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Introduction

Le cartilage articulaire est un tissu conjonctif de soutien spécialisé non vascularisé et non
mnerve. II est constitu¢ dun seul type de cellules, les chondrocytes et d’une matrice
extracellulaire (MEC) abondante contenant des fibres de collagene et des protéoglycanes. Le
cartilage articulaire, de par sa composition et sa structure, est capable de transmettre, de
distribuer et d’amortir les charges importantes transmises lors de la mobilisation des

articulations.

Le cartilage articulaire peut étre le siege de nombreuses altérations d'origines inflammatoires
(polyarthrite rhumatoide), traumatologiques ou liées au wvieillissement (arthrose).
L'établissement de ces atteintes cartilagineuses conduit, a plus ou moins long terme, a une
dégradation de la matrice extracellulaire et une diminution de la cellularité. L’absence de
vascularisation et de prolifération des cellules qui le composent, confére au cartilage
articulaire de faibles capacités de réparation spontanée. Ces faibles capacités de cicatrisation
spontanée rendent ces processus cataboliques irréversibles. Les pathologies dégénératives du
cartilage concernent aujourd’hui une part importante de la population et représentent donc un
enjeu majeur de santé publique. Dans ce contexte, la communauté scientifique s'intéresse

depuis de nombreuses années aux moyens de régénérer un tissu cartilagineux fonctionnel.

Les techniques chirurgicales développées pour tenter de réparer les lésions cartilagineuses
comme la chondroplastie abrasive, la micro fracture et la spongialisation (217) conduisent a la
formation d’un tissu cartilagineux qui demeure fibreux et transitoire (443). Parallélement la
transplantation de tissus possédant des propriétés chondrogéniques comme les transplants de
périoste, de périchondre et les greffes ostéochondrales (mosaicplastie) ont également été
¢tudices. Les nombreuses limites associées a ces techniques (instabilité de la greffe,
calcifications, applications réduites aux lésions focales) ont conduit au développement de
nouvelles stratégies d’ingénierie tissulaire associant les biomatériaux aux principes de la

thérapie cellulaire.

Ces stratégies d’ingénierie tissulaire cherchent a utiliser des cellules ou des agents biologiques
actifs pour régénérer des organes ou tissus lésés. Le cartilage articulaire, de par ses
caractéristiques biologiques, est un des tissus pour lequel I'ingénierie tissulaire apparait
prometteuse. Les principes de ’ingénierie du cartilage articulaire découlent directement de la
technique de transplantation de chondrocytes autologues développée il y a une quinzaine
d’annees par Brittberg et al. (53). Une biopsie de cartilage est prélevée dans une zone non
portante afin d'isoler des chondrocytes. Ceux-ci sont alors multipliés 7n vifro en monocouche

puis réimplantés sous un lambeau périosté au niveau de la Iésion. Cette technique aboutit
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malheureusement a la formation d’un tissu de réparation fibrocartilagineux dont les propriétés
biomécaniques sont inférieures a celle du tissu sain. Par ailleurs, le prélevement de cartilage
en site articulaire peut entrainer une morbidité au niveau du site donneur, et ne permet
d’obtenir qu'une quantité limitée de cellules. De plus, I’amplification des chondrocytes en
monocouche entraine leur dédifférenciation en cellules d’allure fibroblastique (435). Ainsi, la
necessité de surmonter ces limites a motiveé les recherches en ingénierie tissulaire vers deux
voies principales. L'une s’intéresse, afin d’éviter la dédifférenciation des chondrocytes, au
développement de biomatériaux pouvant servir de matrice tridimensionnelle pour la culture et
le transfert de chondrocytes. La seconde, afin de réduire la morbidité liée au prélevement de
cartilage en site articulaire, s’oriente vers la recherche de sources alternatives de chondrocytes

ou de cellules chondrogéniques.

Dans ce contexte, 1’objectif de notre travail fut d’une part le développement d’un hydrogel
auto réticulant a base de cellulose silanisée qui servira de matrice tridimensionnelle ou de
vecteur a des cellules autologues, et d’autre part de proposer les chondrocytes nasaux comme

source de cellules alternatives.

Dans une premiere partie, nous présenterons des généralités relatives au cartilage et a son
ingénierie. Nous rappellerons comment les éléments structuraux composant le cartilage
articulaire en font un tissu hautement spécialisé. Nous verrons également que la
chondrogenese classiquement décrite dans les plaques de croissance peut étre transposée, dans
la limite des connaissances actuelles. a la formation du cartilage articulaire et a la mise en
place de ftissu minéralisé dans les vaisseaux (article 1). Nous aborderons ensuite les
mecanismes connus gouvernant la formation des articulations. Les Iésions du cartilage
articulaire, qui vont des atteintes traumatiques aux pertes de substances chondrales associées
aux pathologies dégénératives seront deécrites. Nous verrons ensuite que les traitements
utilisés, meédicamenteux ou chirurgicaux, ne permettent pas d’obtenir une réparation de
qualité du cartilage articulaire lésé. Enfin, les principales matrices développées (article 2), les
différentes cellules et conditions de culture utilisées en ingenierie du cartilage articulaire

seront abordées.

La seconde partie de ce travail sera consacrée a la validation de I’utilisation d’un hydrogel
d’hydroxypropyl méthylcellulose silanisée (HPMC-S1), développé au laboratoire, comme
matrice tridimensionnelle pour I’ingénierie tissulaire du cartilage. Dans un premier temps une

étude in vitro des propriétés visco-élastiques de cet hydrogel (article 3) sera présentée. Les
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résultats des études de cytocompatibilite et de bioactivité de cet hydrogel vis-a-vis de

chondrocytes seront ensuite rapportes (article 4).

La troisieme partie s’intéressera a la possibilité de former un tissu cartilagineux in vivo en
associant notre hydrogel d"HPMC-S1 avec des chondrocytes nasaux en site sous-cutané chez
la souris nude (article 5). L’intérét préclinique de notre concept sera finalement démontré
dans un modele de transplantation d’HPMC-s1 associ€ a des chondrocytes nasaux autologues

dans des défauts cartilagineux articulaires chez le lapin (article 6).

La derniere partie de cette these s’attachera a définir certaines voies de recherches alternatives
dans le domaine de I'ingénierie tissulaire. Tout d’abord. en testant 1’utilisation de
chondrocytes nasaux autologues avec une matrice alternative, la colle de fibrine, pour réparer
des défauts cartilagineux articulaires chez le lapin (article 7). Enfin, a I'aide d’une revue des
données de la littérature, 1’utilisation des cellules souches mésenchymateuses comme source
alternative de cellules autologues pour la thérapie cellulaire du cartilage articulaire sera

discutée (article 8).

Ainsi apres une revue non exhaustive de la composition et de la formation du cartilage
articulaire (article 1), des pathologies articulaires et de leur traitement, puis finalement des
principes et techniques d’ingénierie du cartilage (article 2), notre travail expérimental

s’articulera autour de trois parties :

- I’hydrogel d’HPMC-S1 : une matrice extracellulaire artificielle pour la culture 3D de
chondrocytes (articles 3 et 4).

- L’hydrogel d"HPMC-S1 : de I’'ingénierie tissulaire a la réparation du cartilage (articles
5 et6).

- Voies de recherches alternatives en ingénierie tissulaire du cartilage articulaire

(articles 7 et 8).

Pour clore ce travail, une conclusion générale permettra de résumer 1’ensemble de nos travaux

et d’aborder les perspectives actuelles de I'ingénierie tissulaire du cartilage.
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1 LE CARTILAGE ARTICULAIRE

1.1  Généralités

Le cartilage articulaire est un tissu conjonctif de soutien spécialisé situ¢ a la surface des os
longs en regard du liquide synovial. Le cartilage articulaire sain apparait blanc brillant et
légerement translucide, 1l est dit hyalin, car il dispose d’un indice de réfraction élevé du a sa

richesse en protéoglycane qui Iui permet d’absorber de grandes quantités d’eau.

Le role principal du cartilage articulaire est de transmettre, amortir et distribuer d’importantes
charges a 1’os sous-chondral. 11 assure également le glissement des os les uns contre les autres.
Le cartilage articulaire est considéré comme un cartilage stable par comparaison au cartilage
de la plaque de croissance qui est transitoire. Par ailleurs, et contrairement au cartilage de la
plaque de croissance, le cartilage articulaire possede une particularite, il résiste a I'invasion

vasculaire, a la minéralisation et a son remplacement par de 1’os (286).

Le cartilage articulaire est non innerve et non vascularisé. Sa nutrition s’effectue donc par
diffusion a partir du liquide synovial, qui évacue également les déchets. Le liquide synovial
est compose d’eau et de nutriments tels que des électrolytes, des petites molécules et du
glucose, ainsi que des déchets métaboliques issus du renouvellement de la matrice comme
I’oxygene et le dioxyde de carbone. L’apport nutritionnel des chondrocytes s’effectue au
travers de deux systemes de diffusion successifs, tout d’abord au travers de la membrane
synoviale puis au travers de la matrice cartilagineuse. La diffusion des nutriments dépend de
la taille, de la forme et de la charge des molécules, ainsi que de la concentration en
protéoglycanes du cartilage. Cette concentration en protéoglycanes constitue ainsi un facteur
de régulation de la diffusion. La mise en charge de I’articulation entraine une compression qui
expulse les déchets vers le liquide synovial. Le relachement, a I’inverse, entraine un retour du
liquide nutritionnel dans le cartilage. La MEC forme comme un tamis moléculaire qui
sélectionne les molécules pouvant diffuser dans le cartilage. Ainsi, les éléments d’une masse
moléculaire supérieure a celle de I’hémoglobine (69KDa) ne peuvent geénéralement pas
diffuser.

1.2 Composition du cartilage articulaire

Le cartilage articulaire est composeé de 70 a 80% d’eau. retenue sous la forme d’un gel
macromoléculaire stable. La matrice extracellulaire et les chondrocytes représentent donc 20 a

30% du cartilage articulaire (8). La MEC est composée de protéines collagéniques et non
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collagéniques mais principalement d’un réseau de fibres de collagenes II, IX et XI et de

protéoglycanes dont le représentant majoritaire est I’agrécane.

1.2.1 Le chondrocyte

Le chondrocyte est I'unique type cellulaire qui compose le cartilage articulaire. Cependant,
chez I'adulte, le cartilage articulaire n’en comporte que tres peu. Les chondrocytes ont une
origine embryonnaire soit meésodermique comme les ¢léments des membres, soit
ectodermique via les crétes neurales qui donneront le squelette facial (20). Le chondrocyte
articulaire présente une morphologie normalement ronde ou polygonale, mais il peut
¢galement présenter une morphologie aplatie ou discoide en fonction de sa localisation au sein
du cartilage articulaire. Les chondrocytes présentent de nombreux lysosomes, vacuoles

lipidiques et grains de glycogene.

En raison, d’une part, de la synthese des protéoglycanes, qui nécessite la transformation de
grandes quantités de glucose en glucosamine, et d’autre part de I’absence de vascularisation
du cartilage articulaire, la voie métabolique majoritaire du chondrocyte est la glycolyse

anacrobie (345).

Le métabolisme des chondrocytes est en permanence influenceé par les conditions physico-
chimiques qui regnent dans I’espace péricellulaire. En effet, les forces cycliques qui
s’appliquent sur le cartilage retentissent sur I’espace péricellulaire, et sur la forme des
chondrocytes. Il en résulte une modification des filaments d’actine du cytosquelette qui peut
modifier I’expression de certains genes. Il existe donc un lien direct entre les conditions

physico-chimiques entourant le chondrocyte et son activité métabolique (463).

Les chondrocytes sont responsables de la synthese, du maintien et du renouvellement de la
MEC. Ainsi, les chondrocytes produisent les composants de la MEC comme les collagenes et
les protéoglycanes. Ils synthétisent également des enzymes capables de dégrader la MEC
comme les métalloprotéases (448) ou les hyaluronidases (140). Enfin, les chondrocytes sont
¢galement la source de nombreuses cytokines et facteurs de croissance important dans

régulation des processus anaboliques et cataboliques du cartilage.

Le phénotype chondrocytaire peut étre influencé par de nombreuses cytokines, vitamines,
hormones ou facteurs de croissance. Ainsi, I'mnsuline, le TGf-f (transforming Growth
Factor B), I'IGF (insuline like growth factor), les BMP (bone morphogenetic proteins), I’acide
ascorbique (liste non exhaustive) jouent un role soit dans la différenciation chondrocytaire,

soit dans le maintien du phénotype chondrocytaire.

10
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1.2.2  La matrice extracellulaire du cartilage articulaire

La MEC du cartilage articulaire se compose d’un réseau de fibres de collagene, qui constitue
la trame fibrillaire, baignant dans une substance fondamentale composée essentiellement de
protéoglycanes et d’eau. La MEC du cartilage est donc principalement constituée de fibres de
collagene de type II. IX et XI dans lesquelles sont enchassés des protéoglycanes comime
I’agrécane. Cette MEC, contient également des protéines non collagéniques comme la COMP
(cartilage oligomeric matrix protein) ou la CMP (cartilage matrix protein), des petits

protéoglycanes riches en leucine et des protéoglycanes de surface (Figure 1).

Protéine de liaison
Agrécane

Acide hyaluronique

fibronectine

intégrine

Biglycane

Chondrocyte

Collagéne IX

Mromoduline
Collagéne Il

Figure 1: L.a matrice extracellulaire du cartilage. Plusieurs classes de protéines existent dans le cartilage

articulaire: les collagénes (collagéne II. IX et XI), les protéoglycanes (agrécane), les petits protéoglycanes
(décorine, biglycane et fibromoduline) et les protéines non collagéniques (COMP=cartilage oligomeric matrix

protein). Modifié d’apres Chen et al. (77)

1.2.2.1 Les collagenes: synthese et fibrillogenese

Les collagenes sont les protéines les plus abondantes du corps humain. Les fibres de collagene
sont, par ailleurs, Ia source principale des forces de tension dans les tissus animaux. I1 existe
actuellement 27 types différents de collagenes identifiés (68). La trame fibrillaire du cartilage
articulaire est un copolymere de collagene II, IX et XI. Les autres types de collagéne comme

les collagenes I. ITI, VI, X, XIII et XIV ne sont retrouvés qu’en faible quantité (125).

11
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Une des premieres étapes de la production des protéines collagéniques consiste en la synthese
d’une prochaine o de collagéne. Cette prochaine est constituée d’une séquence répétitive
d’acides aminés Gly-X-Y, dans laquelle X est généralement une proline et Y une
hydroxyproline (492). Cette succession d’acides aminés constitue la structure primaire du
collagéne (figure 2). Cette structure primaire se replie sur elle-méme et entraine la formation
d’une hélice a pas gauche appelée hélice a qui contient 3 résidus par tour. Cette hélice a
constitue les structures secondaires et tertiaires du collagene. L hélice a est flanquée de deux
domaines globulaires aux extrémités, les propeptides N- et C-terminaux qui restent libres. A
I’extrémité N-terminale, une séquence signal composée d’acides aminés treés hydrophobes
permet, apres clivage, a la prochaine o de pénétrer dans le réticulum endoplasmique
granuleux (REG). Une fois dans le REG, les prolines et lysines sont hydroxylées en
hydroxyproline et hydroxylysines respectivement. Il a €t¢ suggéré que I’hydroxylation des
prolines stabiliserait la triple hélice, notamment en augmentant sa température de dénaturation
(204 , 354). L’hydroxylation des résidus lysines entraine ensuite la glycosylation des
molécules de collagene. Cette glycosylation est réalisée par deux transglycosylases qui fixent
un galactose et un glycosylgalactose par liaison covalente sur des résidus d’hydroxylysines
specifiques (322, 509 ). Ensuite, dans la lumiere de I'appareil de Golgi, 3 chaines o vont se
reunir pour former la molécule de procollagene de structure tri-hélicoidale, qui constitue la
structure quaternaire du collagene (figure 2). Cette triple hélice peut étre soit homotrimérique
soit hétérotrimérique en fonction du type de collagéne. Au sein de cette triple hélice, la
glycine est le seul acide aminé a pouvoir se retrouver en position centrale de part sa petite
taille. Au cours de I’assemblage de la triple hélice, 1’association des 3 chaines o débute au
niveau du domaine globulaire C-terminal par la formation de ponts disulfures et ensuite
s’étend jusqu'a I'extrémité N-terminale. La triple hélice est stabilisée, par la présence des
résidus rigides, la proline et I’hydroxyproline, ce qui limite la rotation de la triple hélice (67).
Les triples hélices de collagene sont stabilisées par la protéine hsp47 spécifique du collagene,
puis sécrétées dans le milieu extracellulaire. Une fois dans le milieu extracellulaire, les
propeptides N- et C-terminaux sont clivés par des N-protéinases et C-protéinases permettant
ainsi la libération de la molécule de tropocollagéne capable de s’associer en fibrilles. La
fibrillogenese ou 'agrégation des molécules de tropocollagene se réalise spontanément dans
I’espace extracellulaire (figure 2) (68). La fibrille est donc un agrégat de molécules de
tropocollagene qui présente une striation periodique de 670 A en microscopie électronique.

Enfin, la fibre de collagéne représente un faisceau de fibrilles, visible en microscopie optique.

12
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Figure 2: Biosynthése du collagéne fibrillaire (Modifié d’aprés (353))

1222 Les collagenes du cartilage articulaire

Neuf collagenes ont été identifiés dans le cartilage articulaire, les collagenes de type I, IL, IIL,
VI, IX, X, XI, XIII, et XIV. Parmi ces collagenes, nous nous intéresserons essentiellement

aux collagenes L IT, ITI, VL, IX, X et XI.

[
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Les collagénes de type II et XI font partie de la famille des collagenes fibrillaires et présentent
la structure décrite dans la partie fibrillogenese des collagenes. Le collagene de type IX est un
collagene associ¢ aux fibrilles ou FACIT collagene (fibrils associated collagen with
interrupted triple-helix). Les collagenes III et VI, dits mineurs, sont plus concentrés au niveau
des chondrons, les logettes qui protegent les chondrocytes. Les collagenes I et III sont

présents dans la fine couche superficielle

Collgéne de type I :

Le collagene de type I est la protéine la plus abondante chez les vertébrés, constituant environ
20 a 30% des protéines totales (pour revue, voir (265)). Le collagéne de type I est compose de
deux chaines polypeptidiques, ¢l et a2, associées respectivement dans le rapport 2:1 pour
former une helice triple de type I [2 a(I) et 1 ap(I)]. L’assemblage de ces trois hélices forme
une super hélice droite. Dans le cartilage articulaire, la présence de fibres de collageéne de type

I a été décrite dans la zone superficielle du cartilage articulaire et dans I'os sous-chondral

358).

Collagéne de type II

Le collagene de type II est le composant structural majeur du cartilage articulaire puisqu’il
constitue environ 50% de la MEC du tissu. Cependant, la présence du collagene de type II a
¢galement été retrouvée dans d’autres tissus comme le disque intervertébral (314), la
notocorde, la rétine, la cornée et I'humeur vitrée (76). Le collagene de type II est le produit du
gene COL2A1, et la protéine est un homotrimere composé de trois chaines o, (II). Il existe
deux formes de franscrit du géne COL241, les ARNm de type IIA et [IB qui difféerent
uniquement par la présence ou non de I’exon 2 qui peut subir un €pissage alternatif (424). La
forme longue, le collagene de type ITA, contenant 1’exon 2, est exprimee par les cellules
préchondrogéniques et non chondrogéniques. Il a aussi été suggéré que I’expression de
I’ARNm de type ITA délimiterait les sites potentiels d’emplacements des articulations et des
cartilages de croissance (363). En revanche, la forme courte (IIB), ne contenant pas [’exon 2,
est exprimée dans les chondrocytes matures et donc dans les tissus cartilagineux adultes

(428).

L’épaisseur des fibrilles de collagéne de type II est plus fine que celle des fibrilles de
collagene de type I. Les hydroxylations des lysines ainsi que les glycosylations des
hydroxylysines sont plus élevées dans le collagene de type II que dans les autres collagenes

fibrillaires (369). La synthese du collagéne de type II et le niveau d’expression de son ARNm

14
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peuvent étre régulés positivement ou négativement par plusieurs cytokines et facteurs de
croissance comme le TGF-BI1, I'IGF-1 ou I'IL-1. Les souris déficientes en collagéne II
développent une chondrodysplasie létale, caractérisée par une absence totale de
chondrogenese et de la formation des disques nterverteébraux (272). Ceci démontre

I"'tmportance du collagene IT dans la formation du cartilage.

Le collagéne IT1

Le collagene de type III est un collagene fibrillaire qui est présent dans le cartilage feetal et est
¢galement détecté dans le cartilage articulaire adulte (38) sain et arthritique (528). Le
collagene de type III co-localise avec le collagene de type II. Cependant, le role du collagene
de type III dans I’assemblage des fibres de collagéne du cartilage articulaire et dans
1’évolution de 1’arthrose est encore inconnu (529). Les mutations dans le géene COL341 sont
associées a la forme la plus severe, le type IV, du syndrome d’Ehlers-Danlos (353). Cette
forme du syndrome, peut enfrainer une mort subite suite a la rupture d’une artére principale

ou de tout autre organe vital.

Le collagéne VI

Le collagene de type VI est un composant matriciel mineur de bon nombre de tissu y compris
les cartilages (519). Le collagéne VI s’autoassemble en dimere ou tétramere, grace a des ponts
disulfures et forme ainsi un réseau filamenteux. Le réseau de collagene VI est concentré
autour des chondrocytes avec lesquels il interagit, au niveau de la zone péricellulaire (75). Le
role du collagene VI n’est pas encore treés clair. Le collagene VI formerait une interface
mecanique entre le réseau de collagene IT de la matrice interterritoriale et le chondrocytes (8).
Les mutations dans les genes codant le collagene de type VI sont associes a la myopathie de
Bethlem, un syndrome autosomal dominant entrainant une faiblesse musculaire et des

contractures articulaires (353).

Collagéne de type IX

Le collagene IX représente environ 1% de la quantiteé totale de collagéne dans le cartilage
articulaire adulte, ce qui le classe parmi les collagénes dits mineurs. Le collagéne de type IX
est une molécule hétérotrimerique. composeée de 3 chaines o o(IX), o(IX) et as(IX)
génétiquement distinctes et codées respectivement par les genes COL941, COL942 et
COL943 (219). La molécule de collagene IX contient 4 domaines non-collagéniques (NC1 a
NC4) et 3 domaines en triple hélice appelés domaines collagéniques (COL1 a COL3). Les

—_
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chaines sont reliées intra-moléculairement par des ponts disulfures entre les résidus cystéines
des domaines non-collagéniques NC1 et NC3 (107). Par ailleurs, 1l existe deux formes de la
molécules de collagene IX. issues de 1’épissage alternatif du domaine NC4 de la chaine
01(IX) (366). La forme longue, contenant le domaine NC4 est la forme majoritaire dans le
cartilage, alors que la forme courte ne contenant pas le domaine NC4 est généralement
trouvée dans les tissus non cartilagineux comme [’humeur vitrée, la cornée ou la rétine (377).
Le collagéne de type IX décore la surface des fibrilles de collagene II (498), interagit avec
d’autres composants de la MEC (522) et pourrait, a la fois, lier (520) et séparer (295) les
fibrilles de collagene II. Les domaines COL3 et NC4 de la chaine o;(IX) sont orientés vers
I’espace mter fibrillaire et permettent ainsi la liaison avec des protéoglycanes comme
I’agrécane (493). Le domaine NC3 de la chaine o,(IX) contient un site d’attachement aux
glycosaminoglycanes (GAG) comme le dermatan sulfate (51). Le collagene de type IX

jouerait donc un role dans 1’organisation et la stabilisation de la MEC (127).

