'anima ou sur des

ostéoblastes cultivés au sein de matrices compressibles®®® 3® augmente la
proliféeration des ostéoblastes et la production par ces cellules dIGF-1,
d’ostéopontine, de PAL, d’OC et de collagéne de type I. Ces résultats suggérent que
I'application de contraintes mécaniques anormales sur I'articulation peut induire une
perturbation métabolique au niveau des ostéoblastes exposés a ces contraintes, et
secondairement provoquer la sclérose de I'os sous-chondral. Plusieurs auteurs ont
évoqué le réle possible de facteurs systémiques et/ou génétiques dans la genese de la
sclérose sous-chondrale®. En effet, les concentrations sériques de plusieurs facteurs
de la régulation du remodelage osseux (IGF-1, vitamine D) sont corrélés avec certains
paramétres de I'arthrose, comme la formation d’ostéophytes®®3®. Cependant, les
résultats publiés sont contradictoires et la corrélation de ces marqueurs avec la

304-306

sclérose sous-chondrale n’a pas encore été démontrée D’'un point de vue
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genétique, certains auteurs ont étudié la relation entre [Il'arthrose et les
polymorphismes du géne du récepteur a la vitamine D (VDR)*" 3% Certains alléles de
ce gene viennent d’étre associés avec une synthése accrue d’OC par les ostéoblastes in
vitro®® 3°_ Toutefois, I'équipe du Professeur Pelletier n’a pas observé de différence
significative dans la réponse des ostéoblastes a la vitamine D entre les populations
d'ostéoblastes sous-chondraux sains et arthrosiques™. L’influence de facteurs
systémiques ou génétiques dans la genése de la sclérose sous-chondrale reste donc
hypothétique.

Aussi, nous ne pouvons pas rejeter d’autres explications, comme l'influence de
facteurs biochimiques d’origine cartilagineuse sur le métabolisme des ostéoblastes
voisins des microfractures. En effet, les chondrocytes produisent de nombreux
293—295. La

facteurs (IGF-1, TGF-B1,...) qui stimulent la synthése de substance ostéoide
coexistence des deux phénomenes, mécanique et biochimique, est également possible.

Contraintes mécaniques ?
Facteur systémique ?
Facteur cartilagineux ?

f

= Va f
PAI  HGF
IGFBP TGF-B31 /
IGF-1/
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Figure 65 : Représentation schématique des mécanismes hypothétiques impliqués dans la sclérose de
I’0s sous-chondral. . = une augmentation de synthése et ¥ = une inhibition de synthese. Les
ostéoblastes sous-chondraux arthrosiques, sous I’influence de facteurs mécaniques et/ou systémiques
et/ou cartilagineux, produiraient plus de facteurs de croissance et d’IL-6 que les ostéoblastes
normaux. Ces facteurs induiraient la maturation des ostéoblastes et le dép6t accru de substance
ostéoide. HGF : hepatocyte growth factor, IGF : insulin-like growth factor, IGFBP : IGF binding
protein, IL: interleukine,  MMP : métalloprotéinase matricielle, OC: ostéocalcine, PAL :
phosphatase alcaline, PAI : inhibiteur de I’activateur du plasminogene, PTHrP : protéine apparentée
a la parathormone, TGF : transforming growth factor, uPA : activateur du plasminogene de type
urokinase.
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L’'IL-1B, I'lL-6 et 'OSM n’induisent pas I'ensemble des modifications de
phénotype observées chez I'ostéoblaste des zones scléroseées.

Nous avons également recherché si des facteurs biochimiques impliqués dans la
pathogénie de l'arthrose et dans le controle du remodelage osseux étaient capables
d’induire in vitro, chez I'ostéoblaste des zones non sclérosées, les caractéristiques
phénotypiques des ostéoblastes sclérosés. Dans ce but, nous avons cultivé des
ostéoblastes NSC en présence d’'IL-1B, d’'IL-6 et d’OSM aux concentrations de 1,7
ng/ml, 100 ng/ml et 10 ng/ml. L’effet de I'lL-6 était étudié en présence de 50 ng/ml
d'IL-6sR. Ces concentrations ont été choisies parce qu’elles correspondent aux
concentrations maximales de ces cytokines mesurées dans le fluide synovial de
patients arthrosiques®® 29 2%,

Ces cytokines administrées séparément n’étaient pas capables d’induire chez
I'ostéoblaste NSC les changements phénotypiques caractéristiques des ostéoblastes SC.
Les différences les plus importantes concernaient les syntheses d’OC et de PTHrP. Par
rapport aux ostéoblastes NSC, les ostéoblastes SC produisaient plus d’OC et moins de
PTHrP. A linverse, les ostéoblastes NSC traités par I'IL-1B, I'IL-6 ou OSM
produisaient moins d’OC, mais plus de PTHrP (tableau 15). Ces observations
indiquent que I'IL-1B, I'lL-6 ou I'OSM ne sont pas responsables de I'ensemble des
changements phénotypiques observés chez I'ostéoblaste SC.

D’autres facteurs, mécaniques ou biochimiques pourraient étre impliqués. Parmi
les facteurs biochimiques, citons les TGF-f et les IGF. Nous avons également testé ces
deux facteurs de croissance sur notre modele (résultats non montrés). Ces facteurs ne
modifiaient pas significativement les productions de PAL, OC, d’'IL-6 et de PTHrP par
les ostéoblastes NSC. Il est donc peu probable que ces facteurs soient responsables des
modifications phénotypiques de I'ostéoblaste SC. Enfin, il est important de constater
que I'IL-6 et I'OSM exercaient des effets semblables sur le métabolisme des
ostéoblastes. Ces deux cytokines appartiennent a la famille des cytokines gp130. Ces
cytokines présentent la caractéristique d’exercer leurs activités biologiques en se fixant
a un récepteur contenant une sous-unité gp130. Cette caractéristique commune a I'lL-
6 et & 'OSM pourrait expliquer que ces cytokines induisent des effets semblables sur
I'ostéoblaste. Par analogie, ces cytokines exercent de nombreuses actions communes

sur le chondrocyte, comme I'augmentation de synthése de TIMP-1 et de MMP-3%%2,
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Ostéoblastes NSC Ostéoblastes

+IL-1B + IL-6/IL-65R + OSM SCvs NSC
PAL 4 4 4 7
oc ~ ~ > 7
IL-6 2 N.D. 7 4
IL-1B N.D. & © <
TGF-p1 ~ 7 4 4
MMP-3 2 2 4 °
TIMP-1 2 2 4 °
PTHrP g 7 2 Y

Tableau 15 : Influence de I’'IL-14, de I’1L-6 et de I’OSM sur le métabolisme des ostéoblastes NSC et
comparaison avec les différences phénotypiques des ostéoblastes SC. PAL : phosphatase alcaline, OC
: ostéocalcine, IL : interleukine, TGF : transforming growth factor, MMP : métalloprotéinase
matricielle, TIMP : tissue inhibitor of metalloproteinases et PTHrP : protéine apparentée a la
parathormone.

Quant a I'lL-1p, elle exerce des effets différents de ceux de I'lL-6 et de 'OSM. L’IL-
18 diminue le TGF-B1 alors que I'lL-6 et 'OSM augmentent ce parametre. Ces
résultats sont similaires & ceux observés sur le chondrocyte®®?. De plus, ces résultats
renforcent notre conviction que I'lL-1p n’est pas un facteur déterminant de la sclérose
de I'os sous-chondral. En effet, les ostéoblastes SC et NSC produisent des quantités
identiques d’IL-1B. De plus, I'IL-1B diminue la synthése de TGF-B1, un facteur
impliqué dans la sclérose de l'os. Le TGF-f1 stimule la prolifération et la
différenciation des pre-ostéoblastes, et augmente la formation de la matrice osseuse.

Par ailleurs, il diminue la résorption osseuse et la différenciation des ostéoclastes'°.

Les IAS favorisent le retour a I’homéostasie des ostéoblastes SC.

Pour la premiére fois, nous démontrons que les IAS, utilisés en Europe dans le
traitement de I'arthrose, inhibent la synthése de PAL et d’OC par les ostéoblastes SC
et diminuent la synthése de TGF-1. Nos résultats contribuent a expliquer les effets
des IAS observés par I'équipe du Professeur Ghosh sur I'arthrose du genou induite
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chez le mouton par ménisectomie. Ces chercheurs ont montré que les IAS
diminuaient la sclérose de I'os sous-chondral®®. Il existe donc plusieurs éléments
plaidant en la faveur d’une action des IAS sur I'os sous-chondral.

Ensemble, ces données indiquent que les IAS sont actifs sur les ostéoblastes sous-
chondraux SC et qu’ils favorisent le retour a I’'hnoméostasie osseuse. De cette maniere,
ils pourraient limiter la sclérose de I'os sous-chondral et prévenir la perte du cartilage
sus-jacent.

Enfin, nos résultats renforcent I’hypothése selon laquelle des médicaments utilisés
dans le traitement de l'ostéoporose puissent également étre efficaces dans le
traitement de I'arthrose®!. Dans un modeéle d’arthrose induite chez le rat par section
du ligament antérieur, I'alendronate inhibait le remodelage de I'os sous-chondral,
prévenait I'apparition d’ostéophyte et diminuait I'augmentation de deux marqueurs
de la dégradation du cartilage (COMP et le C-télopeptide du collagéne de type 11)°.
Ces observations suggérent que l'alendronate, un inhibiteur de l'ostéorésorption,
pourrait protéger le cartilage en agissant sur le métabolisme de I'os sous-chondral. La
sclérose de I'os sous-chondral de I'articulation arthrosique est donc une nouvelle cible
thérapeutique.
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1, Introduction

L a relation os-cartilage joue un role important dans la physiopathologie de
I'arthrose. Dans l'articulation arthrosique, les microfractures ostéochondrales
sont plus fréquentes™. Elles facilitent la communication entre I'os sous-chondral et le
cartilage.

Il est donc possible que des médiateurs synthétisés par les ostéoblastes sous-
chondraux sous-jacents influencent le meétabolisme du cartilage articulaire. Le
passage de facteurs biochimiques entre I'os et le cartilage a été récemment déemontré
par I'équipe du Professeur Pelletier (Hbpital Notre-Dame, Montréal, Québec). En
effet, ces chercheurs ont revélé la présence du HGF dans les couches profondes du
cartilage arthrosique. Or, les chondrocytes ne produisent pas de HGF mais deux
isoformes de ce facteur (HGF/NK1 et HGF/NK2), qui sont des formes tronquées
résultant d'un épissage alternatif du gene. Par contre, les ostéoblastes sous-
chondraux synthétisent I'HGF. Les ostéoblastes sous-chondraux arthrosiques
produisent 5 fois plus d’HGF que les ostéoblastes sains™. Ces résultats suggérent le
passage d’HGF de I'os sous-chondral vers le cartilage.

D’autre part, des marqueurs du remodelage osseux, dont I'OC et la BSP, ont été
trouvés dans le fluide synovial des patients arthrosiques. Les taux de ces marqueurs
sont corrélés avec un épitope du kératane sulfate (5D4), un marqueur de la
dégradation du cartilage®®.

Enfin, Westacott et ses collaborateurs ont montré, a l'aide d’'un modele de co-
culture ostéoblastes/explants de cartilage, que les ostéoblastes arthrosiques
induisaient la dégradation de la matrice cartilagineuse®’. Ce travail suggérait que les
ostéoblastes arthrosiques produisaient des facteurs favorisant la dégradation du
cartilage.

Ces élements étayent notre hypothése selon laquelle des facteurs sécrétés par les
ostéoblastes pourraient franchir la barriere ostéochondrale et contribuer a la
dégradation du cartilage.

