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Introduction générale

Au sein du corps, les ligaments jouent un role important dans le mouvement et la stabilité
des articulations. Les accidents et la fatigue chronique sont les principales raisons des ruptures de
ligaments. Certains ligaments ont un bon potentiel de guérison, par exemple : les ligaments
collatéraux médiaux (MCL) et les ligaments de la cheville. Toutefois, certains ligaments n’ont
généralement pas de capacité de guérison par manque d'approvisionnement en sang, comme les
ligaments croisés du genou et les ligaments de 1’épaule. Ce qui conduit a de graves conséquences

sur les propriétés du ligament, mais également sur I’articulation compléte.

I1 est estimé qu’environ 300 000 cas par an ont besoin d’une réparation chirurgicale aux
Etats-Unis. Cependant, il n’y a qu’environ 100 000 reconstructions exécutées chaque année
(Bach and Boonos, 2001). Le rétablissement peut prendre souvent plusieurs mois et la fonction
n’est restaurée qu’a 60% au maximum (Pennisi, 2002). C’est sans compter les patients qui ont eu
un dysfonctionnement séveére a cause du manque de traitement chirurgical. De nombreux sportifs

de haut niveau ont été obligés de renoncer a leur carric¢re a cause d’une rupture ligamentaire.

Le développement de la chirurgie moderne permet de remplacer des ligaments
endommagés en utilisant des substituts biologiques. Pour I’instant, quatre types de prothéses ont
¢été évalués dans la reconstruction chirurgicale de ligament : xénogreffe, allogreffe, autogreffe et
biomatériau. Néanmoins, la xénogreffe ayant une immunocompatibilité faible mene
fréquemment a la dégradation de I'implant et a 1'échec de la greffe (Olson et al., 1988).
L’allogreffe peut étre immunitairement rejetée a long terme. De plus, le manque de donneurs et
les risques liés a la transmission de maladies limitent leur utilisation. L’autogreffe, souvent des
tendons, qui est utilisée le plus souvent en clinique, lése les zones de prélévement et est souvent
associée a des douleurs, des atrophies musculaires et des tendinites (Weitzel et al., 2002). Les
substituts synthétiques (biomatériau) n’ont pas de bioactivité, il apparait donc une inflammation
sans infection aprés 1’opération et une fatigue du matériau a long terme due a une dégradation

(Ge et al., 2005).

Ces inconvénients nous entrainent a chercher de nouvelles méthodes thérapeutiques des
que possible. L’avenement de la bioingénierie cellulaire et tissulaire fournit une nouvelle
possibilité de surmonter ces problémes actuels, sans contre partie, en construisant des biotissus in

vitro (Heineken FC, 1991).

La bioingénierie cellulaire et tissulaire est une discipline qui applique les théories et les
techniques de la biologie, la biochimie, la science des matériaux, la biomécanique etc...afin de

remplacer et/ou de reconstituer des tissus ou organes détruits ou endommagés.
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Introduction générale

La recherche sur I’ingénierie tissulaire du ligament a déja commencé depuis une trentaine
d’années. A ce stade, toutefois, personne ne peut prédire par quelle approche un ligament en
bioingénierie pourra étre reconstruit en possedant une qualité presque aussi bonne qu’un
ligament natif. Il est certain que la réussite dans la construction d’un biotissu ligamentaire

améliorera la vie des patients et diminuera le cotit des traitements.

Du point de vue de la bionique, un ligament artificiel idéal doit non seulement étre
biocompatible et bioactif, posséder une microstructure tridimensionnelle semblable a celle d’un
ligament natif et une bonne qualité mécanique, mais surtout avoir également la capacité d’auto-

régénération.

Dans un ligament, les cellules forment un réseau comparable a une toile d'araignée entre
elles et aussi avec les faisceaux de collagenes. Ce réseau formé par des ponts moléculaires et des
liens croisés entre les faisceaux de collageénes renforce les faisceaux de collagenes et limite leur

déformation quand le ligament est sous contrainte.

Les cellules sont donc trés importantes dans la mise en oeuvre de la construction d’un
biotissu ayant de bonnes propriétés tant mécaniques que biologiques et d'activation des genes
spécifiques pour construire un biotissu ligamentaire. Mais, comment choisir une source de
cellules? Quel micro-environnement est le plus propice pour les cellules ensemencées? Ce sont

encore des questions ouvertes.

La découverte de I’existence des cellules souches autologues a grande plasticité (capacité
de donner naissance a une large contingence cellulaire) contenues dans la moelle osseuse a
permis d’esquisser un nouveau cadre pour choisir une source de cellule pour I’ingénierie

tissulaire de ligament.

Grace a la connaissance approfondie et a la maitrise de la culture cellulaire, il est alors
possible de faire évoluer ces cellules souches vers un certain type cellulaire et d’accroitre leur
nombre en vue d’une application clinique. La construction de biotissus a partir de ces cellules

constitue une étape indispensable.

L’objectif de notre étude est d'essayer de différencier des CSMM (cellules souches
mésenchymateuses médullaires) en fibroblastes ligamentaires par co-culture avec des
fibroblastes ligamentaires et par application d’étirements uniaxiaux. Enfin, les ARN et les
protéines de collagénes I et III ainsi que la ténascine-C ont été analysées pour valider I’utilisation

de ces cellules en ingénierie tissulaire de ligament comme source cellulaire.

Dans le cadre de ce mémoire de thése :
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Premierement, nous avons effectué¢ I’identification et la caractérisation phénotypique des
CSMM humaines et du rat. Cette sélection cellulaire repose sur trois étapes. Les cellules
cultivées ont été identifiées morphologiquement par MEB et MET, puis par des marqueurs
phénotypiques (CD44, CD90, CD45 et CD34 pour les CSMM du rat et CD44, CD34, CD45,
pour les CSMM humaines) a ’aide de la cytométrie en flux, ainsi que par la différenciation en

ostéoblastes et en adipocytes.

Deuxieémement, nous avons analysé les changements de marqueurs phénotypiques en
fonction du temps, ainsi que 1’expression des ARNm de collagénes I et I1I et de ténascine-C par

les CSMM de passage 1 a passage 6 a I’aide de RT-PCR quantitative en temps réel.

Troisiémement, nous avons co-cultivé les CSMM avec des fibroblastes ligamentaires
sans contact pendant 3, 6 et 12 jours pour étudier les interactions cellule-cellule. Puis, les ARNm
de collagénes I et III et de ténascine-C ont été détectés par RT-PCR quantitative en temps réel.
De méme, la quantité de protéines de collagénes I et III des CSMM a été détectée par

radioimmunoanalyse.

Quatriémement, nous avons appliqué un étirement cyclique de 10%, a 1Hz sur des
CSMM. Apres les étirements, la longueur, la largeur et l'orientation des cellules ont été
mesurées. De méme, les ARNm de collagenes 1 et III et de ténascine-C ont également été
quantifiés par RT-PCR quantitative en temps réel, et les quantités des collagénes I et III des

CSMM apres étirement ont été mesurées par radioimmunoanalyse et immunocytochimie.
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Chapitre I. Etudes bibliographiques

I.1. LES LIGAMENTS ET LES TENDONS

1.1.1. Physiologie des ligaments et des tendons

1.1.1. 1 Structure générale

Les ligaments comme les tendons sont des tissus conjonctifs denses et trés peu
vascularisés. Ils sont composés de faisceaux de fibres de collagénes qui sont orientés
parallelement afin de maintenir la stabilit¢é du systeme musculo-squelettique. Les fibres de
collagenes prennent une forme tridimensionnelle qui leur permettent de supporter les contraintes
mécaniques du ligament ou du tendon dont la figure I-1 présente 1’ultrastructure hiérarchisée

(Figure I-1).

Faisceau tertiaire

Faisceau secondaire
Faisceau primaire

Fibre
&2 o
A
R~
Fibrille
Paraténon ou
Gaine Synoviale
| U_“I |
G Vs <,
T a‘%’a

i

Figure I-1 Schéma de la microstructure de ligament

Les ligaments et les tendons sont composés de faisceaux de fibres de collagénes qui sont orientés parallélement
afin de maintenir la stabilité¢ du systéme musculo-squelettique. Les fibres de collagénes prennent une forme
tridimensionnelle. L’ultrastructure hiérarchisée est présentée ici. (J.Kastelic. Connective Tissue Research.
1978, Vol.6, 11-23.)

Les cellules majoritaires dans les ligaments et les tendons sont les fibroblastes qui
évoluent sur les faisceaux de collagenes. Comme tous les tissus conjonctifs du corps, ils
comprennent relativement moins de cellules (environ 20% du volume total) et une abondante
matrice extracellulaire (environ 80% de ce méme volume). Les fibroblastes ligamentaires

s’alignent en rang entre les faisceaux de fibres de collageénes et s’allongent régulierement dans la
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direction longitudinale des ligaments et tendons (Amiel et al., 1984; Pennisi, 2002; Woo et al.,
2006). La matrice extracellulaire des ligaments et des tendons contient environ 70% d’eau et
30% de constituants solides synthétisés et sécrétés par les fibroblastes : les collagénes, une petite
quantité¢ d’élastine (protéine €lastique), des protéoglycanes et des glycoprotéines. Les ligaments
contiennent surtout les collagénes de types I et III avec en plus une faible proportion d’autres
collagénes comme les collagénes de types V, XI, XII et XIV. Les collagénes peuvent étre sous
forme de fibre ou non selon leur type. Le collagene de type I représente environ 90% des
collagénes des ligaments, le collagéne de type III constitue approximativement 9 a 12% selon la
provenance (Amiel et al., 1984; Marumo et al., 2005; Silver et al., 2000; Vunjak-Novakovic et
al., 2004). Les ligaments et les tendons sont de nature trés similaire au niveau de leur
composition en collagéne. Pourtant, ils different quant a leur résistance relative car 1'architecture
de leurs collagénes est directement liée aux sollicitations mécaniques qu'ils subissent. Dans les
ligaments qui subissent des déformations pouvant &tre multidirectionnelles (Figure 1-2A), les
fibres sont positionnées dans plusieurs directions : en parallele, ex : ligament croisé¢ (Nelissen
and Hogendoorn, 2001), oblique, ex : les ligament obliques de la main (Bogumill, 2002) ou en
spirale,ex : ligament cochléaire (Provenzano and Vanderby, 2006). Dans les tendons qui sont
essentiellement soumis a des forces de traction, les fibres de collagénes sont disposées

parallélement et dans la continuité des fibres musculaires (Figure [-2B).

A

Figure I-2 Coupe longitudinale de ligament et de tendon
A : Ligament ; B : Tendon

Dans les ligaments qui subissent des déformations pouvant étre multidirectionnelles, les fibres sont
positionnées dans plusieurs directions. Dans les tendons qui sont essentiellement soumis a des forces de
traction, les fibres de collagénes sont disposées parallélement et dans la continuité des fibres musculaires.
(http:// sacs.ucsd.edu 2005)

Les propriétés mécaniques des ligaments et des tendons sont dépendantes non seulement

de ’architecture et des propriétés des fibres de collagéne mais aussi de la proportion d’élastine
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que ces structures contiennent. L’¢lastine n’est guere présente dans les tendons contrairement

aux ligaments ce qui confére aux ligaments une élasticité 1égérement supérieure a celle des

tendons (Tableau I-1).

Tableau I-1 Comparaison des caractéristiques des ligaments et des tendons

Ligament Tendon

Liaison 0S-0S e os-muscle
stabilité mécanique des articulations | e transmission des forces de tension des
guide des mouvements articulaires muscles aux os

Fonction ) ) )
prévention des mouvements e permettent une distance optimale entre
extrémes le ventre musculaire et I’articulation
structure hiérarchique e structure hiérarchique

Structure

efforts multidirectionnels

efforts unidirectionnels

Fibre de collagénes

85% de la section (¥<100nm)

45% de la section (> 100nm)

Composition

Densité cellulaire

~20% en volume de ligament

moins de cellule que le ligament

Types cellulaires

cellules hétérogénes

noyaux plus gros

fibroblastes fuselés

noyaux plus petits

Matrice Extracellulaire

70% d’eau
30% de solide

60-80% d’eau
30% de solide

Collageénes

collagéne de type I (70-80%)
collagene de type 1T (9%-12%)

95% de collagéne de type |
5% de collagéne de type 111

GAGs

9,89+0,56mg/g de tissu sec

2,75+0,20 mg/g de tissu sec

Autres protéines

¢lastine <1%
protéoglycanes

glycoprotéines

2% d’¢élastine
1-5% de protéoglycanes

glycoprotéines <1%

ADN

contenu plus élevé

contenu moins élevé

Autres Propriétés

activité métabolique importante
réticulation réductible entre les fibres
de collagenes

distribution bimodale des diamétres
de fibres de collagénes

plus de collagéne de type III pendant

la cicatrisation

activité métabolique faible

réticulation réductible entre les fibres
de collagéne

distribution bimodale des diamétres de
fibres de collagénes

moins de collagéne de type III que

pour le ligament

(Amiel et al., 1984; Lin, Cardenas, and Soslowsky, 2004; Silver, Freeman, and Seehra, 2003;
Vunjak-Novakovic et al., 2004; Woo et al., 2006)

41




Chapitre I. Etudes bibliographiques

.1.1. 2 Les fibroblastes

Les fibroblastes sont des cellules fusiformes ou étoilées possédant de longs
prolongements cytoplasmiques. En microscopie optique, leur cytoplasme est peu visible et seul
leur noyau, ovoide, allongé, avec un ou deux nucléoles, est bien visible. En microscopie
¢lectronique, nous pouvons déceler tous les organites cellulaires habituels, et surtout dans les
fibroblastes en pleine activité, les organites impliqués dans la synthése des protéines. Le
phénotype des fibroblastes est modulable en fonction de leur degré d'activation (par exemple,
transformation en myofibroblaste). Les fibroblastes synthétisent les macromolécules protéiques
et polysaccharidiques de la matrice extracellulaire des ligaments et des tendons. Ils sont aussi
capables de sécréter de nombreuses autres molécules (cytokines, facteurs de croissance,
enzymes...) et jouent un réle important dans les processus de réparation tissulaire, dans I'entretien

des réactions inflammatoires et pour la qualit¢ mécanique.

Dans une section longitudinale, les cellules s’allongent le long des faisceaux de
collagénes, tout en interagissant avec eux, mais aussi entre elles, formant ainsi une sorte de toile
d'araignée. Ce réseau est formé a I’aide de molécules qui lient les cellules entre elles et avec les
faisceaux de collageénes. L’ensemble ainsi formé améliore les qualités mécaniques des ligaments
et des tendons. Bien que les collagénes subissent la majeure partie des sollicitations mécaniques,
une part non-négligeable est supportée par ce réseau cellulaire. De plus, les cellules soumises
aux sollicitations mécaniques participent au changement des propriétés du ligament via
I’activation de genes spécifiques. Il est donc nécessaire de fournir de nouvelles cellules ou d’en
recruter pour le bio-tissu de substitution afin qu’il acquiere les mémes propriétés fonctionnelles

que le tissu originel (Pennisi, 2002).

I.1.1. 3 Caractéristiques de la matrice extracellulaire

La matrice extracellulaire (MEC) est constituée de quatre grandes familles de composés,
les collagenes, les protéoglycanes, les glycoprotéines et les protéines élastiques. Ces composés
peuvent, pour la plupart, s’autoassembler mais également interagir entre eux, ou par
I’intermédiaire de récepteurs, avec les cellules. C’est grace a cette trame de connexions que se
réalise la vie cellulaire (adhérence, morphogénese, apoptose...) et que se forgent les
caractéristiques tissulaires (solidité, souplesse, transparence) (Fichard, Chanut-Delalande, and

Ruggiero, 2003).
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Les composants majeurs de la MEC du ligament sont l'eau (65-70% du poids du tissu
hydraté), les constituants principaux solides sont le collagéne I (70-80% du poids sec) et le
collagéne III (9%-12% du poids sec). Enfin, les autres collagénes comme ceux de type V, IX, X,
XI, XII et XIV, ainsi que les protéoglycannes et le hyaluronate (environ 20% du poids hydraté)
ont été détectés dans le ligament (Amiel et al., 1984; Vunjak-Novakovic et al., 2004; Woo et al.,
2006).

1. Les collagénes

Les collagenes sont les constituants majeurs des structures de ligament qui servent au
maintien du tissu, et qui fournissent la solidité et conférent la forme tout en permettant la
flexibilité et le mouvement. Ce principal élément structural des tissus supporte les efforts dans
les tissus mous et fournit une plateforme pour la minéralisation dans les tissus durs qui sont

soumis a la compression (Cowin, 2000).

L’ensemble des collageénes est une famille de protéines extracellulaires sécrétées par les
fibroblastes et constitué de trois chaines polypeptidiques comportant au moins un domaine replié
en triple hélice de 96 000 daltons et d’environ 1 050 acides aminés dans les zones terminales
(Kitamura et al., 1995). Actuellement, il existe 28 types de collagénes trés proches les uns des
autres qui sont décrits dans la littérature. Les types de collagéne ont ¢t¢ numérotés en chiffres
romains dans ’ordre de leur découverte, du collagéne I jusqu’au collagéne XXVIII (Liu et al.,
1995; Oryan, 1995). Ces collagénes peuvent s’associer ou pas selon leurs propriétés structurales.
Dans les ligaments et tendons, les collagénes de type I et de type III sont les composants
prédominants alors que ceux de type V, IX, X, XI, XII et XIV y sont présents en petite quantité
(Amiel et al., 1984; Vunjak-Novakovic et al., 2004; Woo et al., 2006; Woo et al., 1999). Certains
types de collagenes forment le groupe des collagenes fibrillaires, ainsi désignés pour leur
aptitude a s’assembler en agrégats spécifiques formant des fibres a striations périodiques. Ces
agrégats aboutissent souvent a 1’association de collagénes de type différents, qui peuvent étre
synthétisés par une méme cellule et qui s’assemblent a 1’extérieur de la cellule pour former des
fibres mixtes, dites alors hétérotypiques (Figure I-3)(Fichard, Chanut-Delalande, and Ruggiero,
2003).

La biosynthese d’une molécule de procollagéne fibrillaire nécessite 1’association de trois
chaines par le domaine carboxy-pro-peptidique puis leur enroulement en triple hélice (Figure I-3
étape 1). Le procollagene formé est alors sécrété dans le compartiment extracellulaire ou il est

converti en une molécule mature : le collagéne (Figure 1-3 étape 2). Cette étape de maturation est
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indispensable pour permettre 1’association en fibres : la fibrillogenese (Figure I-3 étape 3). Les
fibroblastes synthétisent aussi d’autres molécules matricielles, comme les protéoglycanes (PG),
le SPARC (secreted protein acidic and rich in cystein), la thrombospondine (Tsp), qui, en se liant

aux fibres de collageéne, participent a la fibrillogenése.

1. Synthése des collogénes
et autres composés matriciels :
PG, SPARC, tsp, TN...

RER
o Fibroblaste
A X’

Col IIl & ,ct‘i@

.\' b RN L AR L_'d'-
TR C"” a2p1, alp!
. [u] 3

2. Sécrétion des protéines
matricielles, maturation

2 TR AR T
des collagénes ? tmmms? <
R RS 8 &
R TVTE ¥ 5 :
e Quraini -3 Matrice extracellulaire
*
B
3. Association en fibres * TN
et interaction avec d'autres = 55
composants matriciels
¥ SPARC
B tsp

Figure I-3 Synthése des collagénes par les fibroblastes et organisation supramoléculaire des protéines

matricielles dans le compartiment extracellulaire

PG : protéoglycanes ; SPARC : secreted protein acidic and rich in cystein ; Tsp : thrombospondine ; RER :
réticulum endoplasmique rugueux; Col : collagéne; TN : ténascine (Fichard, Chanut-Delalande, and Ruggiero,
2003). La biosynthése d’une molécule de procollagéne fibrillaire nécessite I’association de trois chaines par le
domaine carboxy-pro-peptidique puis leur enroulement en triple hélice (étape 1). Le pro-collagéne formé est
alors sécrété dans le compartiment extracelullaire ou il est converti en une molécule mature : le collagéne
(étape 2). Cette étape de maturation est indispensable pour permettre 1’association en fibres : la fibrillogenése
(étape 3). Les fibroblastes synthétisent aussi d’autres molécules matricielles, comme les protéoglycanes (PG),
le SPARC (secreted protein acidic and rich in cystein), la thrombospondine (Tsp), qui, en se liant aux fibres de
collagene, participent a la fibrillogenése.

2. Les ténascines

Les ténascines sont des glycoprotéines multifonctionnelles, qui font partie de la matrice
extracellulaire. Elles sont délicatement régulées durant le développement embryonnaire et le

modelage des tissus et des organes adultes. Divers types de cellules synthétisent la ténascine-C
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dans des conditions différentes. Chez 1’adulte, I’expression de la ténascine-C apparait seulement
lors de la constitution de quelques tissus conjonctifs, tels que les os, les tendons, les ligaments ou
dans diverses conditions pathologiques comme les tumeurs. Pour I’instant, il est répertorié cinq
types de ténascines, les tenascines de type C, R, X, Y et W (Chiquet-Ehrismann and Chiquet,
2003; Chiquet-Ehrismann et al., 1991; Chuong and Chen, 1991; Goto and Brunette, 1998).

I1 est établi que la ténascine-C est formée d’un hexameére lié¢ par des ponts disulphides
dont chaque sous-unit¢ moléculaire a un poids de 210 a 400kDa. Ces sous-unités sont
principalement composées d’un domaine N-terminal riche en cystéines permettant 1’assemblage
en hexamere, et également d’une série de 14,5 structures répétées de type EGF (epidermal
growth factors), d’une série de 15 unités identiques ressemblant a la fibronectine III li¢e a

I’extrémité C-terminal similaire aux chaines 3 et y du groupe fibrinogéne (GF) (Figure I-4).

L’expression de la ténascine-C est sensible aux stimulations mécaniques (Chiquet-
Ehrismann and Chiquet, 2003; Fluck, Tunc-Civelek, and Chiquet, 2000; Jarvinen et al., 2003;
Mehr et al., 2000; Sarasa-Renedo and Chiquet, 2005). C’est 1’une des raisons pour laquelle
I’expression de la ténascine-C est continue dans les ligaments, tendons et os. In vitro, les cellules
peuvent exprimer la ténascine-C apres exposition aux facteurs de croissance et aux hormones,
comme : le TGF-B (transforming growth factor-f) (Linnala et al., 1995; Yang et al., 1995; Zhao
and Young, 1995), le bFGF (basic fibroblast growth factor), I’EGF (epitermal growth factor)
(Sakai et al., 1995a; Sakai et al., 1995b) et I’'IL (Interleukin) (Makhluf et al., 1996; Pfander et al.,
2004).

Dans notre travail, nous nous sommes intéressés plus particuliérement a la ténascine-C
car elle est considérée comme un marqueur phénotypique spécifique des fibroblastes
ligamentaires. La fonction précise de la protéine reste encore inconnue. Néanmoins, certaines
études ont révélé que la ténascine-C joue le role de protéine anti-adhésive (Figure I-5)(Mackie,
1997; Orend et al., 2003). Elle interfére dans 1’interaction entre les cellules et la fibronectine et
avec d’autres substrats de la matrice extracellulaire en changeant la structure des points focaux
d’adhésion du cytosquelette (Orend and Chiquet-Ehrismann, 2000). De plus, la ténascine-C
stimule la sécrétion de la métalloprotéase de la matrice (Matrix metalloproteinase, MMPs),
améliorant la capacité des cellules tumorales. Des rapports récents ont également suggéré que la
ténascine-C est surexprimée pendant I’oncogenese (Erickson, 1993), ’arthrite (Hasegawa et al.,
2004), ainsi que les atteintes de la fibrose du foie (Richter, Franke, and Dargel, 1998) et du
poumon (Cho et al., 2004).
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Figure I-4 Structure de la ténascine-C

A : Représentation schématique d’une sous-unité de ténascine-C ; B : Structure hexamérique. La ténascine-C
est formée d’un hexamére 1ié par des ponts disulfides dont chaque sous-unité moléculaire a un poids de 210 a
400kDa.

= Fibrille de matrice s Métalloprotéinase de - Hexamére de la
tumorale matrice ténascine-C

Figure I-5 Schéma de la fonction de la ténascine-C dans I’invasion de tumeurs

Les cellules tumorales sont restreintes par l'adhérence a la fibrille de matrice en l'absence de ténascine-C.
Quand les cellules tumorales se lient avec la ténascine-C, elles n’adhérent plus aux fibrilles du pourtour. Elles
peuvent donc envahir les tissus environnants (Mackie, 1997).
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1.1.2. 4 Propriétés mécaniques du ligament et du tendon

En raison de leur position anatomique et de leur structure, les ligaments transmettent la
charge avec un minimum de perte d’énergie et de déformation. Le tendon ou le ligament présent
un comportement particulicrement ¢lastique tant que la déformation n'excede pas 4%. Il a été
estimé que le ligament subit normalement environ 169N de charge pendant la marche normale et
une charge trois fois plus ¢levée allant de 400N a 500N pendant l'activité athlétique (Bessette
and Hunter, 1990). Le LCA est le ligament qui supporte le plus de contraintes mécaniques. Il
subit une déformation de 5% a 30° de flexion du genou, 12% a 90° et 16% en flexion totale. Il
subit une contrainte cyclique d’environ 300N, allant de 67N en montant un escalier a 630N en

course (Duthon et al., 2006; Hollis et al., 1991; Vunjak-Novakovic et al., 2004).

Les expériences sur des animaux prouvent que la résistance a la traction, 1’¢lasticité et le
poids total du tendon peuvent augmenter apres des séances progressives d'exercices physiques.
Certaines études ont montré que les forces mécaniques sont des régulateurs essentiels pour
I’homéostasie du ligament et indispensables pour la fonction normale (Carmeliet, Vico, and
Bouillon, 2001). Les propriétés mécaniques jouent un rdle important pendant la cicatrisation de
ligaments et dans le processus de remodelage des greffes de ligaments (Mackie, 1994).
L'influence des stimulations mécaniques sur les greffes pendant le remodelage d’autogreffes
dans la reconstruction de ligaments a été examinée en utilisant un modele congelé in situ (Kim et
al., 2002; Tohyama and Yasuda, 1998). Ces considérations soulignent la nécessit¢ d’une
approche en mécanobiologie et I’apport des contraintes mécaniques en ingénierie tissulaire pour
améliorer la composition moléculaire et la structure hiérarchique des fibres de collagéne pour

aboutir a un biomatériau fonctionnel.

.1.2. Fonction des ligaments

Les ligaments lient 206 os du squelette chez I’Homme, tous différents en forme et en
taille, ils assurent trois fonctions essentielles : soutien, mouvement et protection. Les os du
squelette sont répartis symétriquement autour d'un axe constitué par la colonne vertébrale. Celle-
ci est a la fois stable et mobile grace au soutien des ligaments. Les ligaments entre les os forment
et renforcent des articulations en jouant le réle de brides qui arriment les mouvements
d’articulations. Nous distinguons plusieurs genres d'articulations, par exemple les articulations a
charniére comme le coude et les articulations sphériques comme I’épaule ou la hanche. De plus,

les ligaments jouent surtout un role de protection. Certains ligaments limitent la mobilité des
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articulations, ou empéchent certains mouvements. En cas d'accident, lorsqu'une force majeure
agit subitement et de manicre inattendue sur l'articulation sans que la musculature parvienne a
l'absorber, ce sont les ligaments qui limitent les mouvements afin de conserver une structure

anatomique.