Les souris déficientes pour la chaine o;(IX) sont viables, mais développent rapidement une
dégenérescence des articulations ressemblant a de I’arthrose (248). Des mutations dans le
gene du collagene de type IX (COL942) ont également éteé identifiées dans de nombreuses
dysplasies épiphysaires, qui représentent un groupe hétérogene de maladies caractérisées par

une petite taille et une arthrose précoce (201, 349 ).

Le collagéne X :

Le collagene de type X est un membre de la famille des collagénes a chaines courtes. C’est un
homotrimere de trois chaines o(X) avec un court domaine N-terminal non hélicoidale de 38
acides aminés (NC2), suivit d’une triple hélice de 463 acides aminés, puis d’'un domaine C-
terminal non collagénique (NC1) de 161 acides amin€s (446). Les genes des collagenes a
courtes chaines contiennent généralement un seul et long exon qui code presque la totalit¢ de
la chaine polypeptidique (365). L’expression du collagene X est spécifique des chondrocytes
hypertrophiques et intervient dans le processus d’ossification endochondrale (385). Dans le
cartilage articulaire, son expression est localisée dans la zone calcifiée profonde du cartilage
articulaire. Le collagene de type X se lie dans la MEC au collagene de type II et aux
protéoglycanes. L expression du gene du collagene X a été détectée dans les chondrocytes du
cartilage articulaire arthrosique ou ils semblent réinitialiser une ossification endochondrale

entrainant la formation d’ostéophytes et une sclérose de I’os sous-chondral (211).
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27 mutations du gene du collagéne de type X ont été caractérisées chez des patients atteints de
chondrodysplasie métaphysaire de Schmidt (SMCD). Les souris invalidées pour le géne du
collagene de type X présentent des malformations proches de celles observées dans les cas de

SMCD et des anomalies hématopoiétiques (174, 258).

Collagéne de type X1

Le collagene de type XI est, €galement, un collagene dit mineur dans le cartilage articulaire
adulte, car il ne représente que 3% de la quantité de collagene total. Le collagene de type XI
est une molécule hétérotrimérique, qui consiste en 3 chaines o distinctes génétiquement, les
chaines o (XI), op(XTI) et o3(XTI). La chaine o3(XI) correspond a une version surglycosylée de
la chaine o (II). Bien que la quantité de collagene XI soit faible dans le cartilage articulaire
adulte, 1l y joue un role important dans la régulation du diametre des fibrilles de collagene
(497) ainsi que dans le maintien de I'intégrité et de la cohésion tissulaire. La structure du
domaine N-terminal du collagéne de type XI est modulée au cours du développement et de
facon tissu—spécifique par un épissage alternatif des exons contenus dans les régions variables
des différentes chaines. Cet €pissage alternatif dans les régions variables implique les exons
6A. 6B et 8 de la chaine o;(XI) (383, 532). les exons 6. 7 et 8 de la chaine o,(XI) (532) et
I’'exon 2 de la chaine o3(XI) (518). Au cowrs de la différenciation des cellules
mesenchymateuses en chondrocytes, I’exon 2 de la chaine o;3(XI) et les exons 6, 7 et 8 de la
chaine o,(XI) sont généralement exclus(96). En revanche, en ce qui concerne la chaine
01(XT), 1l y a expression de la forme 6A-7-8 dans les cellules préchondrogéniques, puis le
patron d’expression devient plus complexe, incluant les formes 6A-7-8. 6B-7-8, 7-8. 6B-7 et 7

dans les chondrocytes matures (96).

Le collagene de type XI joue un role important dans la régulation de la fibrillogenese du
collagene de type II. Le clivage protéolytique du procollagene de type XI libere le propeptide
N-terminal, mais la région variable est retenue au sein de la molécule mature et vient se
localiser a la surface des fibrilles de collagene IT (343). Ce domaine N-terminal ne pouvant se
placer a l'intérieure des fibrilles, 1l crée un encombrement stérique empechant 1’ajout de
nouvelles molécules de collagene de type II, ce qui limite le diametre des fibrilles (40). Le

collagene XI pourrait également lier les GAG présents a la surface des chondrocytes (497).

L importance du collagéne de type XI au sein du cartilage est également démontrée par
I’identification de mutations des genes de ce collagene dans le cadre de maladies. En effet,

des mutations du gene COLI11A1l ont été identifiées dans des chondrodysplasies. Des
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mutations du gene COL11A2 ont également été identificées dans le cadre de dysplasies
ostéochondrales (353). Par ailleurs. les souris déficientes en collagene XI meurent a la
naissance et montrent des anormalités dans le cartilage des membres, de la mandibule et de la

trachée.

Organisation fonctionnelle des collagénes dans le cartilage articulaire

Collagéne

Collagéne

Figure 3: L’assemblage des collagenes IVIX/XI dans le cartilage articulaire: A) interaction

entre le collagéne de type IX et le collagéne de type II. B) le réseaux de liaisons croisées fibrilles-fibrilles de

collagéne II et interaction avec le collagéne XI. Modifié d’aprés Eyre et al. (126).

Au sein du cartilage articulaire, les fibres de collagene sont organisées en un hetérotrimere de
collagenes II/IX/XI (figure 3). Le collagene de type IX est lié par des liaisons covalentes au
collagene de type II (figure 3, A). L interaction débuterait par une liaison entre le domaine
NC1 et la chaine oy (II). Des liaisons covalentes se forment, ensuite, entre les sites de liaisons
croisées des domaines COL2 des trois chaines du collagene IX et les télopeptides N- et C-
terminaux du collagéne II (107) se retrouvant physiquement proches. De plus, les molécules
de collagene IX peuvent étre li€es les unes aux autres par des liaisons entre les domaines
COL1 des chaines o,(IX) et o3(IX) et le domaine NCI de la chaine os(IX) (127).
L’interaction entre le collagene de type XI et le collagéne de type II (figure 3. B) se fait par
des liaisons croisees entre les télopeptides C-terminaux du collagene II et un site en hélice du

domaine N-terminal du collagene XTI (127).
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1.2.23 Les protéoglvcanes :

Les protéoglycanes (PG) représentent 22 a 28 % du poids sec du cartilage articulaire adulte.
Ce sont des macromolécules dont le poids moléculaire est compris entre 6.10* et 4.10° Da.
Les protéoglycanes sont des glycoprotéines constituées d’une protéine axiale sur laquelle sont
branchées une ou plusieurs longues chaines polysaccharidiques trés acides appelées
glycosaminoglycanes. La structure des GAG est basée sur la répétition de disaccharides, dont
I'un des sucres est soit un N-acétylglucosamine (GIcNAC) soit un N-acétylgalactosamine
(GalNAc). L autre sucre est souvent un sucre acide comme 1’acide glucuronique ou I’acide
1duronique ou encore un galactose (112). Dans la MEC du cartilage articulaire, ces sucres, a
I’exception de 1’acide hyaluronique, sont souvent substitu¢s par des groupements sulfates. I
existe 5 types différents de GAG : les GAG sulfatés au nombre de 4, le chondroitine sulfate
(CS), le dermatane sulfate (DS), le kératane sulfate (KS) et I’héparane sulfate (HS) et un GAG
non sulfaté ’acide hyaluronique (HA) (figure 4).
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Figure 4: Les motifs disaccharidiques des glvcosaminoglycanes d’apres
Dudhia et al. (112)
La syntheése des protéoglycanes débute par la synthese de la protéine axiale dans le réticulum
endoplasmique rugueux, puis est suivie de 1’addition des chaines de GAG et de leur
sulfatation. L’addition et la modification des chaines de GAG a lieu dans "appareil de Golgi.
Les chaines de GAG sont greffées sur la protéine axiale par I’'intermédiaire d’un UDP-sucre
qui attache le xylose a une sérine ou une thréonine. Ensuite sont ajoutés deux galactoses, puis
les motifs disaccharidiques propres a chaque GAG se mettent en place, sucre par sucre. Enfin,

en dernier lieu les chaines de GAG sont sulfatées.
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L’agrécane :

L’ agrécane est le PG majeur du cartilage articulaire, il représente 90% des PG du cartilage.
L’ agrécane est un large agrégat moléculaire contenant plus d’une centaine de chaines de CS et
50 chaines de KS lices de fagon covalente a la protéine axiale (418). Dans le cartilage,
I’agrécane est associé a I’acide hyaluronique et a une petite glycoprotéine de liaison ou "link

protein" pour former de larges agrégats (112).

La protéine axiale de I’agrécane est composee de trois domaines : la partie N-terminale, la

partie centrale et la partie C-terminale qui constituent respectivement les domaines I, IT et III

(Figure 5).
I 11 111
< > < > < >
Domaine interglobulaire CS1 CS2
l ' : - G3
G1 G2
g EGF- CRP- Protéine axiale
I like like
Lectin- COOH
W VY like

ABB BB

ABB
Protéine de liaison

Figure 5: Structure protéique de I’'agrécane et de la protéine de liaison du cartilage articulaire
d’aprés Redini et al.(413).

Le domaine I ou partie N-terminale possede deux domaines globulaires G1 et G2 séparés par
une zone interglobulaire. Les domaines globulaires sont riches en résidus cystéine qui
permettent 1’établissement de ponts disulfures et la formation de boucles répétitives. Le
domaine globulaire G1 contient le site d’interaction a 1’acide hyaluronique (AH), ce site est
compose d'une boucle de type Immunoglobuline (Ig) et de deux boucles répétitives appelées
"proteoglycan tandem repeat” (PTRI et PTR2). Ce domaine globulaire G1 est un homologue
de la protéine de liaison. Le complexe G1-AH-protéine de liaison est tres stable (112). Le
domaine globulaire G2, séparé du domaine G1 par une zone linéaire interglobulaire possede
les deux boucles PTRI et PTR2. mais il ne possede pas la boucle Ig (413). Le domaine
globulaire G2 est incapable de lier I'’AH, la protéine de liaison ou le collagéne. Cependant. il a

¢té suggere que le domaine G2 pourrait inhiber la sécrétion d’agrécane de mauvaise qualite,
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jouant ainsi un role de garant de la production dune molécule d’agrécane fonctionnelle et
mature (244).

Le domaine II ou domaine central, correspond a la région substituée par les chaines de GAG.
Ce domaine peut étre divisé en deux domaines, le domaine kératane sulfate (KS) et le
domaine chondroitine sulfate (CS). Le domaine KS est substitué par environs 30 chaines KS
chez I'’humain. Ce domaine KS interagirait avec les fibrilles de collagene pour permettre
I’assemblage et I’intégrité des agreégats et donc contribuer au développement tissulaire (194).
Le domaine KS pourrait également jouer un role positif dans le processus de sécrétion de
I’agrécane (244). Le domaine CS, lui, est substitué par une centaine de chaines de CS et peut
étre divise en deux régions, CS1 et CS2. Ce domaine CS a pour fonction majeure de maintenir

I’hydratation du cartilage (112).

Le domaine III ou domaine C-terminal correspond au domaine globulaire G3, contenant des
analogies de séquence avec des molécules de nature différentes. On retrouve donc un module
de type lectine, un ou plusieurs modules de type Epidermal Growth Factor (EGF) et un
domaine de type protéine regulatrice du complément (CRP). Le module lectine pourrait jouer
un role dans les interactions cellules-cellules ou cellules-matrice (413). Par ailleurs, il a été
suggere que le domaine G3 pourrait moduler la formation du réseau d’agrégats. Le domaine

3 serait associ€, en général, a I’agrécane immature fraichement synthétisé (113).

Les protéoglycanes, a forte concentration, créent une pression osmotique €levée ce qui permet

de retenir I’eau dans le cartilage articulaire (243).

L’acide hvaluronique :

L’acide hyaluronique (AH) est synthétisé sous la forme d’une longue chaine polymere non
branchée et chargée négativement. Il s’agit d'une répétition de disaccharides d’acide
glucuronique et de N-acétylglucosamine reliés par des liaisons alternées de type Bi; et Big.
La synthese de I’AH est différente de celle des PG, puisqu’il n’est pas modifié, c'est-a-dire
sulfaté, aprés sa synthese (486). L’AH posseéde des caractéristiques hydrodynamiques
remarquables. Il permet I'établissement d'une viscosité élevée et est capable de retenir de
grandes quantités d’eau. Ainsi il joue un role important dans I’homeostasie et 1'intégrite
tissulaire (486). L’ AH interagit avec les PG dans le cartilage articulaire, mais également avec
d’autres molécules importantes pour 1’assemblage des MEC (485). L’AH. de part ses
propriétés lubrifiantes, est utilisé en injection intra-articulaire dans le traitement de la douleur

associée a [’arthrose (342).
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Les petits protéoglycanes

Ce sont la décorme, la fibromoduline et le biglycane, ces trois PG appartiennent a la fanulle
des petits protéoglycanes riches en leucine. Leur structure est composée d’un domaine central
riche en leucine, encadré de part et d’autre par des domaines a cystéine (318). Les chaines de
GAG sont localisées soit au niveau N-terminal, soit sur le domaine central. Ces petits
protéoglycanes peuvent mtervenir dans 1’adhésion cellulaire via leurs interactions avec la
fibronectine ou la thrombospondine. La décorine et la fibromoduline peuvent réguler la
fibrillogenese des collagénes en organisant 1’espacement entre les fibrilles de collagene II
(141). Par ailleurs, la décorine en se liant aux facteurs de croissance de type TGF-p, régule

leur stabilité, leur biodisponibilité et leurs activités biologiques (439).

Les protéoglycanes de surface

Ce sont des protéoglycanes liés a la membrane plasmique du chondrocyte. Ils sont divisés en
4 familles en fonction du type d’association avec la membrane plasmique. Les syndécanes et
bétaglycanes sont liés a la membrane directement grace a une région hydrophobe de leur axe
protéique. Le glypicane est li€¢ a la membrane plasmique, indirectement via un groupement
glycosyl phosphatidyl inositol. Enfin, le perlécane interagit avec la membrane plasmique via
des interactions entre ses chaines de GAG et les intégrines de surface. Leurs roles seraient de
transduire les signaux extracellulaires vers les compartiments intracellulaires. Ils peuvent
¢galement fixer des cytokines et amsi réguler leurs actions en controlant leurs
biodispombilites (432). Ces fonctions leurs permettent de réguler la prolifération et la

différenciation cellulaire.

1224 Les autres constituants

La "cartilage oligomeric matrix protein” COMP est une proteine non collagénique de la MEC
du cartilage articulaire. Son dosage dans le liquide synovial peut etre utiliseé pour
diagnostiquer et évaluer précocement une polyarthrite thumatoide (515). Elle contribue aussi
a I'intégrité structurale du cartilage hyalin en formant des ponts entre les collagenes II et IX
(170). Par ailleurs, des mutations dans le géne de la COMP sont a l'origine de
chondrodysplasies (434).

La lubricine est une glycoprotéine de 227 KDa présente dans le liquide synovial et qui
participe a la lubrification de I’articulation (121). La lubricine est codée par le gene PRG4 et
sécrétée par les fibroblastes synoviaux. La "Superficial Zone Protein" (SZP) est une protéine

de 345 KDa et est également un produit du gene PRG4. La SZP présente une forte homologie
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avec la lubricine et est exprimée par les chondrocytes de la zone superficielle du cartilage
articulaire, mais pas par les chondrocytes de la zone intermédiaire et de la zone profonde
(417). La dégradation du cartilage observée dans les cas de polyarthrite rhumatoide fait suite a
une augmentation des forces de frictions dans I'articulation. Cette augmentation des forces de
friction est due en partie a une diminution de la lubrification, résultant d une diminution de la
synthese de lubricine par les fibroblastes synoviaux et de SZP par les chondrocytes de la zone
superficielle (120). Les souris invalidées pour le gene Prg4 codant la lubricine et la SZP
montrent des signes d’hyperplasie synoviale, de fibrose de la subintima et un dépot protéique
a la surface du cartilage articulaire (417). Cette dysfonction articulaire est tres similaire a celle

observée chez I’homme dans le syndrome associant camptodactylie, arthropathie, coxa vara et

péricardite (CACP) (300).

La fibronectine présente dans le cartilage articulaire semble jouer un role dans la structure et
la fonction du cartilage normal ou dégénératif. Des études récentes montrent qu’une portion
de la fibronectine cartilagineuse est substituée par des chaines de GAG. ce qui pourrait
faciliter son interaction avec les autres composants du cartilage. La fibronectine possede

¢galement des domaines de liaisons avec I’héparine, les chondrocytes et le collagene (60).

Les intégrines, qui constituent la plus grande famille des protéines d’adhésion cellulaires

(CAM: Cell adhesion Molecule), sont des glycoprotéines transmembranaires
hétérodimériques, composees d’une chaine o et d’'une chaine [ liées de facon non covalente.
1l existe 18 sous unites o et 8 sous unités B différentes (215). L association d’une sous unité o
et d’une sous unité B détermine la specificité de reconnaissance du récepteur (256). Dans le
cartilage articulaire, I'intégrine o5, qui est le récepteur de la fibronectine, régule certaines
fonctions du chondrocyte comme la différenciation, le remodelage de la MEC et les réponses

aux stimuli mécaniques (282).

L’annexine V est un récepteur des collagenes de type II et X et un transporteur de calcium.
L annexine V est retrouvée au niveau de la zone superficielle du cartilage. Cependant, elle
semblerait jouer un role dans le processus de minéralisation de la MEC cartilagineuse par les

chondrocytes hypertrophiques (249).

123 Les propriétés biomécaniques du cartilage articulaire

Le cartilage est, de par sa constitution, considéré comme un matériau visco-¢lastique et

permeable qui consiste en 3 phases :

]
(5]
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- une phase solide, qui est majoritairement composée d’un réseau fibrillaire dense de
collagene et d’une haute concentration d’agregats de protéoglycanes.
- une phase d’eau fluide.
- une phase contenant des électrolytes dissout (Na', CI', Ca®* etc..) pour neutraliser les
charges fixées a la matrice solide (214).
Pour réaliser sa fonction d’amortissement et de distribution des charges et des pressions, le
cartilage articulaire est capable de se déformer. Pour cela, 1l doit résister a différentes
contraintes, des forces de compression, de tension et de cisaillement. Le cartilage articulaire

doit donc présenter une résistance a ces trois types de forces (491).

Lorsque le cartilage articulaire est soumis a une pression, le fluide interstitiel est chassé a
travers la MEC perméable, ce qui génere une force de friction au sein de cette MEC. Si la
compression augmente, la taille des pores dans la matrice diminue, ce qui entraine une
diminution de la perméabilité¢ de la MEC (516). Ce processus conduit a augmenter la
résistance de la MEC a I’écoulement du fluide interstitiel et, par conséquent, a accroitre les
forces de friction. Cela empéche alors une €vacuation trop rapide du fluide interstitiel (491).
Le fluide interstitiel amortit et répartit les charges de facon a ce que seulement 15 a 40% de la
pression de charge soit appliquée sur la phase solide. Cette capacité des phases solides et
liquides a réguler le stress mterne donne au cartilage articulaire son comportement visco-

elastique.

Si le cartilage est exposé a un impact brusque, la phase fluide n’a pas le temps de sortir de la
MEC et la pression appliquée sur la phase solide devient tres importante. Si I'impact est
suffisamment fort, il peut entrainer des I€sions du réseau macromoléculaire, des cellules et de
I’0os sous-chondral. En conditions physiologiques., 1’os sous-chondral est protégé par la

fonction d’amortissement et de distribution des charges du cartilage articulaire (91).

1.2.4  Remodelage interne de la matrice extracellulaire :

La mobilisation dune articulation stimule 1’activité de syntheése des chondrocytes ainsi que le
remodelage de la MEC. Inversement, ['immobilisation entraine une réduction de la synthese
des PG (391). L’environnement physico-chimique et mécanique des chondrocytes est
constamment modifié, et cela influence leurs activités de synthese et de dégradation. La mise
en charge du cartilage modifie la composition intracellulaire des chondrocytes, comme le
volume cellulaire, le pH, la charge 1onique (184), et crée des signaux qui vont participer a la

régulation du remodelage et du renouvellement de la MEC, par un remplacement continuel
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des composants matriciels dégradés (60). Le remodelage de la MEC est aussi fluence par les
cytokines, comme les interleukines, les interférons, les TNF (tumor necrosis factors) et les
facteurs de croissance. Les cytokines peuvent induire la dégradation de la MEC, via la
production d’enzymes protéolytique comme les collagénases ou les protéases. L’ interleukine-
1B (IL-1pB), libérée par les chondrocytes, ou les synoviocytes, induit I’expression de MMP
comme la stromelysine qui vont dégrader I’agrécane et le collagene IX (421). Le TNF-a et
I’interferon-y inhibent la synthese et stimulent la dégradation des collagenes et PG (150).
Certaines cytokines ou facteurs de croissance, comme le PDGF (platelet-derived growth
factor), le FGF, I'IGF (insulin growth factor) et le TGF-B peuvent stimuler la synthése
d’ADN et des protéines matricielles. Plusieurs hormones comme I’hormone de croissance,
I'insuline, la calcitonine et les androgenes stimulent la prolifération des chondrocytes et la
synthese des macromolécules, alors que les glucocorticoides ont 1’effet contraire (143). Ces
données montrent que la biologie du cartilage dépend de facon étroite de nombreux
parametres physiques (force mécanique), chimiques (pression osmotique) et biologiques

(facteurs de croissance).

1.3 Histologie du cartilage articulaire

La composition et I’organisation histologique du cartilage articulaire varie en fonction de
I’age mais également en fonction de sa position par rapport a la surface articulaire (153). En
effet, les chondrocytes ainsi que les collagénes, les protéoglycanes et autres protéines sont
organisés dans un ordre défini qui permet de distinguer 4 zones dans le cartilage articulaire
(Figure 6)

1.3.1 La zone superficielle

Cette zone superficielle, en contact avec le liquide synovial, constitue la surface de glissement
du cartilage, et représente 5 a 10 % de I’épaisseur du cartilage. Cette zone superficielle peut

étre divisée en deux sous-couches :

Une premiere couche constituée d’une matrice acellulaire, contenant de fines fibrilles de

collagene I, IT et III et contenant peu de protéoglycanes.
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Figure 6: Structure histologique du cartilage articulaire
Modifié d’aprés Clément-Bouheddi (89)

Une couche plus profonde dans laquelle se trouve des chondrocytes plats et ellipsoidaux
orientés parallelement a la surface articulaire. Les chondrocytes de cette zone synthétisent des
petites fibres de collagéne de 30nm de diametre. Ces fibres de collagene sont disposées
parallelement a la surface articulaire. Les chondrocytes de cette zone synthétisent la lubricine.
En revanche, ces chondrocytes synthétisent moins de PG que dans les autres régions. Dans
cette zone, les chaines de CS sont majoritaires par rapport aux chaines de KS ce qui constitue
une barriere impermeéable a la diffusion d’hormones et de nutriments mais permeable a 1’eau
et a I’oxygene. L’orientation des fibres de collagene ainsi qu’une association collagene—PG
plus forte permet a la zone superficielle de protéger le cartilage sous-jacent des forces de

déchirements ou de cisaillements générées lors de 1’activité articulaire (420).