-115-



Mise au point d'un modéle de co-culture chondrocytes/ostéoblastes

Cette partie de notre travail a été consacrée a la mise au point d’'un modele de co-
culture mettant en présence d’'une part des chondrocytes isolés a partir de cartilage
arthrosique et cultivés en billes d’alginate et d’autre part des ostéoblastes provenant
des zones SC ou des zones NSC de I'os sous-chondral. Nous avons quantifié I'agrécane
dans la bille d’alginate et le milieu de culture. L'agrécane est synthétisée par les
chondrocytes mais pas par les ostéoblastes. Cette molécule nous servira d’indicateur
de l'influence des ostéoblastes sur le métabolisme des chondrocytes. Nous avons
également étudié I'expression par les chondrocytes des génes codant pour :

x des molécules spécifiques du phéenotype du chondrocyte, comme le collagéne de
type Il ;

x  des métalloprotéinases impliquées dans la dégradation du cartilage (MMP-3 et -
13);

xun inhibiteur tissulaire des métalloprotéinases (TIMP-1) ;

x des molécules impliquées dans la différenciation hypertrophique du
chondrocytes (sox9, PTHrP/PTH-R, OSF-1, cbfa-1, PAL, collagénes de type | et
X).

Nous avons également étudié I'influence des ostéoblastes pré-incubés avec de I'lL-
1B, de I'IL-6 et de 'OSM sur le métabolisme des chondrocytes arthrosiques en billes
d’alginate.

Enfin, nous avons évalué les effets d'un mélange d’'lAS sur la communication

ostéoblastes-chondrocytes.
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2 Materiel et mithedes

2.1. DESCRIPTION DU MODELE DE CO-CULTURE

Les chondrocytes étaient placés en billes d’alginate comme précédemment décrit
(voir chapitre 2, page 47). lls étaient isolés a partir de cartilage provenant des genoux
de 3 hommes (age moyen : 55 ans). Le cartilage présentait des lésions d’arthrose de

stades 11 et 111 selon I’échelle proposée par Henrotin®**

et détaillée a la page 46. Les
billes d’alginate étaient placées dans des inserts de culture dont le fond était une
membrane poreuse (pores d'1 um, Falcon, VWR, Bruxelles, Belgique). Les billes
d’alginate étaient maintenues 48 h dans le milieu de culture de base enrichi avec 2 %
UG avant d’étre placées en co-culture avec des ostéoblastes ou des fibroblastes de

peau.

L’os sous-chondral était prélevé au niveau de I'extrémité fémorale de 3 hommes
agés de 48, 57 et 65 ans, et les ostéoblastes isolés comme décrit précédemment (page
92). Les ostéoblastes étaient ensuite ensemencés dans une plaque de culture 12 puits
(Flacon companion plate, VWR, Bruxelles, Belgique) & la densité de 10° cellules par
ml et par puits et cultivés 12 jours dans du milieu de base contenant 20 ug/ml de
proline, 2 mM de glutamine, 50 pug/ml d'acide ascorbique, 10® M de 1,25(0OH),
vitamine Dg, et 2 % (v/v) d’'UG. Les ostéoblastes étaient ensuite rincés avec du PBS et
incubés pendant 3 jours soit avec de I'lL-1p (1,7 ng/ml), de I'lL-6 (100 ng/ml) avec
son récepteur (IL-6sR, 50 ng/ml), de I'OSM (10 ng/ml) ou le mélange d’'lIAS (sous la
forme d'un mélange composé de 1/3 d’insaponifiable d'avocat et de 2/3
d’insaponifiable de soja, 10 pug/ml). Les IAS étaient préalablement solubilisés dans du
THF. Une quantité équivalente de THF [0,1 % (v/v) final] était ajoutée au milieu de
culture des puits témoins. Le milieu d’incubation était composé du milieu de base
contenant 1 % (v/v) d’'ITS+, 20 ug/ml de proline, 2 mM de glutamine et 50 pug/mi
d’acide ascorbique.

Apreés plusieurs ringages avec du PBS, les chondrocytes en billes d’alginate étaient
cultivés simultanément avec des fibroblastes de peau (co-culture témoin, don du
Docteur Charly Lambert, Laboratoire de biologie des tissus conjonctifs, Université de
Liége), ou des ostéoblastes sous-chondraux NSC ou SC en monocouche. Un nombre
équivalent de chondrocytes, d’ostéoblastes ou de fibroblastes (soit environ 500.000

cellules par puits) était placé en co-culture dans 2 ml de milieu de base auquel étaient
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ajoutés 20 pug/ml de proline, 2 mM de glutamine, 50 pg/ml d’acide ascorbique, 1 %
d'ITS+, et en présence ou non de 5 ug/ml d’anticorps monoclonal produit chez la
souris et neutralisant I'lL-6 humaine (R&D Systems, Abington, Angleterre).

En paralléle, des ostéoblastes, des chondrocytes et des fibroblastes étaient cultivés
seuls (mono-cultures) dans les mémes conditions. Pour chaque prélévement, 6 puits

ont été utilisés par condition expérimentale (figure 66).

Au terme de 4 jours de co-culture ou de mono-culture, les milieux de culture
étaient prélevés et conservés a -20°C. Les chondrocytes étaient récupérés apres
dépolymérisation des billes d’alginate en respectant le protocole décrit (page 48). Les
ostéoblastes et les fibroblastes étaient ensuite détachés du support de culture par
I'addition de 500 pl d'une solution de trypsine 0,125 %, EDTA 0,5 mM (voir le
protocole détaillé page 92). Dans le cas des cellules destinées a la biologie moléculaire,
les culots cellulaires étaient, apres 3 ringages avec du PBS, homogénéisés dans 175 pl
de tampon de lyse (4,5 M hydrochloride de guanidine ; 50 mM Tris-HCI ; 30 % Triton
X-100; pH 6,6) et conservés a -70°C.

®
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2.2. DESCRIPTION DES TECHNIQUES D’ANALYSE BIOCHIMIQUES

2.2.1. Dosage de I’ADN

L'ADN cellulaire a été quantifié selon la technique de Labarca et Paigen®®. Cette
technique a été décrite précédemment (page 51).

2.2.2. Dosage de la PAL

L’activitée PAL a été quantifiée dans les extraits cellulaires. La technique est basée
sur la capacité enzymatique de la PAL d’hydrolyser le p-nitrophénylphosphate en p-
nitrophénol et en phosphate inorganique. Cette technique a été décrite

précédemment (page 95).
2.2.3. Dosage de la LDH

Le taux de mortalité cellulaire a été évalué par la mesure de la LDH libérée dans le

milieu de culture. Cette technique a été détaillée précédemment (page 51).
2.2.4. Dosage ELISA de I'OC

L'OC a été quantifiée dans les milieux de culture a l'aide d’'un dosage ELISA
commercialisé par Biosource Europe (Fleurus, Belgique). Les différentes étapes de ce
dosage ont été décrites précéedemment (page 96).

2.2.5. Dosage EASIA de I'agrécane

L’agrécane a été dosé par une méthode EASIA dans le surnageant de culture et
dans les fractions FRM et CM de la bille dalginate. Ce dosage a été décrit
précédemment (page 52).

2.2.6. Etude par RT-PCR quantitative en temps réel de I’expression des
genes AGG, COL2, MMP-3, MMP-13, TIMP-1, SOX9, PTHrP, PTH-R,
OSF-1, CBFAL, PAL, COL1 et COL10 par les chondrocytes

x Extraction des ARN totaux des chondrocytes

Les ARN totaux d’environ 10° chondrocytes ont été isolés en utilisant une méthode
de la firme Roche (« High Pure RNA Isolation Kit », Bruxelles, Belgique). Dans cette
méthode, I'extrait nucléaire était filtré a travers une colonne de fibre de verre,
présentant une haute affinité pour les acides nucléiques (ADN et ARN). L’ADN était
ensuite éliminé par I'action d’une solution de DNAse | (180 U pendant 15 minutes a
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température ambiante) (Roche, Bruxelles, Belgique). La colonne était alors
abondamment rincée et les ARN recueillis par I'élution avec 100 pul d’eau (Eau RNAse
free, Roche, Bruxelles, Belgique) et conservés a -70°C.

La quantité d’ARN était estimée en mesurant I'absorbance a 260 nm. Le degré de
pureté était déterminé par le calcul du rapport d’absorbance 260/280 nm.

% Vérification de I’intégrité des ARN

La préparation d’ARN était soumise a une électrophorese en gel d’agarose 1 %. Le
tampon de migration était composé de 40 mM Tris-acétate, 10 mM EDTA, 20 mM
d’acide acétique glacial, pH 8,4 et de bromure d’éthidium (0,7 pg/ml). Cing pl de la
préparation d’ARN étaient déposés dans chaque puits. La migration était réalisée a
voltage constant (70 Volts) durant 45 min. Enfin, les bandes d’ARN étaient visualisées

en exposant le gel a un rayonnement ultraviolet.

x Transcription inverse (RT)

Les ARNm étaient convertis en ADN complémentaires (ADNc) par I'action de la
transcriptase inverse du virus murin Moloney leukemia (M-MLV).

Deux pg d’ARN totaux étaient chauffés 5 min a 65°C en présence d’inhibiteur de
ARNases (RNaseOUT, 40 U, Invitrogen, Merelbeke, Belgique) afin de détruire les
structures secondaires. lls étaient ensuite incubés pendant 1 h a 37°C dans un volume
final de 30 pl contenant le tampon de réaction (Invitrogen, Merelbeke, Belgique), 10
mM de DTT (Dithiothreitol, Sigma Aldrich, Bornem, Belgique), 1 mM d’une solution
contenant les quatre désoxyribonucléotides dATP, dTTP, dGTP, dCTP (dNTP), 500 ng
d’amorce oligo(dT),s (Roche, Bruxelles, Belgique) et 140 U de transcriptase inverse de
M-MLYV (Invitrogen, Merelbeke, Belgique). Cette réaction était arrétée en chauffant la
préparation a 95°C pendant 5 min.

x Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

L'amplification des ADNc en temps réel a été effectuée dans un thermocycleur
combiné avec un spectrofluorimetre (LightCycler, Roche, Bruxelles, Belgique). Les
réactions de polymérisation étaient réalisées en utilisant le kit « LightCycler-
FastStart DNA Master SYBR Green I» (Roche, Bruxelles, Belgique). Le SYBR Green |
est un fluorochrome se liant spécifiguement aux ADN doubles brins (ADNdb). A
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chaque phase de synthése de I'ADN, le produit d’amplification de la réaction de
polymérisation en chaine peut étre quantifié par une lecture de fluorescence.

Le mélange réactionnel (MR) fourni dans le kit était constitué d’une solution 10 x
concentrée contenant un tampon de réaction, un mélange de dNTP, le fluorochrome
SYBR Green | et I'enzyme Faststart Tag DNA polymérase. Le réactif était préparé en
ajoutant 3 mM MgCl, et 0,5 UM d’amorces sens et anti-sens, et en ajustant le volume
avec de I'eau déeminéralisée. Les séquences des amorces utilisées sont reprises dans le
tableau 16. A 18 ul de réactif sont ajoutés 2 pl d’échantillon ou de standard. Aprés une
étape initiale de dénaturation (95°C, 10 min), 40 cycles de

dénaturation/hybridation/élongation étaient réalisés :
- Dénaturation : 15 secondes a 95°C

- Hybridation : 5 secondes a une température suivant un gradient de 68°C vers 58°C
avec un incrément de 0,5°C par cycle durant les 20 premiers cycles, suivi de 20
cycles a 58°C

- Elongation : 15 secondes a 72°C
La fluorescence des ADNdb était mesurée a la fin de chaque étape d’élongation.

Pour chaque amplification, une courbe standard (valeurs comprises entre 10°
copies et 10 copies) était réalisée a partir d’ADNc purifiés codant pour le géene
d’'intérét.

Afin de standardiser les nombres de copies d’ADNCc dans les différents échantillons
a analyser, un gene de référence, stable dans nos conditions expérimentales, la
glycéraldehyde-3-phosphate déshydrogénase (GAPDH), était amplifié. L’expression
standardisée d’'un géne a été calculée par le rapport entre le nombre de copies de ce
gene et le nombre de copies de GAPDH.