Parmi les ligaments, ceux du genou subissent plus de force et donc s’abiment plus
fréquemment chez I’Homme. Au niveau du genou, il y a plusieurs ligaments, et chacun a une
action bien spécifique, dont le LCA qui a une fonction majeure. Non seulement, il stabilise
l'articulation, mais il s'oppose aussi a la translation antérieure du tibia par rapport au fémur. En
ce qui concerne les rotations, le LCA s’oppose a la rotation interne du tibia par rapport au fémur,

du fait de son orientation et de son enroulement autour du ligament crois¢ postérieur (Figure I-6).

Articulation
M¢énisques
Ligament latéral
Ligaments croisés

Muscle

A

Tendon

Figure I-6 Anatomie du genou
(http:// shiatsu. shiseikan.free.fr 2007)

Au niveau du genou, il y a quatre ligaments : le ligament croisé antérieur, le ligament croisé postérieur, les
ligaments latéraux, un de chaque c6té.
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Figure I-7 Ligaments de I’épaule

(http://www.shoulderdoc.co.uk, 2007)
CCL : Ligament acromio-coracoidien (Coracoacromial ligaments); CAL : Ligament acromio-claviculaire
(Acromioclavicular ligaments); SGHL : Ligament gléno-huméral supérieur (Superior GlenoHumeral
Ligament); MGHL : Ligament gléno-huméral moyen (Muperior GlenoHumeral Ligament); IGHL : Ligament
gléno-huméral inférieur (Inferior GlenoHumeral Ligament).

Au niveau de la stabilité fonctionnelle du ligament, I’organisation hélicoidale des fibres
de collagéne est essentielle. Pendant la flexion du genou (~140° en flexion-extension), le mode
d'attachement est le résultat d’une torsion de 90° du LCA et des faisceaux de fibres périphériques.
Pendant la flexion, les fibres du LCA restent isométriques et permettent une distribution égale de
la charge dans tous les faisceaux de fibres. Cette caractéristique particuliere permet au LCA de
supporter une charge importante au cours de tous les mouvements du genou (Vunjak-Novakovic

et al., 2004).

1.1.3. Pathologies des ligaments

Les atteintes les plus courantes des ligaments sont des élongations et des déchirures
pouvant aller jusqu’a la rupture. En cas d'accident, lorsqu'une force majeure agit subitement et de
maniere inattendue sur l'articulation sans que la musculature parvienne a l'absorber, il peut se

produire une entorse douloureuse (tension excessive des ligaments), voire une déchirure des
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ligaments. Il est a remarquer que la rupture du LCA n'est pas, la plupart du temps, la
conséquence des mouvements du genou dans 1’axe flexion-extension. En revanche, le genou

n'est pas protégé dans les mouvements de rotation et de torsion.

D’autre part, c’est avec l'age qu'apparaissent fréquemment de douloureux symptomes
d'usure (arthrose) et d'inflammation (arthrite) dans les articulations. Les tissus articulaires et péri-
articulaires dégénerent, se durcissent et finalement raidissent définitivement. Le traitement
médical vise alors uniquement a atténuer les douleurs, a enrayer l'inflammation et a conserver la
mobilité.

Certains ligaments, comme les ligaments croisés et les ligaments autour de 1’épaule, ne
peuvent pas récupérer spontanément et une reconstruction chirurgicale est souvent exigée. La
blessure du ligament crois¢ médial (MCL) du genou a souvent été utilisée comme un excellent
modele expérimental pour les études de la procédure pathologique de la récupération du ligament
car le MCL peut guérir spontanément (Weiss et al., 1991). Le procédé de guérison suite a une
déchirure du MCL peut étre divisé en trois phases se succédant : la phase d’inflammation, la
phase de réparation et la phase de remodelage (Woo et al., 2006). La phase d’inflammation qui
commence tout de suite aprés la blessure et qui dure quelques semaines est marquée par la
formation d'un hématome. Elle est suivie par la phase de réparation ou les fibroblastes proliférent
et produisent une matrice de protéoglycanes et de collageénes, en particulier les collagenes I et III.
Cette matrice relie ainsi les deux bouts déchirés. Pendant les 6 semaines suivantes, la matrice de
collagénes s’organise de mieux en mieux et la prolifération cellulaire commence. Puis, c’est la
phase de remodelage qui est marquée par l'alignement de fibres de collagénes et la maturation de
la matrice extracellulaire. Cette phase peut durer des années selon les différents ligaments (Frank,

Schachar, and Dittrich, 1983).

1.1.4 Stratégies thérapeutiques actuelles des lésions ligamentaires

La Iésion ligamentaire nécessite souvent une greffe chirurgicale en raison de la faible
potentialit¢ de guérison par manque d’irrigation sanguine et par une instabilité fonctionnelle
subséquente. De plus, elle est souvent liée a une atteinte méniscale et a une ostéoarthrite. Il est
donc généralement nécessaire de reconstituer une nouvelle structure pour les ligaments 1ésés.
Pour ce faire, le traitement actuel le plus populaire est la reconstruction chirurgicale. Il est estimé

qu’environ 300 000 cas par an ont besoin d’une réparation chirurgicale aux Etats-Unis. Le
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rétablissement peut prendre plusieurs mois et la fonction n’est restaurée que d’environ 60% au

maximum (Pennisi, 2002).

Quatre greffes ont été¢ étudiées pour la réparation ou le remplacement de ligaments
endommagés : xénogreffe, allogreffe, autogreffe et prothése. La xénogreffe ayant une
immunocompatibilité faible mene fréquemment a la dégradation de I’implant et a I'échec de la
greffe (Olson et al., 1988). L’allogreffe convient au niveau morphologique, elle réussit dans un
premier temps, mais a long terme, elle peut étre immunitairement rejetée. De plus, le manque de
donneurs et les risques liés a la transmission de maladies limitent leur utilisation. L autogrefte,
souvent des tendons, a les meilleurs résultats a long terme et est utilisée le plus souvent en
clinique. Mais, les zones de prélévement se trouvent ainsi lésées : elles sont souvent associées a
des douleurs, des atrophies musculaires et des tendinites. En outre, la période de réhabilitation
est prolongée (Weitzel et al., 2002). Les prothéses n’ont pas de bioactivité, il apparait donc une
inflammation sans infection apres 1’opération et une fatigue du matériau a long terme due a une

dégradation de ce dernier (Ge et al., 2005).

Ces inconvénients nous entrainent a chercher de nouvelles méthodes thérapeutiques.
L’avénement de la Bioingénierie Cellulaire et Tissulaire fournit une nouvelle possibilité

thérapeutique en construisant des ligaments artificiels bioactifs in vitro (Heineken FC, 1991).

I.2. DEVELOPPEMENT DE LA RECHERCHE EN INGENIERIE
TISSULAIRE LIGAMENTAIRE

La recherche sur I’ingénierie tissulaire du ligament a déja commencé depuis une trentaine
d’années. Ces derniers temps, la plupart des chercheurs considérent qu'un ligament artificiel
idéal doit étre biocompatible et bioactif pour qu’il y ait moins de risque d’étre rejeté par le
receveur. Il doit contenir ou pouvoir recruter des cellules qui sont importantes pour conserver les
propriétés d’un ligament et assurer la réparation des petites déchirures. Nous avons essayé
d’imiter la structure tridimensionnelle du ligament afin de construire un ligament artificiel qui
possede une microstructure semblable a celle d’un ligament natif, une bonne qualit¢ mécanique

et qui soit biodégradable. Et surtout, il doit avoir la capacité d’auto régénération (Pennisi, 2002).

La régénération ou la reconstitution d’un ligament in vitro dépend alors de trois

conditions importantes : la source de cellules, la matrice de support et le bioréacteur.
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1.2.1. Sources cellulaires potentielles en ingénierie tissulaire du
ligament

La source idéale doit fournir des cellules compatibles avec les matériaux, capables de
proliférer, de sécréter des matrices extracellulaires de bonne composition et d’induire une
réponse immunologique. Plusieurs types de cellules comme : les fibroblastes, les cellules
souches mésenchymateuses médullaires (CSMM), les cellules souches embryonnaires (ESC) et
les cellules souches de tissu-dérivées posseédent ces qualités (Ge et al., 2005). Cependant, il n’y a
pas de comparaison précise entre ces différentes cellules sur leurs caractéres et leurs potentiels
de substitution. Pourtant, une étude comparant les caractéres biologiques, le pouvoir de
régénération ainsi que la potentialité d’utilisation en ingénierie tissulaire s’aveére nécessaire. Un
choix de cellules appropriées pourrait améliorer grandement le caractére fonctionnel et la

structure du tissu.

I.2.1.1 Fibroblastes

Il existe toute une famille de fibroblastes dans des tissus comme les ligaments, les
tendons, la peau etc... Bien qu’ils soient tous des fibroblastes, leurs caractéres varient selon le
tissu dans lequel ils sont. Ainsi, par exemple, les fibroblastes de peau et ceux de ligament ne
possédent pas exactement les mémes caractéres. Les fibroblastes de la peau sécrétent moins de
collagene de type III (Chen et al., 2004) qui est trés important pour le maintien de la fonction du

ligament (Vunjak-Novakovic et al., 2004).

Bien que les fibroblastes ligamentaires soient des cellules originelles du ligament, ce sont
des cellules différenciées qui proliférent plus lentement que les cellules souches (Ge et al., 2005).
De plus, leur utilisation est presque impossible : il est, effectivement, difficile de prélever des
fibroblastes sur des ligaments blessés, du fait de leur faible quantit¢ et d’une souffrance
supplémentaire pour le patient. D’autre part, 1’'usage de fibroblastes ligamentaires allologues
augmente le risque de rejet immunitaire. Ils ne sont donc pas une source idéale de cellules pour

I’ingénierie tissulaire du ligament.

1.2.1.2 Cellules Souches Embryonnaires

La potentialité des cellules souches attire donc 1’intérét des chercheurs. Actuellement, les
cellules souches que nous connaissons sont : les cellules souches embryonnaires (CSE) et les
cellules souches adultes (CSA). Au niveau de la capacité a se différencier, les CSE ont témoigné

d’un pouvoir de différenciation totipotent, mais leur usage est actuellement entravé par la
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difficulté¢ technique en différenciation induite, l'incertitude de résultat a long terme et les
problémes éthiques. De plus, le risque de rejet immunitaire et I’apparition de tumeur potentielle
n’ont toujours pas été résolus. Ceci limite grandement 1’usage des CSE pour des greffes

(Donovan and Gearhart, 2001; McLaren, 2001).

1.2.1.3 Cellules Souches Mésenchymateuses

Comparées aux CSE, les CSA sont relativement matures et sont plus abondantes, tout en
gardant un caractére de différenciation. Un tissu artificiel utilisant des CSA permettrait une
thérapie personnalisée et éviterait le rejet immunitaire de greffe. Un tel tissu est alors tres

intéressant pour une application clinique.

Parmi les CSA, les CSMM qui proliférent vite et se différencient en de multiples cellules
sont représentatives des CSA et sont les plus prometteuses pour une application clinique en
ingénierie tissulaire (Altman et al., 2002b; Barry and Murphy, 2004; Bianco and Gehron Robey,
2000; Locklin et al., 1995; Rogers et al., 1995). Les CSMM peuvent donner naissance aux
différents types de cellules matures selon différents processus comparables a la hiérarchie
hématopoiétique. Elles peuvent proliférer énormément avant la différenciation cellulaire en une
série de tissu mésenchymateux tels que: l'os, le cartilage, le muscle, le tendon et les tissus
adipeux. Il est également suggéré qu'elles ont une grande plasticité a se différencier en cellules
de certains tissus non-mésenchymateux comme : le foie, le coeur, la peau et les nerfs (Caplan
and Bruder, 2001; Prockop, 1997). Elles sécretent des collagénes, des glycoprotéines, des
cytokines et des enzymes. De plus, les CSMM sont présentes en grande quantité dans la moelle
osseuse dont le prélévement n’engendre pas de blessure irréversible. Enfin, le fait d’utiliser des
CSMM autologues permet d’éviter un rejet immunitaire. Les recherches ont montré que les
CSMM possédent de meilleurs qualités que les fibroblastes pour construire un biotissu
ligamentaire (Butler and Awad, 1999; Donahue et al., 2001; Ge et al., 2005). Les CSMM
émigrent dans les ligaments rompus pendant leur cicatrisation (Dye, 1996; Murray and Spector,
2001). Watanabe, et al. (Watanabe et al., 2002) ont inject¢ des CSMM transgénétiques de
protéine a fluorescence verte (Green Fluorescent Protein, GFP) dans des MCL endommageés chez
le rat. Apres 28 jours, les CSMM injectées ont été détectées, encore vivantes, dans les MCL.
D’autre part, la morphologie et le caractere de toutes les CSMM ressemblaient a ceux des
fibroblastes ligamentaires. Une autre ¢tude faite par Young et al. (Young et al., 1998) va dans le
méme sens : ils ont remplacé des tendons d’Achille de lapin par un composite en fils de suture et

collagene ensemencé de CSMM autologues. Apres 4, 8 et 12 semaines, le collagéne ensemencé
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de CSMM a subi un réarrangement plus ordonné que les témoins négatifs. Les nouveaux tissus
générés étaient significativement plus gros que leurs contrdles (Young et al., 1998). Le travail
d’Awad et al. a montré qu’il y a une amélioration des qualités mécaniques comme : le module
d’¢élasticité a la rupture et la densité d’énergie élastique dans les nouveaux tissus (Awad et al.,

1999).

En conclusion, les CSMM représentent une plate-forme originale et un potentiel pour la
thérapie cellulaire et la bioingénierie ligamentaire. Cependant, la technique de différenciation in

vitro a encore besoin d’étre améliorée (Koc and Lazarus, 2001; Turgeman et al., 2001).

1.2.2. Matrices de support

Une matrice de support en bioingénierie ligamentaire doit étre biocompatible avec les
receveurs, tout en tenant compte de l'adhérence et de la prolifération cellulaire (Frank and
Jackson, 1997). Dans le cas de ligaments soumis a des contraintes mécaniques, les propriétés
mécaniques des matrices sont importantes et il faut donc prendre en considération cet aspect dés
la conception de la matrice par le choix des matériaux et la forme de la structure. De plus, un
matériau idéal doit avoir la capacité de biodégradation. Apres le temps nécessaire ou les cellules
peuvent s’attacher et proliférer, le matériau doit idéalement se dégrader a la méme vitesse que la
reconstruction du nouveau tissu. Un tel matériau pour I’ingénierie tissulaire de ligament doit non
seulement avoir des qualités de biocompatibilité, mais aussi de porosité et de biodégradation,
ainsi que les propriétés mécaniques et physiques de ligaments natifs. Les bioprothéses

synthétiques de ligaments sont encore loin d’étre parfaites.

Dés 1910, Lange et al. ont utilisé des sutures chirurgicales en soie traitées avec de la
paraffine pour remplacer les tendons, plusieurs substituts ont été appliqués comme des matériaux
non biologiques (Allison, 1913). Deux genres de protheéses ont été étudiées : naturelles et

synthétiques.

Les prothéses naturelles ont été testées dans la recherche de prothése ligamentaire, tels
que : le collagene, les polysaccharides, la cellulose etc... La possibilité d’utilisation des matrices
extracellulaires naturelles a été explorée. L’utilisation de collagéne comme prothése de ligament
et tendon dure déja depuis des décennies (Dunn et al., 1992; Dunn, 1996; Noth et al., 2005). Le
collagéne est le support naturel des fibroblastes ligamentaires sur lequel ils s’attachent et migrent.
Le collagéne régule la différenciation et la morphologie cellulaire par des régulations chimiques

et mécaniques. Bhatnagar et al. ont extrait le peptide P-15 du collagene naturel qui a une bonne

54



Chapitre I. Etudes bibliographiques

affinité avec les fibroblastes. Ils se sont ainsi servis de ce peptide comme coating afin
d’améliorer 1’adhésion cellulaire de leur matrice de support. Ce coating fournit un
environnement proche du physiologique favorisant la prolifération et la sécrétion des fibroblastes
(Bhatnagar et al., 1999). Koob et al. (Koob et al., 2001) ont extrait d’un buisson, la créosote,
’acide nordihydroguaiaretique (NDGA) et I’ont combiné avec du collageéne. La combinaison de
collagene-NDGA est compatible avec les tissus de lapin et ne déclenche pas de réaction
immunitaire. Ce matériau naturel pourrait étre plus avantageux qu'un synthétique. Dejardin et al.
(Dejardin et al., 2001) ont appliqué, a des tendons et ligaments de chiens, la sous-muqueuse
d'intestin (Small Intestinal Submucosa, SIS) du porc. Ce substitut a été bien accepté par le
receveur pendant 6 mois apres 1’opération. Noth et al.(Noth et al., 2005) ont construit in vitro un
substitut ressemblant histologiquement a un ligament. En dépit d’une biocompatibilité¢ excellente
de la matrice collagénique, les propriétés mécaniques de cette matrice restent insuffisantes pour
une application clinique (Altman et al., 2003). La soie du ver a soie a ét¢ utilisée comme matériel
de suture biomédical pendant des sic¢cles, mais pendant ces 20 dernieéres années, sa
biocompatibilité a été remise en cause. En revanche, les propriétés mécaniques spéciales de ces
fibres fournissent un potentiel d'applications dans les réparations cliniques importantes. Altman
et al. (Altman et al., 2002a) ont réussi a construire une matrice ligamentaire en soie qui possede
des propriétés mécaniques souhaitant, également une structure ressemblant quasiment a un LCA
natif, ainsi qu’une biodégradation convenable. Ils ont aussi résolu le probléme de
biocompatibilit¢ en éliminant la séricine avec une protéinase et en modifiant la soie avec des
facteurs de croissance et des facteurs d’attachement. D’autres soies sont ¢galement a 1’étude

comme celle de I’araignée.

Bien que les matériaux naturels puissent avoir une structure ressemblant a celle de la
matrice extracellulaire et une bonne biocompatibilité, la dispersion en terme de qualité et la
difficult¢ de mise en forme représentent un frein a leur utilisation. Afin de surmonter les
désavantages des matériaux naturels, des chercheurs ont dirigé leur attention vers les polymeéres
biorésorbables. Ces polymeres peuvent étre synthétisés en laboratoire et leurs propriétés
mécaniques controlées. L’utilisation de prothéses synthétiques biorésorbables a été étudiée dés
les années 1980, a partir des polymeres suivants : I'acide polylactique (polylactide acid, PLA),
I’acide glycolique (polyglycolic acid, PGA), le copolymére de PLA et de PGA (Poly L-
lactique-co-glycolide acid, PLGA), le polytétrafluoréthyléne, le polyester (Lopez-Vazquez et al.,
1991), la fibre de carbone (Parsons et al., 1985; Weiss et al., 1985) et le polypropyléne.

Les avantages des polymeéres biorésorbables sont une bonne résistance mécanique, un
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module élastique adéquat et une dégradation qui se fait par hydrolyse, elle méme pouvant étre
augmentée par une activité enzymatique in vivo. Cependant, apreés la dégradation, de petites
particules sont phagocytées et éliminées a travers le métabolisme sous forme d'eau et de CO,
sans accumulation de tissus toxiques. De plus, il existe de multiples techniques de mise en forme
facilitant la construction de matrices a 1’aide de ces matériaux. Les risques de rupture et de
détérioration restent malgré tout importants. Les polymeres synthétiques, en se dégradant,
liberent des molécules acides qui diminuent leur biocompatibilité et accélérent la dégradation des

propriétés mécaniques (Lera et al., 2005; Yang et al., 2001).

L’idée d’utiliser des matériaux composés de molécules naturelles avec les polyméres
synthétiques semble attrayante, puisque le méme mécanisme de résorption est utilisé pour
dégrader ces matériaux sans risque d’accumulation de toxines dans les organes. Alexander et al.
ont ¢étudié une prothése composée de fibres de carbone et de PLA pour la réparation et le
remplacement de ligaments (Alexander, Weiss, and Parsons, 1986). Yang et al. ont testé
plusieurs composites tels que : du PGA et des cheveux d’Homme, du collagéne et du PGA, du
PGA, du collagéne et des cheveux etc... Ils ont amélioré la biocompatibilité et les propriétés

mécaniques du matériau (Yang, Xie, and Li, 2000).

La nouvelle génération de matériaux bioactifs et biorésorbables avec des propriétés
multifonctionnelles est en développement (Richardson et al., 2001). Ils sont bioactifs grace a des
agents biochimiques tels que: des facteurs de croissance, des antibiotiques, des molécules

chimiothérapeutiques, des hormones etc... (Lee et al., 2000).

1.2.3. Bioreacteurs

Un bioréacteur peut étre défini comme un systeme spécifique pour cultiver des cellules
ou des tissus. Dans le domaine de 1’ingénierie tissulaire, les bioréacteurs sont employés pour

accroitre les cellules et cultiver des tissus fonctionnels destinés a la transplantation.

Dans le corps humain, les cellules sont toujours stimulées par des signaux mécaniques,
¢lectriques et/ou chimiques qui influencent leur comportement. Les tissus biologiques adaptent
leur structure et leur composition aux demandes spécifiques de la physiologie environnante
(Portner et al., 2005). Si ces signaux sont insatisfaisants ou inexistants, le développement du

tissu devient désorganisé (Wendt, Jakob, and Martin, 2005).
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Donc, pour un usage en ingénierie cellulaire et tissulaire, un bioréacteur doit recréer un
environnement biologiquement actif, qui fournit non seulement des substances biochimiques, des
facteurs de croissance, des hormones et/ou des nutriments spécifiques, mais permet aussi les

stimuli chimiques et physiques afin de maintenir et favoriser la régénération tissulaire.

Des études récentes renforcent 1'idée que les sollicitations mécaniques fournies par les
bioréacteurs sont essentielles pour satisfaire I’environnement complexe en ingénierie tissulaire in
vitro. Divers bioréacteurs commerciaux sont disponibles (Tableau I-2). Toutefois, I'applicabilité
de ces systemes en ingénieriec du ligament est limitée en raison du manque de spécificité

nécessaire pour imiter les conditions adéquates in vivo.

A notre connaissance, peu d’équipes travaillent actuellement sur la construction d’un
bioréacteur pour I’ingénierie tissulaire de ligament : Altman et al. (Altman et al., 2002c), The et
al. (The et al., 2006) ainsi que notre équipe (Kahn et al., 2007). Cette génération de bioréacteurs
permet d’appliquer simultanément des cycles de traction—torsion qui sont plus proches des

sollicitations physiologiques du LCA.

Tableau I-2 Certains systémes de bioréacteurs disponibles dans le commerce

Fabricant Produit Caracteéres Limitions
Rotary Perfusion Besoin d’incubateur
Synthecon )
Culture Max Chambre de rotation Une seule chambre

Besoin d’incubateur

Synthecon RCCS Chambre de rotation
Une seule chambre
Quatre chambres de culture Besoin d’incubateur
Synthecon RCCS-4 )
rotatifs Une seule chambre
Tension,

FX-4000T 24 puits de culture o
Besoin d’incubateur
FlexCell Contrélé par vide

Nombre limité de tissus, géométries et
International Compression

FX-4000C 24 puits de culture

tailles limitées pour la culture

Contr6lé par une pompe

FlexCell Cisaillement appliqué par Besoin d’incubateur
FlexFlow )
International I'écoulement des fluides Une seule chambre

(Vunjak-Novakovic et al., 2004)
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I.3. CELLULES SOUCHES

1.3.1. Géneéralités sur les cellules souches

1.3.1. 1 Définition des cellules souches

Les cellules souches sont des cellules indifférenciées, issues de I’embryon, du feetus ou
de l’adulte. Elles sont caractérisées par leur capacit¢ d’autorenouvellement (multiplication a
I’identique), leur différenciation dans certaines conditions (pour engendrer les cellules
spécialisées qui constituent différents tissus), et leur prolifération en culture (Potten and Loeffler,

1990).

1.3.1. 2 Cellules souches embryonnaires

Les cellules souches embryonnaires sont définies a 1’origine par le blastocyte qui est un
stade treés précoce de développement avant I’implantation utérine. Ces cellules peuvent donner
naissance aux trois feuillets embryonnaires : ’endoderme, le mésoderme et 1’ectoderme. Ces

trois feuillets embryonnaires sont a I’origine de toutes les cellules du corps (Figure I-8).

Il est généralement admis que durant 1’évolution du blastocyte au feetus en passant par
I’embryon, les cellules perdent leur caractére totipotent et choisissent une voie de différenciation
endo, méso ou ectodermique. Parmi les trois feuillets embryonnaires, I’endoderme est entre autre
a Dorigine de 1’épithélium intestinal, du pancréas et du foie ; le mésoderme est a titre indicatif a
I’origine des ¢léments sanguins, des muscles, des reins, des os et 1’ectoderme est quant a lui

précurseur de I’épiderme et du systéme nerveux...

Ces dernic¢res années ont ét€ marquées par de nombreuses publications scientifiques
remettant en cause la notion méme de filiation cellulaire respectant I’origine embryonnaire,
endo-, ecto-, mésodermique. Alors que la recherche de différents types de cellules souches
spécifiques de tissus se poursuit, des observations, dés 1998, suggérant que des filiations
inattendues peuvent exister entre des tissus adultes distincts ne partageant aucune origine
embryonnaire (Bjornson, Lewis, and Appleby, 1999; Clarke et al., 2000; Ferrari et al., 1998;
Jackson, Mi, and Goodell, 1999). Par ailleurs, les recherches sur les cellules souches ont montré
que des cellules progénitrices, semblables aux cellules souches embryonnaires, persistent dans

les tissus adultes et notamment dans la moelle osseuse.
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Ectoderme

Figure I-8 Différenciation des tissus humains a partir d’un blastocyte

(http://biosingularity.wordpress.com, 2007)

1.3.1. 3 Cellules souches adultes et leur plasticité

Chez I’adulte, les cellules souches tissulaires (dites somatiques pour les distinguer des

cellules souches germinales) assurent I’homéostasie, c’est-a-dire, le maintien physiologique d’un

organe ou d’un tissu, en remplacant les cellules mortes, que ce soit naturellement ou apres

lésions, assurant ainsi la pérennité de la fonction de I’organe pendant la vie de I’individu. Elles

remplissent cette fonction, d’une part en se multipliant a 1’identique (ce qui évite le tarissement

du réservoir de cellules souches), d’autre part en se différenciant, acquérant ainsi les

caractéristiques du tissu a réparer.

Il était généralement admis que les cellules souches adultes spécifiques du tissu ou elles

résident ne sont capables de donner naissance qu’a des cellules propres a ce tissu. Ces six
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derni¢éres années, cette notion a ¢été remise en question par de nombreuses publications
scientifiques. Il a ét¢ aussi montré que les cellules souches de la moelle osseuse possédent une
plasticité trés importante (Krause et al., 2001; Pittenger et al., 1999), pouvant donner naissance a
des neurones (Brazelton et al., 2000), des hépatocytes (Lagasse et al., 2000), des cellules du
pancréas (Hess et al., 2003), des chondrocytes (Uematsu et al., 2005), etc...