132 La zone de transition

La zone de transition occupe 40 a 50% de I’épaisseur du cartilage articulaire. Dans cette zone,

les chondrocytes sont de forme arrondie ou ovalaire et ont une taille supérieure a ceux de la
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couche superficielle. Ils sont disposés de facon anarchique dans la MEC. Les chondrocytes de
la zone de transition sont métaboliquement actifs et ont une forte activité de synthese de
protéoglycanes et de collagenes. Les collagenes synthétisés sont les collagenes de type II, IX
et XI sous forme de fibres épaisses de 30 a 80nm de diametre. Ces fibres s’entrecroisent

obliquement et forment un réseau non orienté moins dense que dans la couche superficielle.

133 La zone radiale

La couche radiale occupe environ 30 a 40% de I’épaisseur du cartilage articulaire. Son nom
provient de I’orientation radiale des cellules et des fibres de collagéne qui constituent cette
couche. Les chondrocytes sont de morphologie sphérique et disposés en colonnes
perpendiculaires a la surface articulaire. Le contenu en protéoglycanes est important, alors
que le contenu en eau y est le plus faible de tout le cartilage articulaire. Les fibres de
collagene, toujours composées des collagenes II, IX et XI y sont les plus épaisses (environs
100 nm de diametre). Par ailleurs, ces fibres de collagenes sont orientées verticalement par
rapport a la surface articulaire et cette orientation confére au cartilage ses proprictés de

résistance aux forces de compression.

1.3.4  La couche de cartilage calcifiée

La couche calcifiée, comme la couche superficielle, ne représente que 5 a 10% de 1’épaisseur
du cartilage. Cette couche sépare le cartilage articulaire de 1’os sous-chondral. L agencement
des protéines de la MEC dans cette zone est tres proche de celle observée dans la zone radiale.
Les chondrocytes en nombre limités sont hypertrophiques et synthétisent du collagene de type
X en plus des collagenes II et XI. Une apatite biologique carbonatée se dépose sur les fibres
de collagene qui pénetrent directement dans 1’os épiphysaire permettant ainsi I’ancrage du
cartilage. La couche de cartilage calcifié est séparée des couches de cartilage non mineralisé
par une ligne dense appelée "tidemark". Cette ligne dense est riche en fibre de collagene et

contient de 1’acide hyaluronique, mais elle semble ne pas contenir de GAG (288).

1.3.5 Les zones de la matrice extracellulaire

La MEC présente aussi une certaine hétérogenéité en fonction de la distance par rapport aux
chondrocytes enfermés dans un chondron. Ainsi, la MEC peut étre classifiée en régions

distinctes appelées matrice péricellulaire, matrice territoriale et matrice interterritoriale.

1.3.5.1 La matrice pericellulaire
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La zone peéricellulaire est une région circonscrite entourant le chondrocyte. L association
matrice pericullaire et chondrocyte constitue une entité micro-anatomique du cartilage
appelée "le chondron" (Figure 7) (406). La matrice péricellulaire contient dans 1I’ensemble les
meémes constituants que les autres zones de la MEC, tels que les collagénes de type II, IX, XI,
I’agrécane et la fibromoduline. C’est une zone qui se distingue par la présence unique du
collageéne de type VI dans le cartilage normal. Cette zone comporte également des taux de PG
sulfatés éleves, notamment des concentrations €levées en agrécane, en acide hyaluronique et
en protéine de liaison(405). I a été suggeéré que cette zone pourrait réguler le micro
environnement biomeécanique et biochimique du chondrocyte (180). I1 a ¢€galement été

suppose que le "chondron" servirait de transducteur des signaux mecaniques (527).

Figure 7: le chondron. A) marquage immunofluorescent du collagéne VI. B) reconstruction 3D du

chondron. Des variations significatives dans la taille et la forme du chondron sont observées en fonction de sa

localisation dans le cartilage. D aprés Guilak et al. (178)

1.352 La matrice territoriale

La matrice territoriale entoure la matrice péricellulaire des chondrocytes soit i1solés soit
organisés en 1ilots ou encore organisés en colonnes, comme c’est le cas dans la zone radiale.
Les fibres de collagene plus épaisses de cette zone forment des paquets et semblent

directement adhérentes a la matrice péricellulaire. Les fibres de collagéne forment comme une
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cage fibrillaire autour des cellules et assurent ainsi la protection mecanique des chondrocytes.

Cette zone est egalement concentrée en PG riches en chaines de CS.

1.3.5.3 La matrice interterritoriale

La matrice interterritoriale est celle qui confere les propriétés meécaniques au cartilage
articulaire. Ce sont les fibres de collagene de cette matrice interterritoriale qui passent d’une
orientation tangentielle dans la zone superficielle a une orientation radiale dans la zone
radiale. La matrice interterritoriale constitue la fraction la plus large de la matrice
cartilagineuse. La matrice interterritoriale contient des PG riches en chaines de KS et les

fibres de collagene les plus larges.

1.4  Formation du cartilage : la chondrogenése

La chondrogenese est le processus de formation du cartilage au cours duquel les chondrocytes
se différencient et deviennent mature. La chondrogenese a surtout ét¢ étudiée au niveau de la

plaque de croissance et tres peu dans le cartilage articulaire.

La chondrogenese est le processus qui conduit a la formation du cartilage de la plaque de
croissance, qui joue un role important dans [’ossification endochondrale. La chondrogenese
permet également la formation de cartilage permanent comme le cartilage articulaire (270). La
chondrogenese est initiée par la différenciation de cellules mésenchymateuses dérivant de

trois sources principales :

- les cellules des cretes neurales d’origine ectodermique, qui donneront les os du crane et
de la face,
- les cellules du sclérotome du mésoderme para axial ou des somites, qui donneront le
squelette axial (cotes, vertebres),
- les cellules de la somatopleure du mésoderme de la plaque latérale, qui donneront le
squelette appendiculaire (membres),
La chondrogenese, comme décrit lors des processus d’ossification endochondrale, se déroule
en plusieurs étapes:
- condensation des cellules mésenchymateuses et orientation vers le lignage
chondrocytaire,
- différenciation chondrocytaire,
- prolifération des chondrocytes,
- différenciation pré hypertrophique et hypertrophique des chondrocytes,

- minéralisation de la matrice cartilagineuse et remplacement par de I’ os,
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14.1 Condensation des cellules mésenchvmateuses et orientation

La condensation des cellules mésenchymateuses est le résultat de I’association de 2
processus : 1’augmentation de I’activité mitotique et I’agrégation des cellules a partir d’'un

centre (185).

Les cellules mésenchymateuses migrent sur les sites présomptifs de la squelettogénese et vont
se condenser en une masse cellulaire. Cette condensation cellulaire est initiée par une
stimulation de la synthése de molécules d’adhésions comme la N-CAM et la N-Cadherine.
Par ailleurs, le TGF-B qui est parmi les signaux précoces de la condensation, stimule la
synthese de fibronectine qui a son tour régule celle de N-CAM (101, 185). Au centre de ces
condensations cellulaires, des cellules se différencient, ce qui inhibe I’expression des
marqueurs meésenchymateux et stimule 1’expression des marqueurs cartilagineux comme le
collagéne II ou le facteur de transcription Sox9. Le facteur de transcription Sox9 joue un role
essentiel dans ['orientation des cellules mésenchymateuses vers la différenciation
chondrogénique. L’expression de Sox9 est stimulée dans les cellules mésenchymateuses
chondroprogénitrices avant la condensation et 1l reste hautement exprimée dans les
préchondrocytes et chondrocytes. L’expression de Sox9 est finalement mhibée lorsque les
cellules atteignent un stade préhypertrophique (364). Lorsque Sox9 est inactivé dans des
embryons de souris, cela entraine une absence des éléments cartilagineux appendiculaires (9).
Sox9 est donc nécessaire a la condensation préchondrogénique et joue un role majeur au cours
de la formation du cartilage. Cependant, d’autres facteurs controlent la migration, la
prolifération, la survie et la condensation des cellules mésenchymateuses. Ainsi le fibroblast
growth factor (FGF), sonic hedgehog (SHH), les BMP et la voie Wnt controlent les signaux le
long des axes dorso-ventral et antéropostérieur afin d’assurer la formation d’un modele
cartilagineux équilibré (481). Barx2, un facteur de transcription a homéodomaine, est
hautement exprimé dans les condensations mesenchymateuses préchondrogéniques, et reste
¢galement exprimé dans les articulations en développement et dans le cartilage articulaire
320). Par ailleurs, Barx2 se lie au domaine activateur spécifique du cartilage sur le promoteur
du gene COL2A1 in vivo. Barx2 pourrait coopérer avec Sox9 dans les stades précoces de

developpement du cartilage. Malgre tout, le role de Barx2 in vivo reste encore a €lucider.



Genéralités

Stades de Caractéres Marqueurs de la Marqueurs
différenciation histologiques MEC régulateurs
Cellules 2?2 @@
mésenchymateuses ® q‘; @ COL1A1 Sox9, Runx2
préchondrogéniques o® fq,
®
et Ncam1 S
. . ot s ox9
Prechondrocytes .'.".. : 9'-.."'- COL2A1 (S0R5: Sa%6)
COL2A1, sox5, sox6, Sox9
Ch;’r";i?c‘;}:es Agrécane, (fgfr3, AtF2, Nkx2.3)
COMP
COL2A1, sox5, sox6, Sox9
Cgr‘;"l‘g;f:zgs Agrécane, (fgfr3, Atf2, Nkx2.3)
COMP
Chondrocytes COL2A1,
préhypertropfiques 0000 Agrécane, COMP R Pth;f,R.‘hh 3
o000 COL10A1 unx2, Runx
Chondrocytes 8@88 COL10A1 Runx2, Runx3
hypertrophiques Vegf, (c-Maf)
Chondrocytes MMP-13, Runx 2, c-Maf
terminaux ostéopontine

Figure 8 : la différenciation chondrocytaire au cours de P'ossification endochondrale des os

longs. Représentation schématique des différents stades et voies de différenciation des chondrocytes. ainsi
que les principales caractéristiques histologiques, les principaux marqueurs matriciels et régulateurs exprimés

au cours de 1'ossification endochondrale. Modifié d’aprés Lefebvre et al. (270).

142 Diftérenciation chondrocytaire

La différenciation des chondroprogéniteurs en chondrocytes est une étape nécessaire pour la
poursuite et la bonne réalisation des différents stades de la chondrogenese. Cette
différenciation en chondrocytes est essentiellement caractérisée par le dépot d’une MEC

contenant des collagenes de type II. IX et XI et de I’agrécane.

Le facteur de transcription Sox9 est necessaire a I’expression du gene du collagene II et a
I’expression de certaines autres molécules matricielles incluant le collagene XI. Deux autres
membres de la famille Sox, L-Sox5 et Sox6, qui ne sont pas présents précocement lors de la
condensation meésenchymateuse, sont importants voire critiques pour la différenciation
chondrocytaire (268). L-Sox35 et Sox6 sont co-exprimés avec Sox9 pendant la différenciation

chondrocytaire. L-Sox5 et Sox6 peuvent former des homo ou des hétéro dimeres. mais
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contrairement a Sox9, ils ne possedent pas de domaine d’activation ou d’inhibition de la
transcription et doivent possiblement agir en facilitant [’organisation des complexes
transcriptionnels (270). Des expérimentations in vitro ont suggéres que Sox9 et L-Sox5/Sox6
cooperent les uns avec les autres pour directement activer I’expression du gene COL2A41 (33 ,
269). L-Sox5 et Sox6 sont eégalement nécessaires, a [’expression des genes codant pour le
collagene IX, I'agrécane et la protéine de liaison. /n vivo, il a été montré que 1’expression
forcée de Sox9, L-Sox5 et Sox6, dans des cellules non-chondrogéniques. est suffisante pour
induire I’expression des marqueurs chondrocytaires (220), et est aussi capable de supprimer
I’expression des marqueurs de 1’hypertrophie et du phénotype ostéoblastique. Le TGF-p et la
BMP-2 par ailleurs, augmentent les effets de la triade Sox9/L-Sox5/Sox6, ce qui suggere
qu'un autre facteur de transcription encore non identifié semblerait agir avec la triade Sox

pour promouvoir la différenciation chondrocytaire.

143 Prolifération des chondrocytes

Les chondrocytes métaphysaires des os longs en développement commencent a s’organiser en
colonnes alors que les chondrocytes diaphysaires ont déja atteint le stade prehypertrophique et

s’orientent vers la différenciation terminale.

Au depart, petits et ronds, les chondrocytes s’aplatissent et s’organisent en colonnes
paralleles. Au sein de ces colonnes, les chondrocytes les plus €loignés du centre d’ossification
présentent le plus fort taux de prolifération. Ce taux de prolifération diminue ensuite
progressivement a 1’approche du centre d’ossification (457). Puis, les chondrocytes cessent de
proliférer deés qu’ils atteignent, couche par couche, le stade de différenciation pré-
hypertrophique. En ce qui concerne I’expression des genes, il n'y a pas de marqueur
specifique de ces cellules, mais il est bien établi que les expressions de certains genes sont
augmentées. Des genes codant pour des protéines de la MEC tels que ["agrécane et COMP, et
des geénes codant pour des régulateurs de la différenciation ou de la prolifération, tels que
FGFR3 (récepteur de type 3 au FGF), Ihh (Indian hedgehog) ou PTHrP (parathyroid hormone
related peptide) sont augmentés. Durant toute la chondrogenese, la balance des signaux BMP
et FGF détermine le taux de prolifération des chondrocytes (336). En effet, la BMP-7 est
exprimeée dans les chondrocytes prolifératifs, alors que les chondrocytes hypertrophiques
expriment la BMP-6 et la BMP-2. Par ailleurs, I'effet des signaux des FGFs dépend de leurs
expressions, mais ¢galement de I’expression de leurs récepteurs (378). En effet, le FGFR2
(récepteur de type 2 au FGF) est exprimé précocement dans les condensations

meésenchymateuses et tardivement en periphérie des condensations. L’expression de FGFR3
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est, elle, associée aux chondrocytes prolifératifs. Dans la plaque de croissance, FGFR3 est un
régulateur important de la prolifération des chondrocytes (426). L expression du FGFRI est
augmentée dans les chondrocytes préhypertrophiques et hypertrophiques, suggérant un role

dans la survie, la différenciation ou la mort cellulaire (378).

D’autres facteurs de transcriptions sont importants pour réguler le maintien, la prolifération et
la maturation des chondrocytes ainsi que I’organisation des colonnes prolifératives. L-Sox5 et
Sox6 sont absolument nécessaires au développement et au maintien des colonnes de
chondrocytes prolifératifs. Ceci a été démontré par I’absence de colonnes de chondrocytes
prolifératifs dans les souris double mutants (L-Sox5 et Sox6)., alors que la zone
prehypertrophique est présente (458). Sox9, en revanche, semble mnhiber la prolifération des
chondrocytes. Les souris surexprimant Sox9 présentent, en effet, des colonnes de

chondrocytes prolifératifs raccourcies (10).

Runx2 (runt domain transcriptional activator-2 ou core binding factor o1 :Cbfal) stimule la
prolifération et I’organisation des chondrocytes en colonnes. Runx2 est ensuite exprimé dans
les chondrocytes hypertrophiques et au cours de la différenciation terminale des chondrocytes.
Les souris invalidées pour Runx2 présentent une diminution de la prolifération des
chondrocytes et une maturation chondrocytaire perturbée (221). Ce role important de Runx2
sur les chondrocytes prolifératifs est indirect et serait réalisé via une activation de I’expression
de Thh dans les chondrocytes préhypertrophiques. En effet, Thh a ét¢ montré stimuler la

prolifération des chondrocytes en colonnes (465).

1.44  Différenciations pré hypertrophique et hypertrophique des chondrocyvtes

La différenciation des chondrocytes prolifératifs en chondrocytes préhypertrophiques et
hypertrophiques représente un changement phénotypique important. En plus d’activer le cycle
cellulaire, les chondrocytes augmentent leur volume cytoplasmique de plus de 10 fois. Au
stade pré hypertrophique, les chondrocytes expriment plus d’ARNm codant pour le collagene
II, 'agrécane et les autres protéines matricielles que les chondrocytes prolifératifs. De plus,
les chondrocytes préhypertrophiques activent séquentiellement I’expression des genes codants
pour PTH, le récepteur du PTH1P, Thh et le collagene X. Au stade hypertrophique, les
chondrocytes cessent d’exprimer les génes précoces du cartilage et expriment le récepteur de
PTH1P et Thh. Le récepteur au PTHrP et Ihh stimulent I’expression du collagene X et activent
I’expression des genes Vegf (vascular endothélial growth factor, facteur de croissance de

I’endothelium vasculaire) (41).

[FY]
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Dans le reste de la maquette cartilagineuse, la boucle de régulation négative PTHrP/Ihh ainsi
que les voies de signalisations FGF, BMP jouent un rdéle important dans le controle du
nombre de chondrocytes qui vont se différencier vers la préhypertrophie (255). Ihh, exprimeé
par les chondrocytes préhypertrophiques, inhibe la différenciation hypertrophique des
chondrocytes et retarde la minéralisation. Thh stimule également la synthese de PTHrP dans
les chondrocytes périarticulaires. PTHrp va alors bloquer la différenciation des chondrocytes
prolifératifs, ce qui va diminuer le nombre de chondrocytes préhypertrophiques et ainsi

diminuer I’expression d’Thh, créant ainsi une boucle de régulation négative (408).

L-Sox5 et Sox6, retardent la préhypertrophie, mais sont nécessaires a 1’hypertrophie. Dans les
embryons de souris invalidés pour Sox5 et Sox6, les chondrocytes s’orientent prématurément
vers le stade préhypertrophique (457). Ces chondrocytes expriment FGFR3 ce qui favorise
leur maturation. Chez les souris invalidées pour Sox5/Sox6, les chondrocytes
prehypertrophiques ne deviennent pas hypertrophiques et n’expriment pas le collagéne X. Les
expressions de L-Sox5, Sox6 et Sox9 sont réprimeées dans les chondrocytes hypertrophiques,
ce qui explique la perte d’expression des marqueurs précoces du cartilage observee lors de

I’hypertrophie.

Runx2 est important dans I'induction de I’hypertrophie. En effet, les souris déficientes en
Runx?2 présentent une absence de cartilage hypertrophique et d’os (193). Par ailleurs, Runx2
stimule la synthese de collagene X (531) et également I’expression d’Ihh (526). Enfin,
I’expression de Runx2 est inhibée par PTH1P (273, 274). Ceci suggere fortement que Runx2
fait partie de la boucle de régulation négative PTHrP/Ihh qui controle la maturation des

chondrocytes dans la plaque de croissance.

1.4.5 Différenciation terminale des chondrocytes

Les chondrocytes hypertrophiques subissent une nouvelle fois un bouleversement
phénotypique lors de leur différenciation terminale. Lors de cette transition, les chondrocytes
perdent I’expression du collagene X et activent I’expression de nouveaux geénes tels que la
matrice metalloproteinase-13 (MMP13), I'ostéopontine (OPN) et la phosphatase alcaline
(ALP) qu sont aussi des marqueurs ostéoblastiques. Comme les ostéoblastes, les
chondrocytes, lors de leur différenciation terminale, sont capables d’induire la calcification de
la MEC. L’ossification endochondrale nécessite I'invasion de cette MEC calcifiée par des
vaisseaux sanguins, puis 1’ossification de la MEC. Ensuite, le devenir des chondrocytes est

sujet a controverse; soit i1ls meurent par apoptose (290), soit ils se trans-différencient vers un
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phénotype ostéoblastique. L hypothese la plus acceptée reste que la majorite des chondrocytes

meurent par apoptose.

L’ angiogénese, impliquant 1’invasion du périchondre et de la zone hypertrophique par les
vaisseaux sanguins est nécessaire au remplacement de la matrice cartilagineuse par de 1’os
(41, 92). Le facteur angiogénique, VEGF-A induit I'invasion vasculaire, grace a des
récepteurs spécifiquement localisés, tels que la neuropiline 1 (Npnl) exprimée dans les
chondrocytes hypertrophiques tardifs, ou encore Npn2 exprimée exclusivement dans le
périchondre. Le VEGF-A est relargué de la MEC grace aux MMP-9 et MMP-13. La MMP-13
semble coopérer avec la MMP-9 en dégradant la MEC non-minéralisée dans la zone
d’hypertrophie tardive lors de 'ossification (379, 501 ). Un autre facteur apparait important
les plaques de croissance n’étant pas vascularisées, elles se trouvent en condition hypoxique.
Cette faible tension en oxygene induit I’expression du facteur HIF-1o (Hypoxia Inducible
factor 1 o). HIF-1a régule la survie des chondrocytes et participe a I’angiogénese en induisant
la sécrétion du VEGF-A (430). Ce remodelage de la MEC cartilagineuse ainsi que 1’invasion
vasculaire sont des prérequis a la migration et a la différenciation des ostéoblastes et

osteoclastes, qui vont remplacer la MEC cartilagineuse par de 1’o0s.

Cette munéralisation de la MEC telle que nous vous 1’avons decrite ci-dessus peut aussi étre
observée dans des sites anatomiques ectopiques ou une calcification n’apparait qu’en présence
de conditions pathologiques. Un des sites majeurs de calcification ectopique se situe dans les
vaisseaux. La minéralisation vasculaire et en particulier artérielle, reprend toute une partie des
processus biologiques de formation du cartilage. Ces deux processus ont donc €té compares

dans un article de revue (article 1).
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Article 1 : Formation du cartilage dans la plague de croissance et dans les arteres : de la

physiologie a la pathologie

Résume :

Les calcifications vasculaires sont la conséquence de plusieurs conditions pathologiques
comme |’athérosclérose, le diabete, I’hypercholestérolémie et I’insuffisance rénale chronique.
Les calcifications vasculaires sont associées a des risques d’amputation, d’ischémie

cardiaque, d’accident vasculaire cérébral et une augmentation de la mortalité.