La spécificité de I'amplification était vérifiée par la vérification de la température
de dénaturation. Le fluorochrome détecte tous les ADNdb incluant les éventuels
produits non spécifiques. En fin d’amplification, une courbe de dénaturation était
obtenue en chauffant progressivement les échantillons de 65°C jusqu’a 95°C a raison
de 0,1°C/sec. La fluorescence était mesurée en continu durant cette lente montée en
température. La dénaturation de '’ADNdb en ADN simple brin se détecte par une
perte rapide de la fluorescence. Elle apparait a une température spécifique dite de
dénaturation. Cette température est dépendante du contenu en GC, de la longueur et
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de la séquence du produit d’amplification. Nous avons également vérifié la taille des
fragments amplifiés sur électrophorese en gel d’agarose 1,7 %.

x Choix des amorces

Pour chaque géne d’intérét, les amorces ont été construites de facon a cibler
spécifiqguement le messager du géne étudié a partir des séquences disponibles sur le
site http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. A partir de I’ADNc, un couple d’amorces

d’environ 16 a 20 bases encadrant une zone de 300 a 600 pb du gene, était défini a
I'aide du logiciel LigthCycler Probe Design (Roche, Bruxelles, Belgique). La spécificité
des amorces (sites de fixation sur la matrice, formation de dimeéres, longueur et
nombres de fragments amplifiés et température optimale d’hybridation ou Tm) était
évaluée grace a ce logiciel et a I'algorithme BLAST de la banque génomique (Basic
Local Alignement Search Tool).

Il etait verifié que chacun des amplicons incluait au moins un intron afin
d’exclure toute contamination génomique. La position des introns est obtenue dans la
banque EID (The Exon Intron Database of Eucaryotic Organisms). Les couples
d’amorces étaient commandés chez Invitrogen (Merelbeke, Belgique).

Les résultats ont été exprimés en quantité d’agrécane par pug d'ADN contenue dans
les différents compartiments de la culture (surnageant, FRM et CM) ou en nombre de
copies d’ARNmM des genes étudiés rapporté a celui de GAPDH.

La moyenne et I'écart-type réduit (SEM) ont été calculés pour chaque condition de
culture. Les moyennes obtenues ont été comparées par le test de Mann-Whitney. Ce

test statistique a eté décrit a la page 55.
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ADNCc a amplifier

Séquence des amorces

Sens

5-TTGGTATCGTGGAAGGACTCA-3'

h GAPDH
anti-sens 5-TGTCATCATATTTGGCAGGTTT-3'
sens 5'-GCACCATGCCTTCTGCTTCCGAG-3'
h AGG
anti-sens 5'-CTCCACTGCCTGTGAAGTCACCAC-3
sens 5'-TGCTGCCCAGATGGCTGGAGGA-3'
h COL2A1
anti-sens 5'-TGCCTTGAAATCCTTGAGGCCC-3
5-AGTTCGAGTATGGCGG-3'
h COL1A1 sens
anti-sens 5'-CAGTGACGCTGTAGGT-3'
sens 5'-GGGAGTGCCATCATCG-3'
h COL10
anti-sens 5'-GAGGCTTCACATACGTTT-3'
sens 5'-ACAACCCGTCTACACACAGC-3
h SOX9
anti-sens 5-ACGATTCTCCATCATCCTCC-3
sens 5'-ATGAGGTACGAGCTGG-3'
h MMP-3
anti-sens 5-TCACGCTCAAGTTCCC-3'
5'-CAACGGACCCATACAG-3'
h MMP-13 Sens
anti-sens 5-ACAGACCATGTGTCCC-3
5'-TTCCGACCTCGTCATCAG-3'
h TIMP-1 sens
anti-sens 5-TGAGAAACTCCTCGCT-3
sens 5'-CGGAGACTGGTTCAGC-3'
h PTHrP
anti-sens 5-GTGTGGATTTCTGCGATCA-3'
sens 5'-ACCATACACCGAGGTC-3
h PTH-R
anti-sens 5-CGTGCCTTTCGCTTGA-3'
h PAL sens 5'-GCTGTAAGGACATCGCC-3
anti-sens 5-AGTGCTTGTATCTCGGT-3'

Tableau 16 : Séquences des amorces utilisées.
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3 Resultats

3.1. INFLUENCE DES OSTEOBLASTES SOUS-CHONDRAUX SUR LE
METABOLISME DES CHONDROCYTES EN CO-CULTURE

3.1.1. Etude du contenu en ADN et de la viabilité cellulaire

Le contenu en ADN des cultures d'ostéoblastes et de chondrocytes restait stable
pendant les 4 jours de co-culture. A la lecture du tableau 17, il apparait également
gu'a la fin de la co-culture, le contenu en ADN était identique dans les cultures
d’ostéoblastes et de chondrocytes, indiquant qu’'un nombre semblable de cellules de
chaque type ont été co-cultivées. Nous avons également observé que la culture
simultanée d’ostéoblastes et de chondrocytes n’influencait pas significativement la
viabilité de ces cellules. En effet, le nombre de chondrocytes et d’'ostéoblastes
incorporant le bleu trypan était identique a celui observé lorsque ces cellules étaient
cultivées séparement. De méme, la quantité de LDH libérée dans le surnageant de la
co-culture n'était pas supérieure a la somme des LDH mesurées dans les surnageants
des mono-cultures d’ostéoblastes et de chondrocytes (résultats non illustrés).

Enfin, signalons que la quantité d’ADN contenue dans les cultures de fibroblastes
de peau n’était pas modifiée par la présence des chondrocytes et, inversement, que la
guantité d’ADN des chondrocytes n’était pas influencée par les fibroblastes.

Types de cellules

Ostéoblastes  Ostéoblastes Fibroblastes

Chondrocytes NSC scC de peau
Mono-culture 3,4+0,2 31+03 3.0£04 2904
(O]
B
3 Co-culture
o
K chondrocytes/ostéoblastes 35+04 32203 / /
5 Co-cult
S o-culture
§ chondrocytes/ostéoblastes 34202 / 3304 /
@]
O
Co-culture 3,3+0,3 / / 3,1+0,2

chondrocytes/fibroblastes

Tableau 17 : Contenu en ADN en pg par puits aprés 4 jours de culture. Les résultats sont représentés
par la moyenne de 3 cultures indépendantes £ SEM. Chague condition expérimentale a été réalisée en
triple (n=9).
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3.1.2. Etude de la synthese d’agrécane

Lorsque les chondrocytes en billes d’alginate étaient cultivés simultanément avec
des ostéoblastes SC, le contenu en agrécane des billes d’alginate était diminué de 27 +
7 % (p < 0,001). Par contre, les ostéoblastes NSC et les fibroblastes de peau ne
modifiaient pas significativement la quantité d’agrécane des billes d’alginate (tableau
18). Cette diminution était plus importante dans la matrice péricellulaire (fraction CM
: -45 %, p < 0,01) que dans la matrice interterritoriale (FRM : -20 %, p < 0,05). La
guantité d’agrécane dans le milieu de culture (S) n’était pas significativement
modifiée en co-culture.

Distribution de I'agrécane (ng/pg d’ADN)

Total FRM/CM/S
FRM M S (FRM + CM + S) (%)
Chondrocytes en 6.235 + 91 2212 +32 24+4 8.471 + 127 73,6/ 26,1/ 0,3
mono-culture
Co-culture
chondrocytes/ 5.798 £ 313 1.625 + 169 * 26+3 7.449 £ 485 77,8/ 21,8/ 0,4
ostéoblastes NSC
Co-culture
chondrocytes/ 4,963 + 301 * 1.236 £ 191 ** 23+3 6.222 £ 495 *** 79,8/ 19,9/ 0,3
ostéoblastes SC
Co-culture
chondrocytes/ 6.215 £ 602 2.184 £ 205 192 8.418 £ 809 73,8/ 26,0/ 0,2

fibroblastes

Tableau 18 : Concentration en agrécane des différents compartiments de la culture en billes
d’alginate aprés 4 jours de culture en I’absence (mono-culture) ou en présence (co-culture)
d’ostéoblastes NSC ou SC, ou de fibroblastes de peau. FRM = matrice interterritoriale, CM = matrice
associée aux cellules, S = surnageant. Les résultats sont représentés par la moyenne de 3 cultures
indépendantes = SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple (n=9). Les différences
statistiques entre le groupe mono-culture et les groupes co-cultures sont représentées par * pour p <
0,05 et par *** pour p < 0,001.
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3.1.3. Etude de I'expression des géenes AGG, COL2, MMP-3, MMP-13,
TIMP-1, SOX9, OSF-1, PTHrP, PTH-R, CBFA1, COL1, COL10 et
PAL par les chondrocytes

A. Expression des genes des protéeines matricielles (AGG et COL2)

La concentration en ARNm codant pour l'agrécane n’était pas modifiée par les
ostéoblastes NSC, mais significativement diminuée par les ostéoblastes SC (p < 0,001,
figure 67A). Par contre, en présence d’ostéoblastes, I'expression par les chondrocytes
du géne codant pour le collagéne de type Il (COL2) était significativement diminuée
(p < 0,001, figure 67B). Cependant, la diminution était significativement plus
importante en présence d’ostéoblastes SC que d’ostéoblastes NSC (SC: - 78 % vs
NSC : - 52 %, p <0,001).

La présence de fibroblastes de peau n’influencait pas significativement I'expression
de ces genes par les chondrocytes (figure 67).
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Figure 67 : Expression du gene AGG (A) et COL2 (B) par les chondrocytes aprés 4 jours de culture en
I’absence (mono-culture) ou en présence (co-culture) d’ostéoblastes NSC ou SC. Les résultats sont
exprimés en nombre de copies du géne étudié par rapport au géne GAPDH et sont représentés par la
moyenne de 3 cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple
(n=9). Les différences statistiques sont représentées par *** = p<0,001 entre la co-culture et la mono-
culture, ### = p<0,001 entre les ostéoblastes NSC et SC.
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B.Expression des genes des enzymes de la dégradation de la matrice
extracellulaire (MMP-3 et MMP-13) et de leur inhibiteur (TIMP-1)

L’expression par les chondrocytes des génes codant pour MMP-3 et MMP-13 était
respectivement 1,65 et 2 fois plus élevée en co-culture avec des ostéoblastes SC que
dans la mono-culture de chondrocytes (p < 0,001, figure 68). Les ostéoblastes NSC
n’'influencaient pas I'expression de MMP-3 mais diminuaient celle de MMP-13 (p <
0,01).

L’expression du géne codant pour TIMP-1 n’était pas influencée par la présence
d’ostéoblastes (expression par les chondrocytes en mono-culture : 184 + 9 copies par
100 copies du géne GAPDH vs 195 + 10 pour les chondrocytes cultivés avec des
ostéoblastes NSC et 201 + 10 avec des osteoblastes SC).

La présence de fibroblastes de peau n’influencait pas significativement I'expression
de ces genes par les chondrocytes (figure 68).
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Figure 68 : Expression du gene MMP-3 (A) et MMP-13 (B) par les chondrocytes apres 4 jours de
culture en I’absence (mono-culture) ou en présence (co-culture) d’ostéoblastes NSC ou SC. Les
résultats sont exprimés en nombre de copies du gene étudié par rapport au géne GAPDH et sont
représentés par la moyenne de 3 cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été
réalisée en triple (n=9). Les différences statistiques sont représentées par *** = p<0,001 entre la co-
culture et la mono-culture, ### = p<0,001 entre les ostéoblastes NSC et SC.
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C.Expression des génes de la différenciation hypertrophique des
chondrocytes (SOX9, OSF-1, PTHrP, PTH-R, COL1, COL10, CBFA1 et
PAL)

En présence d’ostéoblastes, I'expression par les chondrocytes du géne codant pour
sox9 était significativement diminuée (p < 0,001, tableau 19). Cependant, la
diminution était significativement plus importante en présence d’ostéoblastes SC que
d’ostéoblastes NSC (SC : -62 % vs NSC : - 28 %, p < 0,001).