Au cours de ces derniéres années, les cellules souches ont été découvertes dans les tissus
et organes différents tels que : le tissu nerveux (Johansson et al., 1999; McKay, 1997; Rietze et
al., 2001), le pancréas (Zulewski et al., 2001), le cceur (Beltrami et al., 2003), I’intestin (Booth,
O'Shea, and Potten, 1999), la peau (Toma et al., 2001). Les cellules souches semblent donc avoir
une certaine plasticité, mais ces résultats surprenants doivent cependant toujours étre analysés

avec prudence.

Parmi les différents types de cellules souches isolées chez 1’adulte, ce sont les cellules

souches mésenchymateuses qui ont fait I’objet du plus grand nombre de travaux scientifiques.

1.3.2. Cellules souches mésenchymateuses médullaires

I.3.2. 1 L'histoire de la découverte des CSMM

En 1968, Friedenstein a rapporté pour la premiere fois I'existence de CSMM dans la
moelle osseuse et les a appelées cellules de ’ancétre de 1’os (Friedenstein et al., 1968). Dans la
moelle osseuse dite ‘rouge’, il y a au moins deux lignées de cellules souches : les cellules
hématopoiétiques et les cellules mésenchymateuses (Pittenger et al., 1999). Ces deux lignées ont
des destinées tres différentes, et sont organisées en une hiérarchie de cellules aux potentiels

variés (Figure 1-9).

Parmi les différentes cellules du stroma, certaines ont la capacité d’adhérer aux surfaces
en condition de culture simple (milieu nutritif standard additionné de 10 a 20% de sérum de veau
foetal). Dans ce milieu, les cellules différenciées du microenvironnement médullaire, telles que
les ostéoblastes, les adipocytes ou les cellules endothéliales, ne proliférent pas et les cultures
cellulaires s’enrichissent, au fur et a mesure des passages. De plus, les cellules acquicrent une
allure fibroblastique ayant certaines caractéristiques des cellules musculaires lisses (Galmiche et

al., 1993). Ce sont des cellules que I’on appelle les CSMM.
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Figure I-9 Différenciation multipotentielle de cellules de moelle osseuse

(© 2001 Terese Winslow, Lydia Kibiuk, Caitlin Duckwall)
Dans la moelle osseuse dite ‘rouge’, il y a au moins deux lignées de cellules souches: les cellules
hématopoiétiques et mésenchymateuses. Ces deux lignées ont des destinées trés différentes, et sont organisées
en une hiérarchie de cellules aux potentiels variés.

Puis, Owen et Friedenstein (Owen and Friedenstein, 1988), ont déterminé que ces
CSMM assurent le maintien de I'hématopoiése. La cohérence du tissu médullaire est assurée par
un stroma nourricier qui constitue la niche écologique des cellules hématopoiétiques,
indispensables a la production des cellules sanguines (Dexter et al., 1977; Gartner and Kaplan,
1980). Ces CSMM ont également la possibilité de donner naissance aux différentes lignées telles
que les lignées adipocytaires, chondrogéniques et ostéoblastiques (Caplan and Bruder, 2001;

Prockop, 1997).

Par la suite, il a été rapporté qu’elles ne représentent que 0,001 a 0,01 % de la population
des cellules nuclées de la moelle osseuse (Pittenger et al., 1999), ce qui est beaucoup moins que
les cellules souches hématopoiétiques (CSH) (Cantz et al., 2004). Cependant, elles peuvent étre
isolées et amplifiées avec efficacité, in vitro, avant de se différencier en diverses lignées selon

des protocoles de culture bien définis.

Depuis, d’autres travaux, in vitro et in vivo, ont permis d’étendre ce caractere plastique
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des CSMM a la formation d’autres types cellulaires tels que les hépatocytes, les neurones, les
cellules endothéliales, les cardiomyocytes, etc... (Cantz et al., 2004; Oswald et al., 2004;
Wenisch et al., 2006)(Figure 1-10).
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Figure I-10 Plasticité des cellules souches mésenchymateuses médullaires

Les CSMM ont, in vitro et in vivo, la possibilit¢ de donner naissance aux différentes lignées cellulaires telles
que des adipocytes, des chondroblastes, des ostéoblastes, les hépatocytes, les neurones, les cellules
endothéliales, les cardiomyocytes, etc... (Caplan and Bruder, 2001)

En plus de leur capacité a favoriser la culture des cellules hématopoiétiques et leur
capacité de différenciation, leur role thérapeutique potentiel dans le cadre de transplantation de

cellules souches a été récemment découvert (Koc and Lazarus, 2001; Turgeman et al., 2001).

Les CSMM représentent une plate-forme originale pour la thérapie cellulaire. Des
travaux actuels suggeérent que ces cellules sont génétiquement organisées pour exprimer des
protéines nécessaires aux voies de différenciations spécifiques. De plus, les CSMM humaines
obtenues a partir de malades atteints d'ostéoporose ont été utilisées en restaurant leur activité
ostéogénique par un transgéne de BMP-2. Le résultat a montré que les CSMM sont importantes
dans la planification future de traitement de thérapie génique pour l'ostéoporose (Egermann et

al., 2005).
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Des études ont montré que les CSMM injectées dans différents tissus peuvent y rester au
moins pendant quelques mois. Ces cellules peuvent étre tracées grace a différentes techniques de
marquage cellulaire comme : le marquage a 1’aide d’un geéne fluorescent (Green fluorescence
protein, GFP), a I’aide d’une greffe d’organe chez un receveur d’un sexe opposé, ou utilisant le

gene LacZ, etc...(Awad et al., 1999; Young et al., 1998)

1.3.2. 2 Caracteére biologique des CSMM

Le caractére « souche » des CSMM s'exprime dans la diversité de leur différenciation

cellulaire, dans leur pouvoir de prolifération élevé, et aussi dans leur plasticité.

Cependant, les facteurs ayant une influence sur la plasticité de ces cellules, aussi bien in

vitro qu’in vivo, ne sont pas encore tous identifiés.
Les CSMM peuvent étre caractérisées et identifiées (Tableaux I-3, I-4 et I-5) par :

1. leur capacité a adhérer sur une surface plastique de culture et leur morphologie

fibroblastique (Friedenstein et al., 1968) ;

2. leur pouvoir clonogénique : elles peuvent former des colonies cellulaires dérivées
d’une seule cellule. Les colonies peuvent étre détectées par l'analyse du CFU-F
(colony forming unit fibroblastic, CFU-F) (D'Ippolito et al., 1999; Owen et al.,
1987; Quirici et al., 2002) ;

3. leur expression des antigénes membranaires spécifiques, expression variable selon

les différentes espéces (Pittenger et al., 1999) ;

4. leur capacité a produire des cytokines, des facteurs de croissance, des molécules

adhérentes et des protéines de la matrice extracellulaire (Guo et al., 2000).

Tableau I-3 Marqueurs membranaires et cytoplasmiques de CSMM

Expression Positive Expression Négative Références
(Haynesworth, Baber, and
SH2, SH3, SH4
Caplan, 1992)
CD3, CD15, CD20, CD34, CD45, )
CD51, CD56 (Sillaber et al., 1999)
CD68, CDI117
CD73 (Barry et al., 2001)
STRO-1 (Dennis et al., 2002)
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CD105, HLA-DR, CD10, CD13, CD90,
CD14, CD34,CD117, CD133

(Jones et al., 2002)

STRO-1
Sca-1, CD29, CD44, CD81, CD106, | CD11b, CD31, CD34, CD45, CD48,

(Baddoo et al., 2003)
NST (Nucleostemin) CD90, CD117, CD135

CD44, CD49e, CD29, Sca-1

(Meirelles Lda and Nardi,
2003)

CD73, STRO-1, CD105, CD34, CD45, CD144

(Tuli et al., 2003)

CD73, CD49a CD45,CD14

(Boiret et al., 2005)

PA6

(Wang et al., 2006)

YSO08, YS14, YS18

(Yoon et al., 2005)

CD3, CD4, CDS§, CDI11b, CD13,

CD59, CD90 (Thy-1), CD105, HLA-1
CD34, CD31

(Izadpanah et al., 2005)

Vimentine, Ténascine, o- actine

musculaire lisse, Ostéocalcine

(Sillaber et al., 1999)

Tableau I-4 Sécrétion des cytokines et facteurs de croissance

de CSMM

Expression Positive

Références

G-CSF, SCF, LIF, M-CSF

(Haynesworth, Baber, and
Caplan, 1996)

IL-1R, II-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R,

LIF-R, SCF-R, G-CSFR, (Minguell, Erices, and
TNF-IR, TNF-IIR, TGF-BIR, TGF-BIIR, Conget, 2001)
bFGF-R, PDGF-R, EGF-R,
a-L-iduronidase, arylsulfatase-A et B, glucocerebrosidase, adrenoleukodystrophy
) (Koc et al., 1999)
protein
IL1a, 6,7,8,11,12,14 et 15, (Minguell, Erices, and

LIF, SCF, GM-CSF, G-CSF et M-CSF,

Conget, 2001)

bone morphogenetic protein receptor type IA (BMPRIA)

(Jones et al., 2002)
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Tableau 1-5 Autres caractéristiques cyto-biologiques de CSMM

Type de marqueurs Références

Intégrines: avp3, avps,

Chaines integrines: al, a2, a3, o4, as,
av, B1, B3, B4, Minguell, Erices, and Conget,
Molécules adhérentes v P1. B3, B (Ming g
ICAM-1, ICAM-2, 2001)
VCAM-1, ALCAM-1,

LFA-3, L-sélectine, endogline

Alkaline phosphatase

Collagéne type I, 11, 1L, IV, V et VI (Vilamitjana-Amedee et al., 1993)
Matrices extracellulaires | ) o . i

Fibronectine, Laminine (Minguell, Erices, and Conget,

Hyaluronan Proteoglycanes 2001)

MHC-DR-alpha,

MHC-DR-beta,

(Ishii et al., 2005)
MHC-DR-associated protein CD74,
Marqueurs génétiques ) o
tissue factor pathway inhibitor-2,
. (Izadpanah et al., 2005)
Neuroserpin,

Oct-4, Sox-2, Rex-1

En 1968, Friedenstein et al. (Friedenstein et al., 1968) ont rapport¢ que la moelle
ponctionnée et cultivée a faible dilution formait des colonies de cellules a morphologie

fibroblastique.

Les CSMM sont généralement collectées lors d’une ponction de moelle osseuse extraite
de la créte iliaque supérieure du bassin chez I'Homme (Digirolamo et al., 1999; Pittenger et al.,
1999). Les CSMM peuvent également étre collectées dans les compartiments de moelle tibiale et
fémorale (Murphy et al., 2002), ainsi que dans la colonne lombaire et le thorax (D'Ippolito et al.,
1999). Les cellules mononucléaires sont isolées de la moelle, puis mises en culture pour enfin ne
sélectionner que les CSMM. Comparées aux cellules hématopoiétiques, elles adhérent sur les
surfaces plastiques (Rickard et al., 1996). Les cultures primaires sont habituellement maintenues
pendant 12 a 16 jours, pendant lesquels la fraction hématopoiétique non-adhérente de cellules est
épuisée.

Morphologiquement, les CSMM sont fusiformes, comme les cellules fibroblastiques.
Leur capacit¢ de prolifération in vitro est trés importante, dépassant celle des cellules
hématopoiétiques et, dans certains cas, avec une stabilité¢ étonnante de leurs propriétés (Pittenger

et al., 1999; Prockop, 1997).
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Des progres considérables ont été¢ accomplis vers la caractérisation du profil antigénique
des marqueurs de surface des populations de CSMM dérivées de la moelle osseuse. Cependant,
un seul marqueur spécifique a ces cellules n’a pas encore été identifi¢ (Gronthos et al., 1994;
Minguell, Erices, and Conget, 2001; Pittenger et al., 1999; Tocci and Forte, 2003). Les cellules
sont négatives pour les marqueurs hématopoiétiques typiques : CD14, CD34, CD45, CD31,
CD133 et positives pour CD90 (Thyl), CD105 (SH2), CD166, CD73 (SH3), STRO1, CD29,
CD49a, CD54, CD71, CD106, CD120a, CDS55, CD13 et CD44 (Pittenger et al., 1999; Reyes et
al., 2001) (Tableau I-6).

Un marquage immunologique de ces cellules peut étre réalisé a partir de ces marqueurs
lors de différentes études comme la différenciation des CSMM en chondrocytes ou certains
marqueurs, caractérisant les cellules non différenciées, disparaissent tandis que d’autres

apparaissent.

Ainsi, il est possible de distinguer les cellules souches hématopoiétiques des CSMM, de
suivre la différenciation des CSMM au cours de la chondrogénése. Dans notre travail, les
molécules de surface CD34, CD45 vont servir a caractériser les cellules souches
hématopoiétiques tandis que les molécules de surface membranaire CD44, CD73, CD90, CD105

ou CD166 peuvent servir a suivre la différenciation des CSMM.

Tableau I-6 Caractéristiques des principaux marqueurs de surface permettant d’identifier les CSMM
et les cellules hématopoiétiques

Marqueurs Poids
q Autres noms moléculaire Distribution Fonction
de surface
(KD)
Aminopentidase Meétalloprotéinase zinc-liant,
CD13 N APIE p 150-170 Cellules myéloides traitement antigéne, récepteur pour
’ des variétés de virus coronaires

mono, mac, cellules récepteur pour LPS/LBP,

S LPS-R 33-53 Langerhans, granlow reconnaissance de LPS
lymphe, mono, granlow, | p. oo v/ CD49a (VLA-1)
plaquettes, cellules p

CD29 Integrin B1 130 ’ pour VCAM-1, MAdCAM-1 et
mastes, fibroblastes,

ECM

endoth
mono, plaquettes, gran,

CD31 PECAM-1 130-140 endoth, sous-ensemble Récepteur CD38, adhérence
de lymphes
Précurseurs
hématopoiétiques,

CD34 105-120 | endoth capillaire, Marqueur de cellules souches,
fibroblastes adhérence, récepteur CD62L
embryonnaires

66




Chapitre I. Etudes bibliographiques

Cellules
hématopoiétiques et

Lie l'acide hyaluronique,

CD44 H-CAM, Pgp-1 80-95 non-hématopoiétiques, adhérence
sauf les plaquettes,
hépatocytes, testicule
Cellules
CD45 LCA, T200, 180-240 hématopoiétiques, Phosphatase de tyrosine, améliore
B220 isoformes multiples de les signaux TCR & BCR
1épissure alternative
integrine a1, adhérence,
CD49a VLA-1 210 LCA, T200, B220 CD49a/CD29 lient le collageéne et
le laminine
endoth, mono, lymphe récepteur pour CD11a/CD18
CD54 ICAM-1 90-110 (élevé jusqu'a (LFA-1), CD11b/CD18 (Mac-1) et
activation) rhinovirus
, s lie C3b, régulation
CD55 DAF 60-70 hématopoiétique, endoth . .
complémentaire
C’e.llules dep rohf cration, Récepteur de transferrine,
CD71 95 réticulocytes, précurseur | )
. .. régulation du fer
érythroide
Sous-ensemble B, sous- | ecto-5’-nucléotidase, régulation de
CD73 69 ensemble T, FDC, nucléoside, costimulation T,
épithe adhérence lymphatique
Sous-ensemble CD34+
CD90 Thy-1 25-35 hématopoiétique, S(’)us—ense‘.rfll.)le CD34+
hématopoiétique, neurones
neurones
endoth, sous-ensemble
CD105 Endogline 95 de moélle osseuse, mac | Réponse cellulaire au TGF-$1
activé
Récepteur VLA-4 (CD49d/CD29),
CD106 VCAM-1 110 Endoth activaté , FDC adhérence leucocytaire, migration,
costimulation
Cellules Récepteur pour TNF-a et pour
CD120a | TNFR-I 50-60 hématopoiétiques et TNF-pB p p
non-hématopoiétiques
Sous-ensemble de
cellules souches
CD133 ACI 3.33 . 120 hématopoiétiques,
prominin-like 1 1 s
epithéliales et
endothéliales
CD166 ALCAM 105 neurones, monoblastes, Ligand: CD6, adhérence

epithélial, fibroblastes

Depuis quelques décennies, les travaux de recherches se sont intensifiés afin de mieux

caractériser les CSMM. Cet engouement est dii, en partie, a I’attrait nouveau que représentent les

CSMM, comme source cellulaire potentielle de la thérapie cellulaire régénératrice et de multi-

organe.

Sur le plan pratique, les avantages de ’utilisation de CSMM sont :
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° la facilité de préleévement ;

° la possibilité de pouvoir utiliser la moelle osseuse propre au patient comme source
de cellules thérapeutiques. Une greffe autologue éviterait le recours aux donneurs
et ¢liminerait le risque de rejet ;

° la possibilité de créer des “banques” de cellules souches compatibles, s’il s’avére
que les cellules peuvent étre amplifiées in vitro au laboratoire ;

° I’espoir de stimuler, directement chez le malade, la migration de ces cellules
souches vers le tissu 1ésé, et d’orienter leur différenciation dans une voie tissulaire
spécifique ;

° la facilité de transfert des genes dans ces cellules en fait également de bons
candidats pour la thérapie génique (Brouard et al., 2000).

Au-dela des avantages liés a la facilit¢ de prélévement, de conditionnement et aux
propriétés intrinseques (multipotentialité et plasticité¢) des CSMM, I’existence d’une participation
de ces cellules au phénomene naturel de 1ésion-réparation tissulaire a mis en valeur 1'intérét de
l'exploration et de I'utilisation de CSMM comme source cellulaire potentielle pour la thérapie

cellulaire régénératrice (Watanabe et al., 2002).

1.3.2. 3 Utilisation des CSMM en ingénierie cellulaire et tissulaire

Le nombre des tissus en ingénierie cellulaire et tissulaire augmente réguli¢rement grace
aux progres récents en biologie des CSMM et a la détection de la différenciation des cellules
souches. Plusieurs études dans une variété de systémes ont mis en évidence la grande perspective

de construire les tissus en bioingénierie a base de CSMM.

Les cellules souches ont servi, dans en premier temps, a reconstruire des tissus
mésenchymateux (Bianco and Robey, 2001) et récemment, une vaste gamme de tissus
épithéliaux est concernée. Il a été rapporté que les CSMM avaient le potentiel de se différencier
en cellules épidermiques, sous certaines conditions, et qu’elles peuvent servir comme source de
cellules pour 1'ingénierie tissulaire de la peau (Chun-mao et al., 2007; Paunescu et al., 2007). De
méme, de nombreuses recherches sur I'utilisation des CSMM en ingénierie tissulaire de 1’os, du
cartilage, du tissu adipeux, du vaisseau, du foie, etc... ont été effectuées récemment (Bianco and
Gehron Robey, 2000; Fraser et al., 2004; Hui et al., 2005; Risbud and Shapiro, 2005; Wang,
Chen, and Piao, 2005).
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I.4. LA REGULATION DES CSMM

1.4.1. Réle du microenvironnement sur la régulation des CSMM

1.4.1. 1 Facteurs biochimiques

Les facteurs biochimiques sont essentiels pour induire et/ou soutenir les caractéres

spécifiques des CSMM.

Par exemple, l'oxygene influence considérablement la synthése de la MEC et le
développement de tissus en ingénierie in vitro (Obradovic et al., 1999). Pour I’instant, on ne
connait que trés légérement les effets de l'oxygene sur la différenciation des CSMM en
fibroblastes ligamentaires. Fermor et al. (Fermor et al., 1998) ont montré qu’une pression
d'oxygéne de 21% a optimisé la prolifération de fibroblastes de LCA, tandis qu'une pression
basse de 10% a amélioré la synthése de collagéne. L’ascorbate-2-phosphate, une molécule

dérivée de la vitamine C et dont I’activité est durable, améliore la croissance cellulaire in vitro.

Les facteurs de croissance jouent également un role important pour induire la
différenciation des CSMM. Les facteurs de croissance, tel que I'EGF, le bFGF, I'IGF-II, et le
TGF-B ont été identifiés comme influencant la prolifération cellulaire. De plus, l'insuline, le
TGF-B et I'IGF-II favorisent I'expression de protéines et la régénération de la MEC dans les
tissus conjonctifs (Attisano and Wrana, 2002; Clemmons, 1997; Lo et al., 2003; Marui et al.,
1997, Sarasa-Renedo and Chiquet, 2005). De méme, le TGF-B combiné avec I’EGF, ainsi que le
TGF-B combiné avec l'insuline, stimulent la prolifération des fibroblastes et des CSMM (Jin et

al., 2004).

En outre, le sérum contient des stimulateurs puissants qui améliorent la croissance
cellulaire et la différenciation in vitro. Les acides aminés, les facteurs de croissance, les
vitamines, les protéines, les hormones, les lipides, et les minéraux, ainsi que les inhibiteurs de la

différenciation cellulaire font partie de ces stimulateurs.

1.4.1. 2 Facteurs mécaniques

Les signaux mécaniques influengant la croissance et le développement de ligaments in
vivo sont susceptibles de jouer un role similaire au cours de la culture in vitro et en ingénierie
ligamentaire. Les charges mécaniques influent sur le développement de tissus d’au moins deux

fagons : I'amélioration du transport de masse et la stimulation directe des cellules.
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Les stimulations mécaniques améliorent 1'expression des collagenes de type I et III, de la
fibronectine et de la ténascine-C dans la culture de fibroblastes ligamentaires (Chiquet-
Ehrismann and Chiquet, 2003; Chiquet-Ehrismann et al., 1991; Kim et al., 2002). Les
stimulations mécaniques modifient I'environnement extracellulaire tant in vivo qu’in vitro par
action sur la forme des cellules et I’espace interfibrillaire ou par I’écoulement du fluide qui

peuvent améliorer le transport de molécules.

Nos connaissances sur les effets des facteurs mécaniques sur la structure et la fonction
des ligaments en ingénierie tissulaire pendant la culture sont encore trés limitées. Les études sur
les facteurs mécaniques en ingénierie des tissus ligamentaires peuvent grandement s’appuyer sur
des modeles physiologiques pertinents, par exemple : la torsion et la traction adéquates, la
déformation et la fréquence de stimulation. Les études expérimentales sur la mécano-
transduction sont encore compliquées a cause des interactions entre les signaux physiques et
biochimiques. Il semble que les facteurs mécaniques et les molécules biochimiques régulent en
coopération la différenciation des CSMM et la formation de tissu en bioingénierie (Vunjak-

Novakovic et al., 2004).

1.4.2. Modification génétique (Transgenese)

Un autre domaine de recherches avec des applications potentielles dans la cicatrisation
du ligament est la thérapie cellulaire. Le concept est que I'implantation des CSMM
génétiquement modifiées favorise la réparation des ligaments pendant que ces cellules

deviennent des constituants du tissu cicatriciel.

Le transfert de géne est une technique permettant d’introduire du matériel génétique dans
des cellules cibles pour modifier leur fonctionnement. Les génes peuvent étre introduits in vitro
ou in vivo. Cette technique pourrait maintenir une forte concentration en facteur de croissance
sur le site de réparation par 1’expression continue d’un facteur exogene. Kim et al. (Kim et al.,
2007) ont transféré plusieurs genes dans les CSMM humaines et trouvé que seule la transgenése
par adénovirus associés auto-complémentaires (self-complementary adeno-associated viruses,
scAAV) conduit a une modification génétique permanente et prometteuse dans les CSMM.
Pagnotto et al. ont transféré les génes de TGF-B et GFP dans les CSMM et ils ont trouvé que la
réparation du cartilage par les CSMM transgéniques était grandement améliorée (Pagnotto et al.,

2007)
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Nous pouvons ainsi envisager que la technique transgénique représente un potentiel pour
la modification cellulaire en ingénierie tissulaire de ligament, comme la transgénese du PDGF et

du TGF-p dans les CSMM.
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II.1. PRELEVEMENT ET CULTURE CELLULAIRE

Il.1.1. Les manipulations de base en culture cellulaire

I1.1.1. 1 Préparation du tampon HBSS

Le tampon HBSS (Hank’s Balanced Salts Solution) est formé des composés suivants :
KC10,4g/L, NaCl 8,0g/L, KH,PO4 0,06g/L, Na,HPO4 0,04778¢g/L, D-glucose 1,0g/L et de rouge
de phénol 0,011g/L. Ce tampon sans ion calcium (Ca®") ni ion magnésium (Mg>") (Réf.H2387,

Sigma, France), est fourni en poudre et se prépare en solution aqueuse de la fagon suivante:

. Dissoudre un sachet de poudre de HBSS (9,5g) dans 900mL d’ecau distillée a

température ambiante (solution A)

. Ajuster le pH a 7,2 en rajoutant environ 0,35g de NaHCO; dans la solution A en

agitant

° Compléter avec de I’eau distillée jusqu’a 1 litre.

I1.1.1. 2 Préparation du milieu de culture DMEM complet

Le milieu de culture DMEM complet est préparé selon la composition ci-dessous :

° Dulbecco’s Modified Eagle Medium-Low Glucose (DMEM-LG) (réf. 6046, Sigma,

France).

. Sérum de veau feetal (réf. 10108, GibcoBRL, France) utilis¢é a 10% (v/v dans le
DMEM-LG), décomplémenté a 56°C pendant 30min.

° 2mM de L-glutamine (réf. 25030, GibcoBRL, France)

. 50U/mL de pénicilline / 50pg/mL de streptomycine (réf. 15070, GibcoBRL, France)

2,5ug/mL d’amphotéricine B (réf. 15290, GibcoBRL, France)

L’ajout de sérum de veau feetal (SVF) décomplémenté, de glutamine et d’antibiotiques

au DMEM-LG constitue ce que I’on appelle le « milieu de culture complet ».

II.1.1. 3 Préparation du milieu de culture DMEM/F12 complet

Le milieu de culture DMEM/F12 complet est utilis¢é pour cultiver les fibroblastes

ligamentaires. Il est préparé selon la composition ci-dessous :
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° Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Nut Mix F-12 (réf. 21331,
GibcoBRL, France)

° Sérum de veau feetal (réf. 10108, GibcoBRL, France) utilis¢é a 10% (v/v dans
DMEM-LG), décomplémenté a 56°C pendant 30min

° 4mM de L-glutamine (réf. 25030, GibcoBRL, France)

. 1,5g/L de NaHCO,

° 50U/mL de pénicilline / 50pg/mL de streptomycine (réf. 15070, GibcoBRL, France)
. 2,5ug/mL d’amphotéricine B (réf. 15290, GibcoBRL, France)

° 1% (v/v dans du DMEM/F12) d’acide aminé non essentiel (réf.,, 11140, Gibco,

France)

. 150pg/mL d’acide ascorbique (réf., A4544, sigma, France)

I1.1.1. 4 Subculture cellulaire

La solution de trypsine a 0,25% et d’EDTA a 1% (réf. T 4049, Sigma, France) est utilisée
pour détacher les cellules des supports de culture. Lorsque les cellules arrivent a confluence, le
tapis cellulaire est lavé avec SmL de tampon HBSS. Les cellules sont ensuite décollées par un
traitement de Smin avec ImL de mélange trypsine-EDTA pour 25cm? de surface cellulaire a
37°C, 5% de CO,. L’action de la trypsine est inactivée par addition de 4mL de milieu complet et
une numération cellulaire est effectuée a ’aide d’une cellule de Thoma. Les cellules sont
comptées 2 fois au microscope optique a 1’aide d’une cellule de Thoma et d’un colorant, le bleu
de trypan (0,04%, Réf. T8154, Sigma, France). Seules les cellules viables, non colorées, sont

comptées et I’estimation du nombre de cellules est la moyenne des comptages.