Il est de plus en plus évident que les cellules musculaires lisses des vaisseaux (VSMC)
s’engagent vers la voie de différenciation chondrogénique conduisant généralement a la
calcification des vaisseaux par des mecanismes semblables a ceux gouvernant 1’ossification
de la plaque de croissance. Notre connaissance de la formation du cartilage de la plaque de
croissance peut, par consequent, nous aider a comprendre pourquoi et comment les artéres se
calcifient et amsi permettre le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.
Réciproquement, I’analyse des évenements conduisant a une différenciation chondrocytaire
ectopique apparait importante pour améliorer notre compréhension de la formation du
cartilage de la plaque de croissance. Dans ce contexte, les facteurs connus ou suspectés pour
avoir un effet stimulant sur la différenciation chondrogénique dans la plaque de croissance et

dans les artéres seront passes en revue dans cet article.
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Cartilage formation in growth
plate and arteries: from
physiology to pathology

D. Magne,' M. Julien,' C. Vinatier,' F. Merhi-Soussi,?

P. Weiss,! and J. Guicheux'*

Summary

Vascular calcifications are the consequence of several
pathological conditions such as atherosclerosis, dia-
betes, hypercholesterolemia and chronic renal insuf-
ficiency. They are associated with risks of amputation,
ischemic heart disease, stroke and increased mortality.
A growing body of evidence indicates that vascular
smooth muscle cells (VSMCs) undergo chondrogenic
commitment eventually leading to vascular calcification,
by mechanisms similar to those governing ossification in
the cartilage growth plate. Our knowledge of the forma-
tion of cartilage growth plate can therefore help us to
understand why and how arteries calcify and, conse-
quently, develop new therapeutic strategies. Recipro-
cally, thorough consideration of the events leading to
ectopic chondrocyte differentiation appears crucial to
further increase our understanding of growth plate
formation. In this context, we will review the effects of
known or suspected factors that promote chondrogenic
differentiation in growth plate and arteries. BioEssays
27:708-716, 2005. © 2005 Wiley Periodicals, Inc.
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Abbreviations: AB, apoptotic bodies; ALP, alkaline phosphatase; CVC,
calcifying vascular cell; ECM, extracellular matrix; glvr, gibbon ape
leukemia virus receptor; GP, glycerophosphate; HIF, hypoxia inducible
factor; MSC, mesenchymal stem cell; MS, Mdnckeberg’s sclerosis;
MV, matrix vesicle; NaPiT, sodium-dependent Pi transporter; NCPs,
non-collagenous proteins; OC, osteocalcin; OPN, osteopontin; PDGF,
platelet-derived growth factor; Pi, inorganic phosphate; SMA, smooth
muscle actin; TFs, transcription factors; TGF-, transforming growth
factor-p; TNF-o, tumor necrosis factor-o; VEGF, vascular endothelial
growth factor; VSMC, vascular smooth muscle cell.

Introduction

Clavicles and some bones of the skull develop by intramem-
branous ossification, without a cartilage template, whereas
vertebrate long bones form through a process called endo-
chondral ossification, in which a cartilage template is replaced
by a bony matrix (reviewed in Ref. 1). This process begins with
the condensation of undifferentiated mesenchyme: cells from
the core differentiate into chondrocytes, whereas cells at the
periphery form the perichondrium (reviewed in Ref. 2). After a
phase of proliferation, chondrocytes differentiate and produce
collagen type Il, IX and XI, and sulfated glycosaminoglycans.
Then chondrocytes further differentiate and become hyper-
trophic, express type X collagen and their extracellular matrix
(ECM) is mineralized by mechanisms that involve the release
of matrix vesicles (MVs). After these phases of differentia-
tion, a growing body of evidence indicates that chondrocytes
undergo programmed cell death.®® Finally, the calcified
hypertrophic cartilage is invaded by capillaries and replaced
by bone.

While ectopic calcifications have long been considered to
result from a mere physicochemical precipitation of calcium
phosphate, several recent studies have provided evidence that
they may actually share many molecular and cellular features
with bone and cartilage mineralization (reviewed in Ref. 6).
During vascular calcification, both endochondral and intra-
membranous ossification may occur, depending on the patho-
logical condition. Vascular calcifications develop in two distinct
areas: in the intima and the media (reviewed in Ref. 7). Intimal
calcification occurs in the context of atherosclerosis. Athero-
sclerosis is initially characterized by the intimal accumulation
of lipid-rich macrophages and T lymphocytes (fatty streak).
Subsequently, vascular smooth muscle cells (VSMCs) migrate
from the media toward the intima in response to various stimuli
such as chemotactic factors and mitogens possibly released
from neighboring endothelium, activated macrophages within
lesions and nearby VSMC.® VSMCs undergo proliferation,
begin to accumulate lipid and initiate synthesis of ECM.
Calcification then occurs in the core of the atherosclerotic
plaque, in the vicinity of inflammatory cell infiltrate and cellular
debris. Medial calcification occurs independently of intimal
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calcification and atherosclerosis. Calcification of the media in
peripheral arteries is referred to as Monckeberg’s sclerosis
(MS) and commonly occurs in aged and diabetic individuals.®
Medial calcification is associated with elastin and VSMCs.
Therefore, VSMCs may be associated with both intimal and
medial calcifications.

The putative involvement of VSMCs in vascular calcification
has been illustrated by a large number of in vitro studies
indicating that, in some conditions, VSMCs are able to
express osteoblast differentiation markers and induce ECM
mineralization.'°~'2 Because most if not all of the osteoblast
markers investigated in these studies are also expressed in
growth plate chondrocytes, it is not inconceivable that, in some
cases, VSMCs rather undergo chondrogenic than osteo-
genic differentiation. In addition to most osteoblast markers,
chondrocytes express several specific markers such as Sox9
transcription factor and collagen type I, IX; X and XI, which
makes it possible to distinguish chondrogenic and osteogenic
lineages. Investigations on these chondrocyte markers show-
ed that VSMCs express Sox9''"® and type Il and IX
collagen!"®'¥ in vitro, which clearly indicates that they have
the ability to undergo chondrogenic differentiation. In addition,
human VSMCs express chondrocyte-specific markers in vivo
both in intimal calcification associated with atherosclerosis!'®
and in medial MS.® Therefore, chondrogenic differentiation of
VSMCs may be more widespread than previously believed
during the vascular calcification process.

Several useful review articles on the cellular regulation of
vascular calcifications have recently been published.®715=17)
However, none of these studies has really considered some
important factors that are known to modulate either or both
normal and ectopic cartilage formation such as cell condensa-
tion, hypoxia, MV-associated mineralization and apoptosis.
We will therefore try to highlight some aspects of chondrogenic
differentiation and tissue mineralization that have not been
detailed in previous reviews. Precise knowledge of cartilage
biology is essential to understand VSMC chondrogenic dif-
ferentiation. Reciprocally, recent findings on vascular calcifi-
cation may help us to get new insights into growth plate
formation. This review will be separated in three chapters, i.e.
cell differentiation, release of mineralizing matrix vesicles and
cell death.

Pathophysiological chondrogenic
differentiation

Chondrocyte differentiation

Mesenchymal cell condensation and proliferation. Endo-
chondral ossification in the embryo is initiated with condensa-
tion of mesenchymal cells and then progresses with their
commitment and differentiation into chondrogenic cells. In
adult bone marrow, mesenchymal stem cells (MSCs) persist
as a population of cells with the capacity to differentiate toward

the chondrogenic lineage. Among the transcription factors that
control mesenchymal cell condensation leading to chondro-
cyte differentiation, Sox9 appears to play crucial roles
(reviewed in Ref. 18). Inactivation of Sox9 in limb buds using
the Cre/loxP recombination system before chondrogenic
mesenchymal condensation results in the complete absence
of mesenchymal condensation, subsequent cartilage and bone
formation, indicating that Sox9 is required for an early step in
chondrogenesis, that of mesenchymal condensations.('®
Cell—cell contacts occurring during mesenchymal condensa-
tion are likely mediated by the N-cadherin—f-catenin—actin
adhesion complex.(zo) Indeed, N-cadherin is believed to be
necessary in cell—cell interactions, because functional inhibi-
tion of N-cadherin homotypic binding, using a neutralizing
monoclonal antibody, results in perturbed chondrogenesis
in vitro and in vivo.®®

Chondrocyte early differentiation. In addition to its role in
cellular condensation, Sox9 also positively regulates expres-
sion of the early chondrocyte markers collagen type 11,V
IX,® XI,3 and aggrecan.®® The role of Sox9 during
chondrogenesis is further illustrated by the observation that
no chondrocyte-specific markers are expressed in Sox9 null
cells in mouse chimeras.®® Furthermore, ectopic expression
of Sox9 in transgenic mice activates the endogenous Col2a1
gene in vivo." During chondrogenesis, the environment of
cells involved in condensations becomes hypoxic. Indeed,
proliferative and differentiated hypertrophic chondrocytes
are in hypoxia.(S’ Hypoxia stimulates expression of hypoxia
inducible factor 1o (HIF-1a), which is known to play at least
three main roles. First, HIF-1a is necessary for chondrocyte
survival during hypoxia.®® Second, HIF-1o. may be required
for expression of chondrocyte markers such as type Il
collagen.®® Third, HIF-1a induces expression of vascular
endothelial growth factor (VEGF), which in turn, activates
metaphyseal vascular invasion.® Therefore, whereas Sox9
appears necessary for cell condensation and early chondro-
cyte differentiation, HIF-1o may be required for chondrocyte
survival and differentiation in hypoxic conditions.

Chondrocyte hypertrophic differentiation. While Sox9
appears particularly important in the first steps of chondrogen-
esis, the Cbfal transcription factor is involved in the control of
chondrocyte terminal differentiation. Cbfal expression in-
creases with maturation of chondrocytes, which is severely
disturbed in Cbfai-deficient mice.®” Forced expression of
Cbfal in chick immature chondrocytes induces type X
collagen and matrix metalloprotease-13 expression, alkaline
phosphatase (ALP) activity and extensive cartilage—matrix
mineralization.®® Factors that contribute to Cbfa1 expression
and function have not fully been identified. Retinoic acid
stimulates expression of Cbfa1®® possibly by upregulating
annexin V expression and increasing calcium influx.®® In
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addition, mechanical factors are suspected to modulate Cbfa1
expression.®"

Among the factors that stimulate chondrocyte hypertrophy,
inorganic phosphate (Pi) may be particularly important.
Pi levels in growth plate increase from the proliferative to
the hypertrophic zone.®® Pij likely stimulates chondrocyte
terminal differentiation and cartilage mineralization. Indeed Pi
stimulates hypertrophic phenotype by increasing expression
of type X collagen,®**¥ induces apoptosis of terminally
differentiated chondrocytes®*® and triggers mineralization
by mechanisms that may involve apoptotic processes.®¥
Growth plate chondrocytes express different Pi transporters.
In early differentiation steps, intracellular Pi uptake is likely
mainly mediated by the sodium-dependent phosphate trans-
porter (NaPiT) glvr-1 (Gibbon Ape Leukemia Virus Recep-
tor 1), whose expression, however, decreases during terminal
differentiation.®®”) In contrast, Pi uptake during terminal dif-
ferentiation appears to be mediated by a sodium-independent
transporter that has not yet been identified.®

Chondrogenic differentiation of VSMCs

Phenotypic conversion of VSMCs. Evidence that VSMCs
are able to mimic chondrocyte behavior both in vitro and in vivo
has been reported (Table 1).011:1814.39-42) ljyman VSMCs
were shown to express Sox9 and Cbfa1 in mineralized arteries

Table 1. Transcription factors (TFs), collagen type
and non-collagenous proteins (NCPs) expressed in
chondrocytes, in VSMCs in vitro and in calcified
arteries

VSMC Calcified
Chondrocytes'3®! in vitro arteries
TFs Sox-9 Sox-9(1¥ Sox-9(1¥
HIF-1 ? ?
Cbfa-1 Cbfa1(101" Cbfa-1013
Collagens I a4 [1(:13:40)
IX IX(14) ?
X ? X0
XI ? ?
NCPs OCN OCN(1o-1 OCN(13:40)
OPN OPN(1:41) OPN®“0)
ON ON®“2 ON®“9
BSP BSP“2 BSP(©:13:40)

Expression of Sox-9 by VSMC in vitro and in calcified arteries indicates
that VSMC have the ability to undergo chondrogenic differentiation. This
is further illustrated by in vitro and in vivo expression of cartilage-specific
collagen type Il, IX and X. However, several proteins that play important
roles in chondrocyte maturation have not yet been investigated in
cultured VSMCs or in calcified arteries. Their study may provide new
data on the mechanisms responsible for cartilage formation in arteries.
For instance, the transcription factor HIF-1, which is activated by growth
plate hypoxia, and appears crucial in chondrocyte differentiation and
survival, has not been studied in the context of VSMCs chondrogenic
differentiation.

in vivo™ and in culture.("®'"'® Moreover, human VSMCs
express type Il collagen in calcifications associated with
atherosclerosis!'® and MS,@ illustrating a “chondrocyte-like”
phenotype. Finally, type X collagen expression has been
detected in coronary calcifications in rats.*®

VSMCs are thought to arise from MSCs (Fig. 1).¢43740)
MSCs are uniformly positive for markers such as CD29, CD44,
CD71, CD90 and CD106, and negative for markers of the
hematopoietic lineage, including CD14, CD4 and CD45.“"
In addition to the vascular smooth muscle lineage, MSCs
are also able to give rise to other cell types such as chondro-
cytes, osteoblasts and adipocytes.“”) Lineages derived from
MSCs, such as VSMCs‘'" are not definitively delineated, but
rather characterized by phenotype plasticity, allowing trans-
differentiation (Fig. 1).“®) It is not unconceivable that VSMCs
can, in some circumstances, frans-differentiate into chondro-
cytes. For instance, calcifying vascular cells (CVCs), a sub-
population of VSMCs from the artery wall and cardiac valves
that have the ability to mineralize in culture, also have the
capacity to differentiate into osteogenic, chondrogenic, leio-
myogenic (smooth muscle) and stromogenic (marrow stroma)
cells, depending on the stimuli."*) These cells are positive for
CD29 and CD44, negative for CD45 and CD14,"¥ a surface
marker profile shared with MSCs.“”) Interestingly, VSMCs
extracted from normal human vessels are able to express
Sox9 and Cbfal in culture after several passages.'® The
precise factors that promote VSMC trans-differentiation to-
ward the chondrogenic lineage remain largely unknown,
although several stimuli have been considered (Fig. 1).

Factors modulating VSMC chondrogenic differentiation

Mechanical factors. Stretch and strain are important extra-
cellular stimuli that regulate the phenotype of VSMCs and play
an important role in the development of atherosclerosis.
VSMC differentiation and maintenance of phenotype depends
on mechanical stimulation.“®4% Indeed, stretch stabilizes the
contractile smooth muscle phenotype,“® and cyclic strain
inhibits expression of Cbfal and mineralization in long-term
three-dimensional culture of rat VSMCs.“") Stretch stabilizes
the smooth muscle cell phenotype by a mechanism that
involves actin polymerization.*® Disruption of the actin
cytoskeleton reduces expression of VSMC markers,#%:5%
triggers chondrogenesis in mesenchymal cell culture®" and
prevents chondrocyte de-differentiation.? It is possible that
alterations in the mechanical factors acting on VSMCs in the
context of atherosclerosis play a role in their differentiation
within atherosclerotic plaques.

Three-dimensional environment. CVCs undergo in vitro chon-
drogenic differentiation only at post-confluence, in three-
dimensional nodules,”'” a property shared by MSCs,
VSMCs, #4753 chondrocyte primary cultures® and cell
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Figure 1. Possible factors modulating VSMC, chondrocyte and osteoblast differentiation. These cells derive from a common progenitor:
the mesenchymal stem cell. MSC commitment toward osteoblasts,
combinations, since TGF-f for instance, may stimulate VSMC and chondrogenic differentiation of MSCs. VSMC phenotype plasticity may
allow trans-differentiation toward osteoblasts and chondrocytes. Today, it remains to be elucidated whether VSMCs trans-differentiate
toward osteoblasts, chondrocytes, or both, in response to some factors such as Piand TNF-a. Finally, although evidence exists to suggest
that VSMCs are able to trans-differentiate toward pre-hypertrophic chondrocytes expressing Sox-9 and type Il collagen, direct
differentiation of VSMCs toward hypertrophic chondrocytes expressing type X collagen is still hypothetical. (B-GPF, B-glycerophosphate;
Dex, dexamethasone; MSC, mesenchymal stem cell; SM, smooth muscle; SMA, smooth muscle actin; TGF-f, transforming growth factor-

VSMCs or chondrocytes may be dependent on precise factor

lines.®®*5%) Accordingly, primary chondrocytes cultured in
monolayer rapidly de-differentiate, as illustrated by the loss
of chondrogenic markers. Three-dimensional environment
therefore seems necessary for chondrogenic commitment
and maintenance of chondrogenic phenotype. This three-
dimensional environment may correspond to the mesenchy-
mal cell condensation that initiates chondrocyte differentiation
in vivo. During arterial injury, proliferation and migration of
VSMCs are accompanied by increased expression of N-
cadherin and o- and B-catenin.®® Whether this increase
in cadherin and catenin expression plays a role in VSMC

condensation leading to chondrogenic differentiation is highly
hypothetic but deserves consideration.

Hypoxia. Both systemic and local hypoxia may contribute to
development of atherosclerotic lesions. Recent in vivo studies
found a direct correlation between local arterial wall hypoxia,
VSMC proliferation and atherosclerosis.®®”"%® In addition,
hypoxia stimulates proliferation and osteopontin expression
in cultured VSMCs.®® No detailed study has investigated the
effects of hypoxia on chondrogenic differentiation of VSMCs;
however, it is not unconceivable that, in some conditions,
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hypoxia plays a role in the expression of chondrocyte markers
in VSMCs.

Inorganic phosphate (Pi). A high serum phosphate level is
highly correlated with the extent of vascular calcification and
vascular disease. Hyperphosphatemia is prevalent in patients
with chronic renal failure and is linked to increased risks of
cardiovascular mortality in these patients (reviewed in(?).
Pi enhances Cbfa1 expression and ECM mineralization!'%¢"
in culture of VSMCs most likely through Pi uptake via glvr-1.(19)
Similarly, mineralization in cultured bovine VSMCs is asso-
ciated with the dramatic loss of smooth-muscle-specific gene
expression (smooth muscle lineage markers SM22 and «-
smooth muscle actin) in the presence of an organic phosphate
donor, B-glycerophosphate.©?

Growth factors and cytokines. Some growth factors are
believed to play a role in chondrogenic differentiation of
MSCs and VSMCs. For instance, transforming growth factor-3
(TGF-B) has been shown to play such a role. TGF-1, TGF-2
and TGF-B3 are expressed in VSMCs in calcified athero-
sclerotic arteries.®® TGF-p1 also stimulates mineralization in
cultured VSMCs.® Moreover, in vivo injection of TGF-1 or
TGF-B2 in subperiostal region of rat femurs (composed partly
of MSCs) induces osteochondral ossification.®® Local ex-
pression of TGF-B1 in rat aorta was also shown to induce a
cartilaginous metaplasia that is reversible when treatment with
TGF-B1 is stopped.®® Furthermore, TGF-p2, TGF-p3and, toa
lesser extent, TGF-$1, promote in vitro type Il collagen
and aggrecan expression in MSCs.“54767) The precise
mechanisms through which TGF-B modulates chondrogenic
differentiation have not been fully elucidated, but may involve
TGF-B-induced N-cadherin expression, for example, addition
of an exogenous neutralizing N-cadherin antibody indeed
inhibits TGF-B-stimulated chondrocyte differentiation of me-
senchymal cells.®® On the contrary, the fact that TGF-p also
inhibits chondrocyte terminal differentiation®®”? suggests
that other factors are involved in activating VSMC-mediated
calcifications. Tumor necrosis factor-o (TNF-o) may be a factor
promoting chondrocyte terminal differentiation of VSMCs.
Indeed, TNF-a has been detected in human atherosclerotic
lesions”" and TNF-a activates Cbfa1, and induces alkaline
phosphatase expression and calcification by CVCs.*®

Release of mineralization-competent
matrix vesicles

Chondrocyte release of MVs

It is well recognized that initiation of cartilage mineraliza-
tion is governed by cell-derived matrix vesicles (MVs)
(Table 2).(36-88:61.72=79) | growth plate, their diameter ranges
from 30 nm to more than one micron, with an average of
approximately 200 nm."? Itis believed that MVs initiate miner-
alization in cooperation with collagen fibrils, and that once the

Table 2. Properties of matrix vesicles, presence
of apoptosis and type of crystals reported during
chondrocyte- and VSMC-mediated mineralization

Chondrocytes  VSMC/Calcified arteries
Ay 30 to 1000 nm™ 100 to 700 nm®*74
Glvr-1©6:37 Glvr-1119
Sodium-independent®® ?
ALP ALP©11.12)
Annexin V73 ?
Apoptosis Yes®-9 Yes(75.76)

34)

Mineralization Carbonated apatite' Carbonated apatite””~79

MVs released by chondrocytes and VSMCs appear to have a similar
diameter, and a similar composition. Involvement of sodium-indepen-
dent phosphate transporter and annexin V has however not been
investigated in VSMCs. Finally, apoptotis has been observed both in
growth plate and arteries in the vicinity of calcified areas, and mineral
deposits comprise carbonated apatite in both locations.

first calcium phosphate crystals have coalesced to form the
mineralization front, the next steps occur essentially by crystal
multiplication, independently of MVs (reviewed in Ref. 80).

Membranes of MVs from growth plate chondrocytes
contain alkaline phosphatase (ALP), which hydrolyses a great
variety of substrates leading to the increase in Pi local levels.
ALP activity allows inactivation of mineralization inhibitors
such as ATP and pyrophosphate ions.®® In MV derived from
growth plate chondrocytes, the increase in intravesicular Pi
levels is partly mediated by NaPiTs.®” These NaPiTs include
type lll transporter glvr-1. In addition, intravesicular Pi trans-
port is also likely due to sodium-independent transporters.®

Calcium uptake into chondrocyte-derived MVs appears to
be mediated by members of the annexin family. Annexins
represent a family of at least 12 proteins that bind to acidic
phospholipids in the presence of calcium. Among these,
annexins Il, V and VI are strongly expressed by growth plate
chondrocytes.”® Annexin V binds to type Il and X collagen
molecules,”® which may allow calcium influx inside vesicles.
In chondrocyte cultures, only hypertrophic chondrocytes re-
lease MVs able to mineralize the ECM. This property may be
partly attributable to the presence of MV-anchored annexin
V. Indeed, as opposed to proliferative and pre-hypertrophic
chondrocytes, only the hypertrophic cells contain calcium
levels high enough to enable annexin anchorage in the cell
membrane.©":2

Mineralization-competent MVs contain a nucleational core
composed of amorphous calcium phosphate, phosphatidyl-
serine and annexins, ®® whereas mineralization-incompetent
MVs lack these components.””® Mineralization-competent
MVs are able to locally increase calcium and Pi levels, thereby
permitting crystal nucleation. The precise location of crystal
formation (intravesicular or extravesicular) and the nature
of the first crystal formed remain a matter of debate.
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Contrastingly, after the first step of crystal nucleation is
accomplished, it is well known that crystals deposited in
association with collagen fibrils consist, as in bone and tooth, in
a non-stoichiometric, calcium-deficient, carbonated apatite,
whose composition and organization vary with the age of
crystals. In particular, aging of crystals is characterized by
gain in crystal order, loss of acidic phosphate groups and
incorporation of carbonate ions.®%

VSMC-derived MV

MV-like structures have also been found in calcified ar-
teries.(*8 |n atherosclerotic plaques, these structures are
released by VSMCs (Table 2).7747® Their diameter ranges
from 100 to 700 nm," and is therefore roughly the same
as that of chondrocytes-derived MVs.® In normal culture
conditions, VSMCs continually release MV,®" as do chon-
drocytes.®”) In presence of elevated levels of calcium and
phosphate ions, release of mineralization-competent MV
by VSMCs is stimulated.®’ Whether this relates to annexin
anchorage in cell membrane, however, remains hypothetical,
since expression of annexins in mineralizing VSMCs and their
localization within MVs in calcified arteries have not been
reported to date.

VSMCs express ALP during their chondrogenic differentia-
tion,('® and ALP has been detected in MV-like structures in
atherosclerotic plaques.(”) ALP increases the local Pi levels
and Pi uptake in VSMCs and VSMC-derived MVs is likely due
in part to glvr-1."% To our knowledge however, involvement of
other transporters has not yet been investigated.