Quand les chondrocytes étaient co-cultivés avec des ostéoblastes sous-chondraux,
le taux d’ARNmM codant pour OSF-1 était significativement augmenté. De nouveau,
I'augmentation était significativement plus importante en présence d’ostéoblastes SC
gue d’ostéoblastes NSC (SC : + 170 % vs NSC : + 35 %, p < 0,01).

L’expression du gene PTHrP par les chondrocytes était multipliée par 21 en
présence d’ostéoblastes NSC (p < 0,001). A I'inverse, la concentration d’ARNm codant
pour le PTHrP était diminuée de 75 % en présence d’ostéoblastes SC (p < 0,001). En
parallele, I'expression de PTH-R par les chondrocytes était augmentée de 23 % en co-
culture avec des ostéoblastes NSC (p < 0,05), mais diminuée de 37 % en co-culture
avec des ostéoblastes SC (p < 0,001).

Enfin, notons que la présence de fibroblastes de peau n’influencait pas
significativement I'expression des différents génes étudiés dans ce travail et que les
genes codant pour le collagéne de type I, de type X, la PAL, et cbfa-1 n’étaient pas
détectables dans nos conditions expérimentales.
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Geénes étudiés Conditions de culture des chondrocytes
(nombre de copies x 100 Co-culture Co-culture Co-culture
/ Mono-culture ]
nombre de copies de Ostéoblastes NSC  Ostéoblastes SC Fibroblastes
GAPDH)
CcoL1 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
COL10 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
SOX9 1425+0,71 10,11 + 0,51** 540 + 0,27*** ** 14,06 + 0,70
CBFA1 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01
PTHrP 0,60 + 0,01 10,11 + 0,64*** 0,14 + 0,01%** ** 0,35 + 0,02
PTH-R 1,98 + 0,17 2,43 £ 0,21* 1,25 + 0,11%% ### 2,00 + 0,15
OSF-1 2,30 £ 0,24 3,10 + 0,28* 6,20 + 0,34%*x ¥ 1,99 + 0,17
PAL <0,01 <0,01 <0,01 <0,01

Tableau 19 : Effet de la co-culture sur I’expression de COL1, COL10, SOX9, CBFA1, PTHrP, PTH-R,
OSF-1 et PAL par le chondrocyte apres 4 jours de culture. Les résultats sont exprimés en nombre de
copies du géne étudié par rapport au géne GAPDH et sont représentés par la moyenne de 3 cultures
indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple (n=9). Les différences
statistiques sont représentées par * = p<0,05 ; ** = p<0,01 et *** = p<0,001 entre la co-culture et la
mono-culture; ### = p<0,001 entre les ostéoblastes NSC et SC.
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3.2. INFLUENCE D’'UN ANTICORPS ANTI-IL-6 SUR LES EFFETS DES
OSTEOBLASTES SC SUR LE METABOLISME DES
CHONDROCYTES

Nous avons recherché I'influence de I'lL-6 dans les effets des ostéoblastes SC sur le
métabolisme des chondrocytes. Dans ce but, nous avons ajouté au milieu nutritif de la
co-culture un anticorps monoclonal neutralisant I'activité biologique de I'IL-6
humaine.

Nous avons observé que la neutralisation de I'lL-6 empéchait les effets des
ostéoblastes SC sur I'expression par les chondrocytes des genes AGG, MMP-3 et
MMP-13. De plus, elle diminuait I'inhibition de SOX9 induite par les ostéoblastes SC.
Par contre, I'anticorps anti-IL-6 provoquait une diminution de I’'expression du gene
codant pour TIMP-1 (25 % par rapport a la mono-culture, p < 0,01, figure 69).
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Figure 69 : Expression des genes AGG, MMP-3, MMP-13, SOX9 et TIMP-1 par les chondrocytes
aprés 4 jours de culture en I’absence (mono-culture) ou en présence (co-culture) d’ostéoblastes
SC. La co-culture se déroulait en présence ou non d’anticorps anti-IL-6 (5 pg/ml). Les résultats
sont exprimeés en pourcentage de la mono-culture (le nombre de copies des genes étudiés avaient
préalablement été normalisé par rapport au géne GAPDH) et sont représentés par la moyenne de
2 cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple (n=6).
Les différences statistiques sont représentées par **= p<0,01 et *** = p<0,001 entre la co-
culture et la mono-culture et # = p <0,01 et ### = p <0,001 entre la co-culture réalisée avec ou
sans anticorps anti-IL-6.
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3.3. EFFET DE LA PRE-INCUBATION DES OSTEOBLASTES AVEC DE

L’'IL-18, DEL’'IL-6 OU DE L’OSM SUR LE METABOLISME DES
CHONDROCYTES.

3.3.1. Etude du contenu en ADN et de la viabilité cellulaire

La pré-incubation des ostéoblastes avec de I'IL-1B, de I'IL-6 ou de I'OSM

n’influencait ni le contenu en ADN, ni la viabilité des ostéoblastes et des chondrocytes
en co-culture.

3.3.2. Etude de la synthése en agrécane

En co-culture, les ostéoblastes NSC n’influencaient pas la synthese en agrécane des
chondrocytes, alors que les ostéoblastes SC diminuaient cette production. Lorsque les
ostéoblastes NSC étaient pré-incubés (3 jours) avec de I'lL-1$3, de I'lL-6 ou de 'OSM
avant d’étre placés en co-culture, ils induisaient une diminution significative de la
synthése d’agrécane par les chondrocytes (p < 0,001, figure 70). L’amplitude de I'effet
était identique a celle obtenue avec des ostéoblastes SC.
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Figure 70 : Production totale d’agrécane par les chondrocytes en billes d’alginate apres 4 jours de
culture en I’absence (mono-culture) ou en présence (co-culture) d’ostéoblastes pré-incubés ou non
(basal) durant 72 h avec 1,7 ng/ml d’IL-14, 100 ng d’IL-6 et 50 ng d’IL-6sR ou 10 ng/ml d’OSM. Les
résultats sont exprimés en g d’agrécane par g d’ADN et sont représentés par la moyenne de 3
cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple (n=9). Les
différences statistiques sont représentées par *** = p<0,001 entre la co-culture et la mono-culture, #

= p<0,05 et ## = p<0,01 entre les ostéoblastes NSC et SC, » = p<0,05 entre les ostéoblastes non
traités et traités avec une cytokine.
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3.3.3. Etude de I'expression des génes AGG, COL2, MMP-3, MMP-13,
TIMP-1, SOX9, OSF-1, PTHrP, PTH-R, CBFA1, COL1, COL10 et
PAL par les chondrocytes

A. Expression des genes des protéines matricielles (AGG et COL2)

En co-culture, les ostéoblastes SC inhibaient I'expression des genes AGG et COL2
par les chondrocytes (p < 0,001). Les ostéoblastes NSC réduisaient également
I'expression du gene COL2 (p < 0,001), mais cette diminution était significativement
moins importante que celle induite par les ostéoblastes SC (p < 0,001). Ces effets
étaient accentués lorsque les ostéoblastes étaient pré-incubés avec de I'lL-1B (p <
0,05, figures 71A et B). A I'inverse, la pré-incubation des ostéoblastes avec de I'lL-6
prévenait completement I'inhibition induite par les ostéoblastes SC sur le géne COL2
(p < 0,001, figure 71B), mais pas celle induite par les ostéoblastes NSC. L’'OSM
accentuait I'inhibition induite par les ostéoblastes SC sur I'expression du géne COL2
(p < 0,05), mais pas celle induite par les ostéoblastes NSC (figure 71B).

B.Expression des genes des enzymes de la dégradation de la matrice
extracellulaire (MMP-3 et MMP-13) et de leur inhibiteur (TIMP-1)

En co-culture, les ostéoblastes NSC ne modifiaient pas I'expression des genes
MMP-3, MMP-13 et TIMP-1 par les chondrocytes. Par contre, lorsqu’ils étaient
incubés 3 jours avec de I'lL-1pB, de I'lL-6 ou de I'OSM avant d’étre placés en co-culture,
les ostéoblastes NSC augmentaient significativement I'expression des genes MMP-3 et
MMP-13 par les chondrocytes (p < 0,001, figure 72).

De méme, la pré-incubation des ostéoblastes SC avec I'lL-1p augmentait de facon
significative leur effet stimulant sur I'expression des genes MMP-3 et MMP-13 (p <
0,001, figure 72). Une pré-incubation des ostéoblastes SC avec de I'lL-6 ou de 'OSM
provoquait un effet similaire sur I'expression de la MMP-13. Par contre, aucun effet
n’était observé sur I'expression de MMP-3.

Enfin, I'incubation préalable des ostéoblastes avec de I'lL-1$, de I'lL-6 ou de 'OSM
ne modifiait pas significativement I'expression de TIMP-1 par les chondrocytes.
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Figure 71 : Expression du géne AGG (A) et COL2 (B) par les chondrocytes aprés 4 jours de culture en
I’absence (mono-culture) ou en présence (co-culture) d’ostéoblastes pré-incubés ou non (basal) durant
72 h avec 1,7 ng/ml d’IL-14, 100 ng d’IL-6 et 50 ng d’IL-6sR ou 10 ng/ml d’OSM. Les résultats sont
exprimés en nombre de copies du gene étudié par rapport au gene GAPDH et sont représentés par la
moyenne de 3 cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple
(n=9). Les différences statistiques sont representées par *** = p<0,001 entre la co-culture et la mono-
culture, ### = p<0,001 entre les ostéoblastes NSC et SC, » = p<0,05 ; ™ = p<0,01 et ™" = p<0,001
entre les ostéoblastes non traités et traités avec une cytokine.
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Figure 72 : Expression du gene MMP-3 (A) et MMP-13 (B) par les chondrocytes apres 4 jours de
culture en I’absence (mono-culture) ou en présence (co-culture) d’ostéoblastes pré-incubés ou non
(basal) durant 72 h avec 1,7 ng/ml d’IL-14, 100 ng d’IL-6 et 50 ng d’IL-6sR ou 10 ng/ml d’OSM. Les
résultats sont exprimés en nombre de copies du géne étudié par rapport au géne GAPDH et
représentés par la moyenne de 3 cultures indépendantes £ SEM. Chaque condition expérimentale a été
réalisée en triple (n=9). Les différences statistiques sont représentées par * = p<0,05 ; ** = p<0,01 et
*** = p<0,001 entre la co-culture et la mono-culture, ## = p<0,01 et ### = p<0,001 entre les
ostéoblastes NSC et SC, * = p<0,05 ; ™ = p<0,01 et " = p<0,001 entre les ostéoblastes non traités
et traités avec une cytokine.
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C.Expression des genes de la difféerenciation hypertrophique des
chondrocytes (SOX9, OSF-1, PTHrP, PTH-R, COL1, COL10, CBFA1 et
PAL)

En co-culture, I'expression de SOX9 par les chondrocytes était inhibée par les
ostéoblastes NSC et SC. La pré-incubation des ostéoblastes NSC et SC par I'lL-18, ou
I’'OSM ne modifiait pas significativement cet effet (figure 73A).

Dans les conditions basales, les ostéoblastes SC stimulaient trés significativement
I'expression du gene OSF-1, alors que les ostéoblastes NSC n’avaient pas d’effet
significatif. Lorsqu’ils étaient pré-incubés avec de I'IL-1B, les ostéoblastes NSC
induisaient une augmentation significative de I'expression du gene OSF-1 (p < 0,01).
Cependant, I'effet était significativement inférieur a celui observe avec les ostéoblastes
SC (p <0,001). L'IL-6 et 'OSM étaient sans effet sur ce paramétre (figure 73B).