La suspension cellulaire est alors centrifugée a 300g pendant Smin. Le surnageant est
¢liminé et le culot est resuspendu dans le milieu de culture afin d’obtenir une concentration de

10°cellules/mL. La suspension cellulaire est fractionnée dans des flacons de culture de 25cm”.

I1.1.1. 5 Congélation

Les cellules décollées sont rincées et centrifugées pendant Smin a 300g, puis le culot est
repris dans le milieu de culture DMEM complet afin d’obtenir une concentration de

2.10%ellules/mL. Une solution cryoconservatrice composée de 20% de DMSO (Diméthyl
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Sulfoxyde, Laboratoires Braun, France, DMSO, référence: 2791102) est ajoutée goutte a goutte a
la suspension cellulaire jusqu’a I’obtention de 50% v/v. Le mélange est alors fractionné dans des
cryotubes a une densité cellulaire de 10° cellules/cryotube. Enfin, les cryotubes sont congelés en
les plagant 30min a 4°C, puis 2h a -20°C, 12h a -80°C, et finalement transférés dans de 1’azote
liquide a -196°C.

II.1.1. 6 Décongélation

Les cellules cryoconservées a -196°C sont décongelées dans un bain-marie a 37 °C, puis
diluées immédiatement dans du milieu de culture DMEM complet. Elles sont ensuite lavées 2

fois dans ce méme milieu, Smin a 300g, pour éliminer le DMSO qui est toxique a 37°C.

11.1.2. Cellules souches mésenchymateuses medullaires

I1.1.2. 1 Prélevement et mise en culture des CSMM de rat

La culture des cellules mésenchymateuses a été réalisée d’aprés la méthode décrite par
Chen et al.(Chen et al., 2002a; Chen et al., 2002c; Pittenger et al., 1999). Le prélévement
cellulaire a été réalisé sur de la moelle osseuse provenant de rats Wistar, males, agés de 6
semaines. Les rats ont ¢été anesthésiés a 1’éther sous une cloche et sacrifiés par une injection
cardiaque létale de KCl a 10%. Les régions du fémur et du tibia ont été stérilisées a I’éthanol a
75°, puis le fémur, le tibia et le genou ont été isolés a 1’aide de pinces et de ciseaux stériles. Les
surfaces du fémur et du tibia ont été grattées a I’aide d’un scalpel et rincées 2 fois dans une
solution de PBS. La téte de fémur et I’extrémité inférieure du tibia ont été sectionnées, puis leurs
cavités médullaires ont été rincées avec SmL de milieu de culture DMEM. Toutes les étapes de

prélévement ont été réalisées en environnement stérile.

Le mélange de moelle osseuse et du milieu de culture DMEM ont été ajouté doucement a
SmL de Percoll (p=1,077, Réf. 17-1440-02, Amersham Bioscience, France), I’ensemble ont été
ensuite centrifugé a 500g pendant 20min. Le liquide a I’interface du Percoll qui contient les
cellules nuclées ont été récupéré et dilué avec du milieu de culture DMEM, puis centrifugé a
300g pendant 10min. Le culot a été resuspendu avec du DMEM complet a une concentration de
6.10°cellules/mL. Enfin, les cellules éont été ensemencées dans des flacons de culture de 25cm?
et incubées dans une étuve a 37°C, et 5% de CO,. Le milieu a été renouvelé apres 5 jours de
culture, puis tous les trois jours. Quand le tapis cellulaire était a confluence, la subculture

cellulaire a été effectuée.
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Les cellules de passage 1 a passage 6 ont été utilisées pour déterminer les phénotypes des
CSMM. Et les cellules de passage 4 ont été soit utilisées pour la co-culture avec des fibroblastes

ligamentaires, soit pour le stretching uniaxial.

11.1.2. 2 Mise en culture des CSMM humaines

Les études ont été réalisées sur des cultures de CSMM humaines provenant de moelle
osseuse humaine de donneurs sains de 20 ans a 60 ans (don anonyme). La moelle osseuse est

extraite par ponction de la créte iliaque arriere du bassin.

Aprés passage 4 la centrifugeuse de gradient de densité, 2.10°cellules nucléées de moelle
osseuse ont été¢ mélangées avec SmL de milieu de culture DMEM complet et ensemencées avec
une densité de 5.10%cellules/cm” et incubées dans une étuve a 37°C, et 5% de CO,. Cinq jours
apres, le milieu était renouvelé et changé par la suite tous les trois jours. Les cellules étaient

surveillées et sub-cultivées selon le méme protocole que pour les CSMM de rat.

Les cellules de passage 4 ont été utilisées pour la détermination des phénotypes des

CSMM et/ou le contrdle qualité par la différenciation en ostéoblastes ou en adipocytes.

11.1.3. Mise en culture des fibroblastes ligamentaires

Les fibroblastes ligamentaires provenants de ligaments du genou ont été prélevés sur les
mémes rats que la moelle osseuse. La culture des fibroblastes a été réalisée d’apres la méthode
décrite par DesRosiers et al. (DesRosiers, Yahia, and Rivard, 1996) et Chen et al. (Chen et al.,
2002b; DesRosiers, Yahia, and Rivard, 1996).

Tous les ligaments de genou (ligaments croisés antérieur et postérieur, collatéraux
fibullaire et tibial) ont été prélevés a 1’aide de pinces et de ciseaux stériles en environnement
stérile. Les morceaux de ligaments ont ét¢ lavés deux fois dans la solution de HBSS, puis les
tissus périligamenteux ont ¢ét€¢ enlevés en grattant avec un scalpel. Ils ont ensuite ét€¢ coupés en
petits morceaux d’environ Imm’. Les morceaux de ligaments ont été trypsinés d’abord dans une
solution de trypsine a 0,5% (Réf. T3924, Poly Lab, France) pendant 30min, a 37°C, puis

transférés dans SmL de solution de collagénase XI contenant :
° DMEM/F12 complet (noté a I1.1.1. 3)
° 400U/mL de collagénase XI (Réf. C9407, Sigma, USA)
Aprés 2 heures de digestion enzymatique des ligaments a 37°C en agitation, la solution

obtenue a été centrifugée a 300g pendant 10min, le culot a été resuspendu avec du milieu de
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culture DMEM/F12 complet. Les cellules ont été incubées a 37°C, 5% de CO, et le milieu de

culture était renouvelé tous les trois jours.

I1.2. MISE EN EVIDENCE DU PHENOTYPE DES CSMM

11.2.1. Etude des CSMM en microscopie électronique

I.2.1. 1 Préparation des échantillons de microscopie électronique a
balayage (MEB)

Les cellules de passage 4 ensemencées sur des lamelles ont été observées par
microscopie €lectronique a balayage. Les cellules sur les lamelles ont ét¢ immergées dans une
solution de glutaraldéhyde a 0,25% pendant 10min, puis dans une solution de glutaraldéhyde a
2,5% pendant 10min pour les fixer, ensuite elles ont ¢été desséchées en les passant
successivement dans des solutions de concentrations croissantes en éthanol de 30°, 50°, 70°, 80°,
90°, 95° et 100°. Elles ont alors été placées sous vide puis recouvertes d’une couche d’or
palladium. Un microscope électronique a balayage (Réf. AMRAY-1000B, USA) a été utilisé
pour I’observation des CSMM.

1.2.1. 2 Préparation des échantillons de microscopie électronique en
transmission (MET)

Les CSMM de passage 4 a confluence ont été trypsinées et transférées dans un tube de
centrifugation, puis centrifugées a 300g pendant Smin, le surnageant a été alors éliminé. Le culot
a ¢été resuspendu dans une solution de glutaraldéhyde a 0,25% et incubé pendant Smin, puis
centrifugé a 500g pendant 10min. Le surnageant a été enlevé et le culot a été pré-fixé par une
solution de glutaraldéhyde a 2,5% pendant 24 heures a 4°C, puis les cellules ont été fixées par
une solution a 1% de tétroxyde d’osmium, ensuite desséchées en les passant successivement
dans des solutions de concentration croissante en acétone de 30%, 50%, 70%, 90% et 100%.
Enfin, les échantillons ont été encapsulés dans de la résine époxy, coupés en lamelle a 1’aide
d’un microtome et observés au microscope €lectronique en transmission (Réf. H-600, Hitachi,

Japon).
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11.2.2. Marquage des CSMM par cytométrie en flux

11.2.2. 1 Principe de la cytométrie en flux

La technique de cytométrie en flux permet 1’analyse rapide d’un grand nombre de
particules de maniere individuelle. Cette technique repose sur la mesure de paramétres physiques
(taille, volume, granulosité) et biologiques (mise en évidence de la présence de molécules grace
a un marquage fluorescent) de cellules défilant une a une a grande vitesse devant un faisceau
lumineux monochromatique excitateur. Les signaux lumineux émis par les cellules sont
recueillis et traités par un systéme informatique. La technique fondée sur I’immunofluorescence,

nous a permis d’analyser qualitativement et quantitativement le phénotype des CSMM.

L’analyse des données qualitatives exprimées en intensit¢é moyenne de fluorescence
(IMF) manque de standardisation du fait de la variation dans la préparation de I’échantillon, de
I’hétérogénéité des appareils et des réactifs proposés par les fournisseurs. Des variations dans

I’exploitation des résultats sont alors remarquées.

Par conséquent, I’exploitation des mesures de fluorescence est limitée a la détermination
de cellules “positives” ou “négatives” au sein d’une population cellulaire. Le seuil de positivité
est arbitrairement fixé a 10" sur I’échelle logarithmique comprenant 4 décades. Les paramétres
sont réglés de telle facon que I’auto-fluorescence de la population cellulaire analysée et le
contrdle isotypique soient situés inférieurement a la valeur de 10'. Il apparait donc que la
positivité de fluorescence d’une population cellulaire est fixée par rapport a I’auto-fluorescence
des cellules. Les cellules dans la région M1 représentent donc la population positive pour un
marqueur (Figure II-1). Il est a noter que I’auto-fluorescence varie selon chaque type cellulaire.
La quantification, en utilisant toujours la méme valeur de la tension du photomultiplicateur
(PMT) pour l’analyse des cellules, permet d’éviter ces artéfacts de mesure. Dans notre
manipulation, le pourcentage de la population positive a été utilisé pour déterminer 1’expression

du marqueur.
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Figure I1-1 Exemple de cytogramme en cytométrie en flux

L’ordonnée est le nombre d’événements, et 1’abscisse, 1’intensité de fluorescence. La population cellulaire
dans la zone M1 (zone rouge) est I’ensemble des cellules qui expriment positivement un marqueur, la
population cellulaire dans la zone inférieure de M1 (zone blanche) est I’ensemble des cellules exprimant
négativement le marqueur.

11.2.2. 2 Marquage des CSMM du rat

L’immuno-fluorescence directe a été utilisée pour le marquage des CSMM. Le principe
de cette technique est présenté dans la figure II-2. Un anticorps conjugué avec un fluorophore se
lie avec I’antigéne spécifique et I’antigéne peut ainsi étre détecté pour analyser la fluorescence

par cytométrie en flux.

Molécule d’adhérence

% >— Ac spécifique

> Fluorochrome

Figure II-2 Principe de ’immunomarquage direct

Un anticorps conjugué avec un fluorophore se lie avec I’antigéne spécifique et I’antigéne peut ainsi étre détecté
pour analyser la fluorescence par cytométrie en flux.

Quatre marqueurs phénotypiques mésenchymateux ont été utilisés: CD34, CD45, CD90
et CD44. Les anticorps étaient fluorescents souris anti-rat IgG1l, dont la longueur d’onde

d’excitation était 488nm, et la longueur d’onde d’émission était 519nm:

° CD34-FITC (Réf. SC-7324, Santa Cruz, USA)
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° CD45- FITC (Réf. MR6901, CALTAG, France)
° CDO90-FITC (Réf. MR5001, CALTAG, France)
) CD44-FITC MR440030, Antigenix America, France)

L’IgG1-FITC de souris (Réf. CN100111, ANTIGENIX AMERICA, Etats Unis) était
utilis¢é comme controle isotypique de FITC. Le phénotype des CSMM avec ces marqueurs est
CD34, CD45 négatifs et CD90, CD44 positifs que nous noterons par la suite : CD34", CD45’,
CD90" et CD44".

Les CSMM de rat de passage 1 a passage 6 ont été utilisées pour analyser les marqueurs
spécifiques de CSMM. Lors de chaque passage, les cellules ont été décollées avec ImM de
solution d’EDTA et réparties & raison de 10°cellules/tube. Les cellules étaient lavées avec 2mL
de PBS, centrifugées a 500g pendant 10min, le surnageant était prélevé, puis 2yl d’anticorps
¢taient ajoutés dans 200uL de suspension cellulaire. Les cellules étaient incubées avec
I’anticorps pendant 30min a température ambiante a 1’abri de la lumicre. Les controles
isotypiques de FITC étaient effectués simultanément. Les cellules étaient lavées avec 2mL de
PBS, centrifugées a 500g pendant 10min aprés incubation. Le culot était repris dans 500uL de
PBS, puis les tubes ¢étaient passés au cytomeétre en flux (Beckman Dickson, USA). L’analyse a

¢été effectuée avec le logiciel Cellquest (Beckman Dickson, USA).

11.2.2. 3 Marquage des CSMM humaines

Trois marqueurs phénotypiques mésenchymateux ont été utilisés : CD34, CD45, et
CD44. Les anticorps étaient fluorescents souris anti-humain IgGl, dont la longueur d’onde

d’excitation était 488nm, et la longueur d’onde d’émission était 519nm:
° CD34-FITC (Réf. SC-7324, Santa Cruz, USA)
° CD45-FITC (Réf. X0964, DAKO, Denmark)
. CD90-FITC (Réf. MAB4073F, CHEMICON, USA)

De méme que pour les CSMM de rat, I'l[gG1-FITC de souris (Réf. CN100111,
ANTIGENIX AMERICA, Etats Unis) a ¢été utilis¢é comme contrdle isotypique de FITC. Les
CSMM humaines de passage 4 étaient trypsinées et fractionnées a raison de 10°cellules/tube. Le
marquage du phénotype a été réalisé a 1’aide du méme procédé que pour les cellules de rat

précédemment expliqué.
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11.2.3. Difféerenciation des CSMM

Le controle qualit¢ des CSMM inclus aussi leur capacité de la différenciation en
ostéoblastes ou en adipocytes. La capacité¢ de différenciation des CSMM de passage 4 a été

vérifiée en les induisant a se différencier en ostéoblastes et en adipocytes.

11.2.3. 1 Différenciation des CSMM en Ostéoblastes

La différenciation des CSMM en ostéoblastes a été effectuée selon la méthode décrite par
Cheng et al.(Cheng et al., 1994). Les CSMM de passage 4 a 90% de confluence étaient
trypsinées et subcultivées dans un milieu conditionnel ostéogénique contenant :

. a-MEM complet (Réf. 22561-021, Laboratoires Life Technologie, France)
° 10"M de dexaméthasone (Réf. D2915, Sigma, USA)

. 50pg/mL d’acide ascorbique (Réf. A4544, Sigma, USA)

. 10mM de B-glycérophosphate (Réf. G6501, Sigma, USA)

Le milieu était renouvelé tous les trois jours. Aprés 11 jours de culture, la 1,25-
dihydroxyvitamine D3 (Réf. D1530, Sigma, USA) a été¢ ajoutée dans le milieu conditionnel

jusqu’a une concentration finale de 10"M.

Pour détecter la déposition de calcium, deux méthodes ont été utilisées : la pigmentation
de von Kossa (Chiba and Mitani, 2004) et celle d’alizarine (Mori, Tanji, and Wakabayashi,
2000). La pigmentation de von Kossa a été réalisée comme suit : le tapis cellulaire est fixé avec
10% de paraformaldéhyde pendant 30min, puis I’incubées avec 2% de nitrate d’argent pendant
20min dans 'obscurité, ensuite la solution de nitrate d’argent (AgNO; Réf. S7276, Sigma, USA)
¢tait enlevée et le tapis cellulaire était mis en présence d’une solution de thiosulfate de sodium
(NayS,0,, Réf. S7026, Sigma, USA) a 5% pendant Smin. Le dépot de calcium était alors

pigmenté en noir ou en brun foncé.

Pour pigmenter les cellules avec de 1’alizarine, les cellules ont été rincées dans du PBS et
fixées avec 95% d’éthanol pendant 15min a température ambiante, puis teintes dans 1%
d’alizarine (dissous dans 2% d’éthanol a pH 8,3. Réf. A5533, Sigma, USA) pendant Smin, enfin
les cellules étaient rincées avec de I’eau distillée. Le dépot de calcium était alors pigmenté en

rouge.
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11.2.3. 2 Différenciation des CSMM en Adipocytes

Pour la différenciation adipogénique des CSMM, la procédure décrite par Tuli et al. (Tuli
et al., 2003) a été suivie. Les CSMM de passage 4 ont été incubées dans un milieu spécifique de

sollicitation contenant :

° a-MEM complet (Réf. 22561-021, Laboratoires Life Technologie, France)

insuline Spg/mL (Réf. 57595, Sigma, USA)

° 10°M dexaméthasone (Réf. D2915, Sigma, USA)

° 10*M 1-methyl-3-isobutylxanthine (Réf. 15879, Sigma, USA)
° 6.10"M indométacine (Réf. 17378, Sigma, USA)

Le milieu était renouvelé tous les trois jours. Apres 14 jours de culture dans le milieu
spécifique, les cellules étaient fixées dans 10% de paraformaldéhyde a 4°C pendant Smin, puis
rincées 3 fois avec de l'eau, les cellules étaient alors incubées dans une solution de 3mg/mL
d’huile rouge O dissoute dans 60% de cymeéne (Réf. 00625, Sigma, USA) a 37°C dans une étuve
pendant 10min. Enfin, elles étaient rincées avec de l'eau distillée, les gouttelettes de lipide

apparaissant en rouge. Les cellules étaient ensuite observées a I’aide d’un microscope optique.

I1.3. CO-CULTURE SANS CONTACT DES CSMM AVEC DES
FIBROBLASTES LIGAMENTAIRES

11.3.1 Principe

Pour co-cultiver sans contact les CSMM avec les fibroblastes, nous avons utilisé le
dispositif Transwell schématisé par la figure II-3. Il est formé d’un double puits: un puits
intérieur (Réf. [35]3102, Beckman Dickson, USA) et un puits extérieur. Le fond du puits
intérieur est composé d’une membrane semi-perméable en polyéthyléne téréphthalate (PET,
Becton Dickinson, Oxford, Royaume-Uni), qui permet de créer deux compartiments pouvant
servir a I’étude des vecteurs chimiques tels que: la sécrétion d’hormones, de cytokines ou
d’autres activités métaboliques. Ce systeme permet donc de cultiver deux types de cellules sans
contact afin de n’étudier que l’effet des substances biochimiques sécrétées par ['une des

populations de cellules sur I’autre.
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Figure II-3 Dispositif de co-culture cellulaire sans contact (Transwell)

Il est formé d’un double puits : un puits intérieur et un puits extérieur. Le fond du puits intérieur est composé
d’une membrane semi-perméable en polyéthyléne téréphthalate, qui permet de créer deux compartiments
pouvant servir a I’étude des vecteurs chimiques. Ce systéme permet donc de cultiver deux types de cellules
sans contact afin de n’étudier que 1’effet des substances biochimiques sécrétées par 1’'une des populations de
cellules sur I’autre.

11.3.2 Mise en co-culture

En vue d’étudier le réle des fibroblastes ligamentaires sur les CSMM, nous avons choisi
une membrane en PET avec des pores de 0,1um diamétre qui permettent la pénétration des
facteurs solubles tout en interdisant la transmigration et la contact direct cellulaire. Les deux
types de cellules ont été donc séparés par cette membrane en PET. Les fibroblastes ligamentaires
de passage 4 étaient trypsinés, énumérés et ensemencés dans les puits intérieurs a 5.10* cellules
par puits, alors que les CSMM de passage 4 ¢taient trypsinées et réparties dans les puits
extérieurs a des densités de 2.10°, 10° et 5.10* cellules par puits et cultivées respectivement
pendant 3, 6 et 12 jours. Les puits étaient complétés avec du milieu de culture DMEM complet
afin d’avoir 3mL de milieu dans chaque puits. Le tableau II-1, ci-dessous, fait la synthése des

conditions de co-culture.

Tableau I1-1 Densités cellulaires ensemencées en co-culture et leurs controles (n=7)

Puits intérieur (cellules/puits) Puits extérieur (cellules/puits)
Co-culture 3 jours Fibroblastes 5.10°* CSMM 2.10°
Groupe controle de 3 jours CSMM 5.10* CSMM 2.10°
Co-culture 6 jours Fibroblastes 5.10°* CSMM 1.10°
Groupe controéle de 6 jours CSMM 5.10* CSMM 1.10°
Co-culture 12 jours Fibroblastes5.10* CSMM 5.10*
Groupe contréle de 12 jours CSMM 5.10* CSMM 5.10*
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I1.4. ETUDE DE STIMULATIONS MECANIQUES SUR LES CSMM

11.4.1. Préparation des membranes de silicone

Des membranes de silicone (Réf. SM 03114814, Saginaw Nagel Paper & Box CO, USA)
coupées aux dimensions de 45x75%0,25mm ont été utilisées comme substrat cellulaire. Les
membranes étaient stérilisées dans 1’éthanol a 75° pendant 1 heure, puis rincées avec de 1’eau
distillée, ensuite contenues dans des boites de Pétri et exposées aux UV pendant 20min. Les
membranes de silicone étaient recouvertes d’une solution de gélatine (Réf. G-1890, Sigma,

USA) a 1% a 37°C pendant 30min, enfin le surplus était aspiré et les membranes étaient rincées

al’aide de PBS.

11.4.2. Ensemencement de CSMM sur les membranes de silicone

Aprés détachement a 1’aide de trypsine, les CSMM de passage 4 étaient resuspendues
dans du milieu de culture afin d’obtenir 10°cellules/mL. 3mL de cette suspension étaient étalés
sur 80% de la surface centrale des membranes de silicone pour I’ensemencement. Aprés 2h de
sédimentation au repos dans un incubateur, la majeure partie des cellules avait adhéré a la
membrane de silicone. 7mL de milieu de culture DMEM complet étaient ajoutés et les boites de
Pétri étaient replacées dans ’incubateur a 37°C durant 24h. Apres ce laps de temps, les cellules
ensemencées sur les membranes subissaient des étirements cycliques de 10% de déformation a

une fréquence de 1Hz pendant 3, 6, 12, 24 et 36 heures.

11.4.3. Appareil d’étirement

L’application d’étirement, a été réalisée grace a un prototype réalisé au sein de notre
laboratoire (par M. Michel MARCHAND) qui permet de soumettre les cellules a des étirements
cycliques de 2,5 a 15% a des fréquences variant de 0 a 2Hz (Figure 11-4 C).

Deux membranes peuvent étre fixées dans le prototype d’étirement dans deux chambres
paralléles. Les membranes sont serrées par une pince a chaque extrémité, une des pinces est fixée
au bati tandis que 1’autre est reliée a un piston mobile entrainé par un moteur. Les membranes
sont recouvertes par 30mL de milieu de culture DMEM complet. L’appareil de stretching était

alors placé dans un incubateur a 37°C et 5% de COs,.
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Avant de commencer les expériences d’étirement, nous avons di valider 1’appareil de
stretching d’un point de vue mécanique en vérifiant les performances de 1’appareil, et également
I’homogénéité des déformations sur la membrane de silicone. Pour ce faire, nous avons criblé la
membrane de 50 points repéres. La membrane a ¢été¢ soumise a deux déformations différentes
(10% et 20%). Nous avons ensuite observé les points sous microscope a contraste de phase, puis
mesuré leurs tailles selon les axes X, Y et également la diagonale Z a I’aide du logiciel Visilog
(Olympus, IMT-2) (Figure I1I-4 D). Nous avons ensuite calculé les rapports entre les dimensions

obtenues au repos et celles obtenues apres déformation.

Une zone d’intérét a ainsi été déterminée sur la membrane de silicone, ou la variation de
la déformation de chaque point, selon I’axe transverse a 1’étirement, ne dépasse pas 5%. Cette

zone représente 80% de la surface centrale de la membrane.

87



Chapitre II. Matériaux et Méthodes

Direction
d’étirement Membrane Cellule
<« —_— S
<) ©)
- ORI —
— S SOr® @
A B

o o o o o Y
~Z
L R ==
AN
o o o o o X
D

7y
o
3
3
A

—

ooulg

% ([entre

Y ) |
Qoulg

[4==-fF-4--|-
0
)

—— wugy

E

Figure I11-4 Schéma de I’appareil d’étirement

A : Vue du dessus ; B : Vue de profil ; C : Appareil d’étirement ; D : Repére sur la membrane de silicone ; E :
Zone de déformation homogéne.
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I1.5S. METHODOLOGIE ANALYTIQUE

11.5.1. Déformation et orientation cellulaire

L’¢tude de l’orientation et de la déformation des cellules soumises a un étirement
uniaxial cyclique s’est déroulée suivant plusieurs étapes: les CSMM de passage 4 ont été
stimulées mécaniquement avec 10% de déformation a 1Hz durée des étirement, puis

photographiées pour analyser la déformation et 1’orientation des cellules.

Les photos de cellules en culture sur les membranes en silicone apres les étirements ainsi
que leurs contrdles ont été obtenus a 1’aide d’un microscope inversé avec un grossissement de
100 (Olympus, Japon) et une caméra (Motic Images Plus 2.0, Motic China Group Co, China). 9
photos ont été prises a différents endroits de la zone de déformation homogene. Les images
obtenues ont été traitées a 1’aide d’un programme écrit par notre équipe (M. KAHN) a ’aide du
logiciel MatLab (version 7.1, MathWorks Inc., USA) et de la Toolbox Image Processing
(MathWorks Inc., USA).

La détection du contour de la cellule reste semi-automatique, la réalisation d’un seuillage
a été nécessaire afin de délimiter le contour des cellules et de supprimer les débris cellulaires en
vue d’obtenir des images interprétables. Le programme donne I’orientation angulaire du contour
choisi ainsi que sa largeur et sa longueur dans un tableau au format Excel pour l’analyse

ultérieure. Un minimum de 100 cellules par membrane a été mesuré.

La déformation cellulaire a été quantifiée par le calcul de I’indice de déformation
cellulaire (S : Shape index), qui était défini par la formule de la figure II-5. La moyenne de
I’indice de déformation cellulaire de chaque groupe a été calculée afin de comparer avec le

contrdle de chaque groupe.