Only scarce data are currently available concerning the
mechanisms of mineralization and the nature of the mineral
phase deposited during vascular diseases such as athero-
sclerosis. Asingrowth plate cartilage, the crystalsformedinthe
vasculature comprise a biological carbonated apatite.””"® Its
variable crystallinity suggests that, as in cartilage, vascular
calcification is a time- and flow-dynamic-dependent pro-
cess."® Indeed, the decreasing amount of acidic phosphate
ions during crystal aging further reinforces the notion that the
inorganic phase of vascular calcification is very similar, if not
identical, to that in growth plate cartilage. Finally, apatite is also
formed by cultured VSMCs."®

Cell death and mineralization

VSMC apoptosis and mineralization

In contrast to the above chapters, it would seem that
the concept linking mineralization to apoptosis is much more
widespread in studies concerning vascular than cartilage
calcification. Indeed, ectopic calcifications have been often
associated with apoptotic or necrotic processes (for review
see Ref. 85). It has even been proposed that, if ectopic calcifi-
cations are not more common, it is because in most situations
cell debris are rapidly cleared by phagocytic cells.®) How-

ever, clearance of VSMC debris may be inhibited in some
circumstances,'27® thereby leading to accumulation of apop-
totic bodies (ABs). In such circumstances, ABs may proceed to
calcify, depending on their local environment.”)

Such processes are especially well documented for
mineralization of arteries®®®®") and, interestingly, for articular
cartilage calcification.®89) Atherosclerotic plaques contain
VSMC remnants and apoptotic bodies.”® VSMC-derived MVs
in advanced atherosclerotic plaques contain BAX protein,
indicating that they may be remnants of apoptotic cells.”®
During programmed cell death, calcium and Pi ions stored in
mitochondria and sarcoplasm can be incorporated in ABs or
cell debris, and contribute to formation of calcium phosphate
crystals. Upon induction of apoptosis in vitro, VSMCs were
found to release such calcium-rich blebs.”” Furthermore,
inhibition of apoptosis by the broad-range caspase inhibitor
ZVAD-FMK reduces the extent of mineralization in culture of
VSMCs.®® Since inhibition of caspases blocks the release of
apoptotic bodies,®? it is conceivable that ZVAD-FMK inhibits
mineralization at the level of AB release.

Pathological association of apoptosis and calcification has
also been documented in articular cartilage. In articular cartil-
age, chondrocyte differentiation normally ends before cell
hypertrophy thereby preventing tissue mineralization. When
apoptosis of articular chondrocytes is induced with nitric oxide
or an antibody to Fas, cell-derived ABs contain ALP and have
the capacity to precipitate calcium phosphate crystals.®®

Chondrocyte apoptosis and mineralization

Despite the large body of evidence indicating a link between
apoptosis and mineralization and the fact that in the growth
plate the terminally differentiated chondrocyte is apoptotic,®
the possibility that apoptotic processes might play an active
role in cartilage mineralization has not been thoroughly con-
sidered. Boskey et al. stated that viable cells are necessary for
in vitro cartilage calcification but, in their study, cell death was
promoted under non-physiological conditions (water lysis,
freeze—thawing, trypsinization, ethanol fixation) and cer-
tainly resulted in cell necrosis rather than apoptosis.©®"
More recently, Kirsch et al. showed that MVs released from
retinoic-acid-treated chondrocytes were structurally different
from staurosporine-treated cells and exhibited a different
composition.®2 However, it is possible that the differences
observed in the composition of vesicles may have been related
to treatment with retinoic acid rather than apoptosis.

During endochondral ossification, hypertrophic chondro-
cytes contain high intracellular calcium levels compared to
proliferative chondrocytes.®® Calcium may firstly be accumu-
lated into mitochondria and sarcoplasmic reticulum.®®® In
terminally differentiated chondrocytes, high calcium levels
have been measured in the vicinity of the cellular membrane.
Authors have suggested that this calcium is incorporated in
the formation of MVs or apoptotic bodies.®¥ It has therefore
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been speculated that growth plate chondrocyte release of
mineralization-competent MVs may be partly due to apoptotic
processes.®® The possible link between chondrocyte apop-
tosis and cartilage mineralization in the growth plate is hypo-
thetic although we have shown that, in chondrocyte culture,
an inhibition of apoptosis results in a significant decrease in
matrix mineralization,®? as observed in VSMC cultures.
Further experiments appear necessary to investigate the
mechanisms involved in cartilage mineralization. Finally and
interestingly, odontoblasts responsible for the formation of
circumpulpal dentin do not die during dentin mineralization and
do not release MVs to mineralize the ECM,®® further sug-
gesting that MV release may be related to generation of ABs.

Conclusion

An increasing amount of findings suggests that, in some
circumstances, VSMCs promote calcification by mechanisms
very similar to those occurring during growth plate mineraliza-
tion. This review highlighted some aspects of chondrogenic
differentiation of VSMCs, which suggest that a cartilage-like
tissue forms in some types of vascular calcifications. There is,
however, a lack of information concerning the mechanisms
governing crystal formation during vascular calcification and a
thorough understanding of cartilage mineralization may help
us understand these mechanisms. The possible associa-
tion between apoptosis and mineralization has been more
widely considered in studies on ectopic mineralization (e.g.
vascular calcification). However, the hypothesis that apoptotic
processes might play an active role during endochon-
dral bone formation has not been thoroughly investigated.
Therefore, while our knowledge on cartilage biology can
help us increase our understanding of vascular calcification,
recent advances concerning vascular calcification may also
prove useful to get new insights into chondrocyte-mediated
mineralization.
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1.5 Formation des articulations

Une articulation synoviale comprend un cartilage articulaire qui couvre la surface des pieces
osseuses opposées, un liquide synovial qui lubrifie et nourrit les tissus, des ligaments qui
joignent les éléments osseux entre eux et une capsule fibreuse qui isole les articulations des
tissus environnants(387). Le développement des articulations est divisé en deux événements
morphologiques : la formation du cartilage et des maquettes cartilagineuse qui donneront les

¢léments du squelette (confere paragraphe 1.4), et la formation de I’articulation.

La formation des articulations commence au sein des condensations meésenchymateuses qui
vont former une maquette minterrompue dun futur membre (figure 9, A). Le premier signe
de développement d’une articulation est la formation de 1’'interzone sur le site de la future
articulation (202, 338 ). L’interzone consiste en une zone tres compacte de cellules
mesenchymateuses, et forme une démarcation entre deux €léments cartilagineux adjacents. La
séparation physique des éléments squelettiques se déroule ensuite grace a d’autres évenements
et implique le processus de cavitation au sein de I'interzone qui conduit a la formation d’un
espace rempli de liquide synovial. Les processus de morphogenese et de cytodifférenciation
conduisent ensuite, a la maturation de 1’articulation qui devient capable d’exercer son role

physiologique (figure 9).

1.5.1 Détermination du site de I'articulation.

La détermination du site de I’articulation commence une fois la condensation
mesenchymateuse effectuée. Au sein de cette condensation mésenchymateuse ininterrompue
(figure 9, A), un mecanisme mal défini dicte la localisation précise de I'interruption de cette
condensation., mais ¢galement le lieu de formation de I'interzone puis de I'articulation (figure
9, B). Les genes Hox (homeobox) ont été suggérés jouer un role dans le schéma global de
I’embryon des vertébrés. Les génes Hox9 a 13 jouent un role dans la mise en place des
membres. L’expression de Hoxa semble liée aux signaux de position et a la segmentation
proximo-distale de 1’axe squelettique, alors que 1’expression de Hoxd serait liée a la
détermination des embranchements dans les condensations meésenchymateuses le long de
I’axe antéropostérieur (524). La détermination du site articulaire serait indiquée par le point
d’intersection des deux patrons d’expression (387). Cependant, cette hypothése ainsi que le

role critique des genes Hox dans la formation des articulations reste encore a déterminer.
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Figure 9 : schéma représentant les étapes majeures de la formation des articulations
Modifié d’apres Pacifici et al. 2005.(386)

1.5.2  Formation de I’interzone

L’mterzone (figure 9. C) est composée de cellules meésenchymateuses regroupées ou
condensees en paquets fres serrés. Au sein de I'interzone, les cellules sont interconnectées par
des jonctions communicantes (19). Bien que nécessaire pour la formation d'une articulation,
le role de I'interzone dans ce processus est loin d’étre clair. Il est clairement établi que les
cellules de I'interzone sont responsables de la formation du cartilage articulaire, des ligaments
et de la membrane synoviale alors que la capsule articulaire dériverait d’'une autre
condensation bien distincte. L interzone présente une structure en 3 couches : deux couches
périphériques contigués aux tétes épiphysaires et une zone intermédiaire centrale tres fine
(225). Les cellules des zones périphériques se différencient trés précocement en chondrocytes
et s’incorporent dans les épiphyses pour participer a la formation des os. Les cellules de la
zone intermediaire centrale restent localisées dans 1’articulation et forment le cartilage

articulaire (386). En revanche, les mécanismes aboutissant a la formation des ligaments et de
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la membrane synoviale a partir des cellules de I'interzone sont encore peu connus. Au niveau
moléculaire, de nombreuses protéines (facteurs de croissance, facteurs de transcription) jouent

un role dans la formation de [’articulation.

Le GDF-5 (BMP-14/ CDMP-1) semble jouer au moins deux roles dans la squelettogenese. Au
cours de la phase de condensation mésenchymateuse, I’expression de GDF-5 stimulerait le
recrutement et la différenciation des cellules chondrogeéniques. Plus tard, lorsque son
expression est restreinte a 1’interzone, le GDF-5 favoriserait les fonctions des cellules de

I’interzone et le développement de I’articulation (470).

La protéine Wnt-14 est exprimeée trés précocement pendant la formation de I'interzone. elle
agirait via la voie de signalisation B-caténine et régulerait la formation des articulations ainsi
que le comportement des cellules de 1'interzone. En effet, I'inhibition de B-caténine entraine
une absence d’articulation. En revanche, une expression ectopique de B-catenin ou de Wnt-14

aboutit a la formation d’articulations ectopiques (182).

Les souris invalidées pour le gene codant la protéme Noggin présentent une absence complete
de formation des articulations, ce qui suggere que les antagonistes des BMP comme Noggin et
Chordin sont nécessaires pour réguler la formation de [Darticulation. Ces facteurs
permettraient de maintenir le caractere mésenchymateux de I'interzone et favoriseraient ainsi

la progression normale de 1’interzone vers la formation de 1’articulation (185).

L’ablation du gene 7i/ chez la souris entraine d’importants défauts voir ’absence complete
d’articulation (465). La protéine Ihh, expriumée par les cellules de la diaphyse, diffuserait

jusqu'a I’€piphyse ou elle régulerait la formation de I'interzone.

L intégrine osfB; est également un composant critique dans le mécanisme conduisant les
cellules a devenir des cellules de I’interzone. En effet, le blocage de I'intégrine o.sp; conduit a
la formation ectopique d’une interzone et d’une articulation (152). Cependant, ces résultats

restent a étre confirmeés et doivent étre intégrés dans la biologie complexe de 1’interzone.

1.5.3  Cavitation et morphogenése

Le processus de cavitation correspond a la séparation physique de deux segments opposes
(figure 9, D et E). Au fur et a mesure de I’avancée de ce processus, les deux segments opposes
doivent étre moulés en deux structures morphologiquement compatibles. La morphologie des

articulations est a la fois diverse et spécifique du site anatomique. Il existe quelques
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mformations concemnant la cavitation, mais le processus de morphogenese est tres peu

documenté.

Les premieres ¢tudes concernant la cavitation se sont focalisées sur la mort cellulaire. En
effet, certaines études ont montré que les cellules de la zone intermédiaire de I'interzone
présentaient des signes d’apoptose (1, 247, 357 ). Cependant, d’autres études rapportent que
I’apoptose ne serait observee que dans 1’articulation phalangienne et pas dans 1’interzone de
I’articulation du genou (225). La cavitation serait en partie due au réarrangement des fibrilles
de collagene le long de la future articulation ainsi qu’a une augmentation de la synthese et de
I’accumulation d’AH dans cette zone. En effet, la synthese et 1’accumulation d’AH
contribuent a la perte de [l'intégrité tissulaire de la zone intermédiaire de ['interzone,
conduisant ainsi a la séparation physique des cotés opposes de 1’articulation, et a la formation
d’une cavité remplie de liquide. Cependant, le role de la mort cellulaire dans le processus de
cavitation ne peut étre exclu. En effet, au tout début de la cavitation un faible nombre de
cellules de I'interzone meurent par différents mécanismes (apoptose, nécrose ou autophagie).
Cette mort pourrait etre trés rapide et intervenir a différents temps dans les différentes

articulations ceci en fonction du schéma de développement.

En méme temps que se déroule la cavitation et la formation de I'espace synovial, les cotés
opposées de I’articulation entament le processus de morphogenese par lequel leur forme, leur
organisation et leur configuration fridimensionnelle s’établie. Le processus de morphogenese
aboutit a la formation de cotés articulaires de formes complémentaires, un coté convexe et
I’autre concave. Plusieurs hypotheses ont été avancées pour la mise en forme d’une
articulation. La plus aboutie indique qu’il y aurait une croissance préfeérentielle au niveau
distal formant ainsi une protubérance dans la cavité synoviale, mais il y aurait également une
croissance des portions latérales de I'extrémité proximale entourant de ce fait ’extrémité

distale (figure 10).
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Il a été rapporté que I’expression de GDF-5. qui est répartie dans toute 1’interzone au début de
sa formation, est ensuite restreinte a la zone distale convexe des interzones plus agees et est
indétectable dans le coté concave (387). Comme le GDF-5 est un facteur chondrogénique, il
est possible que le déplacement de son expression stimule la différenciation chondrogénique
du coté distal permettant ainsi a ce coté de proliférer et de devenir convexe. Simultanément,
les cellules périphériques de I’extrémité proximale pourraient proliférer activement entrainant
la croissance de la portion periphérique qui ainsi s’enroulerait autour du coté distal et
deviendrait concave. La combinaison de ces deux évenements permettrait la mise en forme

précoce des deux cotés de I'articulation (figure 10).

1.54  Fomnation et stabilisation du cartilage articulaire.

Les chondrocytes articulaires maintiennent les fonctions de 1’articulation durant toute la vie.
Ceci en conservant un phénotype stable et en produisant tous les composants
macromoléculaires du cartilage articulaire, lui conférant ainsi ses propriétés de résistance
mecanique. Les chondrocytes articulaires sont, par conseéquent, tres différents des
chondrocytes de la plaque de croissance qui sont eux transitoires. Ainsi plusieurs e¢tudes ont
determine quels facteurs pouvaient potentiellement etre impliqués dans la différenciation et le

maintien du phénotype des chondrocytes articulaires.

Lorsque la voie de signalisation du TGF-B est bloquée par I'utilisation d’un récepteur au
TGF-p de type II tronque. cela entraine la désorganisation de I’articulation et le cartilage
articulaire est remplacé par du cartilage hypertrophique voir par de l'os (441). La
surexpression de Runx2 entraine la différenciation de tous les chondrocytes, y compris des

chondrocytes articulaires, en chondrocytes hypertrophiques (122). En revanche. dans les
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souris transgeéniques exprimant un dominant negatif Runx2. les chondrocytes sont bloques a
un stade immature ressemblant au phénotype des chondrocytes articulaires. Ainsi, afin de
rester fonctionnels durant la vie d’un individu, les chondrocytes articulaires doivent maintenir
leur phénotype. Les mécanismes par lesquels les chondrocytes articulaires maintiennent leur
phénotype impliquent probablement des voies de signalisation dépendantes du TGF-p, mais

impliquent aussi le maintien d un niveau d’expression de Runx?2 faible (386).

Le facteur de transcription ERG est exprimé sur le site des futures articulations et reste
exprimé apres le développement de la couche cartilagineuse articulaire (227). Par ailleurs, un
des variants 1ssu de I'épissage alternatif de ERG, appelé C-1-1 est exprimé exclusivement
dans les chondrocytes €piphysaire. L’absence d’expression de C-1-1 bloque I'ossification
endochondrale et maintient les chondrocytes a un stade immature proche du phénotype des
chondrocytes articulaires (226). Ceci suggere que l’action de C-1-1 peut étre nécessaire
précocement, pendant la formation des articulations, pour rapidement établir le statut
permanent des chondrocytes articulaires. Par ailleurs, les chondrocytes ont besoin d’une
expression basale de Runx2 pour conserver leur phénotype différencié. Cependant, une
augmentation de 1’expression de Runx2 entraine la maturation et [’hypertrophie des
chondrocytes. Il semble que C-1-1 et Runx2 exercent une influence réciproque sur leurs
expressions ou activités respectives afin de jouer un role dans I’établissement et le maintien
du phénotype particulier des chondrocytes articulaires. En effet, une surexpression de Runx2
dans des chondrocytes de poulet a entrainé une diminution de I’expression de C-1-1. Cette
diminution de C-1-1 a ensuite été accompagnée d'une diminution de la prolifération, de
I’expression des marqueurs du cartilage articulaire et d’'une augmentation du collagene X
(228). En revanche, la surexpression de C-1-1 a empéché la maturation des chondrocytes et
les a maintenus a un stade immature, alors que I’expression endogéne de Runx2 n’a pas été

diminuée.

D’importantes questions restent encore en suspend, notamment concernant les mecanismes
par lesquels les chondrocytes articulaires parviennent a €chapper a leur maturation vers

I’hypertrophie et expriment les marqueurs spécifiques des articulations.

e
)
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2 LES PERTES DE SUBSTANCE ET LES PATHOLOGIES DEGENERATIVES DU CARTILAGE

ARTICULAIRE

2.1 Geéneralites

La réparation spontanée des lésions du cartilage articulaire n’est possible que dans certaines
conditions, étant donné sa non-vascularisation. Les pathologies du genou, en zones portantes,
sont treés handicapantes et entrainent des douleurs et une altération de la fonction articulaire
31, 217). Ces pathologies sont fréquemment associées dans un premier temps, a une lésion
traumatique du cartilage articulaire. Elles vont d’une simple contusion cartilagineuse a un
défaut ostéochondral. Ces lésions cartilagineuses, si elles sont prises en charge de facon
précoce, présentent une évolution favorable. En revanche, elles peuvent évoluer vers des
formes seéveres d’arthrose en cas d’absence de prise en charge précoce (58). Les dommages
cartilagineux sont généralement causés par des processus dégeénératifs faisant suite a une
instabilité post traumatique (164). L’incidence des lésions chondrales est estimée a 63%, au
sein d’une population américaine, sur 31516 arthroscopies, quelle que soit I"indication, avec

pas plus de 5% de Iésions condyliennes profondes (94).

2.2 Les pertes de substance du cartilage articulaire

221 Classification des pertes de substance du cartilage articulaire.

Les lésions du cartilage articulaire se produisent suite a des impacts traumatiques répétitifs, ou
une dégénération meécanique progressive diie a une activite spécifique. Ces lésions sont la
cause de nombreux symptomes handicapants comme la douleur et une perturbation

fonctionnelle de 1’articulation affectée.

Les lésions du cartilage articulaire peuvent étre classées selon leur profondeur. L’ICRS
("International Cartilage Repair Society") a établi une classification des Iésions
cartilagineuses, ce qui a permis d’homogénéiser la description des Iésions focales du cartilage

(figure 11):
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Cartilage Cartilage normal
Couche calcifiée
Os sous-chondral
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Cartilage quasi normal

Grade 2
Cartilage anormal

Grade 3
Cartilage sévérement anormal

Grade 4

Figure 11: Classification des lésions cartilagineuses selon PICRS
(www.cartilage.org)

Le grade 0 correspond au cartilage normal ou sain. Le grade 1, ou le cartilage est considéré
comme presque normal, peut etre subdivisé en deux. Le grade 1A ou la surface articulaire
présente un aspect mou et contient des éléments fibrillaires, et le grade 1B ou la surface
articulaire comporte des fissures ou des deéchirures superficielles. Le grade 2. considére
comme anormal correspond a une atteinte plus profonde que le grade 1. mais sa profondeur
n’atteint pas 50% de I’épaisseur du cartilage articulaire. Dans le grade 3A. la profondeur de
I’atteinte cartilagineuse est supérieure a 50% de 1’épaisseur du cartilage articulaire, mais ne va
pas jusqu'a la couche calcifiée. Le grade 3B atteint la couche calcifiée et le grade 3C atteint
I’0s sous-chondral sans le traverser. Le grade 3D correspond au grade 3C mais accompagné
de renflements a la surface du cartilage. Enfin, dans le grade 4, la lésion s’étend jusqu’au

travers de [’os sous-chondral.

D’autres classifications des lésions cartilagineuses existent, mais la classification ICRS est

une des plus pertinentes.

2.2.2  Processus de réparation spontanée du cartilage

L’ absence de vascularisation du cartilage articulaire empeche la mise en place d’une réponse

de type inflammatoire. Cette caractéristique limite fortement ses capacités de réparation

=
h
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spontanée. Seules les lésions peénétrant 1’os sous-chondral, vascularisé, sont capables de

déclencher le processus de réparation (56, 57).

Une lésion de grade 1, ou la surface articulaire reste integre, se traduit au niveau
macromoléculaire par une diminution du contenu en PG du cartilage. Cette diminution en PG
diminue la résistance du cartilage articulaire et augmente sa permeabilité. La réparation ou la
non réparation de ces lésions n’est pas encore bien définie. L hypothese émise sur la possible
réparation de ces Iésions de grade 1 est dépendante de plusieurs conditions. La perte en PG ne
doit pas exceéder ce que les chondrocytes peuvent produire. Le réseau fibrillaire des collagénes
doit rester intact. Finalement, le nombre de chondrocytes capables de répondre a ces lésions
doit etre suffisant (58). Cependant, cette hypothese nécessite d’étre validée afin de déterminer
dans quelles mesures ces lésions de grade 1 peuvent évoluer vers des pertes de substance plus

importantes.

Les Iésions de grade 2 et 3, qui interrompent le cartilage articulaire, entrainent immeédiatement
apres leurs formation, une prolifération des chondrocytes et une augmentation de la synthese
des molécules matricielles. Cependant, cette matrice nouvellement formée ne comble pas le
deéfaut et, trés tot apres le traumatisme, cette augmentation d’activité et de prolifération cesse
(59). Le defaut devient permanent ce quu altere la fonction mécanique de 1’articulation et
augmente les risques de dégéneration du cartilage. Ce type de lésion, n’atteignant pas 1’os

sous-chondral, ne se répare pas spontanément.