Pour rappel, les ostéoblastes NSC stimulaient I'expression du gene PTHrP par les
chondrocytes, tandis que les ostéoblastes SC exercaient un effet inhibiteur sur ce
gene. La pré-incubation des ostéoblastes avec de I'lL-1p, de I'lL-6 ou de I'OSM ne
modifiait pas ces effets (figure 74A).

Parallélement, les ostéoblastes NSC augmentaient I'expression du récepteur pour
la PTH (PTH-R), alors que les ostéoblastes SC inhibaient I'expression de ce géne.
Lorsqu’ils étaient pré-incubés avec de I'lL-1p, de I'lL-6 ou de I'OSM, les ostéoblastes
SC n’exercaient plus leur effet inhibiteur sur I'expression de PTH-R par les
chondrocytes (p < 0,001, figure 74B). Par contre, une pré-incubation des ostéoblastes
NSC avec de I'lL-6 provoquait une inhibition du géne PTH-R (p < 0,001, figure 74B).

Apres 4 jours de co-culture avec des ostéoblastes, les chondrocytes arthrosiques
n'exprimaient pas les génes codant pour cbfa-1, PAL, les collagénes de type | ou de
type X. La pré-incubation des ostéoblastes avec de I'lL-1p, de I'IL-6 ou de I'OSM

n’induisait pas I’expression de ces génes par les chondrocytes.

-135-



Mise au point d'un modéle de co-culture chondrocytes/ostéoblastes

A 16+
(e))
S
o 144 iﬂ
c
o 12+
o *kk
3 Hokk Sk
o 10+ -
b
= 8- HitHt
IS Hit# Kkk Hit# iﬁff
= | *k% *kk
2 %
5 %
S 4 /
7))
: Z
: . 2
x
i %
0
NSC SC NSC SC NSC SC NSC SC
Basal IL-1B IL-6 OsSM
Mono-culture Co-culture Co-culture
chondrocytes chondrocytes/ostéoblastes chondrocytes/fibroblastes
#Hit#
BH 9_ *%%
LL
0 8-
0O #HitH
**k%
S 71
o)
o
s 64
©
& 57
N2
© 24
4 x
S 34
5
(7) 2_
o
5 1
x
“o
NSCSC NSCSC NSCSC NSsCsC
Basal IL-1B IL-6 OSM
Mono-culture Co-culture Co-culture
chondrocytes chondrocytes/ostéoblastes chondrocytes/fibroblastes

Figure 73 : Expression du géne SOX9 (A) et OSF-1 (B) par les chondrocytes apres 4 jours de culture
en I’absence (mono-culture) ou en présence (co-culture) d’ostéoblastes pré-incubés ou non (basal)
durant 72 h avec 1,7 ng/ml d’IL-1, 100 ng d’IL-6 et 50 ng d’IL-6sR ou 10 ng/ml d’OSM. Les résultats
sont exprimés en nombre de copies du gene étudié par rapport au géne GAPDH et représentés par la
moyenne de 3 cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple
(n=9). Les différences statistiques sont représentées par *= p<0,05 et *** = p<0,001 entre la co-
culture et la mono-culture, ### = p<0,001 entre les ostéoblastes NSC et SC, ™ = p<0,01 entre les
ostéoblastes non traités et traités avec une cytokine.
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Figure 74 : Expression du géne PTHrP (A) et PTH-R (B) par les chondrocytes apres 4 jours de
culture en I’absence (mono-culture) ou en présence (co-culture) d’ostéoblastes pré-incubés ou non
(basal) durant 72 h avec 1,7 ng/ml d’IL-14, 100 ng d’IL-6 et 50 ng d’IL-6sR ou 10 ng/ml d’OSM. Les
résultats sont exprimés en nombre de copies du géne étudié par rapport au gene GAPDH et
représentés par la moyenne de 3 cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a été
réalisée en triple (n=9). Les différences statistiques sont représentées par * = p<0,05 ; ** = p<0,01 et
*** = p<0,001 entre la co-culture et la mono-culture, # = p<0,05 ; ## = p<0,01 et ### = p<0,001
entre les ostéoblastes NSC et SC, M = p<0,001 entre les ostéoblastes non traités et traités avec une

cytokine.
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34. INFLUENCE DE LA PRE-INCUBATION DES OSTEOBLASTES
AVEC UN MELANGE D’'IAS SUR LE METABOLISME DES
CHONDROCYTES

3.4.1. Etude du contenu en ADN et de la viabilité cellulaire

La pré-incubation des ostéoblastes avec les IAS (10 pg/ml) n’influencait ni le

contenu en ADN ni la viabilité des ostéoblastes et des chondrocytes en co-culture.

3.4.2. Etude de la synthése d’agrécane

Alors que les ostéoblastes SC inhibaient fortement le contenu en agrécane des
billes d’alginate, les ostéoblastes pré-incubés avec le mélange IAS n’avaient aucun

effet sur ce parameétre (p < 0,01, figure 75).
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Figure 75 : Production totale d’agrécane par les chondrocytes en billes d’alginate apres 4 jours de
culture en I’absence (mono-culture) ou en présence (co-culture) d’ostéoblastes pré-incubés ou non
(basal) durant 72 h avec 10 pg/ml d’IAS. Les résultats sont exprimés en ug d’agrécane par g d’ADN
et représentés par la moyenne de 3 cultures indépendantes + SEM. Chaque condition expérimentale a
été réalisée en triple (n=9). Les différences statistiques sont représentées par *** = p<0,001 entre la
co-culture et la mono-culture, # = p<0,05 entre les ostéoblastes NSC et SC, ™ = p<0,01 entre les
ostéoblastes non traités et traités avec les IAS.
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3.4.3. Etude de I'expression des génes AGG, COL2, MMP-3, MMP-13,
TIMP-1, SOX9, OSF-1, PTHrP, PTH-R CBFA1, COL1, COL10 et
PAL par les chondrocytes

A.Expression des genes des protéines matricielles (AGG et COL2)

Les ostéoblastes SC inhibaient fortement I'expression des génes AGG et COL2 par
les chondrocytes. Par contre, les ostéoblastes pré-incubés avec le mélange IAS
n'avaient plus d’influence sur I'expression du gene AGG (p < 0,001, figure 76A). De
plus, les ostéoblastes NSC ou SC preé-incubés avec les IAS stimulaient I'expression du
gene COL2 (p < 0,001, figure 76B).

B.Expression des genes des enzymes de la dégradation de la matrice
extracellulaire (MMP-3 et MMP-13) et de leur inhibiteur (TIMP-1)

En co-culture, les ostéoblastes NSC et SC augmentaient tres significativement
I'expression des géenes MMP-3 et MMP-13 (p < 0,001), mais n’avaient pas d’effet sur
I'expression de TIMP-1. La pré-incubation des ostéoblastes avec les IAS ne modifiait
pas significativement ces réponses (figure 77).

C.Expression des génes de la différenciation hypertrophique des
chondrocytes (SOX9, OSF-1, PTHrP, PTH-R, COL1, COL10, CBFA1 et PAL)

Les ostéoblastes induisaient une inhibition de I'expression du gene SOX9 par les
chondrocytes (p < 0,001). La pré-incubation des ostéoblastes avec IAS ne modifiait
pas significativement cet effet (figure 78A).

En co-culture avec des ostéoblastes SC, les chondrocytes exprimaient
significativement plus le géne codant pour I'OSF-1 que lorsqu’ils étaient cultivés en
mono-culture ou en présence d’ostéoblastes NSC ou de fibroblastes (p < 0,001). Cet
effet était significativement diminué lorsque les ostéoblastes SC étaient préalablement
incubés avec le melange d’'lAS (10 pg/ml) (p < 0,001, figure 78B)

En co-culture, les ostéoblastes SC inhibaient I'expression du géne PTHrP par les
chondrocytes (p < 0,001). Cet effet était totalement modifié par le traitement des
ostéoblastes avec le mélange IAS. En effet, une pré-incubation des ostéoblastes
pendant 3 jours avec les IAS stimulait significativement I'expression du géne PTHrP
par les chondrocytes (p < 0,001, figure 79A). Par contre, la pré-incubation des
ostéoblastes avec les IAS (10 ug/ml) ne modifiait pas significativement I'expression de
PTH-R par les chondrocytes (figure 79B).

Apres de 4 jours de co-culture avec des ostéoblastes NSC ou SC, les chondrocytes
n’exprimaient pas les genes CBFA1, PAL, COL1 ou COL10. Une preé-incubation des
ostéoblastes avec le mélange d’'IAS n’induisait pas I'expression de ces génes. lls
demeuraient indétectables par nos méthodes d’analyses.
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Figure 76 : Expression du géne AGG (A) et COL2 (B) par les chondrocytes apres 4 jours de culture
en I’absence (mono-culture) ou en présence (co-culture) d’ostéoblastes pré-incubés ou non (basal)
durant 72 h avec 10 pg/ml d’1AS. Les résultats sont exprimés en nombre de copies du géne étudié par
rapport au géne GAPDH et représentés par la moyenne de 3 cultures indépendantes + SEM. Chaque
condition expérimentale a été réalisée en triple (n=9). Les différences statistiques sont représentées
par **= p<0,01 et *** = p<0,001 entre la co-culture et la mono-culture, ### = p<0,001 entre les
ostéoblastes NSC et SC, M = p<0,001 entre les ostéoblastes non traités et traités avec les IAS.
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Figure 77 : Expression du géne MMP-3 (A) et MMP-13 (B) par les chondrocytes aprés 4 jours de
culture en I’absence (mono-culture) ou en présence (co-culture) d’ostéoblastes pré-incubés ou non
(basal) durant 72 h avec 10 pg/ml d’IAS. Les résultats sont exprimés en nombre de copies du gene
étudié par rapport au gene GAPDH et représentés par la moyenne de 3 cultures indépendantes +
SEM. Chaque condition expérimentale a été reéalisée en triple (n=9). Les différences statistiques sont
représentées par ** = p<0,01 et *** = p<0,001 entre la co-culture et la mono-culture, ### = p<0,001
entre les ostéoblastes NSC et SC, " = p<0,001 entre les ostéoblastes non traités et traités avec les

IAS.
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Figure 78 : Expression du géne SOX9 (A) et OSF-1 (B) par les chondrocytes aprés 4 jours de culture
en I’absence (mono-culture) ou en présence (co-culture) d’ostéoblastes pré-incubés ou non (basal)
durant 72 h avec 10 pg/ml d’IAS. Les résultats sont exprimés en nombre de copies du gene étudié par
rapport au gene GAPDH et représentés par la moyenne de 3 cultures indépendantes £ SEM. Chaque
condition expérimentale a été réalisée en triple (n=9). Les différences statistiques sont représentées
par * = p<0,05 et *** = p<0,001 entre la co-culture et la mono-culture, ### = p<0,001 entre les
ostéoblastes NSC et SC, M = p<0,01 entre les ostéoblastes non traités et traités avec les IAS.
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Figure 79 : Expression du géne PTHrP (A) et PTH-R (B) par les chondrocytes apres 4 jours de
culture en I’absence (mono-culture) ou en présence (co-culture) d’ostéoblastes pré-incubés ou non
(basal) durant 72 h avec 10 pg/ml d’1AS. Les résultats sont exprimés en nombre de copies du géne
étudié par rapport au géne GAPDH et représentés par la moyenne de 3 cultures indépendantes +
SEM. Chaque condition expérimentale a été réalisée en triple (n=9). Les différences statistiques sont
représentées par * = p<0,05 et *** = p<0,001 entre la co-culture et la mono-culture, ### = p<0,001
entre les ostéoblastes NSC et SC, ™" = p<0,001 entre les ostéoblastes non traités et traités avec les
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4., Discussion

Plusieurs travaux récents ont évoqué le r6le joué par les ostéoblastes dans la
physiopathologie de I'arthrose, et plus particulierement dans la dégradation du
cartilage™ " ?* 32 Non seulement les ostéoblastes seraient impliqués dans la
sclérose de I'os sous-chondral et donc dans I'altération des propriétés mécaniques de
ce tissu mais également, par le biais de facteurs biochimiques solubles, dans
I'initiation et la progression des changements structuraux observés dans le cartilage
arthrosique. Plusieurs éléments plaident en faveur de cette hypothese :

1) La présence de microfractures ostéochondrales permettant des échanges entre

I'os sous-chondral et le cartilage™.