Afin d’analyser I’orientation des cellules, nous avons regroupé les angles par tranches de
10° de 0° a 180°, les pourcentages cellulaires ainsi obtenus dans chaque tranche ont été calculés

pour chaque groupe afin de les comparer avec leurs contrdles (Figure I1-6).
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(Longueur de cellule)
W : Width of cell

(Largeur de cellule)

Figure II-5 Méthode de calcul de la déformation cellulaire

La déformation cellulaire a été quantifiée par le calcul de I’indice de déformation cellulaire (S : Shape index).

La moyenne de I’indice de déformation cellulaire de chaque groupe a été calculée afin de comparer avec le
controle de chaque groupe.

—)

Direction
d’étirement

180°

Figurell-6 Mesure de I’orientation cellulaire

Deux cellules sont montrées aux angles 0, et 6, comme les exemples. Nous avons regroupé les angles par

tranches de 10° de 0° a 180°, les pourcentages cellulaires obtenus dans chaque tranche ont été calculés pour
chaque groupe afin de les comparer avec leurs controles.

11.5.2. Transcription inverse et réaction de polymérisation en chaine
(PCR) quantitative en temps réel

11.5.2. 1 Isolation des ARN

Pour appliquer la PCR a I’étude de I’expression des geénes, une étape supplémentaire,
précédant 1’étape d’amplification, est nécessaire : il s’agit de la conversion des ARNm en ADN,
dits ADN complémentaires ou ADNc. Cette étape fait appel a une autre ADN polymérase, la

transcriptase inverse ou RT (Reverse Transcriptase).

Les CSMM de passage 1 a passage 6, les fibroblastes ligamentaires a passage 4, et les

CSMM en co-culture et leurs controles, ainsi que les CSMM sollicitées mécaniquement et leurs
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contrdles étaient rincées avec du PBS et traitées a I’aide du réactif Trizol (Réf.15596, Invitrogen,
USA) pour extraire les ARN. Les lysats cellulaires ont ét¢ homogénéisés avec une pipette. Les
échantillons étaient incubés a température ambiante pendant 10min, puis ImL de lysat a été
transféré dans un microtube de 1,5mL et 0,2mL de chloroforme (Réf. C2432, Sigma, France) a
ensuite été¢ ajoutés, les tubes étaient vigoureusement secoués pendant 15s et incubés a
température ambiante pendant 2min. Ensuite, les échantillons étaient centrifugés a 4°C a 12000g

pendant 15min. Aprés centrifugation le mélange était décomposé en 3 phases :

e la phase supérieure €tait une phase aqueuse incolore contenant I’ARN
e l’interphase contenait I’ADN

e la phase inférieure rose formée par le phénol et le chloroforme contenait notamment

des protéines et des lipides.

La phase aqueuse contenant I’ARN ¢était transférée dans un nouveau tube de 1,5mL sans
nucléase. 0,5mL d’isopropanol (Réf. 278475, Aldrich, France) était ajouté et agité doucement
par retournement du tube, les échantillons étaient incubés a température ambiante pendant 10min
et centrifugés a 4°C a 12000g pendant 10min. Le surnageant était €liminé, puis ImL d’éthanol a
75° préparé avec de I’eau traitée par diéthypyrocarbonate (DEPC-H,0O, Réf. 750024, Invirogen,
France) était ajouté, ensuite, les tubes étaient centrifugés a 4°C a 7500g pendant Smin et
retournés doucement pour éliminer le surnageant. Le culot était séché a I’air pendant 10min et
50uL de DEPC-H,0 était ajoutés. Enfin, les échantillons étaient incubés a 56°C pendant 10min
et plongés tout de suite dans de la glace a 0°C. 5uL de la solution d’ARN ¢étaient prélevés pour
mesurer sa concentration et sa pureté par spectrophotométrie. Le reste était subséquemment

utilisé pour la RT-PCR ou stocké a -80°C.

11.5.2. 2 Mesure de la concentration et de la pureté de ’ARN

Le rapport des absorbances a 260nm et 280nm (A,¢0/Azs0) nous renseigne sur la pureté en
ARN de la solution. La densité optique a 280nm refléte la quantité de protéines contaminantes
présentes dans I’ARN total extrait. Celle a 260nm est spécifique des acides nucléiques. Le
rapport Azeo/Asso atteste de la qualité de I’ARN, s’il est compris entre 1,8 et 2,0, la pureté de
I’ARN est €levée, s’il est supérieur a 2,2, I’ARN est contaminé par des sels, s’il est inférieur a
1,6, I’ARN est contaminé par des protéines. Pour les autres valeurs du rapport Azeo/Azso, I’ARN

est moins pur, mais reste acceptable.
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La concentration des ARN était déterminée par la mesure de la densité optique (DO) a

260nm sur un spectrophotometre (DU 600, Beckman, USA) selon la formule ci-dessous :

Concentration d’ARN (ng/pL) =D0,60*40png/mLxdilution
(1 unité de DO a 260 nm correspond a 40pug/uL d’ARN simple brin)

11.L5.2. 3 Préparation de ’ADNc (RT)
L’étape de transcription inverse était effectuée a 1’aide d’un kit de synthése d’ADN,
iScript cDNA Synthesis Kit (Réf. 170-8891, BioRad, USA). Les mélanges des échantillons
¢taient préparés dans des tubes de 20uL sans nucléase (Réf. 223-9473, BioRad, USA) dans de la

glace a 0°C avec les proportions ci-dessous :

5x iScript™ Reaction Mix cDNA Synthesis 4uL
iScript Reverse Transcriptase IuL
Nuclease —Free water 4uL
Echantillon d’ARN 2uLl
DEPC-H20 ouL
Volume total 20pL

Les tubes étaient placés dans un thermocycleur MyCycler™ (Réf. 578BR 0159, BioRad,
USA) précédé d’une centrifugation éphémere. Les échantillons d’ARN étaient alors transcrits en
ADNC par incubations successives : Smin a 25°C, 30 min a 42°C et Smin a 85°C. L’ ADNCc ainsi

obtenu ¢tait stocké a -20°C et/ou utilisé lors de la phase d’amplification (PCR).

I1.5.2. 4 Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

L’étude quantitative de ’expression des génes de collagenes de type I et III, et de la
ténascine-C (TNC) par les cellules ayant subi différents traitements a été exécutée grace a un
thermocycleur (LightCycler, Roche, Allemagne) et un kit SYBR GREEN I (Réf.12158817,
Roche, Allemagne). Le gene de glycéraldéhyde 3-phosphate déshydrogénase (GAPDH) a été
pris comme étalon interne pour normer les résultats. Les conditions de PCR ont été optimisées

pour chaque paire d’amorces.
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Dans un premier temps, les échantillons étaient préparés dans des capillaires

(Ré£.11909339, Roche, Allemagne) dans un mélange final de 20pL comme suit :

DEPC-H,O 10,8uL
25mM MgCl, 1,2ul
LightCycler DNA Master SYBR Green | 2uLl
S5uM amorce 2uL
5uM amorce anti-sense 2uLl
ADNc 2pL
Volume Total 20pLL

Puis, les capillaires étaient centrifugés a 700g pendant 5s et placés dans un carrousel
d’¢échantillons de Lightcycler préparé a 4°C. Le programme sur le thermocycleur se compose
d’une étape de dénaturation de I’ADN, d’une hybridation des amorces et d’une élongation. Apres
I’étape de dénaturation qui dure 8min a 95°C, ’amplification se déroule sur 45 cycles, la
température d’hybridation et la durée dépendent de la taille des fragments d’amorce utilisés. Le
programme de PCR quantitative en temps réel pour chaque géne est montré dans le tableau I1-2.
L’étape suivante qui dure 15min a 65°C permet a la polymérase de terminer les amplifications en
cours. A la fin, une analyse du profil de la température de fusion (Tm) a été effectuée afin de

s’assurer de la pureté du géne amplifié.

Les courbes standards de ces 4 génes ont été réalisées par dilutions successives des
¢chantillons d’un facteur (collagene I : 10, collagéne III : 10, Ténascine-C : 2, GAPDH : 4) selon

les caracteres des génes avant I’analyse des échantillons.
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Tableau I1-2 Séquences d’amorces et conditions pour PCR en temps réel

Hybridation Elongation

Géne Séquence d’amorce Taille
(bp) Temps
Temps (S)
°O) S)
. Sens:
Collagéne I 5’-CCCACCCCAGCCGCAAAGAGT-3’
(Waggett et al., 352 51 5 15
1998) Antisens:
5’-TTGGGTCCCTCGACTCCTACA-3’
i Sens:
Collagene 111 5"-TGCCCACAGCCTTCTACACCT-3’
(Lavaud et al., 244 58 5 10
2001) Anti-sens:
5’-CAGCCATTCCTCCCACTCCAG-3’
Sens:
Ténascine-C 5’-CAGAAGCTGAACCGGAAGTTG-3’
. 278 55 10 11
(Shen Jie, 2001) Anti-sens:
5’-GGCTGTTGTTGCTATGGCQCT-3’
Sens:
GAPDH 5’-TCCCTCAAGATTGTCAGCAA-3’ 308 55 0 0
(Ando et al., 1995) Anti-sens:

5’>-AGATCCACAACGGATACATT-3’

1.L5.2. 5 Electrophorése de I'ADN sur gel d'agarose

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

rapidement vers 1’anode.

Dans notre manipulation, 1,2g d’agarose (Réf, A9539, Sigma, USA) ont été dissous dans
60mL de tampon d'électrophorese TEB 0,5x (Réf.161-0733, BioRad, USA) en chauffant jusqu'a
ce que la solution devienne transparente (environ 30min, & 100°C). Puis, la solution était
refroidie jusqu’a atteindre la température de 60°C. La solution de gel était alors transférée dans
une boite dans laquelle un peigne était placé. Lorsque le gel était refroidi (environ 30min), le

peigne était retiré¢ formant ainsi des puits pour charger les échantillons d’ADN.

Pour préparer les échantillons a charger, nous avons mélangé 8uL de solution d’ADN
aprés PCR dans chaque capillaire avec 2ul. de tampon de charge 5% (Réf.161-0767, BioRad,
USA) dans les puits du gel d’agarose. Afin d’estimer la taille des fragments, 2uL. d’échelle de
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taille (DNA Ladder, Réf. 15628-019, Invitrogen, USA) ont été ajoutés dans ’'un des puits. La
migration s’est effectuée a 100V pendant 90min dans du tampon d'¢lectrophorése TEB. Puis le
gel a été pigmenté en le plongeant dans une solution de bromure d’éthidium a 0,5pug/mL pendant
30min. Les bandes ont alors été observées et photographiées sous UV (A=365nm) (Réf. GS-
2000, Bio-Rad, USA).

11.5.3. Radioimmunoanalyse (RIA)

11.5.3. 1 Principe

La radioimmunoanalyse est une méthode rapide et sure employée pour la détermination
de la concentration d'hormones, de protéines spécifiques et de médiateurs dans le sang ou les
liquides biologiques en utilisant une méthode combinant I’immunologie anticorps-antigene et la
radioactivit¢é gamma. Le principe de la RIA est quasiment le méme que celui de la méthode
ELISA (Analyse Enzyme-liée d’ImmunoSorbant). Les deux méthodes, RIA et ELISA, utilisent
un anticorps qui se fixe sur un antigéne cible, la différence entre elles consiste dans le choix de
I’anticorps secondaire qui soit est radioactif (RIA), soit contient une enzyme que 1’on peut
pigmenter. Pour la méthode RIA, 1’étiquetage radioactif utilisé est habituellement *H ou '*I.
L’anticorps de capture non étiqueté est fixé sur la plaque de test, qui se combinera avec la
protéine d’intérét des échantillons encore appelé antigéne. Puis, l'anticorps étiqueté
radioactivement est ajouté et se lie a l'antigéne qui est li¢ avec ’anticorps de capture. Il faut
s’assurer a chaque étape que ’anticorps ne se fixe que sur ’antigeéne spécifique en saturant les
autres liens non-spécifiques. Une gamme ¢étalon est aussi fournie pour calculer la concentration

d’¢échantillons en fonction de I’intensité radioactive, la quantité initiale de la protéine d’intérét

est ainsi obtenue (Figure II-7).
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© anticorps de capture ¢ protéine d’intérét I anticorps étiqueté

Figure I1I-7 Schéma de radioimmunoanalyse

1 : Une surface est préparée avec d’un anticorps dit capture ; 2 : L'échantillon contenant I'antigéne est appliqué
a la plaque; 3: La plaque est rincée, de fagon a éliminer l'antigéne non-li¢ ; 4 : Les anticorps étiquetés
radioactivement sont ajoutés ; 5 : Les anticorps étiquetés spécifiques se lient avec les protéines d’intérét ; 6 :
La plaque est rincée une seconde fois.

11.5.3. 2 Préparation des échantillons
Les échantillons et leurs controles ont été rincés deux fois avec du PBS a 4°C. Puis les
cellules ont immédiatement été broyées a 4°C dans 1mL de solution de lyse contenu :
° 50mL de Tris-HCI, pH 8,0
° 150mL de NaCl
. 0,1% de Nonidet P-40 (Fluka 56741)
° 0,25% d’inhibiteur de protéinase en tablette (protease inhibitor cocktail tablets
Complete Mini, Roche, 1836153, Allemagne).

La concentration de protéines totales dans les échantillons a ét¢ mesurée en utilisant un
kit de test de protéines (DC protein assay kit II, Réf. 500-0112, BioRad, USA) en suivant les
instructions du fabricant et un spectrophotométre (Ultramark Microplate System 680, Bio Rad,
USA) pour détecter la densité optique a 280nm qui refleéte la quantité de protéines. Nous avons

ainsi réglé la concentration de protéines totales dans chaque échantillon a 100pg/mL.

A la fin, les doses de collageénes type I et type III dans les échantillons ont été analysées a
I’aide de deux kits de radioimmunoanalyse : Intact N-terminal propeptide of type I procollagen

Radioimmunoassay kit (Réf. 67034, Orion Diagnostica, Finlande) et Intact N-terminal
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propeptide of type III procollagen Radioimmunoassay kit (Réf. 68570, Orion Diagnostica,
Finlande) ont respectivement ét¢ utilisés selon les instructions du fabricant qui se réalisent en
plusieurs étapes. Dans un premier temps, les échantillons étaient ajoutés sur des plaques de 96
puits fournies dans le kit et incubés a 37°C pendant 20min. Aprés un ringage, l'anticorps de
détection étiqueté radioactivement était additionné en présence d’albumine de sérum de boeuf
(BSA, Réf. A9647, Sigma, USA) a 1% pour éliminer les liaisons non-spécifiques. Puis, les
¢chantillons étaient incubés pendant 30min a 4°C et lavés afin d'éliminer les anticorps étiquetés
radioactivement non liés aux collagénes. Finalement, les plaques étaient analysées a 1’aide d’une

machine de radioimmunoanalyse (XH-6010A, Xi’An 262 Chang, Chine).

11.5.4. Immunocytochimie (ICC)

1.5.4. 1 Principe

L’immunocytochimie est une technique fondée sur I’'immunomarquage direct ou indirect,
qui permet a la fois de détecter le nombre des différentes molécules et d’étre utilis€ comme un

traceur cellulaire.

Le principe de cette technique est illustré dans la figure 11-8. Le peptide ou la protéine a
mettre en évidence va étre reconnu par un anticorps spécifique. Cet anticorps peut étre
directement porteur du marqueur enzymatique, ou bien il est lui-méme a son tour reconnu par un
anticorps secondaire dirigé contre les anticorps de l'animal qui a servi a produire l'anticorps
primaire et qui est dans le méme temps conjugué a une enzyme, le plus souvent la peroxydase ou
la phosphatase alcaline. La révélation se fait alors a 'aide d'un substrat de I'enzyme. Les enzymes
les plus couramment utilisées sont la peroxydase ou la phosphatase alcaline qui sont
respectivement combinées avec 1’amino-éthyl carbazol ou la diaminobenzidine et le systéme
NBT-BCIP pour pigmenter. En laboratoire, I'immunocytochimie est souvent employée sur des

cellules en monocouche fixées et montées sur lame.
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>——  Anticorps primaire

Anticorps secondaire

g:;‘:; Enzyme

Figure I1-8 Principe de ’immunocytochimie indirecte

S

Des molécules exprimées a la surface cellulaire ou a I’intérieur des cellules peuvent étre reconnues par des
anticorps (Ac) spécifiques (Ac primaire reconnaissant spécifiquement la molécule étudiée). La reconnaissance
des Ac primaires est effectuée en utilisant des Ac secondaires conjugués a une enzyme qui peut é&tre
pigmentée.

11.5.4. 2 Préparation des échantillons

Les CSMM sur les membranes ou dans les puits étaient rincées avec du PBS, puis fixées
avec du paraformaldéhyde a 4% pendant 10min, ensuite elles étaient rincées deux fois avec du
PBS et, pour perméabiliser les cellules, elles étaient recouvertes par du triton X-100 a 0,1%
pendant 2min . Les membranes étaient alors collées sur des lamelles 1x25x75mm (Réf. 48312-
002, VWR, Allemagne) a ’aide d’une résine époxy (Réf. 31185, Sigma, USA). Les lamelles
étaient alors plongées dans une solution de PBS contenant 1% de BSA pendant 10min, puis elles
¢taient mises en présence des anticorps primaires, lapin IgG1 anti-collagene type I (dilution a
1:100, Réf. BA0325, Bo Shi De Co, Chine) et lapin anti-collagéne type III (dilution a 1:100, Réf.
BA0326, Bo Shi De Co, Chine), et a nouveau plongées dans du BSA a 1% a température
ambiante pendant 40min. L anticorps lapin IgG1 était aussi utilisé comme contrdle négatif. Deux
nouveaux lavages étaient effectués avant de mettre les échantillons en présence de 1’anticorps
secondaire, cheévre anti-lapin IgG conjugué avec la peroxydase horseradish (dilution a 1:100, Réf.
SA1022, Bo Shi De Co, Chine) pendant 30min a température ambiante. Aprés un nouveau
ringage avec de 1’eau distillée, la pigmentation étaient effectuée a 1’aide d’un kit (DAB kit, Réf.
Z1.1-9032, Zhong Shan Co., Chine). Les échantillons étaient éclairés avec du xyléne et couverts
par une lamelle de couverture. Les collagénes ont été ainsi pigmentés en jaune brun. Un
microscope optique et une caméra étaient alors utilisés pour observer et photographier les

cellules.
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11.5.5. Microscopie confocale a balayage laser

Afin d’étudier la relation entre 1’adhésion et la disposition des fibres de F-actine, qui est
une protéine du cytosquelette, en fonction d’un étirement uniaxial, un double marquage a été

effectué selon la méthode décrite ci-dessous.

Le marquage de la F-actine a été réalisé en présence de phalloidine, une toxine trouvée
dans I’amanite phalloide, conjugué avec I’ Alexa 488. Les CSMM sur des membranes de silicone
aprés des étirements cycliques, ainsi que leurs contrdles étaient rincés avec du DMEM sans
rouge de phénol (Réf. 11885, Gibco, France) a 37°C, puis fixés dans une solution de
paraformaldéhyde a 1% a 4°C pendant 10min. Ensuite, les membranes étaient rincées avec du
PBS et coupées en carré de Imm®. Un double marquage du cytosquelette était alors effectué sur
une plaque de 24 puits. Les cellules étaient d’abord perméabilisées avec du Triton X-100 a 0,1%
pendant 2min suivi de deux ringages au PBS. Une incubation avec de la phalloidine-Alexa 488
(Aexcitation=488NM, Agmission=319nm) (Réf. A-12379, Molecular Probes, USA) dilué¢ a 1 :100 dans
du PBS avec du triton X-100 a 0,1% pendant 20min a température ambiante et a I’abri de la

lumicre. Les échantillons étaient ensuite rincés avec du tampon PBS a pH 7,2.

Le marquage des noyaux a été réalisé en présence d’une solution de DAPI
(Aexcitation=416NM, A¢mission=359nm) (Réf., D-3571, Molecular Probes, USA) diluée 200 fois dans
du PBS pendant Smin a température ambiante et a I’abri de la lumiére. Enfin, les échantillons ont
¢été ensuite rincés avec du tampon PBS a pH 7,2 et recouverts par de la glycérine a 20% et fixés
entre deux lamelles (0,17x24x60mm, HangZhou Medical Supplies, Chine) a 1’aide d’une résine
époxy. Les images ont €té réalisées sous microscope confocal (LSM Microsystem Zeiss, Leica,
Allemagne) et traitées a I’aide du logiciel Image-pro plus 4.5 (Media Cybernetics Inc., USA).
Les valeurs moyennes de l’intensit¢ de fluorescence verte ont été mesurées dans chaque

échantillon.

1.6. Analyse Statistique

Les données ont ¢été présentées de la facon suivante : moyenne+écart-type. Les
différences statistiques entre les groupes d’expériences ont été analysées par la méthode
ANOVA. Un test de Student-Fischer a été effectué avec un intervalle de confiance de 95%

bilatéral afin de déterminer la significativité statistique.

99



100



CHAPITRE III :
RESULTATS ET DISCUSSION

101



102



Chapitre I11. Résultats et Discussion

II1.1. PHENOTYPE DES CSMM

Il est essentiel de controler le phénotype des cellules selon les protocoles en usage dans
les Unités de Thérapie Cellulaire agréées, d’apres la 1égislation en vigueur. De nombreux articles
ont été¢ consacrés aux cellules souches mésenchymateuses (Bianco and Gehron Robey, 2000;
Majumdar et al., 1998; Owen, 1988; Pittenger et al., 1999; Prockop, 1997). Il est affirmé que la
propriété d’adhésion au plastique n’est pas suffisante pour identifier de maniére certaine une
population de CSMM purifiées et que plusieurs méthodes sont nécessaires dans la tiche de
I’identification et le controle de qualités (Bianco and Gehron Robey, 2000; Guo et al., 2001;
Pittenger et al., 1999). Nous avons donc eu recours a trois méthodes pour analyser le phénotype
des CSMM : I’observation morphologique des cellules au MEB et au MET, le suivi de 4
marqueurs spécifiques des CSMM par cytométrie en flux, et la différenciation des CSMM en

ostéoblastes et en adipocytes pour vérifier leur état fonctionnel.

ll.1.1. Aspects microscopiques des CSMM

lll.1.1. 1 Observation par microscope optique inversé

Apres prélévement, les cellules ont été mises en culture. Nous avons observé deux grands
groupes de cellules : 'une adhérée sur le fond des boites de culture et I’autre formée de cellules
rondes et flottantes. Les cellules rondes et flottantes disparaissaient au fur et a mesure des
changements du milieu de culture, alors que les cellules adhérées aux boites se multipliaient. Dés
le 5™ jour, ces derniéres cellules ont été observées au microscope optique, elles ont une forme
triangulaire ou fuselée; cette morphologie est semblable a celle des fibroblastes. Au 10°™ jour,
les cellules ressemblaient a de longues cellules fibroblastiques et commencaient a former des
colonies. Environ 14 jours apres I’ensemencement initial, les cellules arrivaient complétement a
confluence et la premiére subculture était effectuée (Figure III-1). Leurs qualités d’adhésion et

de morphologie étaient conformes a celle des CSMM.

De méme, les cellules humaines présentaient une morphologie semblable aux
fibroblastes, mais il semble qu’elles étaient plus allongées et qu’elles se multipliaient plus
lentement que les CSMM du rat. De plus, elles paraissaient plus organisées soit de facon
parallele, soit de facon tourbillonnante que les cellules du rat. La premiére confluence des

CSMM humaines était souvent observée a 21 jours apres le prélevement (Figure 111-2).
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Aprés trois ou quatre subcultures, les cellules devenaient de plus en plus uniformes et

ordonnées.

A PO (x400) B P4 (x400)

Figure I1I-1 Cellules souches mésenchymateuses médullaires du rat

A PO (x400) B P4 (x400)

Figure I1I-2 Cellules souches mésenchymateuses médullaires humaines

lll.1.1. 2 Observation par microscope électronique a balayage (MEB)

L’observation de cellules au MEB a montré qu’elles présentaient une morphologie
polygonale ou triangulaire de type fibroblastique. Nous avons observé des cellules ayant un
certain relief et d’autres plus plates. Les cellules en relief présentaient beaucoup de cils et de
lamellipodes, leur bordure étant moins épaisse. De plus, nous avons pu observer des
communications de stroma (Figure I1I-3A). Les cellules plus plates présentaient, quant a elles,

peu de cils et de lamellipodes avec des bordures cellulaires épaisses (Figure I1I-3B).
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(*1000) (x2000)

Figure I11-3 Images de MEB des CSMM humaines a passage 4
A : Cellules dans la phase G1 ; B : Cellules dans la phase S

Les cellules présentent une morphologie polygonale ou triangulaire de type fibroblastique, ayant un certain
relief (A) et d’autres plus plates (B). Les cellules en relief présentent beaucoup de cils et de lamellipodes, leur
bordure étant moins épaisse. De plus, les communications de stroma (Voir la fléche de la figure A) peuvent
étre observées. Les cellules plus plates présentent, quant a elles, peu de cils et de lamellipodes avec des
bordures cellulaires épaisses (Voir les fleches de la figure B).

I.1.1. 3 Observation par microscope électronique en transmission (MET)

Les photos de MET indiquent que les cellules présentaient des caractéres communs aux
cellules souches. En effet, elles avaient de grands noyaux avec des chromosomes abondants, un
cytoplasme cellulaire relativement moins développé. Toutefois, nous avons remarqué un plus
grand nombre de mitochondries dans le cytoplasme ainsi qu’un réticulum endoplasmique

granuleux et un appareil de Golgi plus développé.
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Figure I11-4 Images de MET de CSMM humaines a passage 4

Les cellules ont de grands noyaux avec des chromosomes abondants et un cytoplasme cellulaire relativement
moins développé. Toutefois, un plus grand nombre de mitochondries dans le cytoplasme a été remarqué ainsi
qu’un réticulum endoplasmique granuleux et un appareil de Golgi plus développé.

lll.1.2. Etude de I'expression des marqueurs des CSMM de rat

La technique de cytométrie en flux a ¢été utilisée pour déterminer I’expression des
marqueurs des CSMM. Les cellules ont ét¢é marquées par des anticorps directs fluorescents,
souris anti-rat CD90, CD44, CD34 et CD45. Cette technique repose sur la mesure de
I’expression de marqueurs de surface caractérisant les CSMM : CD90 et CD44, et par 1’absence

de marqueurs de surface caractérisant les cellules souches hématopoiétiques : CD34 et CD45.