Lorsque la lésion cartilagineuse traverse 1’os sous-chondral, 1€sion de grade 4, elle atteint la
moelle osseuse, ce qui déclenche un flux de cellules et de sang dans le défaut. En deux jours,
il se crée un caillot sanguin, riche en cellules et polynucléaires neutrophiles, qui va combler le
deéfaut (230). Ensuite se déroule la phase d’inflammation, celle-ci se caractérise par une
vasodilatation et une augmentation de la permeéabilité de la membrane des vaisseaux de I’os
sous-chondral, qui initie le processus de transudation et d’exsudation. Cela aboutit a la
formation d’un réseau dense de fibrine contenant des cellules inflammatoires et des cellules
souches capables de se différencier en cellules réparatrices. Dans le cas de Iésions
cartilagineuses traversant 1’os sous-chondral, les cellules qui vont remodeler le caillot sanguin
et participer au processus de réparation sont les cellules mésenchymateuses de la moelle
osseuse (443). La phase finale de ce processus spontané correspond a la phase de réparation.
Les vaisseaux sanguins, sous 1’'influence de facteurs angiogéniques, vont envahir le réseau de
fibrine et les fibroblastes vont produire une matrice de réparation fibreuse qui deviendra un

tissu cicatriciel (491). Dans les mois suivants, la zone articulaire va former un tissu de
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reparation infermediaire entre du cartilage hyalin et du fibrocartilage (297 , 443). Ce tissu de
réparation a cependant des propriétés meécaniques inférieures a celles du cartilage articulaire
sain. Les quantités de PG, collagene II et autres marqueurs biochimiques du cartilage
articulaire sont inférieures a celles du cartilage articulaire normal. De plus, apreés environ 1 an,
ce tissu de réparation montre souvent des signes de détériorations comme des fibrillations, des

fragmentations et des irrégularités, ce qui favorise sa dégénérescence(230).

Les données présentées soulignent que les lésions traumatiques du cartilage articulaire ne se
réparent pas lorsqu’elles affectent uniquement la partie cartilagineuse de 1’articulation. Lors
de Iésions plus profondes affectant 1’os sous-chondral, 1’organisme tente de réparer la lésion
par la formation d’un tissu de réparation pseudo cartilagino-fibreux qui demeure transitoire.
Les lésions du cartilage articulaire évoluent donc trés souvent vers des lésions plus étendues

de type arthrosiques.

2.3 Les pathologies dégénératives du cartilage articulaire : I’arthrose

Parmi les nombreuses pathologies dégeénératives du cartilage articulaire, nous ne traiterons ici
que de I’arthrose. Les maladies inflammatoires comme la polyarthrite thumatoide, I’arthrite
juvénile ou la spondylarthrite ankylosante ne seront pas abordées. Ces pathologies
inflammatoires ne font en effet pas partie des cibles privilégices de 1'ingénierie tissulaire en

raison des processus inflammatoires sous-jacents a I’atteinte dégeénérative du cartilage.

L’arthrose est la plus fréquente des affections rhumatologiques. Avec plus de 8,7 millions de
consultations et de visite par an en France, elle représente le premier motif de consultation du
medecin généraliste dans les pays d’Europe de I'ouest, et la seconde cause d’invalidité apres
les maladies cardio-vasculaires (259). L’arthrose représente aujourd’hui la principale cause de
morbidité dans tous les pays développés. En 1995, I'estimation du nombre de cas aux Etats-
Unis était de 20 mullions. Le vieillissement de la population ameéricaine entrainera une

augmentation de ce nombre a 60 millions en 2020 (264).

Selon I’OMS, 10% des plus de 60 ans souffrent d’arthrose, dont 80% présentent des
mouvements limités et 25% se trouvent dans I’incapacité de réaliser leurs activités
quotidiennes. L’arthrose constitue la cause la plus fréquente d’incapacité a long terme chez

les plus de 65 ans (137).
Deux types d’arthroses peuvent étre distingués : 1’arthrose primaire ou idiopathique, qui n’a
pas de cause précise, et I’arthrose secondaire apparaissant suite a une lésion traumatique ou

autres (héreédité, inflammation ou désordres métaboliques) (155).



Genéralités

Le symptome le plus typique de 1’arthrose est une augmentation graduelle de la douleur et de
la rigidité. dans et autour de [’articulation, associée a une altération fonctionnelle de
I’articulation (162). Différentes articulations peuvent etre atteintes par I'arthrose : la hanche,
les vertebres cervicales et lombaires, la premiere articulation métatarso-phalangienne du pied,
les articulations inter-phalangiennes distales et proximales, la premiere articulation carpo-
meétacarpienne de la main et ’articulation du genou. Cependant, I’arthrose idiopathique atteint
rarement [’articulation de I’épaule. du coude ou de la cheville. Elle touche préférentiellement
la main, le pied, le genou ou la hanche (134). L’arthrose est la résultante d’une
deégénérescence de 1’articulation, un processus qui implique une perte progressive du cartilage
articulaire accompagnée d'une tentative de réparation du cartilage articulaire, d’un

remodelage et d’une sclérose de 1’os sous-chondral, et de la formation d’ostéophytes (59, 61 )

(figure 12).

Articulation normale Arthrose débutante Arthrose evoluee

Figure 12: Représentation schématique de 1’évolution de I’arthrose
(www.rhumatologie.asso.fi/..../arthrose/artal4.jpg)

2.3.1  Physiopathogénie de ’arthrose

2311 La composante mécanique et cellulaire

Les changements macroscopiques les plus visibles dans le cartilage articulaire lors du
deéveloppement de I’arthrose sont sa couleur jaunatre ou brunatre, 1’assouplissement du
cartilage ou chondromalacie, 1’apparition de fibrillations et d’ulcérations du cartilage jusqu'a
ce que l’os sous-chondral soit wvisible (7). Cela se traduit également au niveau
supramoléculaire par une déstabilisation du réseau de collagene et au niveau moléculaire par

une diminution du contenu en PG. Cette diminution du contenu en PG et le clivage du
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collagene II se produisent a la surface du cartilage et entraine une augmentation du contenu en
eau du cartilage et une diminution de sa résistance aux tensions (166). Une fois la capacité de
résistance de la MEC altérée, la Iésion cartilagineuse va progresser, d’une lésion focale et
superficielle elle peut atteindre 1’os sous-chondral et s’étendre sur toute la surface articulaire
(figure 12). Des changements importants interviennent également dans 1’os sous-chondral au
cours de D'arthrose. Cependant, il n’est pas encore defini si certains de ces changements
précedent les atteintes du cartilage, ou en résultent (136). Lors de stades précoces d’arthrose,
il a été observe une augmentation de 1’épaisseur de la plaque sous-chondrale et de I’os
trabéculaire. Une augmentation de la formation osseuse, dans de multiples sites, a également
¢t observée (16). Dans les stades plus tardifs, un remodelage excessif de 1’0s sous-chondral a
¢t¢ observé dans les zomes ou la couche de cartilage articulaire a disparu (7). Un
¢paississement de la capsule articulaire est également décrit chez de nombreux patients
atteints d’arthrose, et a un stade tardif cela réduit significativement les propriétés et les
mouvements de I’articulation. La fibrose de la capsule articulaire semble étre largement
responsable de la rigidité de I’articulation, qui apres la douleur, représente le deuxieme

symptome important de 1’arthrose.

Le chondrocyte participe a la physiopathogénie de ’arthrose. En effet, 1’arthrose peut étre
considérée comme la conséquence d’un echec du chondrocyte a maintenir la balance entre la
dégradation de la MEC et sa synthese. Les lésions arthrosiques du cartilage sont associées a
I’augmentation de la production de meétallo protéinases matricielles telles que les MMP-1,
MMP-3, MMP-8 et MMP-13, les agrécanases et les ADAMTS-4 et ADAMTS-5 (A
Disintegrin And Metalloproteinases with Thrombospondine) (7, 166 ). Ainsi, il a été supposé
que la réponse métabolique du chondrocyte serait altérée suite au déséquilibre de 1'intégrité

matricielle entrainant une rupture entre les chondrocytes et leur matrice (179).

Dans les stades précoces d’arthrose. une augmentation transitoire de la prolifération des
chondrocytes est associ€e a une augmentation de synthese des protéines matricielles (279). En
effet, ’expression du collagene de type II est stimulée dans les chondrocytes issus d’arthrose
précoce (197), et de fagon similaire a ce qui est observé dans le cartilage ostéophytique (3).
Malgre 1’augmentation de 1’activité synthétique du chondrocyte, tous les stades de 1’arthrose,
ainsi que la dégénération du cartilage articulaire, sont caractérisés par une nette perte du
contenu en PG (298). Les chondrocytes arthrosiques synthétisent des PG plus fragiles
présentant une capacité d’agrégation moindre. Ces PG sont donc plus aisément extractibles du

cartilage articulaire (499). Le phénotype des chondrocytes est modifié¢ au niveau de la zone
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superficielle au cours de I’arthrose. Ces chondrocytes expriment, en plus des génes non
chondrogéniques, les genes codant pour les enzymes de dégradation de la MEC : les MMP-3,
-9 et -13 et les ADAMTS. Ce changement phénotypique des chondrocytes a ¢t¢ bien étudié in
vitro et appele processus de dédifférenciation des chondrocytes (4). Lors de ce processus, les
chondrocytes arrétent d’exprimer I’agrécane et le collagene II, mais restent cependant actifs,
et synthétisent les collagenes I, III et V. Des chondrocytes dédifférenciés vont ensuite
egalement étre retrouves dans les zones intermédiaires et profondes du cartilage. L’activité
synthétique de ces chondrocytes entraine la formation d’une MEC de composition différente.
En effet. des molécules comme le collagene IIT et le variant A du collagene II (collagene ITA),
normalement non présents ou en faible quantité, sont détectés soit a certains stades de
I’arthrose soit dans des sites inhabituels au sein du cartilage arthrosique (2). Le collagéne de
type X devient, au sein du cartilage arthrosique, un composant majeur de la couche profonde
et de la couche calcifiée (161), ou il est directement impliqué dans les calcifications
caractéristiques de ’arthrose. Ceci est d’ailleurs en accord avec 1’évolution phénotypique des
chondrocytes vers I’hypertrophie décrite au cours de [’arthrose (402). Enfin, le stress
engendré par les modifications environnementales peut entrainer une perte du contenu en
cellules viables, soit par apoptose, soit par seénescence (5, 6). Ces changements participent a
une diminution du contenu en PG et a une altération du réseau de collagéne de la MEC

cartilagineuse.

2312 La composante inflammatoire: les facteurs cataboliques

En plus des altérations de la fonction des chondrocytes, I’inflammation et la dérégulation des
cytokines qui en découle prennent part activement au développement de 1’arthrose (165,
169 ). Une inflammation de la synovie est souvent retrouvée dans les arthroses avancées
(374). Cependant, la membrane synoviale imtervient secondairement dans le processus de
destruction du cartilage. Deux types de synovites sont principalement retrouves, 1’hyperplasie
synoviale, et la synovite riche en déchets généralement associées aux stades tardifs de
I’arthrose (416). La seconde est due aux déchets macromoléculaires du cartilage et de 1'os.
Les synovites, qu’elles soient de stade précoce ou tardif, entrainent la surexpression de
molécules pro inflammatoires (34). Les cytokines pro inflammatoires comme I'IL-10
(interleukine -1B) et le TNF-o. ont un effet catabolique (138) important sur le cartilage. Ces
cytokines stimulent la production d’enzymes de dégradation et suppriment la synthese
protéique (130, 131 ). Le chondrocyte lui-méme participe a I’entretient de cette inflammation,

d’une part en répondant aux cytokines cataboliques libérées par les autres tissus, et d’autre
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part, en devenant lui meme source de cytokines mflammatoires (169). Les chondrocytes sont
ainsi continuellement exposés a 1’effet paracrine et autocrine de fortes concentrations d’IL-1
et autres cytokines. L’IL-1 produite par les chondrocytes induit I’expression des MMP et des
agrécanases responsables du clivage du collagene II dans les zones de destructions du

cartilage arthrosique (479 , 521).

L’IL-1 et le TNF-o. augmentent la synthese de prostaglandine E2 via une stimulation de
I’expression et de l'activité de la COX2 (Cyclo-Oxygénase 2). Elles augmentent aussi la
production de NO (Nitric oxide) en stimulant la syntheése de iNOS (inducible Nitric oxide
synthase), et d’autres cytokines pro inflammatoires comme I'IL-6, le LIF (leukemia inhibitory
factor), I'IL-17 et I'IL-18 ainsi que des chemokines (169). La plupart de ces molécules
peuvent agir en synergie les unes avec les autres afin de favoriser la réponse catabolique du

chondrocyte.

2313 Les facteurs anaboliques

Les facteurs de croissance qui régulent le développement du cartilage articulaire sont des
mediateurs anaboliques connus pour stimuler la synthese de la MEC du cartilage articulaire
(132). Parmu ces facteurs, les mieux connus pour leur action dans le cartilage articulaire sont
I'IGF-1, le TGF-p, les BMPs (BMP-2, la BMP-70u OP-1 et BMP-14 ou GDF?Y), et les FGFs.

Ces facteurs anaboliques voient leurs niveaux d’expression décliner avec I’age (284).

L’IGF-1 est, dans le cartilage articulaire sain, capable de stimuler la synthese des PG, de
favoriser la survie du chondrocyte et de s’opposer a I’effet délétere de certaines cytokines. Les
chondrocytes issus de cartilage arthrosique répondent moins a I'IGF-1, et ce malgré un niveau
d’expression des récepteurs a I'IGF-1 normal. Ceci pourrait etre dit aux IGFBPs (IGF Binding
Protein), molécules capables d’interférer avec I’action de I'IGF, dont I’expression est stimulee

par I'IL-1 au cours de I’arthrose (229).

Les TGF-B 1, 2 et 3 sont des stimulants de la synthese des PG et du collagene II. Les TGF-
sont capables de contrecarrer les expressions de nombreux genes induits par I'IL-1 au cours
du développement des lésions cartilagineuses (474). Cependant, des injections intra-
articulaires de TGF-p ont entrainé la formation d’ostéophytes, un gonflement de la MEC et
une hyperplasie synoviale. De plus, une étude récente a montré que le TGF-B via la
stimulation de 1’expression d’ADAMTS-4 favoriserait la destruction de 1’agrécane (344). Par
ailleurs, I'IL-1 est capable de réguler les Smads, qui sont les médiateurs intracellulaires de la

voie de signalisation du TGF-p et des BMP (235). Ainsi, au cours de 1’arthrose, la voie de
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signalisation du TGF- est inhibée, ce qui entraine une perte de 1’effet protecteur du TGF-p
(39).

Les BMP, font partie de la superfamille du TGF et sont essentielles a la chondrogenese (168).
Les BMP jouent €galement un role important dans I’homeéostasie articulaire (pour revue voir
(286). Les BMP telles que la BMP-2, la BMP-7 et la BMP-14 peuvent stimuler la
différenciation des précurseurs mésenchymateux en chondrocytes ainsi que la différenciation
terminale hypertrophique de cellules chondroprogénitrices dérivées de périoste (175). Par
ailleurs, certaines BMP comme la BMP-2 sont capables d’augmenter la syntheése de collagene
II et d’agrécane dans les chondrocytes articulaires (176). La BMP-7 est, quant a elle, capable
de contercarrer certains processus cataboliques induits par I'IL-1 comme 1’'induction des
meétalloprotéases (MMP-1 et MMP-13) et la diminution de la synthese des PG (85, 86). En
effet, la BMP-7 via la voie de signalisation Smad (Small Mother Against Decapentaplegic)
stimule la synthése des protéines matricielles comme le collagene de type II et ’agrécane

(425) et I’accumulation de lubricine (242).

Les FGF (FGF-2, -4, -8, -9, -10 et -18) et les récepteurs aux FGF (FGFR-1, -2 et -3)
coordonnent la croissance et le développement des os longs (378). Le FGF-2 qui est un agent
mitotique des chondrocytes articulaires est stocké dans la MEC du cartilage chez 1’adulte.
Lors de D'apparition d’une lésion cartilagineuse, ce FGF-2 est libéré et va participer au
remodelage de la MEC endommagée (500). Cependant, a forte dose, il peut inhiber 1’activite
anabolique de I'IGF-1 et de la BMP-7 dans les chondrocytes (283). Les FGF-9 et -18
augmentent la synthese matricielle des chondrocytes matures (119), et le FGF-18 a ét€ montré
favoriser la réparation dans un modele de rats arthrosiques (340). Ces deux FGF peuvent étre

des candidats intéressants pour promouvoir la réparation du cartilage.

2.3.2  Les facteurs de risques de ’arthrose :

Une des causes post traumatiques de I’arthrose est un stress meécanique excessif entrainant une
diminution en PG et des ruptures dans le réseau de collagene (334 , 394). Cela comprend tous
les facteurs entrainant une vulnérabilit¢ de [’articulation comme un mauvais alignement des
segments osseux. une faiblesse musculaire, des prédisposition génétiques et 1’age. L action de
facteurs compromettant 1’articulation ou engendrant une charge excessive sur 1’articulation
représente une autre cause (319). Cela implique I’obésité, certaines activités physiques et les

traumatismes aigus.

Facteurs de risques systémiques :
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L’dge constitue le facteur de risque le plus important dans toutes les populations. Plus celui-ci
augmente, plus I'incidence de 1’arthrose est ¢levée. En effet, le pourcentage de personnes
présentant une arthrose passe de 25 a 30% pour les personnes entre 45 et 64 ans a plus de 60%
pour les personnes de plus de 65 ans (114). Par ailleurs, la capacit¢ des chondrocytes a
maintenir la balance meétabolique diminue avec 1’age (307), ce qui altére sa fonction de
réparation du cartilage articulaire (6, 307, 308). Cela se traduit par une altération de la
composition et de I'organisation des PG et des collagenes (62). De plus, les chondrocytes
perdent, avec I’age, leur capacité mitotique et expriment des marqueurs de la sénescence, ce
qui expliquerait leur perte de fonction (309). Le risque de développer une arthrose post-

traumatique, suite a une fracture articulaire par exemple, est aussi augmentée par I’age (306).

Le sexe représente également un facteur de risque, en effet, I'incidence des atteintes
arthrosiques est supérieure chez la femme. Nous pouvons d’ailleurs y associer le stafut
hormonal, puisque la ménopause augmente les risques d’arthrose chez la femme (315). En

revanche, le développement de 1’ostéoporose protegerait de 1’arthrose (262).

L’hérédité ou le facteur de risque génétique existe aussi. La transmission génétique
s’effectue sur un mode multi-génique. Plusieurs anomalies génétiques ont €té montrées
associées au développement de 1’arthrose. Les facteurs de risque génétiques de I’arthrose
impliquent des mutations dans les genes codants pour des protéines structurales comme les
collagénes, ou pour des molécules du métabolisme de 1’os et du cartilage (87). D autres genes
candidats sont les genes codant pour le récepteur de la vitamine D, pour I'IGF-1, la COMP et
la région HLA. Des mutations dans le gene COL2A1 sur le chromosome 12 ont été retrouvées
dans des familles présentant de multiples cas d’arthrose (12). En 2000, 11 genes ont été
analysés et indiquent une susceptibilité en fonction du loci (352). Par ailleurs, un lien a été
suggéré entre une mutation du gene COL9AI et une famille ou les femmes sont atteintes

d’arthrose de la hanche (87).

Facteurs de risques mécaniques :

L’obésiré ou le surpoids est un facteur de risque majeur de I’arthrose. En enfrainant des
surpressions articulaires importantes, le surpoids peut étre a D'origine de défaillance du
cartilage articulaire (135). Par ailleurs, 1’obésité augmenterait la rigidité articulaire, ce qui
aurait pour consequence d’accroitre les contraintes subies par le cartilage (445). Une étude a
d’ailleurs montré que le risque de gonarthrose est significativement augmentée en fonction de

I'indice de masse corporelle (IMC= poids/taille?) (90).
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La répétition de mouvements avec des charges lourdes pendant une dizaine d’anne€es ou plus,
comme ce peut étre le cas dans cerfains meétiers, augmente le risque de développer une

arthrose (437).
La déformation des articulations comme le "genu varum" ou "genu valgum", qui crée un
déséquilibre dans la répartition des pressions, peut favoriser I’apparition d une arthrose (135).

Certaines activités sporfives comme le football, le basket-ball, le handball et le volley-ball
impliquent des efforts et des contraintes importantes au niveau des articulations. Cela crée un
terrain propice a l’apparition d’arthrose (271, 456). Les ruptures du ligament croisé

antérieur sont également souvent associées au développement de I’arthrose. (360)

2.4 Les traitements

24.1 Les traitements non pharmacologiques :

Les ftraitements non pharmacologiques ont été déclarés comme traitements de premiere
intention de I'arthrose par le congres de "I’American College of Rheumatology" de 1’année
2000 (ACR) (177). Cependant, I'intéret de ces traitements non pharmacologiques est limité au

traitement de la gonarthrose (162).

Exercice physique et perte de poids sont recommandés et peuvent diminuer les risques
d’arthrose ou en diminuer les symptomes. Une ¢tude a montré qu'une femme présentant une
diminution de 2 unités de son IMC sur une période de 10 ans réduisait de 50% ses risques de
développer une nouvelle arthrose ou de nouveaux symptomes arthrosiques (133). Par ailleurs,
une étude plus récente associant I’exercice physique et la perte de poids chez des sujets ages
et obéses a montré qu'une perte de 5.7% de la masse corporelle était associée a une

diminution significative de la douleur (325, 326).

Dans le cadre des exercices physiques il faut réaliser des mouvements continus. En effet, le
mouvement est indispensable a I'imbibition et au maintien de 1’épaisseur du cartilage (351)
alors que I’'immobilisation complete d’'un membre provoque son amincissement et une
diminution de son contenu en PG. Par ailleurs le mouvement passif continu semble également

avolr des effets anti-inflammatoires (139).

Les mouvements infermittents ont également montré un effet positif sur la réparation de
lésions du cartilage. Une etude sur des genoux de singes a montré une augmentation du

volume de réparation de défauts ostéochondraux suite a la réalisation de mouvements passifs
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mtermittents (63). Ces mouvements stimulent plus fortement la synthese du collagene II

qu’une immobilisation de I’articulation.

Le rtraitement par le froid semble soulager la douleur et la fonction de I’articulation
notamment pour les arthroses de genou. Le froid réduit entre autre I'cedéme de I’articulation

(162).

242 Les traitements pharmacologiques :

Chez beaucoup de patients arthrosiques, les traitements non pharmacologiques ne sont pas
adaptés pour limiter la douleur ou améliorer la fonction articulaire. Ainsi de nombreuses
thérapies ont été mises au point pour le traitement de 1’arthrose. Les traitements doivent
permettre de réduire la douleur, mais également d’améliorer la mobilité articulaire et de
ralentir la progression du processus degénératif. Les traitements actuellement mis en place ne
permettent pas de ralentir le processus dégeénératif de ['arthrose, mais les recherches
s’orientent vers le développement de nouveaux traitements capables de ralentir Ia

dégénération liée a ’arthrose.

2421 Les traitements d’action rapide :

Ce sont des molécules thérapeutiques essentiellement utilisées pour leurs propriétes
antalgiques : le paracétamol (acetaminophene), les Anti-Inflammatoires Non Stéroidiens
(AINS), les anti-Cox2 et les opioides. L’ensemble des traitements pharmacologiques sont

repris dans un article de synthese de Glass (162).

Le paracétamol sous la forme d’acetaminophéne permet de significativement réduire la
douleur et augmente le bien-étre des patients atteints d’arthrose (530). Cependant les doses
thérapeutiques d’acetaminophene utilisées peuvent entrainer des dommages hépatiques chez

les personnes présentant déja une insuffisance hépatique (438).