2) La présence d'HGF dans la couche profonde du cartilage. L’'HGF n’est pas
synthétisée par les chondrocytes mais bien par les ostéoblastes®™. Cette
observation indique que des protéines d'origine osseuse sont capables de
franchir la barriére ostéochondrale.

3) La présence d’OC dans le fluide synovial des patients arthrosiques™.

4) La sécrétion par les ostéoblastes de facteurs impliqués dans la genése des
changements structuraux observés au niveau du cartilage arthrosique (TGF-
B1, HGF, IGF-1, IL-6) 2% 315355,

Dans le but de vérifier cette hypothese, nous avons développé un modele de co-
culture original dans lequel des ostéoblastes humains isolés a partir de I'os sous-
chondral SC et des chondrocytes arthrosiques étaient cultivés simultanément dans le
méme environnement, mais sans étre en contact. Cette méthodologie nous a permis

d’observer les faits suivants :

Les ostéoblastes sous-chondraux arthrosiques induisent un déséquilibre

métabolique chez le chondrocyte.

Précédemment, Westacott et collaborateurs ont démontré que les ostéoblastes,
isolés a partir d’os trabéculaire arthrosique, étaient capables de dégrader des explants
de cartilage en co-culture'’. Un événement clé de la dégradation du cartilage est la
synthese et l'activation des métalloprotéinases. Nos travaux ont montré que les
ostéoblastes SC stimulaient I'expression par les chondrocytes des génes codant pour
la MMP-3 et la MMP-13 ainsi que la sécrétion de MMP-3. De plus, les ostéoblastes SC
diminuaient le contenu en agrécane des billes d’alginate. Les effets observés semblent
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étre liés au phénotype particulier des ostéoblastes SC, comme I'indique I'absence
d’effet des ostéoblastes NSC ou des fibroblastes sur ces paramétres. Dans I'arthrose,
MMP-3 et MMP-13 jouent un r6le important dans la dégradation du cartilage. La
MMP-3 dégrade les molécules d'agrécane tandis que la MMP-13 clive

préférentiellement le collagéne de type 113 3%

. L’augmentation de ces facteurs
conjugués a la diminution de production de protéines matricielles (agrécane et
collagéne de type I1) crée, au sein du cartilage, un déséquilibre métabolique important

qui est favorable a la dégradation de la matrice cartilagineuse.

L'utilisation d’un anticorps neutralisant I'activité biologique de I'IL-6 nous a
permis de montrer I'importance de ce facteur dans la relation pathophysiologique
ostéochondrale. En effet, la neutralisation de I'activité biologique de I'lL-6 inhibe les
effets des ostéoblastes SC sur I'expression des genes codant pour I'agrécane, MMP-3,
MMP-13 et sox9. Cette cytokine est produite en quantité plus élevée par les
ostéoblastes SC que par les ostéoblastes NSC. De plus, nous avons démontré que I'lL-
6 en présence de son récepteur soluble IL-6sR stimulait la production de MMP-3 et
inhibait la synthése d’agrécane par les chondrocytes cultivés en billes d’alginate®®. I
est donc évident que I'lL-6 joue un rdle important dans la dégradation du cartilage
induite par les ostéoblastes SC. Par contre, la neutralisation de I'lL-6 induit une
diminution de I'expression du géne codant pour TIMP-1. Dans la premiere partie de
ce travail, nous avions démontré que I'lL-6/1L-6sR augmentait la synthése de TIMP-1

par les chondrocytes®?.

Cependant, nous ne pouvons pas exclure que d’autres facteurs contribuent
également a ces effets. L'IL-1p est un candidat potentiel. In vitro, il inhibe la synthése
d’agrécane et stimule la production des MMP. Cependant, dans nos conditions
expérimentales, les ostéoblastes NSC et SC produisent des quantités similaires d’IL-
1B, indiquant que les effets des ostéoblastes SC sur les chondrocytes ne résultent
probablement pas d'une production accrue de cette cytokine. L’'HGF pourrait
également jouer un rble dans ce processus physiopathologique. Trois protéines
peuvent étre produites par épissage alternatif du gene codant pour I'HGF : I'HGF,
HGF/NK1 et HGF/NK2. Ces 3 isoformes sont présentes dans la couche profonde du
cartilage articulaire, et la présence d’'HGF est augmentée dans le cartilage
arthrosique’, suggérant un role pour ce facteur dans la pathogénie de I'arthrose. Une
étude récente a montreé que les chondrocytes produisent HGF/NK1 et HGF/NK2 mais
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pas HGF™. Par contre, I'HGF est sécrété par les ostéoblastes sous-chondraux, et sa
production est multipliée par 5 dans I'arthrose®. Ces observations suggérent que
I'HGF présent au sein du cartilage est d’origine osseuse. In vitro, le facteur de
croissance HGF est un inducteur connu de l'expression de la MMP-13 par les
chondrocytes arthrosiques®®. L’expression de MMP-13 par les chondrocytes est
également augmentée par le TGF-B13*°, un médiateur lui aussi produit en grande
guantité par les ostéoblastes SC. Cependant, a ce jour, il est impossible de dire lequel
de ces facteurs est impligué dans I'axe physiopathologique ostéochondral. Il est
possible que I'lL-6 n’agisse pas seule et que les effets des ostéoblastes SC sur le
métabolisme des chondrocytes résultent de Il'action conjuguée de plusieurs
médiateurs. Enfin, nous ne pouvons pas éliminer la possibilité que ces médiateurs
agissent en synergie avec des médiateurs produits par les chondrocytes arthrosiques
eux-mémes (IL-1B, "NO, PGE,, ...). Par exemple, des synergies entre I'lL-1p et I'lL-6
ont été démontrées dans un modéle de dégradation d’explant de cartilage in vitro™.

Les ostéoblastes sous-chondraux initient la différenciation
hypertrophique des chondrocytes arthrosiques humains.

Au cours de l'arthrose, les chondrocytes subissent des modifications de leur
phénotype caractérisées par la synthése des collagénes interstitiels de type I et 1113
30 de versican®®, du collagéne de type I1A%? et par I'expression de molécules
spécifiques des chondrocytes hypertrophiques (collagéne de type X)*%* 3%
Actuellement, les circonstances qui conduisent a ces changements ne sont pas
connues. Notre travail avait pour but détudier I'influence des ostéoblastes sous-
chondraux arthrosiques sur la différenciation hypertrophique des chondrocytes

(figure 80).

Nous avons observé qu’en co-culture, les ostéoblastes SC induisaient une
diminution de I'expression des génes COL2, SOX9 et PTHrP/PTH-R, et une
augmentation de I'expression d’OSF-1 par les chondrocytes.

Dans le cartilage arthrosique, les chondrocytes organisés en « clusters » produisent
de I'OSF-1, alors que les chondrocytes normaux n’exprimaient pas ce facteur®®.
L'OSF-1 est un facteur essentiellement exprimé durant I'ostéogenése et absent du
cartilage articulaire adulte. La production d’OSF-1 par les chondrocytes arthrosiques
est donc un signe de leur différenciation hypertrophique. Dans notre modeéle de co-
culture, le niveau d’ARNm codant pour I'OSF-1 dans les chondrocytes était augmenté
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de 170 % par les ostéoblastes SC et de seulement 35 % par les ostéoblastes NSC. In
vitro, I'OSF-1 stimule la production de collagéne de type | et Il ainsi que de biglycan
par les chondrocytes® 3%, [l est donc probable que ce facteur favorise la formation de
fibrocartilage au niveau des lésions arthrosiques. De plus, nous émettons I’hypothése
gue ce facteur participe a la boucle physiopathologique ostéochondrale en agissant,
via les microfractures, sur les ostéoblastes sous-chondraux et par conséquent en
favorisant la sclérose de I'os sous-chondral. In vitro, 'OSF-1 favorise le recrutement
des précurseurs ostéoblastiques®’, ainsi que leur différenciation en ostéoblastes

matures. Ce facteur augmente la synthése de la PAL et d’OC par les ostéoblastes®’.
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SYNOVIALE

DEGRADATION DIFFERENCIATION
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Figure 80 : Représentation schématique et hypothétique de I’implication de I’os sous-chondral dans
les changements structuraux observés au sein du cartilage arthrosiques. Les ostéoblastes sous-
chondraux arthrosiques libérent localement une quantité importante de transforming growth factor
(TGF) -p1, d’hepatocyte growth factor (HGF), d’interleukine-6 (IL-6) et d’insulin-like growth factor
(IGF)-1. Ces médiateurs pourraient atteindre le cartilage par les microfractures ostéochondrales. Ils
pourraient alors agir sur les chondrocytes en favorisant leur différenciation hypertrophique, en
altérant les capacités de réparation de la matrice et en augmentant la dégradation de la matrice ou sa
minéralisation. IGFBP : IGF binding protein, uPA : activateur du plasminogene de type urokinase.

Parallelement a l'augmentation d’OSF-1, les ostéoblastes SC diminuaient
I'expression des génes SOX9 et COL2 par les chondrocytes. Pendant I'ossification
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endochondrale, les chondrocytes prolifératifs expriment ces deux génes. L’expression
de ces facteurs s’interrompt lorsque les chondrocytes deviennent hypertrophiques et
entrent dans leur phase terminale de différenciation®®. Sox9 est un facteur de
transcription qui contrdle I'expression des genes caractéristiques du phénotype
chondrocytaire, tels que ceux de I'agrécane et du collagéne de type Il. Récemment, il a
été demontré que l'expression du gene SOX9 était diminuée dans le cartilage
arthrosique®”. L’inhibition de ces génes peut donc étre interprétée comme un signe
de la dédifférenciation des chondrocytes arthrosiques.

Un des résultats les plus intéressants de notre étude est la diminution de
I'expression par les chondrocytes des genes codant pour PTHrP et son récepteur
induite par les ostéoblastes SC. A l'inverse, les ostéoblastes NSC augmentaient
I'expression de ces deux genes. Au cours de l'ossification endochondrale, PTHrP
empéche la différenciation hypertrophique des chondrocytes®. Nous pouvons
déduire de ces observations qu’en inhibant la synthese de PTHrP par les
chondrocytes, les ostéoblastes SC favorisent la différenciation hypertrophique des
chondrocytes.

L'ensemble des modifications phénotypiques observées chez les chondrocytes
arthrosiques en co-culture avec des ostéoblastes SC, c'est-a-dire une diminution de
I'expression de PTHrP, de COL2 et de SOX9 et une augmentation d’'OSF-1, suggere
gue les ostéoblastes SC sont capables, via des médiateurs biochimiques, d’initier la

différenciation hypertrophique des chondrocytes.

Cependant, dans nos conditions expérimentales, les chondrocytes n’expriment pas
le gene COL10. Ce collagéne est exprimé spécifiguement par les chondrocytes
hypertrophiques®. Nous ne pouvons donc pas conclure qu’en présence d’ostéoblastes
SC, les chondrocytes se différencient en chondrocytes hypertrophiques. Nous
pouvons tenter d’expliquer ces résultats par les particularités de nos conditions
expérimentales. Il est possible que I'absence de production du collagéne de type X soit
liée a la culture des chondrocytes en billes d’alginate. En effet, I'’équipe de Binette n'a
pas identifié de collagéne de type X aprés 5 mois de culture de chondrocytes en billes
d’alginate®>. D'autres auteurs ont observé une synthése du collagéne de type X aprés
17 jours de culture en billes d'alginate en présence de TGF-B3 ou de BMP-2%2 3%,
Dans notre modele de co-culture, les chondrocytes sont cultivés seulement 4 jours en

présence des ostéoblastes. Cette période de culture est probablement trop courte pour
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permettre un processus complet de différenciation. De plus, le milieu de culture
utilisé pour la co-culture ne contient pas de facteur de croissance régulant la
différenciation cellulaire. L’ensemble de ces éléments pourrait également expliquer

nos résultats.