La figure III-5 montre des exemples graphiques obtenus dans 1’analyse cytométrique en
flux de CSMM du rat a passage 4. Dans chaque graphique, ’ordonnée est le nombre
d’événements et I’abscisse est I’intensité de fluorescence. Le seuil de positivité est arbitrairement
fixé a la zone M1, c’est-a-dire que si I’intensité de fluorescence des cellules dépasse le seuil de
positivité, ces cellules expriment positivement le marqueur. La figure III-5A est un controle
négatif qui permet de déterminer le seuil de positivité¢ (M1). Dans les figures III-5B et C (CD90
et CD44), les populations cellulaires se situent dans la zone MI, elles expriment donc
positivement CD90 et CD44. Cependant, pour les figures III-5D et E (CD34 et CD45), les
populations cellulaires se situent sous le seuil de positivité, elles n’expriment donc pas CD34 et

CD45.
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Figure I11-5 Exemples graphiques de cytométrie en flux de CSMM du rat (P4)
A: Controle Négatif ; B: CD90 ; C : CD44 ; D : CD34 ; E : CD45

La figure III-6 et le tableau III-1 présentent les résultats statistiques (n=6) des
expressions des quatre marqueurs obtenus par cytométrie en flux en fonction du temps. Les
cellules du rat cultivées ont positivement exprimé CD90 et CD44 et ont négativement exprimé
CD34 quel que soit le passage. Par contre, il y a environ 40% des cellules qui exprimaient le
marqueur CD45 aux premier et deuxieéme passages, puis elles I’ont négativement exprimé dés
passage 3. L’identification des cellules en fonction du temps montre que le pourcentage des
cellules CD44 positif et CD45 négatif ont augmenté dés passage 3. Plus de 80% des cellules que
nous avons obtenues exprimaient de fagon stable positivement CD90 et CD44, mais
négativement CD34 et CD45 dés passage 3. Nous en concluons alors que nos cellules du rat

¢taient des CSMM avec une pureté satisfaisante dés passage 3.
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Figure I11-6 Expressions des marqueurs des CSMM du rat de passage 1 a passage 6 analysés par
cytométrie en flux (n=6)
Les cellules du rat cultivées ont positivement exprimé CD90 et CD44 et ont négativement exprimé CD34 quel
que soit le passage. Par contre, il y a environ 40% des cellules qui exprimaient le marqueur CD45 aux premier

et deuxiéme passages, puis elles I’ont négativement exprimé deés passage 3.

Tableau I1I-1 Marqueurs exprimés par les CSMM du rat de passage 1 a passage 6 analysés par
cytométrie en flux (n=6)

Pourcentage de cellules positives (£ET%)

Passage (P)
CD90 CD44 CD34 CD45
P1 80,7+£7,2 71,4+ 9.2 0,5+0,2 46,0+9,0
P2 91,0+4,7 72,5+14,8 2,5+1,3 38,6+9,0
P3 96,5+1,1 80,1+11,1 2,1+1,1 9,7+3,9
P4 94,9+3,2 89,1+ 2,7 1,7+1,1 74+5,7
P5 93,5+5,1 77,1+ 8,6 2,5+1,3 6,7+6,2
P6 93,5+5,1 89,6+ 6,4 2,2+1,1 7,1 +£3,8

1ll.1.3. Etude de I'expression des marqueurs des CSMM humaines

Les cellules humaines a passage 4 ont ¢ét¢é marquées par des anticorps directs
fluorescents, souris anti-humain CD44, CD34 et CD45. La figure III-7 est un exemple de
graphiques obtenus lors de I’analyse par cytométrie en flux des cellules humaines a passage 4 :
les courbes jaunes sont les courbes des controles négatifs, les courbes orange, verte et rose
présentent respectivement les expressions de CD44, CD34 et CD45 par les CSMM humaines.
Les pourcentages des cellules exprimant positivement CD44, CD34 et CD45 étaient
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respectivement 90,7+2,2%, 1,5+0,1% et 1,3+0,1% (Figure I1I-8). Nous en concluons donc que

plus de 90% des cellules que nous avons obtenues étaient les CSMM humaines.

Figure I11-7 Exemples de graphiques de cytométrie en flux de CSMM humaines a passage 4
A : CD44; B : CD34; C: CD45

Un exemple de graphiques obtenus dans I’analyse par cytométrie en flux des cellules humaines a passage 4 :
les courbes jaunes sont les courbes des contrdles négatifs, les courbes orange, verte et rose présentent
respectivement les expressions de CD44, CD34 et CD45 par les CSMM humaines.
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Figure III-8 Expressions des marqueurs par les CSMM humaines
analysés par cytométrie en flux (P4, n=3)
Les pourcentages des cellules exprimant positivement CD44, CD34 et CD45 sont respectivement 90,742,2%,
1,5+0,1% et 1,3£0,1%
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1ll.1.4. Différenciation des CSMM en ostéoblastes

Apres 14 jours de différenciation des CSMM a passage 4 en ostéoblastes dans un milieu
conditionnel (le milieu de culture a-MEM complété par 10’M de dexaméthasone, 50pg/mL
d’acide ascorbique et 10mM de B-glycérophosphate), deux méthodes de colorations sélectives,
von Kossa et le rouge d’alizarine, ont été appliquées pour mettre en évidence le dépdt de
calcium. L’image de la coloration de von Kossa montre que les dépdts calciques apparaissent
denses, amorphes ou finement granulaires en noir (Figure III-9A). Par contre, la coloration
d’alizarine pigmente les dépdts calciques en rouge. Les images de coloration de rouge d’alizarine
sont montrées aux figures III-9B et C, les dépots calciques colorés en rouge ont été observés au
microscope optique. Les plus grands dépots calciques pouvant atteindre un diametre de 420nm.

Ceci prouve que les CSMM obtenues peuvent bien se différencier en ostéoblastes.

Figure I1I-9 Images des pigmentations de von Kossa et d’alizarine apreés différenciation en ostéoblastes
des CSMM humaines

A : Pigmentation de von Kossa; B : pigmentation d’alizarine; C : Aspect microscopique avec la pigmentation
d’alizarine (x40).
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Ill.1.5. Différenciation des CSMM en adipocytes

Apres 21 jours de différenciation des CSMM en adipocytes dans un milieu spécifique (le
milieu de culture o-MEM complété avec 5pg/mL d’insuline, 10°M dexaméthasone, 10*M 1-
methyl-3-isobutylxanthine et 6.10"M indométacine), les cellules ont changé de forme et sont
devenues plus sphériques. L’espace intercellulaire est devenu plus grand et la tendance au
détachement cellulaire a été observée pendant la différenciation. Les cellules, dans leur trés
grande majorité, contenaient une multitude de gouttelettes lipidiques visibles au microscope
aprés coloration par de l'huile rouge O (Figure III-10). La présence de gouttelettes lipidiques
témoigne de I’existence de vacuoles lipidiques dans les cellules sous forme de triglycérides. Ces

résultats démontrent que les cellules médullaires se sont différenciées en adipocytes.
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Figure I11-10 Images de pigmentation d’huile rouge O aprés différenciation en adipocytes des
CSMM humaines (P4)
A : x100; B : X400

lll.1.6. Discussion

En 1968, Friedenstein et al. (Friedenstein et al., 1968) fut le premier a découvrir la
présence des CSMM dans la moelle osseuse. Depuis, la recherche sur les CSMM a démontré leur
capacit¢ a se différencier en de multiples lignées cellulaires telles que les ostéoblastes, les
adipocytes, les chondroblastes, les myoblastes, etc... (Ohnishi et al., 2007; Owen, 1988; Short et
al., 2003; Sugiki et al., 2007; Zhang et al., 2006). Derni¢rement, il a été montré que ces cellules
pouvaient également se différencier en hépatocyte (Cantz et al., 2004), en cellule endothéliale

(Oswald et al., 2004) et en cellule neuronale (Wenisch et al., 2006).
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En la recherche sur les CSMM, les cellules sont généralement issues de la moelle osseuse
par aspiration au niveau de la créte iliaque (Digirolamo et al., 1999) mais peut aussi provenir du
tibia ou du fémur (Barry, 2003; Miura et al., 2003; Murphy et al., 2002). Malheureusement, les
CSMM ne représentent que 0,001 a 0,01% des cellules de la moelle osseuse (Pittenger et al.,
1999). Ainsi, il est nécessaire de les isoler et de les enrichir afin d’obtenir des CSMM pures et en
grande quantité. Plusieurs techniques sont disponibles comme I’utilisation d’un gradient de
densité permettant d’obtenir des densités cellulaires de 10%cellules/cm? a 4.10°cellules/cm?
(Lodie et al., 2002; Pittenger et al., 1999). Une autre technique, la plus utilisée, repose sur la
mise en culture de 1’ensemble des cellules provenant de la moelle osseuse dans un milieu
contenant 10% de sérum (Pittenger et al., 1999). Il est possible aussi de séparer les cellules
CD34" et les cellules CD34™ par sélection positive immunomagnétique sur un séparateur de
cellules ou les cellules CD34" sont marquées par micro perle immunomagnétique, puis
sélectionnées par un séparateur. Les cellules CD34" sont alors récupérées et cultivées (Van Epps

et al., 1994).

Il n’existe pas de méthode parfaite pour identifier le phénotype des CSMM (Boiret et al.,
2005; Flores-Figueroa et al., 2005; Jiang et al., 2002). Il est couramment admis que les CSMM
peuvent étre caractérisées par les trois propriétés suivantes : 1) ces cellules provenant de la
moelle osseuse possedent la puissante capacité a se multiplier et a se renouveler avec une
morphologie fibroblastique ; 2) elles expriment positivement au moins un marqueur des
marqueurs spécifiques CD6, CD10, CD29, CD44, CD49a, CD73, CD90, CD106, CD166,
STRO-1, SH3, SH4, Thy-1, Mucl18/CD146, et SB-10. Simultanément, elles n’expriment pas au
moins deux marqueurs parmi les marqueurs de cellules hématopoiétiques : CD45, CD34, CD11b
etc... 3) elles peuvent se différencier en de nombreuses lignes cellulaires de tissus conjonctifs

(Bianco and Gehron Robey, 2000; Guo et al., 2001).

L’étude de Barry F.P. et al. (Barry and Murphy, 2004) a montré que seules les cellules
possédant une morphologie fibroblastique et capables d’adhérer au support de culture sont des
CSMM. Nous avons donc observé les cellules que nous avons obtenues aux microscopes
optique, électronique a balayage et a transmission. Les faits que les cellules présentaient des
morphologies polygonale ou triangulaire de type fibroblastique et qu’elles avaient des caracteres
communs aux cellules souches: de grands noyaux avec des chromosomes abondants, des
mitochondries, ainsi qu’un réticulum endoplasmique granuleux et un appareil de Golgi plus

développés, montrent que nos cellules ont les caractéres morphologiques des CSMM.
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Cependant, ces propriétés morphologiques ne sont pas suffisantes pour I’identification des

CSMM. Ainsi, nous avons eu recours a 1’étude de marqueurs spécifiques.

Généralement, les CSMM cultivées n’expriment pas les marqueurs hématopoiétiques
comme CD45, CD34, CD14. Par contre, elles expriment d’autres molécules comme Stro-1,
CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD166 (Pittenger et al., 1999), ainsi qu’un certain nombre
de cytokines importantes pour la régénération tissulaire comme I’'IL-6, LIF, SCF et VEGF
(Sensebe et al., 1997a; Sensebe et al., 1997b). Néanmoins, certains de ces marqueurs sont
également exprimés par d’autres types cellulaires, comme le CD105 exprimé a la surface des
cellules endothéliales (Wilkins and Jones, 1995). Donc, 1’association d’au moins trois des
marqueurs ci-dessus (deux marqueurs négatifs, un marqueur positif) est nécessaire pour
identifier des CSMM (Alsalameh et al., 2004). C’est pourquoi une méthode fondée sur ’analyse
de marqueurs spécifiques des CSMM ou des cellules hématopoiétiques est indispensable. Nos
résultats montrent que les cellules cultivées en monocouche possédent un phénotype CD34,
CD457, CD90" et CD44" dés passage 3 et au moins jusqu’a passage 6 pour le rat, et que les
cellules humaines possédent un phénotype CD34°, CD45", CD44" a passage 4. Ces caractéres
montrent que nos cellules cultivées ont le phénotype des CSMM non différenciées. Les résultats
de cytométrie en flux en fonction du temps montrent qu’a partir de passage 3, les caractéres

mésenchymateux sont stables et homogénes.

Par ailleurs, environ 40% des cellules de rat a passage 1 et a passage 2 ont exprimé
CD45" qui, théoriquement, ne doit pas étre exprimé par les CSMM, mais par les cellules
hématopoiétiques (Virts et al., 1997). Ce phénoméne a disparu dés passage 3, nous avons donc
considéré que les cellules avant passage 3 ne sont pas encore assez pures et que les cellules de
passage 3 a passage 6 sont la meilleure source de CSMM. Il apparait ainsi qu’une subculture

sélective suivant la centrifugation par gradient de densité est nécessaire pour purifier les CSMM.

Afin de confirmer que les cellules obtenues sont des CSMM, nous avons vérifié qu’elles
pouvaient bien se différencier en de multiples cellules de tissus conjonctifs différents. Ainsi,
nous avons choisi de les différencier en ostéoblastes et en adipocytes, comme le montre nos
résultats de pigmentations de von Kossa et d’alizarine (ostéoblastes) et d’huile rouge O

(adipocytes).

L’ensemble des résultats de morphologie, de marquages spécifiques et de différenciations

des cellules médullaires confirment que les cellules que nous avons obtenues a partir de la
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moelle osseuse sont bien des CSMM avec une pureté¢ importante. Nous en concluons que notre

méthode de prélevement des CSMM est valable.

Enfin, les deux morphologies de nos cellules observées au MEB correspondent a deux
phases différentes du cycle cellulaire. Ainsi, les cellules, a bordure cellulaire moins épaisse ou
les communications de stroma entre cellules existent, sont des cellules de la premicre phase du
cycle cellulaire (G1) dans laquelle est effectuée une synthése des protéines permettant la division
cellulaire (Figure III-3A). Les autres cellules, plus plates, sont dans la phase S du cycle cellulaire
dans laquelle débute la synthése d'ADN (Figure III-3B). Ces résultats sont en accord avec 1’étude
de Guo et al. (Guo et al., 2001).

II1.2. CARACTERISATION DES FIBROBLASTES
LIGAMENTAIRES

lll.2.1. Aspect microscopique des fibroblastes ligamentaires

Les cellules provenant des ligaments de genou de rat ont été observées au microscope
optique, elles avaient une forme triangulaire ou fuselée et paraissaient homogene. Cette

morphologie est celle des fibroblastes (Figure I1I-11).
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Figure I1I-11 Fibroblastes ligamentaires du rat (P4, x100)

lll.2.2. Etude de protéines des fibroblastes ligamentaires

L’expression d’ARNm de collagénes de type I, type III et de ténascine-C de fibroblastes

a passage 4 a été analysée par RT-PCR quantitative en temps réel. De plus, les quantités de
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protéines de collagenes de type I et de type III ont été détectées par radioimmunoanalyse. Les
résultats sont présentés dans le tableau III-2. Le fait qu’il n’y ait pas de marqueur spécifique de
fibroblastes ligamentaires rend difficile leur identification. Mais une combinaison de présence de
différentes molécules comme les collageénes de type I et III, et la ténascine-C, permet de les
caractériser. Le rapport de collagene de type III sur celui de type I est notamment important
(Altman et al., 2002a; Altman et al., 2002b; Chen et al., 2004; Vunjak-Novakovic et al., 2004), il
est de 0,56 pour les fibroblastes ligamentaires humains, alors qu’il n’est que d’environ 0,2 pour
les fibroblastes de peau (Chen et al., 2004). Nos résultats ont montré que le taux d’ARNm de
collageéne de type III sur celui de type I dans nos cellules provenant de ligaments de rat est de
0,58+0,11 par RT-PCR et de 0,54+0,04 par radioimmunoanalyse. Nous en concluons donc que

les cellules obtenues des ligaments de genou de rat sont des fibroblastes ligamentaires.

Tableau I11I-2 Expression des collagénes et ténascine-C par fibroblastes ligamentaires (P4, n=3)

Collagéne I Collagéne III Taux de III/ Ténascine-C

ARNm (par rapport a GAPDH) 0,74+0,32 0,42+0,19 0,58+0,11 0,08+0,02

Protéine (ng/ng de protéine totale) 9,04+0,97 4,88+0,20 0,54+0,04

lI.3. CO-CULTURE SANS CONTACT DES CSMM AVEC DES
FIBROBLASTES LIGAMENTAIRES

ll1.3.1. Expression des ARNm de collagenes de type | et Ill et de
ténascine-C des CSMM de P1 a P6 analysée par RT-PCR
quantitative en temps réel

L’expression des ARNm de collagenes de type I et I1I et de ténascine-C des CSMM a été
suivie de passage 1 a passage 6 par RT-PCR quantitative en temps réel. L’étude statistique
montre que la quantité exprimée de chacun de ces trois genes par les CSMM était stable pour
tous les passages (Tableau III-3 et Figure I1I-12). Nous pouvons alors conclure que les CSMM
(P4) que nous avons utilisées pour la co-culture expriment les collagénes de type I et III et la

ténascine-C de fagon constante.

115



Chapitre I1I. Résultats et Discussion

Tableau I11-3 Expressions d’ARNm de collagénes de type I, de type I1I et de ténascine-C par CSMM de
passage 1 a passage 6 (n=6)

Passage Collagéne /GAPDH Collageéne III/GAPDH TNC/GAPDH Collagéne I11/1

P1 1,80+0,34 0,81+0,25 0,070+0,01 0,43+0,09
P2 1,85+0,15 0,83+0,16 0,070+0,01 0,45+0,06
P3 1,92+0,27 0,81+0,14 0,067+0,01 0,42+0,04
P4 1,91+0,36 0,83+0,21 0,068+0,02 0,43+0,08
P5 1,87+0,24 0,82+0,13 0,067+0,01 0,44+0,05
Po6 1,88+0,25 0,82+0,09 0,070+0,02 0,44+0,05
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Figure I11-12 Expressions d’ARNm de collagénes de type I et III et de ténascine-C par les CSMM
de passage 1 a passage 6 (n=6)

ll1.3.2. Expression des ARNm de collagenes de type | et Ill et de
ténascine-C des CSMM aprés co-culture analysée par RT-PCR
quantitative en temps réel

Apres co-culture de CSMM de passage 4 avec des fibroblastes ligamentaires, les
quantités d’ARNm de collagénes de type I et III et de ténascine-C ont été déterminées par RT-
PCR. Cette analyse a prouvé que la co-culture avec des fibroblastes favorise les transcriptions de
collagenes de type I et III et de ténascine-C chez les CSMM. Comme la figure I1I-13 le montre,

nous n’avons observé aucune augmentation significative des expressions d’ARNm dans le
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groupe de cellules co-cultivées pendant trois jours. Cependant, dans le groupe de cellules co-
cultivées pendant six jours, les expressions des ARNm de collagénes de type I et III ont
augmenté (p<0,05) : elles sont respectivement de 2,0 et de 2,2 fois plus ¢levées que celles des
groupes de controles. De méme, le groupe des cellules co-cultivées jusqu’a 12 jours a eu une
expression d’ARNm des collagenes de type I et III de 2,1 et 2,4 fois plus élevée par rapport a
leurs groupes de contrdles. De plus, le rapport du collagéne III sur le collagéne I a augmenté des
J-6. Enfin, I'expression des ARNm de ténascine-C n’a doublé qu’apres 12 jours de co-culture. En
conclusion, comparé aux groupes de controle, le rapport des ARNm de collagéne III/I exprimé a
J-6 (p<0,05) et de ’ARNm de ténascine-C a J-12 a augment¢ significativement dans les CSMM
en co-culture (Figure I1I-13).
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Figure I11-13 Expression des ARNm des collagénes I et I1I des CSMM
du rat avec ou sans co-culture (n=7)

A: Expression d’ARNm de collagéne de type I des CSMM de rat avec ou sans co-culture; B: Expression
d’ARNm de collagéne de type III des CSMM de rat avec ou sans co-culture; C: Expression d’ARNm de
ténascine-C des CSMM de rat avec ou sans co-culture; D: Taux de collagéne de type III/I des CSMM de rat
avec ou sans co-culture.

* Différence statistique par rapport au groupe de contréle (p<0,05)
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1l1.3.3. Quantité de protéines de collagene de type | et de type Il
mesurée par radioimmunoanalyse

Les quantités de collagénes I et III dans chaque échantillon ont été mesurées par
radioimmunoanalyse et exprimées par le rapport de collagene (en ng) sur la quantité de protéine
totale (en pg). Nos résultats montrent que les quantités de collagene de type I et de type III ont
respectivement été 13,6+1,3ng/ug de protéine totale et 5,9+0,5ng/ug de protéine totale dans les
CSMM co-cultivées avec des fibroblastes ligamentaires pendant 12 jours. En revanche, celles
des CSMM sans co-culture ont respectivement été 12,4+0,8ng/ug de protéine totale et
5,0£0,4ng/ug de protéine totale. Les expressions des collagénes de type I et de type III ont
augmenté significativement aprés 12 jours de co-culture (Figure I11-14). De plus, le rapport du
collagéne II/I ¢était de 0,43+0,02 dans les CSMM co-cultivées avec des fibroblastes
ligamentaires pendant 12 jours, et était 1égerement plus faible pour les CSMM sans co-culture

(0,40+0,02).
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Figure I11-14 Syntheéses de collagénes de type I et de type III des CSMM du rat co-cultivées ou
non avec des fibroblastes ligamentaires (n=6)

A : Synthése de collageéne I des CSMM avec ou sans co-culture; B : Synthése de collagéne 111 des CSMM avec
ou sans co-culture; C : Taux de collagéne 111/ dans les CSMM de rat avec ou sans co-culture.

* Différence statistique par rapport au groupe de contréle (p<0,05)
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111.3.4. Discussion

ll1.3.4. 1 RT-PCR quantitative en temps réel

Les courbes standards des 4 genes suivants : collagenes de type I et III, ténascine-C et
GAPDH, ont été réalisées par dilution des échantillons d’un facteur selon les caractéres des
genes avant I’analyse des échantillons. Les coefficients de corrélation de ces quatre courbes
standards sont respectivement r =-0,98 pour le collagéne de type I, r =-1,00 pour celui de type III,

=-0,97 pour la ténascine-C et r =-0,98 pour la GAPDH, ce dernier géne étant pris pour étalon
interne afin de normer les résultats (Figure III-15). Il y a une tres forte corrélation entre les

valeurs Ct et le nombre de brins initialement présents dans I’échantillon.

Aprés la PCR, une courbe de fusion a été effectuée afin de s’assurer de la pureté des
copies d’ADN. Les courbes de fusion obtenues n’ont présenté qu’un seul pic comme le montre la
Figure III-16. Cela nous assure que les produits que nous avons obtenus par la PCR en temps
réel sont purs et le nombre de brins initiaux calculé est fiable. Nous avons pu ainsi également
mesurer la température de fusion (Tm) de chaque fragment d’ADN, qui est respectivement

83,7°C, 80,8°C, 84,9°C, et 89,2°C pour les collagenes I et I, la ténascine-C et la GAPDH.

D’autre part, les images de 1’¢lectrophorese des productions de PCR en temps réel sur gel
d’agarose a 2% ont montré que les tailles des brins des productions de PCR sont respectivement
352bp, 244bp, 278bp et 308bp pour les collagenes I et 111, la ténascine-C et la GAPDH (Figure
II1-17), qui sont bien le nombre de paires de bases connu pour ces fragments (Ando et al., 1995;

Lavaud et al., 2001; Shen Jie, 2001; Waggett et al., 1998).

Les résultats des courbes de fusion et d’¢lectrophoreése témoignent que les brins obtenus

dans chaque capillaire de PCR sont purs et que les résultats de PCR sont fiables.
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Figure III-15 Courbes standards de 4 génes utilisées en RT-PCR en temps réel

A : Collagene de type I; B : Collagene de type III; C : Ténascine-C; D : GAPDH
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Figure II1-16 Courbes de fusion effectuées aprés PCR en temps réel

A : Collagéne de type I; B : Collagene de type III; C : Ténascine-C; D : GAPDH
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Figure I11-17 Image de I’électrophoreése des productions de PCR en temps réel

(M : marqueur ; Col : collagéne I ; Colll : collagéne III ; TNC : ténascine-C ; GH : GAPDH)

111.3.4. 2 L’effet de la co-culture sur les CSMM de rat

Il est établi que les facteurs biochimiques dans les microenvironnements comme les
facteurs de croissance, les hormones et d’autres molécules coordonnatrices sont exigés pour

l'induction sélective de différenciation des CSMM en lignées cellulaires spécifiques. Le nombre
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d’études sur la co-culture des CSMM a augmenté ces derniéres années, il en ressort que la co-
culture des CSMM avec des cellules différenciées est une stratégie convenable en recherche sur
la communication cellulaire (Ball, Shuttleworth, and Kielty, 2004; Lee et al., 2007; Yoon et al.,
2005). Ball et al. (Ball, Shuttleworth, and Kielty, 2004) ont montré que les CSMM ont présenté
certains caractéres de myocyte de muscle lisse (SMC) vasculaire aprés une co-culture avec des
cellules endothéliales vasculaires (EC). De plus, la co-culture des CSMM avec des
cardiomyocytes a induit les changements phénotypiques des CSMM, qui provenaient autant de la
différenciation des CSMM que de la fusion cellulaire (Yoon et al., 2005). Ces données suggerent
que les facteurs de croissance solubles sécretés par les cellules différenciées pourraient
influencer la différenciation des CSMM. Lee et al. (Lee et al., 2007) ont trouvé que la co-culture
sans contact avec des fibroblastes ligamentaires jouait un role crucial dans la différenciation

inductive des CSMM en fibroblastes ligamentaires.

Cependant, Li et al (Li et al., 2006) considéraient qu’un contact direct entre cellules
jouait un roéle crucial dans la différenciation cellulaire et que la co-culture indirecte n'avait
presque pas d'effet sur la différenciation de cellule souche. Néanmoins, nos résultats des co-
cultures de CSMM avec des fibroblastes ligamentaires ont montré, que les CSMM du rat apres la
co-culture ont présenté des analogies avec les fibroblastes ligamentaires. Elles ont augmenté¢ leur
expression d’ARNm de collagene de type I et de type III dés 6 jours de co-culture. De plus, les
synthéses de ces deux collagenes ont augmenté dans les lysats de CSMM co-cultivées avec des
fibroblastes ligamentaires pendant 12 jours. De méme, 1’expression d’ARNm de ténascine-C des
CSMM a également augmenté aprés 12 jours de co-culture. Ces résultats révelent que les
facteurs de croissance, les cytokines et les signaux de régulation délivrés par les fibroblastes
ligamentaires durant la co-culture indirecte ont influencé les cellules adjacentes bien qu’il soit
encore difficile de considérer que la co-culture indirecte puisse différencier ou changer

complétement les fonctions des CSMM.

L’¢équipe de Lee et al. (Lee et al., 2007) a co-cultivé des CSMM humaines avec des
fibroblastes de LCA pendant 5 jours. Ils n’ont pas remarqué de changement des quantités
d’ARNm aprés co-culture. La différence entre leur résultat et les ndtres pourrait provenir de la
durée différente de co-culture ainsi que la provenance cellulaire (CSMM humaines). De plus, la
proportion de I’expression de collagéne de type III sur celui de type I n'a pas ét¢ mentionnée

dans leur résultat.