Les AINS et les anti-COX2 possedent également des propriétés anti-inflammatoires, bien que
I’arthrose ne présente pas systématiquement une inflammation, ces medicaments sont
idispensables et permettent une réduction de la douleur (487, 512). Cependant, les AINS non
selectifs et les anti-Cox2 présentent des effets secondaires comme des risques d’ulcere ou de

troubles rénaux et une toxicité cardiovasculaire (162 , 346 , 461).

Les glucocorticoides injectés par voie intra-articulaires (IA), ont démontré leur efficacite
depuis de nombreuses annees et sont quotidiennement utilisés (157). Cependant, leurs effets

sont de courte durée (26). Quelques effets secondaires sont observés, des rougeurs au niveau
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du visage, des déséquilibres de la glycémie, une hypertension artérielle et des réactions
d’immunosupression. Des études ont meéme suggére la possibilité d’une dégradation du
carfilage suite a une utilisation excessive des glucocorticoides en IA. L’ "American College of
Rheumatology" (ACR) a donc recommandé de limiter a 3 ou 4 injections IA par an. Une
etude récente semble cependant indiquer que ces risques de destruction cartilagineuse sont
minimes (26). Les glucocorticoides semblent bien indiqués pour traiter les épisodes
inflammatoires et réduire 1’épanchement synovial, mais leur utilisation doit étre de courte
durée.

Les opioides sont envisagés dans le traitement de I’arthrose uniquement lorsque les autres
stratégies ne permettent pas de controler la douleur, ou lorsque les patients ne tolerent pas les
autres traitements pharmacologiques (162). Les effets secondaires sont importants, comme le

développement d’une tolérance et les risques de dépendance.

2422 Les traitements d’action lente

La glucosamine est un précurseur naturel des GAG et stimule leur synthese, ainsi que celle
des PG et du collagene (103, 496). Un effet partiel a d’ailleurs été détecté apres I’injection de
glucosamine a des lapins arthrosiques (447). Cependant, la glucosamine ne prévient pas
I’apparition de fibrillations et d’érosion du cartilage articulaire (482). Une seule étude montre
que la glucosamine, sur 3 ans, réduit de facon significative I’encombrement de I’espace
articulaire (395). Cette €tude est la premiere a mettre en lumiere un éventuel effet dans le

traitement de ’arthrose.

La chondroitine sulfate entraine une diminution de I’activité enzymatique catabolique du
cartilage arthrosique et stimule la synthese des GAG et du collagene. Cependant aucune étude
chez ’homme ne confirme ce role théorique dans le cartilage articulaire. Une revue
systématique évaluant les effets de la chondroitine sulfate dans le traitement de I’arthrose
rapporte un effet bénéfique qui va de modéré a large (316). L’essai clinique GAIT
(Glucosamine/chondroitin Arthritis Intervention Trial) n’a cependant pas conclu a un effet
analgésique significatif par comparaison au placebo, que ce soit lorsque la chondroitine

sulfate est administrée seule ou en combinaison avec la glucosamine (88).

La S-adenosylmethionine (SAMe) est un composant naturel retrouvé dans tous le corps
humain. L’effet in vitro de la SAMe est une augmentation de la synthese des PG dans le
carfilage articulaire, suggérant une capacité a réparer le cartilage endommage. D’autres

mecanismes d’actions comme une diminution de I’mflammation et un effet antalgique ont éte
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proposeés (355, 459). Une etude clinique semble montrer un effet bénefique. du méme ordre
que les AINS, sur la douleur et une amelioration de la fonction articulaire. Cependant, le
manque de données a long terme n’exclut pas que Iefficacité apparente de la SAMe peut etre

lie a son effet anti-dépresseur (460).

oy

L’acide hyaluronique, de par ses propriétés visco-élastiques, est indispensable
I’homeéostasie articulaire. L’acide hyaluronique se comporte comme un liquide visqueux a
faible pression et comme un solide €lastique a forte pression. Le fluide synovial se comporte
¢galement comme un lubrifiant ou comme un absorbeur de chocs (157). Le concept de visco-
supplémentation suggere que les injections infra articulaires d’acide hyaluronique peuvent
aider a rétablir les proprietés visco-¢lastiques du fluide synovial. Cependant, 1’acide
hyaluronique produit une multitude d’effets biologiques in vitro. Par exemple, il inhibe la
synthese de prostaglandine E2 induite par I'IL-1 dans les cellules synoviales humaines, mais
egalement la synthése de bradykinine dans les tissus articulaires. L’acide hyaluronique
preésente aussi des effets anti-inflammatoires en influencant I’adhérence, la prolifération et la
migration des leucocytes (50). L’effet chondroprotecteur de 1’acide hyaluronique in vitro
passe par la stimulation des TIMPs (Tissue Inhibitors of MMP) dans les chondrocytes (302).
L’acide hyaluronique agit lentement, son efficacité¢ se met en place 2 a 5 semaines apres
I'injection et peut persister jusqu’a 12 mois (26). De nombreux essais cliniques, bien que
réalisés avec des préparations d’acide hyaluronique treés variables, concluent tous a une
efficacite de I’acide hyaluronique par rapport au placebo en terme de réduction de la douleur
(510). Ces traitements de visco-supplémentation ne sont pas indiqués pour les patients
présentant un stade avancé d’arthrose, ni pour les patients présentant un mauvais alignement
articulaire (451). Les effets secondaires bien que rares, consistent en une douleur local au

point d’injection, des réponses inflammatoires et une sensibilisation a certains composants.

Malgrée des études montrant une toxicité des inhibiteurs des MMP, des études plus récentes
sur des inhibiteurs sélectifs des MMP (47, 350 ) ainsi que sur la doxycycline (49) suggerent

que cette voie de recherche doit étre poursuivie.

Les inhibiteurs de cytokines tel que I'IL-1Ra peuvent étre utilisés dans le traitement de
I’arthrose. Plusieurs études in vitro et quelques études in vivo dans des modeles animaux
indiquent que I'TL-1Ra, le récepteur antagoniste de I’IL-1 est une cible prometteuse dans la
thérapie de [D'arthrose. Une étude préliminaire sur I'IL-1Ra injecté dans des genoux
arthrosiques a montré une amelioration clinique (82). D’autres molécules ont ¢galement été

testées pour bloquer I’action de L’IL-1 comme le Pralnacasan, un inhibiteur de I'IL-1p
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converting enzyme, qui inhibe aussi I’activation d’IL-18 et réduit significativement les

dommages articulaires (423).

Il n’existe pas, a notre connaissance, de données publiées concernant les anti-TNF-o dans le

cas de ’arthrose.

Les facteurs de croissance comme le basic-FGF, qui injecté en intra articulaire, stimule la
formation du cartilage au cours de la réparation d’une lésion cartilagineuse chez le lapin
381). Les BMP sont connues pour induire la formation osseuse en site ectopique. La BMP-2
est capable de provoquer la différenciation terminale des chondrocytes. Le traitement de
defaut cartilagineux par la BMP-2 a permis la formation d’un tissu de réparation exprimant le

collagene IT (440), ce qui suggere une nature cartilagineuse hyaline pour ce tissu.

Le TGF-B2 presente des effets suppresseurs sur la deégradation du collagene et la
différenciation chondrocytaire (477). In vivo, le TGF-B joue un role important en facilitant la

synthese de la MEC, la prolifération cellulaire et la différenciation chondrogénique (260).

Les facteurs de croissance sont majoritairement ¢tudieés dans le cadre d’association avec des
biomatériaux pouvant leur servir de systeme de libération ou bien dans le cadre de la thérapie

génique.

2.4.3  Les traitements chirurgicaux :

Les traitements chirurgicaux ne sont envisagés que lorsque la thérapie conservatrice n’a pas

permis de soulager efficacement le patient, ni de restaurer une fonctionnalité articulaire.

Plusieurs interventions chirurgicales ont été développées pour traiter les pertes de substance

cartilagineuse d’origine arthrosique ou non.

24.3.1 Les interventions chirurgicales

Le lavage :

Ce procéde consiste a laver D’articulation par irrigation a 1’aide d’une solution de sérum
physiologique ou une solution de Ringer ou de Ringer lactate. Le lavage a montré des effets
bénéfiques sur la douleur chez des patients présentant une articulation arthrosique ou
traumatique. Cependant, le lavage €tait au départ une approche empirique dans le traitement
de la douleur articulaire résultant d’une lésion structurale. Plusieurs théories sont avancées
pour expliquer les effets bénefiques du lavage. Le lavage enleverait de I’articulation une

grande partie des molécules de signalisation de la douleur. Il pourrait également extraire les
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proteoglycanes de la couche superficielle du cartilage, permettant ainsi 1’adhésion transitoire
des cellules de réparation. (218). Certaines ¢tudes indiquent un effet bénéfique jusqu'a un an

(281), tandis que d’autres n’ont observe aucune amelioration de la douleur (159).

Ce traitement consiste a diminuer les frictions en enlevant le cartilage fibrillaire par rasage de
la surface. Cette technique est généralement réalisée sous arthroscopie et indiquee
principalement dans les chondromalacie rotulienne ou les douleurs patello-fémorales (375).
Le rationnel de cette technique est aujourd’hui largement discuté. Un rasage réalisé chez le
lapin adulte n’a montré aucun signe de formation d’un tissu de réparation meme apres 12
semaines (245). De plus, le cartilage articulaire restant dégénere ce qui est probablement

attribué a une apoptose cellulaire (480).

Le débridement

Le débridement est une version encore plus drastique du "shaving" et combine le lavage. la
chondroplastie, la méniscectomie, I’ablation de corps étrangers et 1’ostéophytectomie. Cette
technique allie donc les désavantages du rasage, qui deéclenche une mort cellulaire, aux
désavantages de la méniscectomie, qui provoque un mauvais alignement articulaire. Ainsi, sur

le long terme cette technique aboutit a une aggravation de 1’arthrose (362, 412 ).

Les techniques de stimulation des cellules souches

Toutes ces techniques visent a deéclencher ou ameliorer la réparation spontanée de lésions
cartilagineuses en accédant a I’os sous-chondral et a la moelle osseuse. La moelle osseuse et
I’0os sous-chondral sont ainsi stimulés et vont permettre la réalisation du processus de
réparation spontanée (voir paragraphe 2.2.2 ). La réparation spontanée du cartilage est bien
décrite chez ’animal et donne des résultats trés variables. Dans certains cas, elle aboutit a la
formation de fibrocartilage, et dans certains cas elle échoue a restaurer la surface articulaire
(63).

Perforation de Pridie ("Pridie drilling"). Cette 1dée de réaliser des perforations
thérapeutiques du cartilage articulaire endommageé a été développé par Pridie en 1959 (222).
Le but est, comme nous ["avons deécrit, de stimuler la réparation spontanée. Cette technique
est reéalis€ée en majorité chez les patients atteints d’ostéochondrite dissécante (347). Cette

technique permet la formation d'un tissu de réparation de type fibrocartilage et est bénéfique
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pour les patients atteints d’arthrose généralisée (397). Cependant, le bénéfice apporté par cette

technique chirurgicale est de courte durée (433).

La rechnique de microfracture. Cette technique est en faite une modification de la technique
de Pridie, elle a été développée par Steadman et consiste en des perforations de petite taille de
4 mm de profondeur et réalisé tous les 3 a 4 mm (467). Cette technique présente plusieurs
avantages, les trous de petite taille sont moins perturbants au niveau biomécanique et cette
technique est mini-invasive (217). La technique de microfracture a ét¢ majoritairement
appliquée a des patients jeunes et sur des athletes, chez lesquels elle a montré de bons
resultats. En effet une ameélioration fonctionnelle ainsi qu’une diminution de 75% de la
douleur sont décrits (455). L’équipe de Steadman a suivi 435 cas de grade IV sur une durée de
2 a 12 ans et montre une amélioration de la douleur dans 75% des cas, un état stationnaire
dans 20% des cas et 5% de cas d’aggravation (466). Cette technique a montré, sur la base du
controle arthroscopique sur 26 patients, la formation d’un tissu cartilagineux de type fibro-

hyalin (466)

L’ ostéotomie

C’est une technique utilisée pour diminuer les douleurs arthrosiques lorsque I’arthrose est due
a certaines déformations articulaires, comme le va/gus ou le varus. Cette technique consiste a
redresser D'articulation afin d’alléger les douleurs et corriger 1’alignement articulaire. Elle

n’induit pas la réparation du cartilage articulaire.

D’un point de vue biologique, cette technique est considérée comme délétére pour le cartilage
et exacerbe la dégénération du cartilage (217, 392 ). Pour ces raisons, [’ostéotomie est souvent
associée a d’aufres techniques comme le rasage ou la chondroplastie abrasive (11). Par
consequent, I’ostéotomie est rarement recommandée lorsque 1’arthrose n’est pas associce a
une déformation articulaire. Par ailleurs, elle est réservée au cas de gonarthrose uni-
compartimentale ou aux importantes déformations du genou (93). Le pronostic des
ostéotomies dépend pour beaucoup du degré de correction de I’axe du genou. Ainsi, un degré
faible de correction permet d’obtenir une bonne stabilité du genou et permet de réduire dans
presque 90% des cas les symptomes douloureux (454). Les effets secondaires de 1’ostéotomie
sont des hémorragies au sein de I’articulation, des réactions inflammatoires du tissu articulaire

et des dommages nerveux.

Les arthroplasties et arthrodéses
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Ces interventions consistent en un remplacement complet de ’articulation. Elles ne peuvent
donc pas etre considérées "stricto-sensus" comme des techmques de réparation du cartilage
articulaire. Ce remplacement de I’articulation n’intervient que dans les cas d’arthrose

hautement dégénérative.

2432 Les oreffes allogéniqiies

Les greffes allogéniques ont été utilisées pendant plusieurs décennies pour combler des
defauts cartilagineux. Leur but n’était pas de tenter de déclencher une réparation du cartilage
articulaire, mais uniquement de combler les défauts avec du cartilage articulaire sain
provenant géneralement de cadavre (384). Un des inconvénients majeurs de cette technique
est lié au prélevement sur cadavre ce qui peut entrainer des réactions immunologiques (469).
Le cartilage articulaire est pourtant considéré comme un espace immunologiquement
privilégié. Ainsi, de nombreuses études réalisées chez le rat ont montré, en condition
immunosuppressive et lorsque la compatibilité est optimisée, une survie du transplant sur un
temps relativement long (198, 468 ). Les expériences cliniques chez ’homme se sont révelées
particulierement bonnes, les réactions immunologiques étant peu étendues. De plus, chez
I’homme. les greffes ostéochondrales survivent plusieurs années meéme apreés congélation ou
lyophilisation (29 , 84, 301). Le taux de succes avec les allogreffes fraiches est de 75% a 5
ans, 64% a 10 ans, et 63% a 14 ans (154). Cette technique est maintenant utilisée
preférentiellement chez les patients agés ou elle présente 1’avantage d’éviter le risque de
morbidité du site donneur et permet de prélever un implant provenant d’un meéme site
anatomique (451). Cependant cette technique reste peu employée en raison du moratoire
actuel qui frappe les protocoles chirurgicaux a haut risque de transmission de maladies virales

ou d’agents transmissibles non conventionnels (ATNC).

2433 Les greffes de tissus autologues

Greffe de périchondre

Le périchondre est un tissu voisin du périoste retrouve dans [’oreille, la trachée ou les cotes de
I’adulte. Le potentiel chondrogénique et les propriétés de réparation du peérichondre ont été
décrits en premier par Haebler et a/. en 1925. Mais ce n’est qu’en 1990 que Homminga a
développé une technique de greffe de périchondre (205, 206). Le périchondre est fixé dans le
defaut cartilagineux a 1’aide d’une colle biologique. Les premiers résultats, au bout d’un an,
sur 25 patients, semblaient satisfaisants du point de vue clinique, radiologique et histologique.

Mais apres 4 ans, les résultats se sont révelés décevants. Sur 88 patients, 55% présentent de
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mauvais resultats, 8% des résultats moyens et seulement 38% de résultats bons a excellents.

De plus, 53% des patients montrent des calcifications du tissu de réparation(205).

Greffe de périoste

Les propriétés chondrogéniques du périoste, sont connues depuis de nombreuses années
(371). La couche profonde (cambium layer) du périoste conserve une activité chondrogénique
tout au long de la vie (356). Un pool de cellules souches adultes réside dans cette couche
germinative et est capable de réactiver la néoformation du tissu. Le principe consiste dans un
premier temps a préparer la lésion cartilagineuse par débridement et microfracture. Ensuite un
lambeau de périoste est preleve, d'une taille légerement supérieure au deétaut. Ce lambeau est
plaqué sur le fond du défaut articulaire, la couche cambiale tournée vers la surface articulaire
(285, 370 ). Le lambeau de périoste est maintenu grace a une colle biologique, la plus utilisée

étant la colle de fibrine (Tissucol®, Baxter Bioscience Biosurgery).

Les études in vivo ont montré le comblement du défaut cartilagineux par un tissu de type
hyalin en 4 semaines chez le lapin (422). L’étude de ce néo cartilage a montré un pourcentage
tres €leve (93%) de collageéne de type II et des taux de protéoglycane tres similaires a ceux du

cartilage normal.

Les expériences cliniques sont cependant quelque peu décevantes, la réparation complete d’un
cartilage hyalin et la stabilité a long terme n’ont jamais €té obtenues (18). Des cas de
détachement de la greffe, ont également été observes. De plus, des calcifications incontrolées
ont été rapportées, ce qui a certainement contribué au haut taux d’échec. Par ailleurs, cette
calcification peut s’expliquer par le fait que le lambeau de périoste est placé au fond du
défaut, la couche profonde en regard de la surface articulaire. Donc, la maturation
chondrocytaire va se deérouler en direction de la surface articulaire. Ainsi, les cellules
hypertrophiques se retrouvent au niveau de la surface articulaire et vont minéraliser la matrice

environnante (217).

Greffe ostéochondrale :

Les greffes ostéochondrales, de premiére génération (greffe unique) ont été développees par
Lane et al en 1977 (261). Les transferts ostéochondraux sur le lapin se sont révélés fiables,
apres un an, le cartilage transféré présente un aspect macroscopique et histologique normal.
Une autre étude a ufilisé le tiers externe de la rotule en un seul bloc pour combler de larges

pertes de substance en zone portante. L effet s’est révele bénéfique chez les 10 patients traites
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par cette technique (382). Malheureusement cela a entrainé I'apparition de 5 syndromes

fémoropatellaires.

Les inconvénients de ces greffes massives sont que le prélevement entraine une importante
morbidité du site donneur et que la forme est imposée. C’est pourquoi les greffes de seconde

génération (greffe multiple) ont été développées et sont les seules utilisées aujourd’hui.

La technique de greffe ostéochondrale multiple, ou mosaicplastie est développée depuis le
debut des années 1990. La greffe ostéochondrale multiple a été décrite pour la premiere fois
par Matsusue et a/. en 1993 sur un seul cas (312). Au milieu des années 1990, Hangody et al
ont présenté une technique de greffe ostéochondrale multiple se déroulant en un temps, qui est
reférencée comme la mosaicplastie (189). L intérét des greffes ostéochondrales est représente
par I'intégration de la partie spongieuse de la greffe qui fusionne avec le lit spongieux
receveur, et par I'intégration du cartilage transplanté avec le cartilage hyalin adjacent par
I'intermédiaire d’un fibrocartilage se formant entre les différents greffons a partir de I’os

sous-chondral mis a nu.

Figure 13 : la technique de Mopsaicplastie. A, le défaut est nettoyé et mesuré. B, a I'aide d’un guide,

des trous sont percés dans le défaut et recevront les greffons. C. les greffons sont prélevés sur une zone moins
portante de I’articulation. D, les greffons sont mis en place dans le défaut par pression. E, les greffons sont

tous mis en place dans les trous. D aprés Tyyni et al. (491)

Cette technique se déroule en un temps. Des greffes ostéochondrales cylindriques sont
preélevées au niveau d’un site donneur en zone faiblement portante de I’articulation. Ces

greffons sont ensuite transférés dans des puits receveurs préalablement percés au niveau de la

[
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lésion (figure 13). La lésion chondrale est préparée avant la transplantation, par un rasage du
cartilage dégeénére bordant la Iésion, et par une abrasion de la base du défaut afin de mettre a

nu I’os sous-chondral (491).

Les indications majeures de cette techmique sont les ostéochondrites dissecantes, les
traumatismes aigus, les Iésions post-traumatiques de 1’articulation fémorotibiale, les luxations
chroniques de la rotule et I’arthrose de 1’articulation fémoropatellaire (231). Actuellement, les
mosaicplasties sont réservées a des sujets de moins de 50 ans, ayant une lésion condylienne
localisée, inférieure a 4 cm? nécessitant moins de 6 greffons, sans Iésion en miroir et sans

désaxation du genou.

Hangody et Fules ont obtenu de bon résultats avec un recul clinique de 10 ans (188). Sur 597
Iésions condyliennes, ils ont obtenu 92% de bons résultats, et sur 118 Iésions
fémoropatellaire, ils ont observé 79% de bons résultats. De plus 83% des biopsies présentent
un cartilage hyalin et une parfaite continuité entre le tissu réparé et le cartilage sain. Des
resultats similaires ont €té obtenus par Jakob et @/, mais cette fois-ci avec un recul de
seulement 2 ans (231). Cette étude montre une amelioration fonctionnelle dans 88% des cas.
Apres 2 ans, il persiste un fin sillon entre les greffons visible lors du controle arthroscopique.
5 ¢checs sont rapportés dans cette ¢tude et semblent li€s a la large étendue des Iésions (> 5
cm?) (231).

Cette technique de mosaicplastie présente cependant des inconvénients. L’inconveénient
majewr demeure la difficulté a couvrir de larges pertes de substance (>3 cm?). Il reste
¢galement une incertitude sur I’avenir des greffons a long terme, car le site donneur ne
présente pas les mémes propriétés meécaniques que le site receveur. Par ailleurs, la technique
de mosaicplastie est souvent associee a des compressions tissulaires non physiologiques et

deléteres, notamment lors du prélevement et de la mise en place des greffons(217).

Greffe de chondrocytes autologues

Une des voies de recherche explorée pour tenter de réparer des lésions du cartilage articulaire
consiste a transplanter des cellules isolées capables de reproduire la chondrogenese au sein du
defaut cartilagineux. Ainsi en 1989, Grande et a/. ont démontré, chez le lapin, que I’ajout de
chondrocytes cultivés sous le transplant de périoste augmentait la réparation cartilagineuse
obtenue comparativement au perioste seul (173). Brittberg et al. furent les premiers a publier
des résultats cliniques de transplantation de chondrocytes autologues (ACI: autologous

chondrocyte implantation) chez [’homme (53).
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L’ACI se déroule en trois temps, une phase de prélevement, une phase de culture des
chondrocytes in vitro et une phase de transplantation (figure 14). Le prélevement de cartilage
sain est réalis¢ par une biopsie sous arthroscopie dans une zone non portante de I’articulation.
Cette biopsie est ensuite soumise a un traitement enzymatique permettant d’isoler les
chondrocytes de leur matrice. Ces chondrocytes isolés sont ensuite multipliés in vitro, par une
culture classique en monocouche, pour obtenir une quantité suffisante de cellules. Enfin, dans
un troisieme temps, les chondrocytes sont réimplantés sous un lambeau de périoste. Cette
troisieme etape est réalisée sous arthrotomie, car elle nécessite le prélevement du lambeau de

périoste et sa suture sur le cartilage au dessus de la 1ésion (54).