Certains effets des ostéoblastes SC sur le métabolisme du chondrocytes
peuvent étre reproduits par la pré-incubation des ostéoblastes NSC avec
de I'lL-1B, de L’'IL-6 ou de 'OSM.

Nous avons évalué les effets de 3 cytokines, I'lL-1B, I'lL-6 et I'OSM, sur le
comportement des ostéoblastes en co-culture. Ces cytokines jouent un réle important
dans la pathogénie de I'arthrose et pourraient étre impliquées dans les modifications
phénotypiques des ostéoblastes sous-chondraux. Les ostéoblastes NSC pré-incubeés
avec de I'lL-1p, de I'lL-6 ou de I'OSM inhibaient la synthése d’agrécane et stimulaient
I'expression des MMP par les chondrocytes de la méme maniére que les ostéoblastes
SC.

Aprés une pré-incubation avec de I'lL-1B, les ostéoblastes NSC augmentaient
davantage I'expression du géne codant pour I'OSF-1 par les chondrocytes, mais cette

expression restait inférieure a celle observée en présence d’ostéoblastes SC.

Par contre, les ostéoblastes NSC pré-incubés avec de I'lL-1p, de I'lL-6 ou de 'OSM
ne modifiaient pas I'expression de SOX9 ou PTHrP par les chondrocytes, alors que les

osteoblastes SC inhibaient I'expression de ces genes.

Ces données expérimentales suggérent que le traitement des ostéoblastes par ces
cytokines ne reproduit pas tous les changements phénotypiques observés chez les
chondrocytes en co-culture avec des ostéoblastes SC. Dans le chapitre 111, nous avions
rapporté que les ostéoblastes NSC incubés avec de I'lL-1B, de I'lL-6 ou de I'OSM
n'acquéraient pas toutes les caractéristiques du phénotype des ostéoblastes SC. Il

s’agit probablement d’une explication des effets observés en co-culture.
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Les IAS préviennent des déreglements du métabolisme des chondrocytes
induits par les ostéoblastes sous-chondraux SC.

Les IAS sont couramment utilisés en Europe dans le traitement de I'arthrose.
Récemment, les effets des IAS, administrés pendant 2 ans, sur les changements
structuraux du cartilage ont été étudiés sur une cohorte de 163 patients souffrant
d’arthrose de la hanche. Les IAS retardaient la progression du pincement de
I'interligne articulaire mesuré sur radiographie, uniguement chez les patients
souffrant de coxarthrose sévére (interligne inférieure & 2,8 mm a l'inclusion)®’. Cette
étude suggere que les IAS sont capables d’interférer avec les changements structuraux
du cartilage arthrosique. Plusieurs travaux in vitro ont montré que les IAS étaient
actif sur les chondrocytes arthrosiques®%** % _|Is stimulent la production d’agrécane
et de TGF-B1 et inhibent celle de PGE, et d’IL-6.

Notre travail propose un nouveau mecanisme d’action des IAS. Pour la premiere
fois, nous demontrons que les IAS agissent au niveau de I'axe pathophysiologique
ostéochondral. Nous montrons en effet que les IAS préviennent I'effet inhibiteur des
ostéoblastes SC sur I’'expression par les chondrocytes de I'agrécane et de PTHrP. Par
contre, les 1AS n’ont pas d’effet sur I'expression des autres génes étudiés, comme par
exemple les MMP. Ces résultats suggerent que les IAS peuvent protéger le cartilage en
agissant sur I'os sous-chondral. Cette découverte contribue a la compréhension des
mécanismes d’action de ce médicament.
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L’arthrose est une maladie caractérisée par la perte progressive du cartilage
articulaire. Ce tissu s’amincit, s’érode et se minéralise. Cependant, le cartilage n’est
pas le seul tissu de l'articulation a présenter des modifications structurelles et
fonctionnelles. Par exemple, I'os sous-chondral se sclérose®. Cette modification
structurelle modifie profondément sa capacité a amortir les contraintes mécaniques.
Il est donc logique de penser que le durcissement de I'os sous-chondral provoque une

augmentation des contraintes mécaniques exerceées sur le cartilage.

La contribution de I'os sous-chondral au développement des lésions cartilagineuses
n’est pas seulement mécanique, mais également biochimique. En effet, des travaux
récents ont montré que le phénotype des ostéoblastes de I'os sous-chondral était
modifié en regard des lésions du cartilage. En comparaison avec des ostéoblastes
normaux, les ostéoblastes arthrosiques produisent plus d’OC, de PAL, d'IGF-1, de
TGF-B1, dHGF, d'uPA et d’'IL-6'>*, Par ailleurs, des microfractures ostéochondrales
traversent la jonction os-cartilage. Le nombre de microfractures augmente avec la
sévérité de I'arthrose™. Il existe donc une communication entre I'os et le cartilage, qui

s'intensifie dans les conditions pathologiques.

Notre travail est basé sur I'’hypothése que des médiateurs solubles sécrétés par les
ostéoblastes de I'os sous-chondral influenceraient le métabolisme des chondrocytes
sus-jacents et contribueraient ainsi a la dégradation du cartilage. Cette hypothese
repose sur les quatre observations suivantes :

% Les ostéoblastes arthrosiques ont un phénotype altéré'®*,

x Des molécules produites par les ostéoblastes (HGF, OC) sont présentes dans
la matrice cartilagineuse ou dans le fluide synovial. Leur concentration est
augmentée dans le cartilage arthrosique™ *°.

x Dans larticulation arthrosique, des microfractures ostéochondrales
établissent une communication entre I'os sous-chondral et le cartilage™.

x Une étude de Westacott a montré que des ostéoblastes arthrosiques

induisaient en co-culture la dégradation d’explants de cartilage®”’.

Les objectifs de notre travail étaient les suivants :
1) caractériser le phénotype des ostéoblastes des zones sclérosées de I'os sous-
chondral ;
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2) étudier l'influence du phénotype des ostéoblastes des zones sclérosées sur le
métabolisme des chondrocytes ;

3) rechercher les effets de 3 cytokines (I'lL-1, I'IL-6 et 'OSM) et d’'un mélange d’IAS
sur I'axe physiopathologigque ostéochondral.

Afin d’atteindre ces objectifs, nous avons mis au point un modéle original de co-
culture dans lequel des chondrocytes arthrosiques en billes d’alginate étaient cultivés
en présence d’ostéoblastes provenant des régions SC ou des régions NSC de I'os sous-
chondral.

Le modéle de culture des chondrocytes en billes d’alginate est pertinent
pour I'’étude de la formation de la matrice cartilagineuse.

Lorsqu'ils sont cultivés en monocouche, les chondrocytes perdent rapidement leurs
caractéristiques morphologiques et synthétiques spécifiques, et se comportent comme
des fibroblastes indifféerenciés. Dans ces conditions, il est difficile de donner une
interprétation réaliste des effets observés, tant le comportement du chondrocyte,
cellule hautement spécialisée, est éloigné de celui du fibroblaste. Un objectif
important de la culture des chondrocytes est de conserver stable leur phénotype
cartilagineux durant une longue période. Dans ce but, les chondrocytes peuvent étre
cultivés en suspension sous agitation constante, dans des boites de culture a faible
adhésion cellulaire, ou encore dans des matrices synthétiques ou naturelles. Dans ce
travail, nous avons choisi de valider un modele de culture de chondrocytes humains
arthrosiques en billes d’alginate. L’alginate est un polysaccharide linéaire qui en
présence de cations divalents comme le calcium se gélifie pour former une matrice
poreuse autour des chondrocytes. Dans ces conditions, les chondrocytes synthétisent
des constituants matriciels qui se répartissent dans des compartiments appelés par
les Anglo-saxons « Cell-associated Matrix — CM » et « Further Removed Matrix —
FRM ». Ces compartiments correspondent respectivement a la matrice péricellulaire
et territoriale et a la matrice interterritoriale du cartilage in vivo. Les connaissances
du comportement du chondrocyte dans ces conditions de culture restent lacunaires. Il
ressort de notre travail les observations suivantes :

- Les chondrocytes humains conservent leur phénotype cartilagineux apres 12
jours de culture en billes d’alginate. Ils ont une forme arrondie et sont localisés
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dans des logettes formées au sein de la matrice. lls se multiplient peu et
synthétisent du collagene de type Il et de I'agrécane, deux molécules spécifiques

du cartilage.

- Une matrice extracellulaire s’organise autour des chondrocytes. La presque
totalité (98 %) des molécules d’agrécane synthétisées par le chondrocyte reste
immobilisée au sein de la bille d’alginate. Une partie des molécules d’agrécane
néo-synthétisées migre de la matrice péricellulaire et territoriale vers la matrice
interterritoriale.

- La production basale de MMP-3 par les chondrocytes arthrosiques augmente
avec la durée de la culture, alors que la production de TIMP-1 diminue. Il en
résulte un accroissement du rapport MMP-3/TIMP-1 avec la durée de la
culture. Au terme de douze jours de culture, le rapport molaire MMP-3/TIMP-1
est égal a 22, signifiant un large exces de MMP-3 par rapport a TIMP-1. Cette
situation est favorable a la chondrolyse.

Ce modéle est donc pertinent pour étudier I'effet de cytokines, facteurs de

croissance ou médicaments sur la formation de la matrice cartilagineuse.

Le phénotype des ostéoblastes SC est modifié. L’IL-1B, I'lL-6 ou I'OSM ne
semblent pas responsables de ces changements.

Nous avons comparé le phénotype des ostéoblastes NSC et SC issus de la plaque
osseuse sous-chondrale de patients arthrosiques. Cette démarche est originale. En
effet, les travaux publiés a ce jour utilisaient des ostéoblastes isolés de plaques sous-
chondrales arthrosiques sans faire de distinction entre les zones SC et NSC***3 1> 291,
La population d’ostéoblastes arthrosiques utilisée était donc hétérogéne, formee
d’ostéoblastes des zones NSC et SC. Nous avons observé que les ostéoblastes SC
avaient un phénotype différent de celui des ostéoblastes NSC. Ils produisaient plus
d'IL-6, de TGF-f1, d'OC et de PAL, mais moins de PTHrP. Ces modifications
pourraient contribuer a la formation de la sclérose sous-chondrale. En effet, ces
facteurs sont impliqués dans le contrdle du remodelage osseux.

Nous avons ensuite recherché si les ostéoblastes NSC incubés 3 jours avec de I'lL-
1B, de I'lL-6 ou de I'OSM exprimaient le phénotype particulier des ostéoblastes SC.
Bien que ces 3 cytokines modifiaient les productions des ostéoblastes NSC, elles
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n’'induisaient pas I'ensemble des caractéristiques des ostéoblastes SC. Les principales
différences concernaient la synthése d’OC et de PTHrP. Par rapport aux ostéoblastes
NSC, les ostéoblastes SC produisaient plus d’OC mais moins de PTHrP. A I'inverse, les
ostéoblastes NSC traités par I'lL-1pB, I'lL-6 ou 'OSM produisaient moins d’OC mais
plus de PTHrP.