Des études précédentes ont montré qu’un des caractéres principaux des fibroblastes

ligamentaires est le rapport élevé du collagene III sur le collagéne 1. Les fibres de collagenes,
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ainsi que leurs proportions relatives, jouent un réle important dans la régulation de la structure et
de la fonction ligamentaire. De plus, les types de fibres de collagénes, ainsi que leurs proportions
sont variables d’un type de ligament a un autre (Amiel et al., 1984; Chen et al., 2004). Les
collagenes de type I et III sont deux des composants essentiels des ligaments. Le collageéne III est
relativement plus présent dans les ligaments comparé aux autres tissus ; et la proportion de
collagéne de type III/I est différente selon 1’origine du ligament (Awad et al., 1999). La fonction
majeure du collagéne de type III est d'augmenter 1'¢lasticité du tissu. Le ligament a besoin d'étre
plus élastique et résistant en traction longitudinale. Le rapport de collagéne III/I dans les
fibroblastes ligamentaires est d’environ 0,55, tandis que celui des fibroblastes épidermiques est
seulement d’environ 0,25 d’apres Si ef al. (Si et al., 2002). Nous avons constaté lors de nos
expériences que ce rapport d’ARNm exprimé a augmenté dans les CSMM d¢s 6 jours de co-
culture. De méme, le rapport de ces deux protéines s’est accru dans les CSMM dés 12 jours de
co-culture, c’est-a-dire, la synthése de collageéne de type III a augmenté plus vite que celle de

collagene I dans les CSMM co-cultivées avec des fibroblastes ligamentaires.

Drailleurs, il a été constaté que les CSMM peuvent perdre certaines fonctions aprés une
culture a long terme in vitro (Verfaillie, 2002; Yeon Lim et al., 2006). Nous avons donc analysé
I’expression des ARN des collageénes I et III et de ténascine-C des CSMM de passage 1 a
passage 6 par RT-PCR en temps réel. Nos résultats ont montré que les trois génes ont été
exprimés stablement chez les CSMM de passage 1 a passage 6. Nous en avons alors conclu que
les CSMM que nous avons obtenues et utilisées pour la co-culture ne s’étaient pas encore

différenciées en fibroblastes avant au moins passage 6.

Il en résulte que la co-culture avec des fibroblastes ligamentaires favorise la synthése des

collagénes I et III ainsi que la ténascine-C chez les CSMM de rat.

I11.4. STIMULATION MECANIQUE SUR DES CSMM DE RAT

lll.4.1. Déformation et orientation des CSMM apres stimulation
mécanique

Les images des CSMM avant et aprés déformation uniaxiale sont présentées a la Figure
III-18. Apres étirement, les cellules présentaient une orientation privilégiée différente de la

direction d’étirement.
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Direction d’étirement

v

Figure 111-18 Images des CSMM avant et aprés étirement cyclique uniaxial (10%, 1Hz) (x100)
A : Contréle statique des CSMM cultivées sur membrane de silicone ; B-F : Stretching pendant 3, 6, 12, 24 et
36h.

lll.4.1. 1 Déformation des CSMM apres stimulation mécanique

Les images des cellules des groupes d’étirement et leurs groupes de controles ont été
traitées a 1’aide d’un programme écrit par notre équipe (M. Cyril KAHN) a partir du logiciel
MathLab et de son complément Image Toolbox (version 7.1, MathWorks Inc., USA). Les
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indices de déformation des CSMM apres étirement et ceux de leurs contrdles, ainsi que leurs
€carts par rapport aux contrdles sont montrés au tableau I1I-4. L’indice de déformation cellulaire
est ¢levé des 3h d’étirement cyclique (10%, 1Hz) par rapport a leurs controles, ce qui signifie
que les cellules se sont allongées deés 3h d’étirement. Cet allongement augmentait encore entre

6h et 12h, puis s’est stabilisé apres 12h d’étirement cyclique (Figure I11-19).
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Figure I1I-19 Taux d’amincissement cellulaire avant et apres étirement cyclique (10%, 1Hz, n=100)

A : Indice de déformation cellulaire ; B : Ecart des indices de déformation entre les CSMM et leurs controles.

Tableau I11I-4 Taux d’amincissement cellulaire avant et apreés étirement cyclique (n=100)

3h 6h 12h 24h 36h
C S C S C S C S C S

Moyenne 042 049 047 055 046 059 080 0,61 050 0,57
+écart type  +0,1 +0,1 +0,1 =+0,1 +0,2 +0,1 +0,2 0,1 =+0,1 0,1
S-C 0,07 0,08 0,13 0,13 0,12
C : groupe de controle ;
S : groupe de stimulation mécanique ;
S-C : Ecart des indices de déformation entre les cellules et leurs contrdles apres étirement
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lll.4.1. 2 Orientation des CSMM apres stimulation mécanique

La Figure III-20 montre une répartition caractéristique des CSMM selon différentes
orientations angulaires avec ou sans stimulation mécanique pendant 3, 6, 12, 24 et 36h. Nous
avons constaté que les cellules de contrdle s’orientaient de fagon aléatoire dans toutes les
directions. En revanche, celles soumises a 1’étirement mécanique uniaxial ont présenté une
orientation préférentielle de 40° a 70° et de 110° a 140° des 3h de stimulation. De plus, nous
avons observé deux orientations préférentielles symétriques par rapport a 90°. Des 12h
d’étirement, 60% des cellules alignées avaient un angle compris entre 60°-80° et 100°-120°, ces

valeurs restant stables apreés 36h d’étirement (Figure 111-20).
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Figure II1-20 Orientation cellulaire aprés étirement pendant 3, 6, 12, 24 et 36h et leur contréle (n>100)
A : Groupes des étirements de 3 et 6h ; B : Groupes des étirements de 12, 24 et 36h.
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I11.4.1. 3 Discussion sur la déformation et I’orientation cellulaire

Plusieurs études ont rapporté que la population cellulaire s’¢loigne de la direction
d'étirement uniaxial cyclique selon deux directions préférentielles symétriques par rapport a I’axe
de 90° (Neidlinger-Wilke et al., 2001; Wang et al., 1995; Yamada, Takemasa, and Yamaguchi,
2000). Wang et al. (1995) a proposé un modele stochastique pour minimiser la déformation
qu’elle subit. Ils ont aussi trouvé que la direction préférentielle d'orientation des mélanocytes
¢était d’environ 60° (correspondant a 60° et 120° pour nous) aprés une déformation uniaxiale a
1Hz, sur une membrane de silicone. Cet angle dépend du type de cellule, de la facon d’appliquer
la déformation et de la valeur du coefficient de Poisson du substrat (pour la membrane en
silicone, v = 0,38) (Wang et al., 1995). Le coefficient de Poisson est une constante des matériaux
¢lastiques qui représentent le comportement du matériau dans deux directions orthogonales par

la relation suivante :

£

tranversal

&

V=—
axial

Ce coefficient est compris entre 0 et 0,5 pour les matériaux courants, le matériau étant
incompressible quand v = 0,5. Notre membrane de silicone a le méme coefficient de Poisson que
celle utilisée par Wang et al. (mesuré dans notre laboratoire). Donc, I’étirement uniaxial cyclique
de 10% sur la membrane a induit une compression de 3,8% dans la direction transversale. Les
CSMM ont répondu a cette stimulation mécanique en réorganisant leur orientation vers 1’angle
de 60° (ou 120°) des 3h de stretching, mais évoluant entre 70° et 80° (ou entre 100° et 110°) des
12h de stimulation. Nous avons ainsi conclu que 70° est la direction préférentielle pour les
CSMM soumises a un étirement uniaxial cyclique de 10%, a 1Hz. La différence entre ce résultat
et celui de Wang pourrait résulter du type de cellules utilisées. En effet, nous avons stimulé des
CSMM dans notre expérience, alors que Wang et al. I’ont fait avec des mélanocytes. Les cellules
différentes possédent des qualités mécaniques différentes. De plus, il y a méme des différences

entre les cellules de méme provenance.

D’autre part, la déformation cellulaire et la réorientation se sont stabilisées apres 12h
d’étirement et jusqu’a 36h. Nous considérons donc que la déformation et la réorientation peuvent
étre deux changements cellulaires associés : les cellules changent leur orientation pour diminuer
la déformation subie, et elles essaient en méme temps de garder leur forme originelle jusqu’a

I’équilibre. Dans notre expérience, le temps pour établir un nouvel équilibre était de 12 heures.
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lll.4.2. Expression d’ARNm des collagenes de type | et Illl et de
ténascine-C analysée par RT-PCR quantitative en temps réel

Les quantités d’ARN des collagénes de type I et I1I et de ténascine-C des CSMM apres
étirement uniaxial cyclique pendant 3, 6, 12, 24 et 36h, ainsi que ceux des CSMM sans
sollicitation mécanique ont été déterminées par RT-PCR quantitative en temps réel. Une
augmentation de ces ARN a été constatée apres la stimulation mécanique. L'expression d’ARN
des collagenes I et III s’est accrue apres 12h d’étirement uniaxial par rapport aux groupes de
contrdles statiques (Figure I1I-21A et B). De plus, la stimulation mécanique a significativement
augment¢ le rapport d’ARN de collagene III/I dés 12h par rapport aux groupes de controles. Ces
rapports étaient respectivement de 0,45+0,05 pour le groupe de controle, de 0,5340,06 pour le
groupe de 12h, de 0,55+0,08 pour le groupe de 24h et de 0,56+0,06 pour le groupe de 36h
d’étirement (Figure III-21D). En outre, les rapports d’ARN de collagéne de type I dans les
cellules stimulées mécaniquement sur ceux des cellules statiques étaient respectivement 2,87,
3,13 et 3,23 pour 12h, 24h et 36h d’étirement. Par contre, ce rapport était plus important pour le
collagene de type III qui valait respectivement 3,41, 3,98 et 4,10 pour les différents groupes
(Figure III-21E).

Nous avons également observé que l'expression d’ARN de ténascine-C des CSMM n’a
augmenté significativement qu’aprés 24h de stimulation mécanique en comparaison avec les
groupes de contrdles (Figure III-21C). Les proportions d’expression d’ARN entre les groupes de
cellules stimulées pendant 24h et 36h sur leurs groupes de contrdles étaient respectivement

2,65+0,03 et 2,89+0,04.
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Figure I11-21 Quantités d’ARN de collagénes de type I et I1I et de ténascine-C des CSMM du rat avec ou

sans étirement uniaxial (10%, 1Hz, n =7)

A : Expression d’ARN de collagene de type I ; B : Expression d’ARN de collagéne de type 11T ; C : Expression
d’ARN de ténascine-C ; D : Rapport d’expression d’ARN de collagéne de type III/I avec ou sans étirement ;
E : Rapports d'expressions d’ARN des collagénes de type I et III et de ténascine-C (TNC) des groupes stimulés

sur leurs groupes de controles.

* Différence statistique par rapport au groupe de contréle (p<0,05)
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1ll.4.3. Quantité de collagenes I et lll analysée par
radioimmunoanalyse

La synthése de protéines des collagénes I et III des CSMM, apres étirement uniaxial
cyclique, a été déterminée par radioimmunoanalyse. Ces résultats ont révélé que 1’expression des
collagénes n’a augmenté significativement qu’apres 24h d’étirement (Figure I11-22A et B). Le
rapport des collagenes III/I s’est aussi accru des 24h de stimulation. La différence entre les

cellules stimulées et leurs groupes de controles était statistiquement significative (p<0,05)
(Figure I1I-22C).
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Figure I11-22 Synthéses de collagénes de type I et III des CSMM de rat avec ou sans étirement uniaxial
(10%, 1Hz, n=6)

A : Syntheése de collagéne de type 1; B: Synthése de collagéne de type III ; C: Rapport des synthéses de
collagene I1I/1.

* Différence statistique par rapport au groupe de contréle (p<0,05)
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lll.4.4. Quantité de protéines de collagenes | et Ill analysée par
immunocytochimie

La synthése des collagénes I et III dans les CSMM soumises a 1’étirement uniaxial
cyclique pendant 24h, ainsi que celles de leurs groupes de contréles ont été analysées par
immunocytochimie. Des images des cellules ont, ensuite, été prises par microscopie optique. Les
photos ont montré que 1’étirement uniaxial cyclique a favorisé la synthése de collagénes de type I
et III des CSMM. La pigmentation dans le cytoplasme des cellules de controles était 1égérement
jaune (pigmentation des collagénes) (Figure III-23 A et C). En revanche, la pigmentation des
deux groupes stimulés mécaniquement pendant 24h était plus intense et foncée, ce qui témoigne
d’une quantité plus importante des collageénes I et III par rapport aux groupes de contrdle (Figure

111-23 B et D).
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Figure I11-23 Images de la pigmentation des collagénes de type I et III des
CSMM du rat par ICC (x 100)

A : Collagéne de type I dans le groupe de contréle; B: Collagéne de type I apres 24h d’étirement ;
C : Collagéne de type III dans le groupe de contrdle ; D : Collagéne de type I apres 24h d’étirement.
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lll.4.5. Discussion

La stimulation mécanique est, de plus en plus, reconnue pour jouer un role important
dans la modulation de fonction cellulaire, y compris la croissance, l'orientation, la synthése de
protéine, l'expression de gene, la différenciation, etc... (Altman et al., 2002b; Chiba and Mitani,
2004; Chiquet-Ehrismann and Tucker, 2004; Kim et al., 2002; McAdams et al., 2006;
Neidlinger-Wilke et al.,, 2001; Sarasa-Renedo and Chiquet, 2005). Des expériences ont
¢galement été rapportées sur la différenciation des CSMM par stimulation mécanique (Fink et
al., 2000; Park et al., 2004; Qi et al., 2005; Sumanasinghe, Bernacki, and Loboa, 2006). Nos
résultats de RT-PCR quantitative en temps réel ont montré que les quantités d’ARN de
collagenes de type I et III ont plus que doublé apres 12h d’étirement uniaxial cyclique et plus que
triplé apres 24h d’étirement. Ces résultats ont été confirmés par I’étude de la syntheése de ces
protéines déterminées par radioimmunoanalyse et par immunocytochimie (ICC). Ces deux
derniéres ¢tudes ont également révélé que la synthése des protéines de collagénes de type I et 111
dans le lysat cellulaire a augmenté apres 24h d’étirement. Ce résultat est cohérent avec les études
précédentes sur les fibroblastes ligamentaires et les ténocytes soumis a un étirement uniaxial
cyclique (Cilli et al., 2004; Kim et al., 2002; Young et al., 1998). De plus, nous avons constaté
que l'accroissement d’ARN de collagénes de type I et III dépend du temps de stimulation. Une
publication récente (Lee et al., 2007) a montré des résultats comparables aux noétres : ils ont
observé que les expressions d’ARN de collagéne I et III et de ténascine-C chez les CSMM
avaient significativement augmenté apres un étirement cyclique de 10%, a 1Hz pendant 2 jours.
Cependant, le rapport d’expression de collagéne III/I n'a pas été discuté dans 1’étude ci-dessus.
Nous avons remarqué que ce rapport d’ARN a augmenté dés 12h de stimulation mécanique,
alors que celui des protéines n’a augmenté qu’apres 24h. Les études précédentes ont prouvé que
les changements de la synthése des protéines de collagénes sont principalement caractérisés par
le changement de leur rapport. Leur synthéses relatives jouent un rdle prépondérant dans la
structure de fibre de collageénes et dans la fonction des différents tissus (Amiel et al., 1984; Chen
et al., 2004; Si et al., 2002). Les collagénes de type I et III sont les principaux composants des
ligaments ou le collagene de type III est plus abondant que dans les autres tissus et le rapport des
collagénes III/I varie selon la provenance du ligament (Amiel et al., 1984). La fonction majeure
du collagene de type III est la régulation de I'élasticité du tissu, garantissant une bonne élasticité
et une résistance a la traction. Chez 1’humain, le rapport des collagenes I1I/I pour les fibroblastes
ligamentaires est généralement d’environ 0,55+0,06, tandis que pour les fibroblastes

épidermiques, il n’est seulement que d’environ 0,26+0,15 (Chen et al., 2004). Nos expériences
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ont montré que la synthése du collagene de type III était plus élevée que celle du collagene de
type I chez les CSMM apres étirement cyclique et que le rapport d’ARN de collagenes III/1 était
respectivement de 0,53+0,06, 0,55+0,08 et 0,56+0,06 pour les groupes de 12h, 24h et 36h. Ces
résultats sont cohérents avec ceux de Chen et al. Ils coincident également avec 1’étude sur les
fibroblastes ligamentaires du genou que nous avons réalisée sur des rats: ce rapport était

respectivement 0,58+0,11 et 0,5440,04 pour les ARN et les protéines.

En outre, nous rappelons aussi que le rapport de collagéne III/1 était plus élevé chez les
CSMM sans étirement cyclique (0,45+0,05) que celui des fibroblastes épidermiques (0,26+0,15).
Sur ce point, nous supposons que les CSMM sont multipotentes et donc considérées comme des
cellules immatures. Les tissus ou les cellules immatures sont connus pour contenir relativement

plus de collagéne de type III que les autres.

La ténascine-C est une glycoprotéine multifonctionnelle qui fait partie de la matrice
extracellulaire (ECM). Elle est régulée précisément pendant le développement embryonnaire
ainsi que le remodelage des tissus adultes (Chiquet-Ehrismann and Tucker, 2004). La ténascine-
C augmente chez les fibroblastes aprés stimulations mécaniques et sa quantité est pilotée par une
kinase (RhoA dependant Kinase, ROCK) elle-méme régulée par une protéine : la RhoA. Cette
kinase intervient dans des voies de transduction de signaux des cellules in vivo et in vitro
(Jarvinen et al., 1999; Sarasa-Renedo and Chiquet, 2005). Nous avons trouvé que l'expression
d’ARN de ténascine-C dans les CSMM était accrue par I’étirement uniaxial cyclique en
adéquation avec les études précédentes. En revanche, nous avons constaté que I’ARN des
collageénes n’a pas augmenté simultanément avec I'augmentation d’ARN de ténascine-C. Kim et
al. ont précédemment estimé que 'expression des collagénes de type I et III est régulée par la
TGF-B1 (Kim et al., 2002). Nous pensons donc que 1’écart temporel entre le changement de
I'expression d’ARN des collagenes I et III et celui de la ténascine-C est peut-étre di aux voies

différentes de transduction de ces deux types de protéines.

Bien qu'aucun marqueur spécifique ne puisse identifier les fibroblastes ligamentaires des
autres fibroblastes (Vunjak-Novakovic et al., 2004), la ténascine-C et les collagenes I et III sont
généralement utilisés pour décrire le caractére des fibroblastes ligamentaires (Altman et al.,
2002a; Altman et al., 2002b; Vunjak-Novakovic et al., 2004). Dans I'étude présente, 1'expression
d’ARN de ces protéines dans les CSMM était significativement accrue par I’étirement uniaxial
cyclique. Ceci indique que les CSMM stimulées mécaniquement montrent un phénotype
similaire a celui des fibroblastes ligamentaires aprés une stimulation mécanique et qu’elles ont le

potentiel d’étre utilisées comme source cellulaire pour 1’ingénierie tissulaire de ligaments.
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ll.4.6. Expression de la F-actine par les CSMM aprés stretching
analysée par microscopie confocale

I11.4.6. 1 Résultats
Les CSMM apres stretching pendant 3h, 6h, 12h, 24h et 36h, ainsi que leurs controles

statiques ont été fixés et incubés avec de la phaloidine-Alexa 488 et du 4’, 6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI, 1:200). Puis, elles ont été observées et photographié¢es a 1’aide d’un
microscope confocal. Les images de microscopie confocale ont montré que I'ADN nucléaire des
cellules a ¢ét¢ homogénement pigmenté en bleu par le DAPI et que les cellules présentaient une
morphologie fibroblastique, tandis que les filaments de F-actine dans le cytoplasme des CSMM
ont été pigmentés en vert par la phaloidine-Alexa 488. Nous avons constaté que les faisceaux de
F-actine avaient un arrangement paralléle qui était plus épais dans les cellules de contrdle que
dans les cellules stimulées mécaniquement. La quantité¢ de F-actine a diminué au cours du temps
de stimulation dans les CSMM, c’est-a-dire, que plus les CSMM ont subi un étirement uniaxial
mécanique, moins la fluorescence verte était présente dans le cytoplasme. Ces faisceaux de F-
actine étaient devenus de plus en plus minces avec la durée d’étirement (Figure I11-24). Le
logiciel Image Plus a été utilisé pour mesurer statistiquement la densité de F-actine dans les
CSMM de tous les groupes de cellules avec ou sans étirement. Il y avait une différence
significative entre le groupe de controle et les groupes stimulés mécaniquement dés 3h de
stretching. Une différence encore plus importante était constatée dés 12h de stimulation (Figure

111-25).
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A B C
D E F
Figure I11-24 Images par microscopie confocale de F-actine dans les CSMM du rat avec ou sans

étirement de 10%, a 1Hz (x600)

A : Controle statique; B, C, D, E et F: CSMM stimulées pendant respectivement 3h, 6h, 12h, 24h et 36h.
F-actine en vert et noyaux en bleu.
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Figure I11-25 Densité de fluorescence de F-actine chez les CSMM de rat avec ou sans étirement uniaxial
cyclique (n=6)
* Différence statistique par rapport au groupe de contréle (p<0,05)

# Différence statistique par rapport au groupe de controle (p<0,01)
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111.4.6. 2 Discussion

La sollicitation mécanique par étirement cyclique suscite l'activation de
« mechanosensors » qui transmet des messages a l'intérieur des cellules via des interactions
complexes de protéines de la membrane cytoplasmique, le réseau du cytosquelette, et plusieurs
cascades de signaux intracellulaires. Le role de la F-actine du cytosquelette dans les voies de
transduction de signaux dans les cellules a été¢ beaucoup étudié (Helmke, 2005; Pedersen, Mills,
and Hoffmann, 1999; Qi et al., 2005; Van Citters et al., 2006). Cependant, plusieurs points
restent toujours inconnus, y compris la fonction de la F-actine dans la différenciation cellulaire et
le mécanisme par lequel les cellules commencent leurs changements fonctionnels et leur
différenciation. Nous avons donc voulu déterminer les effets de 1’étirement uniaxial cyclique sur
la distribution de la F-actine pour que nous puissions mieux comprendre les mécanismes du

changement de la fonction cellulaire.

La F-actine est I’une des principales protéines du cytosquelette, qui est importante pour
l'architecture et les mouvements cellulaires. Elle interagit avec les intégrines, la matrice
extracellulaire et des protéines de la voie de transduction de signaux. Elle joue également un role
crucial dans la voie de transduction de signaux dans les cellules. Nos résultats ont montré que la
F-actine a diminué aprés un étirement uniaxial cyclique de 10%, a 1Hz et ses filaments se sont
simultanément réarrangés, des résultats similaires avaient été rapportés par Qi et al. (Qi et al.,
2005). Une contrainte de cisaillement unidirectionnel peut aussi réorganiser le réseau de fibres
de F-actine dans les cellules endothéliales (Sato et al., 1990). Nous savons déja qu’il existe dans
le cytoplasme deux formes d'actine: F-actine (la forme assemblée) et G-actine (la forme
désassemblée). Les cellules réagissent aux stimulations mécaniques externes en modulant le
désassemblage et I'assemblage d’actine dans le cytosquelette. Ce dernier est donc transformé en
ajustant l'équilibre entre la concentration de F-actine et celle de G-actine (Van Citters et al.,
2006). La polymérisation des monomeres de G-actine peut étre bloquée en utilisant la thymosine
B : une protéine qui concurrence la combinaison avec 1’actine afin d’inhiber 1’assemblage de
sous unités d’actine (Yarmola and Bubb, 2004; Yarmola et al., 2000). Bien que le mécanisme
précis par lequel le changement d'actine influence l'expression de genes et la syntheése de
protéines dans les cellules reste incertain, la régulation de 1’expression de geénes et de la synthése
de protéines semble étre modulée au moins en partie par les changements associés au
cytosquelette (Maniotis, Chen, and Ingber, 1997; Wang, Butler, and Ingber, 1993). Nous pensons
donc que la diminution de fluorescence apreés étirement uniaxial cyclique pourrait étre une

diminution de la concentration de la F-actine et en méme temps, une augmentation de la
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concentration de la G-actine. En effet, lorsque les cellules subissent une stimulation mécanique,
elles ont besoin d'une structure plus convenable a la migration et a la déformation afin de
s'adapter a l'environnement mécanique. Par conséquent, la transformation de F-actine en G-
actine (avec laquelle la phalloidine ne se combine pas)(Helmke, 2005) peut favoriser la
migration, la déformation et le changement fonctionnel des cellules. Cependant, plus de
recherches sont nécessaires en tenant compte de ces résultats et des voies de

mécanotransduction.
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La bioingénierie cellulaire et tissulaire avec des CSMM ou d’autres types cellulaires
s’inscrit dans un contexte particuli¢rement sensible. Le formidable engouement scientifique
accompagnant I’émergence de cette stratégie thérapeutique novatrice apporte une nouvelle

espérance thérapeutique.

Les CSMM sont des cellules multipotentes qui peuvent se différencier, entre autres, en
cellules osseuses, cartilagineuses, adipeuses, musculaires ou stromales. L’utilisation des CSMM
pour la construction de biotissus ligamentaires apporte 1’espoir pour une nouvelle méthode

thérapeutique.

Au cours de ce travail, la réalisation de la co-culture des CSMM avec des fibroblastes
ligamentaires ou I’application de stimulation mécanique nous ont permis d’étudier les effets des

interactions cellule-cellule et de I’environnement mécanique sur les CSMM.

Nous avons, dans un premier temps, effectué I’identification et la caractérisation
phénotypique des CSMM humaines et du rat. En effet, la moelle osseuse contient non seulement
les CSMM mais aussi des cellules hématopoiétiques. Il est donc indispensable de s’assurer que

les cellules étudiées soient bien des CSMM.

Cette sélection cellulaire repose tout d’abord sur une centrifugation par gradient a 1’aide
de Percoll. Puis, les cellules ont été purifiées au cours des différents passages. Elles ont ensuite
¢été identifiées morphologiquement par MEB et MET, et par des marqueurs phénotypiques
(CD44, CD90, CD45 et CD34 pour les CSMM du rat et CD44, CD34, CDA45, pour les CSMM
humaines) a 1’aide de la cytométrie en flux, ainsi que par la différenciation en ostéoblastes et en

adipocytes.

L’observation morphologique a montré que les CSMM avaient une forme caractéristique
de cellules souches. Les résultats de cytométrie en flux ont montré que les CSMM du rat
exprimaient positivement CD44 et CD90 et n’exprimaient pas CD45 et CD34 dés le passage 3,
de la méme manicre, les CSMM humaines avaient un phénotype de CD44 +, CD34 - et CD45 -.
De plus, les CSMM obtenues pouvaient étre différenciées en ostéoblastes et adipocytes en

présence du milieu de culture conditionnel associé.