Nous envisageons d’améliorer nos connaissances sur les facteurs stimulant ces
changements phénotypiques au sein des ostéoblastes sous-chondraux. Des stimuli
mécaniques ou d'autres facteurs biochimiques provenant des chondrocytes
arthrosiques seront évalués (par exemple I'IL-8, I'OSF-1...). Nous chercherons
d’autres modifications dans le phénotype des ostéoblastes SC, en étudiant notamment
I'expression des génes codant pour les IGF, les BMP, I'HGF et les TGF-B, mais
également la synthese du collagéne de type I. La matrice osseuse de la plaque sous-
chondrale sclérosee étant faiblement minéralisée, nous nous intéresserons également
a l'expression et/ou a l'activité de molécules impliquées dans la formation des
cristaux d’hydroxyapatite (comme ank, TG2, les NTPPPH...) et dans l'incorporation

de ces cristaux dans la matrice ostéoide (I'ostéonectine, I'ostéopontine, la BSP... ).

Les ostéoblastes SC induisent d’'importants déséquilibres métaboliques
chez le chondrocyte.

Précédemment, Westacott et collaborateurs ont démontré que des ostéoblastes,
isolés a partir d’os trabéculaire arthrosique, induisaient la dégradation d’explants de
cartilage en co-culture’’. Un événement clé de la dégradation du cartilage est la
synthese et l'activation des métalloprotéinases. Nos travaux ont montré que les
ostéoblastes SC stimulaient I'expression par les chondrocytes des génes codant pour
la MMP-3 et la MMP-13, et la sécrétion de MMP-3. De plus, les ostéoblastes SC
diminuaient le contenu en agrécane des billes d’alginate, ainsi que I'expression du
gene codant pour cette molécule. Comme I'indique I'absence d’effet des ostéoblastes
NSC ou des fibroblastes, ces effets semblent liés au phénotype particulier des
ostéoblastes SC. Dans I'arthrose, MMP-3 et MMP-13 jouent un réle important dans la
dégradation du cartilage. La MMP-3 dégrade les molécules d’agrécane tandis que la
MMP-13 clive le collagéne de type Il. L’'augmentation de ces facteurs conjugués avec

la diminution de production de protéines matricielles comme I'agrécane et le
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collagene de type Il provoque un déséquilibre métabolique important au sein du
cartilage.

La suite de notre recherche sera principalement axée sur l'identification des
médiateurs ostéoblastiques responsables de ces changements métaboliques. Dans ce
but, nous effectuerons les co-cultures ostéoblastes/chondrocytes en présence
d’anticorps neutralisant I'activité biologique de divers facteurs tels que les TGF-3 ou
I'HGF, ou d’inhibiteurs de la synthése de PGE; (anti-inflammatoires non stéroidiens)
ou de NO (L-NMMA).

Nous avons également montré que les ostéoblastes SC diminuaient I'expression par
les chondrocytes de SOX9 et de PTHrP, mais augmentaient I'expression d’OSF-1. Ces
changements pourraient initier la différenciation hypertrophique des chondrocytes.
L’expression d’OSF-1 par les chondrocytes témoigne de ce changement de phénotype.
En effet, cette molécule n’est pas exprimée par les chondrocytes normaux. Par contre,
le chondrocyte hypertrophique exprime ce facteur au niveau du cartilage de
croissance. OSF-1 peut donc étre considéré comme un marqgueur de la différenciation
hypertrophique des chondrocytes. Cependant, dans nos conditions expérimentales,
les chondrocytes n’expriment pas COL10. Ce collagéne est exprimé par les
chondrocytes hypertrophiques au stade terminal de leur différenciation. Il est donc
possible que nos conditions de culture ne soient pas optimales pour I'étude du
processus de différenciation hypertrophique des chondrocytes.

Nous envisageons de prolonger notre période d’observation au-dela de 4 jours et
d’orienter notre recherche sur un modele de culture a plus long terme. Le modéle de
culture des chondrocytes en billes d’alginate permet de maintenir en culture les
chondrocytes durant plusieurs semaines. Pour les ostéoblastes, par contre, c’est plus
délicat, en particulier dans nos conditions de co-culture sans sérum. C’est la raison
pour laquelle nous envisageons de constituer un « pool » de milieux de culture,
conditionné par les ostéoblastes NSC ou SC. Nous envisageons alors de cultiver nos
chondrocytes en billes d’alginate pendant de longues périodes en présence de ce
milieu conditionné par les ostéoblastes. Cette méthode nous permettra d’étudier le
processus de différenciation hypertrophique sur une plus longue période. Nous nous
intéresserons également a la minéralisation de la matrice cartilagineuse, et a
I'influence des ostéoblastes sur ce processus physiopathologique. Dans ce but, nous
étudierons I'expression par les chondrocytes des molécules ank, PAL, TG2 et
NTPPPH.
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L’'IL-6 et 'OSM jouent un réle majeur dans la pathogenése de I'arthrose.

In vitro, I'lL-1p est considérée comme la cytokine avec I'activité biologique la plus
importante sur le métabolisme du cartilage. Elle favorise la production d’enzymes
protéolytiques et inhibe la production des constituants matriciels. Des travaux récents
ont montré le rdle important joué par I'lL-6 et 'OSM sur I'activité biologique de I'lL-
1B. L’IL-1pB seule est incapable d’'induire la dégradation du réseau de collagene de type
11, alors que I'addition simultanée d’'IL-1B et d’IL-6 ou d’OSM induit cet effet**'*, Ces
résultats indiquent clairement que I'lL-6 et 'OSM jouent un role primordial dans la
dégradation du cartilage.

Dans ce travail, nous décrivons pour la premiére fois les effets de I'lL-6 et de
I’'OSM sur le métabolisme des chondrocytes humains cultivés en billes d’alginate.
L'OSM, mais pas I'lL-6, inhibe de maniére concentration-dépendante la synthése
d’agrécane. L’'IL-6 s’oppose a I'effet inhibiteur de I'lL-13 sur la synthese de TGF-B1,
alors que I'OSM n’a pas d’action sur ce parametre. A I'inverse, I'OSM contrecarre
I'effet inhibiteur de I'lL-1B sur la synthese de TIMP-1, alors que I'lL-6 est sans effet.

De plus, nos travaux suggerent que ces cytokines contribuent a la sclérose de I'os
sous-chondral par leurs effets sur les ostéoblastes, comme l'augmentation de la
synthése du TGF-B1. L'accumulation locale de ce facteur au niveau de I'os sous-

chondral pourrait favoriser la sclérose de ce tissu.

Enfin, I'lL-6 semble jouer un réle déterminant dans les effets déléteres exercés
par les ostéoblastes SC sur le métabolisme des chondrocytes. Nous avons montré que
I'addition d’anticorps neutralisant I'activité biologique de I'lL-6 bloque totalement les
effets des ostéoblastes SC sur la synthése d’agrécane et des MMP. Ces résultats
indiquent que I'lL-6 est un médiateur majeur des effets des ostéoblastes SC sur le

cartilage sus-jacent.

Les IAS sont actifs sur 3 axes physiopathologiques de I’'arthrose.

Les IAS sont couramment utilisés en Europe dans le traitement de I'arthrose.
Récemment, les effets des IAS sur les changements structuraux du cartilage ont été
étudiés sur une cohorte de 163 patients souffrant d’arthrose de la hanche. Au terme de
deux ans de traitement, les IAS retardaient la progression du pincement de
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I'interligne articulaire mesuré sur radiographie, uniguement chez les patients
souffrant de coxarthrose sévére (interligne inférieure & 2,45 mm & I'inclusion)®’. Cette
étude suggere que les IAS sont capables d’interférer avec les changements structuraux
du cartilage arthrosique.

Plusieurs travaux in vitro ont montré que les IAS étaient actif sur les
chondrocytes arthrosiques®" % % Nous avons démontré que les IAS augmentent la
production d’agrécane, un composant majeur de la matrice cartilagineuse. De plus, ils
favorisent la restauration de la synthése d’agrécane apres un traitement par I'lL-1p.
Nous avons également observé que l'effet des IAS sur la production d’agrécane est
différé et n’apparait qu’aprés une période d’'incubation de 6 jours. Cette observation
suggere que cet effet pourrait étre secondaire a la sécrétion par les chondrocytes d’un
médiateur intermédiaire. Le TGF-B1 pourrait exercer ce rble. En effet, nous avons
démontré que les IAS augmentent la synthése de TGF-B1 par les chondrocytes.
D’autre part, les IAS diminuent la production de MMP-3 par les chondrocytes
arthrosiques et s’opposent partiellement a I’effet inhibiteur de I'lL-1p sur la synthese
de TIMP-1.

L’originalité de notre travail réside essentiellement dans I'étude des effets des IAS
sur le métabolisme des ostéoblastes. Pour la premiere fois, nous démontrons que les
IAS inhibent la synthése de PAL et d’OC par les ostéoblastes SC, deux marqueurs de
la formation osseuse, et diminuent la synthése de TGF-1, un facteur de croissance
qui joue un réle clé dans la formation osseuse®*. Ces résultats montrent clairement
gue les IAS sont actifs sur les ostéoblastes et qu’ils favorisent le retour a I’'homéostasie

de plusieurs facteurs favorables a la sclérose du tissu osseux.

Notre travail a également révélé une nouvelle voie d’action des IAS. Nous
démontrons que les IAS agissent également sur I'axe physiopathologique
ostéochondral. Dans nos conditions expérimentales, les IAS préviennent [I'effet
inhibiteur des ostéoblastes SC sur I'expression par les chondrocytes d’agrécane et de
PTHrP. Par contre, les IAS n'ont pas d’effet sur I'expression des autres génes étudiés
comme par exemple les MMP.
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Nous pouvons conclure de ces résultats que les IAS (figure 81) :

- diminuent la synthése par les chondrocytes de certains facteurs cataboliques qui
contribuent a linitiation et au développement des lésions du cartilage dans
I'arthrose ;

- diminuent la synthése par les ostéoblastes sous-chondraux SC de facteurs
favorisant la sclérose sous-chondrale ;

- préviennent les effets délétéres des ostéoblastes SC sur le cartilage.

Ces observations permettent de mieux comprendre les mécanismes d’action de ce
médicament en clinique humaine et apportent une série d’éléments nouveaux
plaidant en faveur d’'une action structurelle de cette drogue sur le cartilage.

Nous souhaitons poursuivre nos recherches sur les mécanismes d’action de ce
médicament. Nous étudierons ses effets sur la différenciation hypertrophique des
chondrocytes et sur la minéralisation du cartilage.

by

Enfin, ces résultats nous encouragent a rechercher de nouvelles molécules
capables de prévenir ou de ralentir la sclérose de I'os sous-chondral. Nous porterons
une attention particuliere aux médicaments utilisés dans le traitement de
I'ostéoporose. Récemment, une étude a démontré que l'alendronate, un inhibiteur
puissant de la résorption osseuse, posséde des effets structuraux bénéfiques sur les
articulations arthrosiques, protégeant le cartilage de la détérioration et prévenant la
formation des ostéophytes®. Nous envisageons de tester sur nos modeéles de culture
des biphosphonates et le ranelate de strontium. Le ranelate de strontium est un
médicament actuellement a I'étude dans le traitement de l'ostéoporose post-
ménopausique®*. Des études in vitro réalisées au sein de notre laboratoire ont
montré que cette molécule stimulait la synthese d’agrécane par les chondrocytes
humains®®. In vitro, le ranelate de strontium favorise également la formation de la

337

matrice osseuse™’. Il n'est pas impossible que ce médicament présente des effets

particuliers sur les ostéoblastes SC et régularise leur activité synthétique.
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Figure 81 : Représentation schématique des mécanismes d’action des IAS sur la physiopathologie de
I’arthrose. Les IAS diminuent les altérations phénotypiques des ostéoblastes sous-chondraux
responsables de la sclérose. Ils diminuent également I’impact biochimique de ces ostéoblastes altérés
sur le métabolisme des chondrocytes. Enfin, ils agissent également de maniére directe sur le
métabolisme des chondrocytes en favorisant la réparation matricielle et en diminuant sa dégradation.
TGF-p1 : transforming growth factor, HGF : hepatocyte growth factor, IL-6 : interleukine-6, IGF-1 :
insulin-like growth factor, uPA : activateur du plasminogéene de type urokinase.
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