Nous avons donc conclu que nos cellules de passage 3 a passage 6, issues de la moelle
osseuse humaine et du rat et cultivées en monocouche, sont des cellules souches

mésenchymateuses indifférenciées.
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Dans un deuxieme temps, nous avons analysé 1’expression des ARNm de collagenes I et
III et de ténascine-C par les CSMM de passage 1 a passage 6 et par les fibroblastes ligamentaires
de passage 4 a I’aide de RT-PCR quantitative en temps réel. Nos résultats ont montré que les
ARNmMm de collagénes I et III et de ténascine-C ont été exprimées de fagon stable par les CSMM

de passage 1 a passage 6.

Dans un troisiéme temps, nous avons co-cultivé les CSMM avec des fibroblastes
ligamentaires sans contact pendant 3, 6 et 12 jours pour observer les effets des interactions
cellule-cellule. Puis, les ARNm de collagenes I et III et de ténascine-C ont été détectés par RT-
PCR quantitative en temps réel. De méme, la quantité¢ de protéines de collagénes I et III des
CSMM a ét¢ détectée par radioimmunoanalyse. Nous avons marqué que, comparées avec leurs
contrdles, les CSMM co-cultivées avec les fibroblastes ligamentaires ont eu une augmentation de
I’expression des ARNm des collagénes I et III, ainsi que du taux de collagene III/I aprés 6 jours
et 12 jours de co-culture. De méme, il y a eu une augmentation de 1’expression de ’ARNm de
ténascine-C apreés 12 jours. Les quantités de collagenes I et III, mesurées par I’immunoanalyse,
se sont accrues dés 12 jours, et le rapport de collagéne III/I s’est rapproché de celui des

fibroblastes ligamentaires.

Les résultats suggérent que la co-culture des CSMM avec des fibroblastes
ligamentaires sans contact favorise la sécrétion protéique des collagénes I et III et de la

ténascine-C chez les CSMM.

Nous avons, dans un quatrieme temps, appliqué un étirement uniaxial cyclique de 10%
de déformation a 1Hz sur des CSMM. Apres I’étirement, la longueur, la largeur et 1'orientation
cellulaire de ces CSMM ont été mesurées. De méme, les ARNm de collagénes I et III et de
ténascine-C ont également été quantifiés par RT-PCR quantitative en temps réel, ainsi que les
quantités de collagénes I et III des CSMM ont ét¢é mesurées par radioimmunoanalyse et

immunocytochimie.

Les résultats ont montré qu’apres les étirements cycliques uniaxiaux, les cellules se sont
allongées et réorientées. L’étirement a ¢galement régulé 1’expression des ARNm de collagénes |
et III et de ténascine-C, ainsi que la quantité des protéines associées. L. expression des ARNm de
collagenes I et III a augmenté apreés 12 heures d’étirement par rapport au groupe de contrdle. Par
contre, I’accroissement significatif des quantités de protéines na été observé qu'apres 24 heures

d’étirement, tout comme 1’expression de I’ARNm de ténascine-C.
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Nous avons donc conclu que l'étirement mécanique promeut la sécrétion de
collagenes I et I1I et de ténascine-C des CSMM a des taux proches de ceux des fibroblastes

ligamentaires.

Enfin, la microscopie confocale a ¢té¢ appliquée pour observer les changements du
cytosquelette. Nous avons constaté que les faisceaux de F-actine avaient un arrangement
parallele qui était plus épais dans les cellules de controles que ceux des cellules stimulées
mécaniquement. La quantité de F-actine a diminué au cours du temps de la stimulation des
CSMM. Ces faisceaux de F-actine étaient devenus de plus en plus minces avec la durée

d’étirement.

La stimulation mécanique peut modifier ’orientation cellulaire ainsi que le

cytosquelette des CSMM.

L’ensemble de ce travail a permis d’identifier deux modeles de stimulation, chimique et
mécanique, en culture pour rapprocher les caractéres des CSMM de ceux des fibroblastes
ligamentaires. En conséquence, ce travail met en lumiere que les CSMM partagent des caractéres
analogues a ceux des fibroblastes ligamentaires aprés co-culture et étirement. Elles ont le
potentiel d'étre utilisées comme une source de cellules substitutives des fibroblastes au sein des

biotissus ligamentaires.
Par ailleurs, ce travail donne lieu a plusieurs travaux complémentaires permettant :

Premiérement, d’optimaliser la durée de co-culture avec des fibroblastes et la proportion

de CSMM par rapport aux fibroblastes ;

Deuxiémement, de chercher la fréquence et la déformation optimales et de cultiver les
CSMM sur un scalfold tridimentionnel en appliquant la stimulation de traction et de torsion pour

imiter la stimulation mécanique physiologique ;

Troisiemement, de stimuler les CSMM par la co-culture avec des fibroblastes et par
I’étirement mécanique simultané pour observer les effets combinants de la stimulation

biochimique et mécanique.

Enfin, des études plus détaillées sur les récepteurs cellulaires impliqués dans la voie de
transduction de signaux mécaniques et sur les facteurs régulateurs libérés par les fibroblastes
ligamentaires seront nécessaires afin de mettre en évidence le mécanisme de la différenciation de

cellules souches et de débattre précisément de la possibilit¢ d'utiliser des CSMM dans la
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réparation et la régénération du ligament a l'avenir et plus généralement dans des applications

cliniques.
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Annexe

Annexe |

Principe de la microscopie électronique a balayage (MEB)

La microscopie électronique a balayage est une technique de microscopie fondée sur le
principe des interactions électrons-matiére. Un faisceau d'électrons balaie la surface de
'échantillon a analyser qui, en réponse, réémet certaines particules. Différents détecteurs

permettent d'analyser ces particules et de reconstruire une image de la surface.

La figure V-1 montre le schéma de principe d'un MEB : un faisceau fin d’¢lectrons est
projeté sur 1'échantillon a analyser. L'interaction entre le faisceau d’électrons et 1'échantillon
génére des électrons secondaires, de basse énergie qui sont accélérés vers un détecteur
d'électrons secondaires qui amplifie le signal. A chaque point d'impact correspond ainsi un signal
¢lectrique. L'intensité de ce signal électrique dépend a la fois de la nature de 1'échantillon au
point d'impact qui détermine le rendement en électrons secondaires et de la topographie de
I'échantillon au point considéré. Il est ainsi possible, en balayant le faisceau sur 1'échantillon,

d'obtenir une cartographie de la zone balay¢e.
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Figure A-1 Schéma de principe de la microscopie a balayage

(http://materiaux.ecam.fr, 2007)
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Un microscope ¢lectronique a balayage est essentiellement composé d'un canon a
¢lectrons et d'une colonne électronique dont la fonction est de produire une sonde électronique
fine sur l'échantillon, d'une platine porte-objet permettant de déplacer 1'échantillon dans les 3
directions et de détecteurs permettant de détecter et d'analyser les rayonnements €mis par

I'échantillon. En outre, I'appareil doit nécessairement étre équipé d'un systeme de pompe a vide.

Le faisceau électronique fin est produit par un canon a électrons qui joue le role de source
réduite par des lentilles électroniques qui jouent le méme rdle vis-a-vis du faisceau d'électrons
que des lentilles conventionnelles, photoniques dans un microscope optique. Des bobines
disposées selon les deux axes perpendiculaires a 1'axe du faisceau et parcourues par des courants
synchronisés permettent de soumettre la sonde a un balayage du méme type que celui de la
télévision. Les lentilles électroniques, qui sont généralement des lentilles magnétiques et les

bobines de balayage forment un ensemble que 1'on appelle la colonne électronique.

Dans la pratique, le microscope électronique a balayage est l'un des appareils
fondamentaux pour les recherches tribologiques. Elle peut étre appliquée a plusieurs domaines
comme : la technologie des semi-conducteurs et micro fabrication, la science des matériaux, et la
biologie. La vision en relief du MEB se préte bien a l'observation des cellules pour la profondeur

de champ nettement plus élevée que celle des microscopes optiques.
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Annexe Il

Principe de la microscopie électronique en transmission (MET)

Le principe de la microscopie électronique en transmission présente des analogies avec la
microscopie optique. Dans un microscope électronique, 1’émission thermoélectronique des
¢lectrons est produite par chauffage d’un filament de tungsténe (2500°C) ou d’un cristal d’hexa
borure de lanthane (1500°C), qui donne un faisceau d’électrons plus important et plus cohérent
formant la cathode. Les ¢lectrons sont ensuite focalisés par le « wehnelt » porté a un potentiel

négatif et accélérés vers I’anode par le champ électrique existant entre I’anode et le filament (Ht

de 80kV a 1000 kV).

Puis, ce faisceau est focalisé, grace a un systéme de 2 lentilles électromagnétiques, ou
condenseurs, vers I'échantillon a examiner. Ces lentilles jouent le méme role que les lentilles
classiques en verre des microscopes optiques. Ce sont des bobines électromagnétiques qui
produisent un champ magnétique lorsqu'elles sont traversées par un courant électrique, de telle
maniére que ce courant agisse sur le faisceau d'électrons pour le faire converger ou diverger.
L'échantillon en coupe d’épaisseur d’environ 80nm placée sur une grille en cuivre de 3mm de
diamétre, puis sur une platine permettant d’orienter la préparation dans différentes directions par
rapport au faisceau d'électrons. Une lentille magnétique, appelée objectif, donne une image de
l'objet agrandie de 10 a 100 fois. Cette image est de nouveau reprise par une lentille
intermédiaire. Enfin, une lentille magnétique, dite de projection, donne une image agrandie de
l'image intermédiaire, que 1'on observe sur un écran fluorescent (Grandissement maximum du
microscope électronique Philips CM12 : x5,3.10%). Cet écran peut éventuellement étre escamoté,
pour permettre aux électrons d'impressionner une plaque photographique. Pour favoriser le
déplacement des électrons a l'intérieur du microscope, des pompes a vide maintiennent dans
l'appareil un vide assez poussé (environ 10°mmHg). La microscopie électronique par

transmission permet d'observer I’intérieur des cellules, c’est-a-dire, la substructure cellulaire.

173



Annexe

Annexe llI
Principe de Transcription inverse et réaction de polymérisation
en chaine (PCR) quantitative en temps réel

La PCR classique est une technique qui permet d'obtenir, a partir d'un échantillon
complexe et peu abondant, d'importantes quantités d'un fragment d'ADN spécifique et de
longueur définie. L'ordre de grandeur a retenir est celui du million de copies en quelques heures.
C'est généralement suffisant pour une utilisation ultérieure. Il s'agit de réaliser une succession de
réactions de réplication d'une matrice double brins d'ADN. Chaque réaction met en ceuvre deux
amorces oligonucléotidiques dont les extrémités 3’pointent I'une vers l'autre. Les amorces
définissent alors, en la bornant, la séquence a amplifier. L'avantage consiste a utiliser les produits
de chaque étape de synthése comme matrices pour les étapes suivantes, au lieu de les séparer afin
de ne réutiliser que la matrice originale. Ainsi, 1'amplification est exponentielle au lieu d'étre
linéaire.

Chaque cycle de PCR est constitué de trois phases différentes a trois températures
différentes : la dénaturation, I'hybridation (ou annelage) et I'¢longation (ou extension des
amorces). Dans la premicre étape (dénaturation), les liaisons faibles qui assuraient la cohésion de
la double hélice d'ADN sont rompues pour donner deux simples brins d'ADN a une température
haute (environ 95°C). Dans 1’étape d’hybridation, les amorces spécifiques s hybrident aux deux
extrémités 3’ de I’ADNCc cible sur le principe de l'appariement des bases complémentaires. Le
choix de la température d'hybridation résulte d'un compromis entre plusieurs parametres : elle est
fonction de la longueur et de la séquence des amorces. La température d'hybridation est, de
toutes fagons, inférieure a la température de dénaturation de I’ADN double brins. Pendant 1’étape
d’¢longation, les amorces hybridées a I'ADNc (matrice) servent de point de départ a la
polymérisation du brin d'ADN complémentaire (nouvelle copie). La polymérisation se fait par
ajout successif des désoxyribonucléotides en large exceés. Chaque base ajoutée est
complémentaire de la base correspondante au brin de la matrice. Les brins initiaux sont donc
recopiés et chaque brin recopié servira a son tour de matrice pendant les cycles suivants (Figure

A-2). L’ADNCc cible se reproduit donc de fagon exponentielle.

La technique de PCR quantitative en temps réel est fondée sur le méme principe que la
PCR classique a la différence qu’un agent fluorescent est ajouté dans le procédé. Depuis son
invention, cette technologie devient de plus en plus populaire dans différents secteurs d’activités

(laboratoire d’analyse médicale, recherche, pharmacologie, etc...). Cette technique est fondée sur
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la détection quantitative d’un agent fluorescent dont I’émission est directement proportionnelle a

la quantité d’amplification générée pendant la réaction de PCR.

A comparer avec la technique de PCR conventionnelle, la PCR quantitative en temps réel
mesure 1’intégralité¢ de la cinétique d’amplification au-dessus d’un bruit de fond. La réaction
d’amplification étant exponentielle, les données de fluorescence sont exprimées en logarithme
afin d’exploiter facilement les données qui prennent alors une apparence linéaire. Cette partie,
alors appelée « segment quantifiable », permet de calculer la quantité d’ADN initiale. La PCR

quantitative en temps réel a quatre avantages :

1) Quantitatif : la technique permet de connaitre la quantit¢ d’ARN exprimée dans
I’échantillon. Il existe une relation entre la quantité¢ de séquence cible de départ et la

quantité de produit amplifié a n’importe quel cycle.

2) Plus sensible : théoriquement, il est possible de détecter un échantillon dés qu’il y a

une copie du gene cible.

3) Plus fiable : la réaction utilise généralement des systémes en capillaires fermés et la
quantification ne requiert aucune manipulation aprés amplification, les problémes de

contamination sont ainsi significativement réduits.

4) Evaluation en temps réel : la croissance de séquence cible peut étre détectée par

I’intensité de fluorescence a chaque cycle.
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Figure A-2 Schéma de PCR classique
(http://www.ens-lyon.fr 2007)
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I1 existe deux principes généraux pour la détection quantitative des amplicons:

1) Les agents fluorescents se liant a I’ADN double brins (ex. SYBR Green I) (Morrison,
Weis, and Wittwer, 1998)

2) Les sondes fluorescentes.(ex. Hydrolyse de sondes, Hybridation de 2 sondes, Balises
moléculaires et Amorce scorpion) (Mackay, Arden, and Nitsche, 2002; Tyagi and
Kramer, 1996; Wittwer et al., 1997).

Dans nos expériences, nous avons utilis¢ la technologie SYBR Green I car elle est
économique, elle n’inhibe pas la réaction d’amplification et il n’y a pas d’amorce fluorescente.
Une lampe halogene produit, grace a un filtre, une lumiére monochromatique centrée a 485nm
qui est transmise optiquement jusqu’a la plaque de PCR. Le fluorophore SYBR Green I, présent
dans le mélange réactionnel, est alors excité a cette longueur d’onde et réémet une fluorescence
verte a 520nm. Le rayonnement émis est capté par un systeme de détection vidéo et les images

de la plaque sont stockées dans la mémoire de 1’ordinateur.

Le SYBR Green I est un composé organique aromatique de formule chimique Cs,H37N4S
faisant partie des cyanines asymétriques. C’est une molécule pouvant se fixer uniquement sur
des acides nucléiques double brins ce qui la rend un trés bon fluorophore (Figure A-3). Il a donc
permis a la PCR quantitative en temps réel de rapidement devenir une méthode alternative a la
PCR conventionnelle couplée a 1’¢électrophorese utilisant des révélateurs au bromure d'éthidium
ou par marquage radioactif pour un grand nombre d’applications dont la détection d’ADN et
d’ARN. Il permet également de quantifier les acides nucléiques en solution, tout en n’interférant
que peu avec la réaction en chalne par polymérase. Il est le principal marqueur spécifique de
séquence utilisée en PCR en temps réel. Sa trés grande sensibilité le rend exploitable en
¢lectrophorése capillaire (détection jusqu’a 80 femtogrammes d’ADN double brins), en
cytométrie en flux, pour des puces a ADN et en imagerie par fluorescence. Il sert également a la
quantification d’activités enzymatiques (DNases, télomérases) ou pour celle de I’ADN double

brins en milieu défavorable par la présence d’inhibiteur de fluorescence.
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\
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Figure A-3 Schéma de SYBR GREEN I

Lors de la réaction d’amplification par PCR, les doubles brins d’ADN sont séparés durant
la dénaturation, le SYBR Green I libre est alors peu fluorescent. A la température d’appariement,
quelques molécules se lient aux doubles brins d’ADN nouvellement synthétisés émettant une
fluorescence lors de 1’excitation. Durant 1’étape d’¢longation, de plus en plus de molécules se
lient aux brins et 1’accroissement de la fluorescence peut étre suivi en temps réel (Bustin, 2000;
Higuchi et al., 1992). Ainsi, I’émission de la fluorescence est mesurée a la fin de chaque étape
d’¢longation pour chacun des cycles par un systéme de lecture intégrée a 1’appareil de PCR en
temps réel. Ce systeme permet de suivre 1’augmentation de la quantité d’ADN amplifiée durant

la réaction (Bustin, 2000)(Figure A-4).
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Figure A-4 Schéma de la réaction d’amplification par PCR quantitative en temps réel avec SYBR
GREENI

(a) Les doubles brins d’ADN sont séparés durant la dénaturation, le SYBR Green I libre est peu fluorescent ;
(b) a la température d’appariement, quelques molécules se lient aux doubles brins d’ADN nouvellement
synthétisés émettant une fluorescence lors de 1’excitation ; (c) durant 1’étape d’élongation, de plus en plus de
molécules se lient aux brins et 1’accroissement de la fluorescence peut étre suivi en temps réel (Poitras Elyse,
2002).
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Apres la PCR, le logiciel représente graphiquement 1’augmentation de la fluorescence de
chaque capillaire au cours des cycles successifs. Le nombre de cycles étant placé en abscisse et
le logarithme de I’intensité de la fluorescence en ordonnée, les amplifications suivent une courbe
sigmoide en 3 phases. Pendant la premiere phase, pouvant durer de 15 a 25 cycles, la
fluorescence du capillaire étudié ne se démarque pas du bruit de fond. Puis I’augmentation de la
fluorescence passe par une phase exponentielle qui dure environ 5 cycles avant d’atteindre un
plateau de saturation par manque de primaire libre, d’agent fluorescent libre, ou de nucléotide

libre.

Le «cycle seuil » ou la valeur Ct (« threshold cycle ») est défini comme le point précis
dans la réaction ou la phase exponentielle d’amplification commence au cours de la PCR. Le
cycle seuil correspond donc au cycle au cours duquel la fluorescence d’un échantillon devient
significativement différente du bruit de fond. Ce seuil, déterminé par 1’opérateur aprés analyse
des profils de fluorescence, permet de comparer les amplifications de tous les échantillons

pendant la phase exponentielle (Figure A-5).
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Figure A-5 Exemple de courbe sigmoide et cycle seuil lors d’une PCR en temps réel

La quantification en passant par une valeur mathématique en nombre de cycles (Ct)
permet donc d’obtenir des résultats fiables, mais n’est pas exploitable directement. Afin
d’obtenir la quantit¢ d’ADN initiale, il va falloir réaliser de nouvelles transformations
mathématiques qui nécessitent de connaitre I’efficacité de la PCR. Il existe une relation linéaire

entre le nombre de copies d’un gene initialement présent dans le capillaire et le cycle seuil. Cette
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derniere est généralement déterminée grace a une gamme d’étalonnage. La fluorescence des
capillaires au cours de la PCR est représentée en fonction du nombre de cycles. Chaque faisceau
regroupe 3 courbes correspondant a 3 amplifications réalisées avec la méme quantité initiale
d’ADN. Le seuil de fluorescence, symbolisé par une ligne horizontale, permet de déterminer le
cycle seuil (Ct) de chaque courbe. La gamme étalon est construite en exprimant le cycle seuil de
chaque amplification en fonction du logarithme de la quantité initiale d’ADN génomique

déposée dans chaque capillaire (log(, 0)). Le coefficient de corrélation et la pente de la courbe

de la gamme étalon sont donnés par un logiciel sur le graphique (Figure A-6).
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Figure A-6 Exemple de graphique de la gamme étalon et sa corrélation avec les cycles seuils (Ct)

A : Les courbes de fluorescence au cours de la PCR ; B : Une gamme étalon.

Pour mesurer précisément le nombre de copies initiales d’un échantillon (Ny), il est plus
facile d’utiliser une représentation linéaire reliant le nombre de cycles a Ny. Le nombre de

molécules accumulées au cycle seuil (Ct) est exprimé par 1’équation ci-dessous :
N,=N, (+E)

Ny étant le nombre de copies initiales de 1’échantillon, Nx le nombre de copies d’ADN de
I’échantillon au point Ct, E I’efficacité de la PCR (E=10"""~1), et Ct le point précis dans la

réaction ou la phase exponentielle d’amplification commence.
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D’une part, nous pouvons obtenir 1’efficacité¢ de la PCR (la valeur de E) sur la gamme
¢talon, d’autre part, le Ct et le Nx sont automatiquement donnés par le logiciel de traitement des
données apres les cycles d’amplification. Le nombre de copies initiales (Ny) est alors calculé par

1I’équation ci-dessus.

Aprés la PCR, une courbe de fusion (melting curve) est opérée afin de s’assurer de la
pureté des copies d’ADN. Elle est obtenue en chauffant les copies d’ADN de 45 a 75°C par
palier de 0,1°C en faisant 'acquisition de l'intensité de fluorescence en continu. Si I’échantillon
est pur, alors la courbe de fusion présente un pic dont 1’abscisse du maximum est la température

de fusion (Tm, melting temperature) comme le montre la figure A-7.
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Figure A-7 Exemple de courbe de fusion
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Annexe IV

Principe de la Microscopie confocale a balayage laser
La microscopie confocale a balayage laser permet de visualiser des échantillons
biologiques en 3D en éliminant la lumiére parasite. Un microscope SP2 Leica pourvu de filtres
dichroiques, en excitation et en émission, qui sont utilisés afin d’améliorer le taux de
transmission du signal de fluorescence. Cette amélioration passe d’une part par I’utilisation d’un
cristal au niveau de I’excitation laser et d’autre part par ’utilisation d’un prisme permettant de

décomposer et de sélectionner la longueur d’onde d’émission.

En microscopie optique classique, pour qu’une image soit nette, il faut que 1’objet soit
dans le plan focal du systéme optique. Lorsqu’un objet est épais, présente un relief important, ou
bien lorsqu’il est incliné par rapport a 1’objectif, seule une partie de 1’objet est nette dans
I’image. Pour résoudre ce probléme, on éclaire la surface par un rayon laser concentré par une
lentille au lieu d’un faisceau de lumicre blanche, qui balaie point par point la surface en
déplacant un diaphragme. La fréquence de balayage permet d’acquérir le signal de fluorescence
le plus rapidement possible sur le détecteur qui est dans un plan focal conjugué au plan focal de
I’objectif. Seule la lumieére d’émission de fluorescence provenant du plan focal est collectée au

niveau du PMT (photo-multiplicateurs) pour constituer I’image (Figure A-8).

Le balayage par le laser se fait a I’aide de deux miroirs orthogonaux. Les détecteurs
utilisés sont des tubes PMT, I’intensité lumineuse est mesurée et numérisée en fonction de la
position du laser dans 1’échantillon. L’emploi d’une source lumineuse cohérente (laser) ainsi que
la taille réduite du champ éclairé permettent d’obtenir une résolution latérale 1égérement
meilleure (160-180nm) a celle attendue pour un microscope optique conventionnel (200nm) et la

profondeur de champ est de I’ordre de 600nm.
Les lasers utilisés le plus fréquemment sont les suivants:

° Argon-ion (458nm, 476nm, 488nm, 514nm)
° Hélium-cadmium (325nm)

° Hélium-néon (543nm, 596nm, 633nm)
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Figure A-8 Schéma de principe du microscopie confocale

(http://www. www.microscopyu.com)
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RESUME

UTILISATION DE CELLULES SOUCHES MESENCHYMATEUSES MEDULLAIRES
EN BIOINGENIERIE TISSULAIRE DU LIGAMENT

Etude de différents effets de la co-culture sans contact avec des fibroblastes ligamentaires et de
I’étirement uniaxial sur les CSMM.

Les ligaments jouent un rdéle important dans le mouvement et la stabilité des articulations. Les
accidents et la fatigue chronique sont les principales raisons des ruptures de ligaments qui n’ont
généralement pas de capacité de guérison, ce qui conduit a de graves dysfonctionnements du
ligament et des articulations. La construction des ligaments en bioingénierie donne un nouvel
espoir thérapeutique. Pour construire un tel tissu, les cellules sont trés importantes dans la mise
en oeuvre de la construction d’un biotissu ayant de bonnes propriétés tant biologiques que
mécaniques. Quelle source cellulaire et quel microenvironnement doivent étre utilisés pour la
reconstruction des ligaments ?

L’objectif de ce travail était d’étudier la différenciation des cellules souches mésenchymateuses
médullaires (CSMM) en fibroblaste. Pour ce faire, d’une part, nous avons co-cultivé des CSMM
du rat sans contact avec des fibroblastes ligamentaires, et d’autre part, nous avons stimulé
mécaniquement les CSMM. Un suivi des ARNm et des protéines associées caractéristiques des
ligaments (collagenes I et III et ténascine-C) a été analysés.

Nos résultats expérimentaux ont montré que la culture des CSMM dans un microenvironnement
fibroblastique de ligaments ou 1’étirement favorisent les synthéses de collagénes I et III et de
ténascine-C dans les proportions proches des ligaments.

L’ensemble de cette étude suggere qu’il est envisageable d’utiliser les CSMM comme source
cellulaire, pour une application clinique, en ingénierie tissulaire du ligaments.

Mots clés : ingénierie tissulaire du ligament, ligament, CSMM, fibroblaste, co-culture sans
contact, stretching, collagene I, collagéne I1I, ténascine-C

ABSTRACT

USE OF BONE MARROW MESENCHYMAL STEM CELL IN BIOENGINEERING OF
LIGAMENTS

A study of effects on BMSC by indirect co-culture with ligament fibroblasts and stretching
Ligaments play an important role in the movement and stability of joints. Accidents and chronic
fatigues are the main reasons for ligament lesion which usually is difficult for self healing and
leads to serious dysfunction of ligaments and joints. The construction of bioengineering
ligaments gives a new way to overcome this problem. Cells are very important in the
construction of a biotissue with appropriate biological as well as mechanical properties. Which
cellular source and microenvironment should be used for the reconstruction of ligaments?

The objective of this work is to study the differentiation of bone marrow mesenchymal stem cell
(BMSC) into fibroblast. We co-cultured indirectly rat BMSC with ligament fibroblasts or
stimulated them by mechanical stretching. After that, the expressions of characteristics mRNA
and protein of ligaments (collagen I, III and tenascin-C) have been analyzed.

Our experimental results showed that the culture of BMSC in a microenvironment of ligament
fibroblast or under stretching favored the syntheses of collagen I, III and tenascin-C in the
proportions close to ligaments.

In summary, these studies suggest it is feasible to use BMSC as cellular source for a clinical
application in tissue engineering of ligaments.

Key words: bioengineering of ligaments, ligament, BMSC, fibroblast, indirect co-culture,
stretching, collagen I, collagen III, tenascin-C
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