Prélévement du

lambeau périosté sur
le tibia

Lambeau périosté
suturé sur le défaut

1ésion

Biopsie de cartilage sain

|

Digestion enzymatique " T

/

Amplification in virre des
chondrocytes

=

Injection des chondrocytes
sous le lambeau périosté

—— Traitemelnt ala — Susp#nsion ;:ellulaire .2.6. 10¢
trypsine a 5. 10" cellules /ml

Figure 14 Transplantation de chondrocytes autologues. technique de Brittberg. D’apres
Brittberg et al. (53)

Cette technique n’est pour I'instant appliquée qu’aux Etats-Unis ou la FDA (Food and Drug
Admuinistration) lui a délivré en 1997 une premiere autorisation. Cet accord concernait la
culture de chondrocytes autologues, dans I'indication de réparation des pertes de substance
chondrale cliniquement significatives et symptomatiques du condyle fémoral dues a des
fraumatismes aigus ou répéteés avec une contre-indication dans le cas de 1’arthrose. En 2000,
cet accord a été renouvelé mais son indication a été restreinte aux cas d’échecs a une autre

technique chirurgicale de réparation du cartilage.

(o)
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En 2005, un rapport de la Haute Autorit¢ de Santé (190) a évalué la techmique de
transplantation de chondrocytes autologues. A partir de 70 documents, 12 études cliniques ont

eté retenues :

- 3 ¢tudes randomisées comparatives dont deux avec la mosaicplatie (35, 208) et une

avec la technique de microfracture (252).

73).

LS ]

- 6 ¢études prospectives (52, 81, 195,332, 335,
- 3 études rétrospectives (396 , 400 . 401)

Les études cliniques montrent une amelioration encourageante des signes cliniques,
amelioration estimée a 87% un an apres la greffe, 84% apres trois ans lors d’une étude
prospective et 89% apres 5 ans lors d’une autre étude. Les échecs varient de 5 a 16% et
surviennent précocement dans les 2 années suivant la greffe. Les complications rapportées
sont des hypertrophies du périoste, des adhérences, une hypertrophie du tissu de réparation
dans 20% des cas et une arthrofibrose dans 5% des cas. Cependant, des biais meéthodologiques
sont retrouvés dans toutes les études et les données sur les évenements indésirables sont

souvent parcellaires, voire manquantes.

Ainsi cette technique de transplantation de chondrocytes autologues est indiquée pour des
patients jeunes (< 50 ans), et pour des pertes de substance chondrale inférieure a 8 cm?. Par

ailleurs, I’environnement mécanique doit étre correcte (pas de mauvais alignement).

En revanche, cette technique est contre-indiquée pour toutes les pathologies inflammatoires et
synoviales, D'arthrose, les lésions en miroir, les meéniscectomies totales et les lésions
inférieures a 1 cm?. Elle est également fortement déconseillée en cas de surpoids et de

tabagisme.

D’autres inconvénients sont liés a cette technique de transplantation de chondrocytes
autologues. Le prélevement est difficile a réaliser et entraine une morbidité importante au
niveau du site donneur (217). Le lambeau de périoste n’est pas toujours étanche. ce qui
entraine une fuite des cellules dans la cavité articulaire. Par ailleurs, des cas de calcifications

du cartilage ont €té rapportés avec 1’utilisation de ce lambeau de périoste.

Finalement, les chondrocytes lorsqu’ils sont amplifiés en monocouche perdent leur
phénotype. Ils se dédifférencient (435). Ces chondrocytes, une fois dédifférenciés, ne peuvent
pas réacquerir un phénotype chondrocytaire en culture monocouche (36, 462). Ces

chondrocytes dédifférenciés une fois implantés vont alors former un fibrocartilage dont les
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propriétés mecaniques et biologiques sont inférieures a celles du cartilage articulaire normal.

Ce fibrocartilage finira, d’ailleurs, par dégénérer (217).

Malgre tout, I’ACT est un succes dans le domaine de la réparation du cartilage articulaire. En
effet, outre les résultats cliniques satisfaisants, cette technique a permis 1’essor de nouvelles
voles de recherche. La technique MACI (matrix-induced autologous chondrocytes
implantation) dérive directement de I’ACI. Dans la MACI, le lambeau de périoste est
remplaceé par une membrane a base d'un melange de collagéne I et III. Cette membrane est
stabilisée sur le défaut par de la colle de fibrine (27). Ces techniques de transplantations de
chondrocytes autologues (ACI et MACI) sont considérées comme les premieres thérapies

cellulaires du cartilage faisant appel au principe de I'ingénierie tissulaire (115, 361 ).

3 INGENIERIE TISSULAIRE DU CARTILAGE ARTICULAIRE

3.1 Généralité-définitions

Les lésions ou pertes d’organes ou tissus provoquent des changements structuraux et
metaboliques entrainant une importante morbidité voire meéme. en fonction de I'organe
affecté. la mort (115). Les thérapies existantes pour traiter les pertes de tissus ou d’organes
consistent en la pose de protheses pour remplacer, dans certaines limites, la structure et la
fonction de I’organe lésé. L’ingénierie tissulaire associe les principes de I’ingénierie et des
sciences de la vie pour développer des substituts biologiques pouvant restaurer, maintenir ou
ameliorer les fonctions des tissus (263). Le principe de I’'ingénierie tissulaire est donc
d’utiliser une matrice biocompatible ensemencée avec des cellules appropriées, ou chargee
avec des molécules biologiquement actives afin de favoriser la différenciation et la maturation
cellulaire (489). Deux approches simples sont développées en ingénierie tissulaire. La
premiere approche est de fabriquer entierement 7z vifro un tissu fonctionnel avant son
implantation. La deuxieme approche est, au contraire, d’implanter un greffon immature, c'est-

a-dire ayant €té cultivé peu de temps in virro, puis de permettre sa maturation in vivo (77).

Avec sa faible cellularité et sa matrice avasculaire, le cartilage articulaire est considéré
comme un bon candidat pour I’ingénierie tissulaire, notamment parce qu’il demande moins
d’apport métabolique (23). Trois composants sont importants dans I’ingénierie tissulaire du
cartilage. les matrices, les cellules et les morphogenes. L'une des voies de recherche concerne
donc le développement de matrices capables de répondre aux attentes de 1’ingénierie tissulaire
du cartilage. L autre voie tente de déterminer la source de cellule idéale. Enfin, le dernier

volet de cette recherche est orienté vers I’optimisation des conditions de culture permettant de
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stimuler la chondrogenese in vifro ou in vivo (a 1’aide de bioréacteur par exemple).
Finalement, le récent développement et la maitrise des techniques de biologie moléculaire et
de thérapie génique, permettent d’envisager des approches utilisant le génie génétique pour

I'ingénierie du cartilage articulaire.

3.2 Les matrices

De nombreuses matrices on été testées in vitro et in vivo lors d’études précliniques et
cliniques. Ces matrices peuvent etres classées selon leurs natures, protéiques,
polysaccharidiques, synthétiques ou naturelles ou selon leurs formes (massiques, massiques
poreuses, mousses, liquides visqueux et hydrogels). Il faut aussi noter que de nombreuses
associations entre des matrices de différentes natures ont été testées. Parmi les matrices en
cours de développement, les hydrogels représentent, de par leur structure et leurs propriétés,

des matériaux attractifs pour I’ingénierie du cartilage.

La matrice idéale doit étre biocompatible, elle doit prévenir les réactions inflammatoires et
mmmunologiques liées a son mmplantation, afin de préserver le tissu receveur. Elle doit offrir
un environnement tridimensionnel favorable a la prolifération et la différenciation cellulaire.
La matrice doit présenter une certaine porosité pour permettre la migration des cellules et la
diffusion des molécules, des nutriments et de [’oxygene. La matrice doit €galement permettre
la fixation des cellules pour les maintenir dans I’implant et sur le site d’implantation. Elle peut
aussi etre bioactive et permettre la libération homogene et controlée de facteurs de croissance
ou de morphogenes. Enfin, la matrice doit adhérer aux tissus, posseéder une certaine résistance
et conserver son intégrité meécamique afin d’éviter son écoulement ou sa fuite apres
implantation. La matrice doit étre, de préférence, applicable par chirurgie mini-invasive donc
s1 possible injectable. Dans le cas contraire, sa forme et sa taille doivent pouvoir étre adaptées
a la forme et la taille de la Iésion. Elle doit, bien str, pouvoir étre stérilisée afin d’éviter les
contaminations par des agents pathogenes, et ce sans subir de modification de ses propriétés
physiques, chimiques ou biologiques. Enfin, elle doit étre dégradable pour s’intégrer dans les

processus physiologiques de remodelage tissulaire.

Les principales matrices utilisées en ingénierie tissulaire du cartilage sont référencées dans le
tableau 1. Ces différentes matrices sont, par ailleurs, a la base de la formation de nombreuses
autres matrices mixtes. Ces matrices mixtes sont obtenues soit par une association de deux ou

plusieurs des matrices décrites dans le tableau 1, soit modifiées chimiquement ou
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structurellement (361). Seules les matrices les plus couramment utilisées en ingeénierie

tissulaire du cartilage articulaire seront décrites plus en détail.

Type de matrice référence
Collagéne* (257. 373, 436, 504, 505)
Matrice a base de Fibrine* (196, 452. 494, 513)
protéine Laminine (Matrigel ™) (48. 65)
Gélatine (73, 129, 280)
Agarose® (25. 108, 411)
Alginate* (14, 142, 333, 389)

Matrices a base de

polymeres Acide hyaluronique* (128)

polysaccharidiques

Chitosan* (339)
Cellulose* (348. 409. 472)
Acide poly lactique* (110, 523)
Acide poly glycolique* (144)
Fibres de carbone* (24, 71)
Matrices i base de Dacron (polyéthyléne téréphtalate)™ (327. 331)
Polymeres Téflon (polytetratluoroéthyléne)* (328-330)
artificiels polyestherurethane (171)
Acide polybutyrique (253)
polyéthyleméthacrylate (124)
Phosphates de calcium (73,212, 348)

Tableau 1 : Types de matrices utilisées en ingénierie tissulaire du cartilage (* matrices

décrites dans les paragraphes suivants)

321 Les matrices protéiques

3.21.1 Les matrices de collagene

Les matrices de collageéne ou €ponges de collagene sont parmi les matrices les plus utilisées
dans I'ingénierie du cartilage. Ce sont les collagenes de type I et II qui sont principalement
utilisés pour la conception de ces biomatériaux. Le collagene est naturellement dégradé par
des collagénases et sérines protéases. Sa dégradation peut étre ainsi controlée localement par
les cellules présentes dans le tissu (111). Ces matrices de collagene implantées seules
ameliorent le processus de réparation spontanée des défauts ostéochondraux chez le lapin

(287). Ces matrices de collagene ont le plus souvent été associées a des chondrocytes (505) ou
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des cellules souches mesenchymateuses (CSM) pour réparer des defauts ostéochondraux
(266). Des CSM ensemencées dans des gels de collagéne I et III puis implantées dans des
défauts ostéochondraux chez le lapin ont permis la formation de cartilage et d’os sous-
chondral (504). Cependant, le tissu de réparation s’est réveélé meécaniquement inférieur au
cartilage articulaire sain et a montré des signes de dégénérescence apres 24 semaines. De plus,
I"utilisation de collagene I d’origine bovine a entrainé, chez certains patients, la production

d’anticorps diriges contre le collagene I (317).

Les gels de collagene comme [’atelocollagene, sont des supports favorables a la culture de
chondrocytes et a la synthese de la MEC. Ces gels de collagene ont été utilisés comme
support fridimensionnel pour la culture de chondrocytes autologues in vitro. Ces greffons
realisés in vitro ont ensuite été implantés dans des lésions ostéochondrales chez I’homme
2772 iy . . ! -, “ . e - o 1

(373). Les résultats obtenus sont trés encourageants, puisque lors du controle arthroscopique
le cartilage parait sain dans 93% des cas. Par ailleurs, les tests biomécaniques mdiquent une
réponse eéquivalente entre le tissu réparé et le cartilage sain. En immunohistochimie, le tissu

réparé contient également du collagene II.

Une autre ¢tude clinique multicentrique montre des résultats préliminaires positifs. Des
greffons de gels de collagene contenant des chondrocytes autologues ont et¢ implantés, apres
culture tridimensionnelle in vifro, dans des lésions focales du cartilage articulaire (436). Des
CSM dérivées de la moelle osseuse ont également été implantées dans un gel de collagéne
dans des Iésions cartilagineuses chez I’homme (257). Apres 7 mois, le tissu formé semble étre

de type hyalin, et apres 1 an les patients ont récupére une activité normale.

3212 Les colles de fibrine

La colle de fibrine est obtenue par polymeérisation du fibrinogene en présence de thrombine
(452). Le fibrinogene est physiologiquement a 1'état liquide dans le sang. Il est active et
polymérise en cas de lésions vasculaires ou dans certaines situations pathologiques (217). Le
role physiologique de la fibrine est de promouvoir [’activité de réparation. La fibrine présente
aussi une activité pro inflammatoire, elle induit sa propre dégradation et sa substitution par les

composants de la MEC. Par ailleurs ses produits de dégradation ne sont pas toxiques.

Plusieurs études ont utilisé la colle de fibrine comme matrice pour augmenter la réparation du
cartilage (149, 399, 494). La colle de fibrine a, par ailleurs, été utilisée comme support de
chondrocytes dans des défauts cartilagineux chez le cheval (196). Ceci a permis la formation

d’un tissu cartilagineux de type hyalin présentant un contenu ¢levé en PG et en collagene II.
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La colle de fibrine a ¢galement ¢té utilisée pour implanter des CSM dérivées de la moelle
osseuse dans des défauts cartilagineux chez le cheval (514). Apres 30 jours, les défauts
comblés par la fibrine contenant les MSC présentaient un score arthroscopique amélioré par
rapport a celui de la fibrine seule. Certains des implants fibrine-MSC contenaient
majoritairement du collagéne de type II. Cependant, apres 6 mois aucune différence
significative n’a été observee entre les défauts traités par la fibrine contenant les MSC ou la
fibrine seule (514). L’utilisation de la fibrine reste cependant limitée par son manque de
stabilit¢ mecanique. Chez ’homme, elle est utilisée dans la techmique de transplantation de

chondrocytes autologues pour étanchéifier le lambeau de périoste (400).

322  Les matrices polysaccharidiques

3221 L’agarose
L’agarose est un polysaccharide isolé d’algues chinoises qui contient des résidus de L- et D-
galactose. L agarose a été tres utilis€ in vitro en tant que matrice pour la culture 3D des
chondrocytes, notamment pour des ¢tudes fondamentales. Il a été utilis€¢ pour étudier la
différenciation chondrogeénique des cellules souches (25). Cependant, lorsqu’il est implanté
seul, I’agarose inhibe le processus de réparation spontanée (411). L implantation d’agarose,
renfermant des chondrocytes ou des cellules souches, dans des défauts ostéochondraux a
permis de former un tissu de réparation contenant des collagenes et des protéoglycanes (108).
Cependant, compte tenu de sa faible dégradation, I’agarose a été tres peu étudié in vivo et n’a

par conséquent jamais eté utilisé chez I’homme a notre connaissance.

3222 L alginate
L’alginate est un dérivé polysaccharidique linéaire composé d’acide D-manuronique et
d’acide L-guluronique purifié a partir d’algues brunes. L’alginate peut subir une gélification
réversible en milieu aqueux. Cette réticulation est dépendante du calcium et sa dissolution
peut étre obtenue tres rapidement en utilisant des chélateurs du calcium comme 'EDTA. In
vivo, D’alginate n’est pas spécifiquement dégradé mais subit une lente dissolution (111).
L’alginate a ¢t€ tres utilis€ in virro comme systeme de culture tridimensionnelle de
chondrocytes (43, 70). Ces études indiquent que I’alginate permet le maintien du phénotype
chondrocytaire et la synthese des protéines de la MEC cartilagineuse (14). L implantation en
sous-cutané chez la souris nude de constructions d’alginate contenant des CSM du tissu
adipeux différenciées vers un phénotype chondrocytaire in virro a permis la production de

protéines matricielles cartilagineuses (123).
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Cependant, les études in vivo ont montre des résultats décevants. Implante seul. I’alginate a
inhibé la réparation spontanée (142). L’alginate associé a des chondrocytes et implanté in vivo
dans des défauts ostéochondraux ne permet pas la formation d’un tissu de réparation et
entraine des réactions immunologiques séveres (333, 388). Par conséquent, ’alginate n’a, a
notre connaissance, pas ¢té testé chez I’homme dans le cadre de réparation de défauts

cartilagineux (217).

3223 L’acide hvaluronique

L’acide hyaluronique, est un composant physiologique de la MEC cartilagineuse (cf. chapitre
I[. 1.22.3). II forme des macromolécules de taille importante, qui sont parfaitement
biocompatibles. L’acide hyaluronique est dégradé naturellement par des hyaluronidases (111).
Sa dégradation peut cependant conduire a la formation de produits pouvant entrainer une

chondrolyse (251).

Les matrices a base d’acide hyaluronique sont ufilisées comme support ou vecteur de
chondrocytes. Ces matrices associées a des chondrocytes sont capables d’augmenter la
formation de MEC cartilagineuse in vitro et in vivo (483). L’acide hyaluronique peut
¢galement étre associé a d’autres matrices, un tri polymere de gélatine/ chondroitine sulfate/
acide hyaluronique a permis le maintien du phénotype chondrocytaire et la synthése de
collagene II in vitro (74). Une étude clinique sur 141 patients avec 3 ans de recul a montré de
bons résultats (299). Une autre étude réalisée avec le Hyalograft® (Fidia Advanced
Biopolymers, Italie) associé¢ a des chondrocytes autologues et implantés dans des défauts
ostéochondraux a permis d’ameliorer la fonction articulaire des 8 patients traites (404). Apres
1 an, sept patients présentent un tissu mixte composé de fibrocartilage et de cartilage hyalin,

un seul présente un tissu de nature totalement hyaline.

3224 Le chitosan

Le chitosan est un polymere naturel appartenant a la famille des GAG. C’est un copolymere
linéaire de N acetyl-D-glucosamine (GlcNAc) et D glucosamine (GIcN) liés par des liaisons
Bi4 (339). Le chitosan est principalement retrouvé dans les cuticules des arthropodes,
I’endosquelette des céphalopodes et des champignons. Le chitosan peut étre associé€ avec la
chondroitine sulfate pour former des hydrogels (217). Les matrices a base de chitosan sont
biocompatibles et tres utilisées, que ce soit pour ’encapsulation cellulaire, la libération de
principes actifs et la culture cellulaire (339). La dégradation du chitosan est réalisée par le

lysosome (111).
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Plusieurs études in vifro mdiquent que les matrices a base de chitosan sont capables de
faciliter la réparation cartilagineuse, de promouvoir I’activité chondrogénique et I’expression
des protéines de la MEC par des chondrocytes humains (217). Le chitosan a, par ailleurs, €té
associ¢ a différents autres polymeres, comme 1’alginate ou 1’acide hyaluronique (106). Les
¢tudes animales de réparation de défauts cartilagineux articulaires, a 1’aide de matrices a base
de chitosan montrent la formation d’un tissu de réparation de type hyalin (200). Cependant,
les matrices a base de chitosan n’ont pas encore été evaluées chez I’homme a notre

connaissance.

3.225 La cellulose

La cellulose est un polymere semi-cristallin de glucose de formule générale (CsH;005), avec n
pouvant aller de 500 a 5000 résidus. C’est, de plus, le polymere naturel le plus répandu dans
la nature, on le trouve sous forme semi-cristalline dans les végétaux comme le coton ou le
bois. La cellulose est dégradable par des enzymes, les cellulases, et sa solubilité¢ dans I’eau
dépend de la longueur de sa chaine (348). La biocompatibilité de la cellulose et de ses dérives
est bien établie (310). La cellulose et ses dérivés ont été employés sous forme de membranes
ou de gels adhesifs (17). La cellulose a également eté utilisée en ingenierie osseuse (146,

310 ) et du cartilage (472).

In vitro, un polymere a base de cellulose a permis la prolifération de chondrocytes et montre
une bonne biocompatibilité (348). De la cellulose bactérienne a également été testée, et a
permis la prolifération de chondrocytes fonctionnels (472). Cependant, peu d’études in vivo

ont ete realisées dans le domaine de la réparation du cartilage articulaire.

323 Les matrices artificielles

3.23.1 L’acide polv lactique et l’acide poly glvcoligue

L’acide poly lactique (PLA) et I'acide poly glycolique (PGA) sont obtenus a partir
d’hydroxypolyesters alpha. Ils ont été élaborés pour former des fils de suture résorbables
(vicryl™), et des dispositifs meédicaux résorbables (vis, plaques). Depuis une vingtaine
d’années, 1ls sont testés, seuls ou melanges, dans le cadre de I’ingénierie tissulaire du cartilage
(151, 511). Ces polymeres peuvent se présenter sous différentes formes, qui vont de la fine
couche fibrillaire a la forme d’éponge. Le PGA est celui qui preésente les meilleurs résultats in
vitro, avec 1’obtention d’une densité cellulaire proche de celle retrouveée in vivo et une

production continue de collagene II (372). Les études in vivo ont été réalisées pour la plupart
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chez le lapin (144). Le PLA et le PGA sont dégradeés soit par une réaction chimique
d’hydrolyse, soit par des enzymes clivant spécifiquement les oligopeptides (111). Cependant,
leurs produits de dégradation sont partiellement cytotoxiques (361). De plus, ces polymeres
ont entrainé des réactions immunologiques importantes (217). Ces polymeres ont été utilises,
sous forme de microspheres chargées avec un principe actif, pour la libération intra-articulaire
de principe actif (236, 237). Une étude clinique d’implantation de BioSeed® (BioTissue
technologie, Fribourg Allemagne) contenant des chondrocytes articulaires autologues, sur
deux ans, montre la formation d'un cartilage de type hyalin et une amélioration clinique
significative (380). Les résultats a long terme permettront de conclure sur I’efficacité ou non

de cette technique en comparaison avec la mosaicplastie.

3.232 Les fibres de carbone

Les fibres de carbone sont utilisées depuis plus de 20 ans en orthopédie. C’est un composé
inerte chimiquement, qui ne déclenche pas de réponse biologique spécifique. Les fibres de
carbone ont €t¢ utilisées pour combler des lésions cartilagineuses chez le lapin dans le but
d’augmenter la réparation spontanee. Les résultats ont montreé une augmentation de la réponse
spontanée. Cependant aucune amélioration dans la nature du tissu forme n’a €té observée. Il
s’agit d’un tissu fibreux vascularisé présentant de faibles propriétés mécaniques (71). Malgré
ces resultats peu encourageants, les matrices en fibres de carbone ont été appliquées chez
I’homme avec des résultats treés variables. Une étude clinique a été réalisée en 2005 sur 12
patients, ou des implants en fibres de carbone ont été utilisés pour combler des défauts
cartilagineux (24). Les patients ont monfré une amelioration précoce des signes cliniques,

mais les résultats du suivi a long terme demeurent incertains.

3.2.3.3 Le Dacron et le Teflon

Le Dacron (polyéthylene terephthalate) et le Téflon (polytétrafluoroéthyléne) ont été utilisés
en expérimentation animale dans le but d’ameliorer la réparation spontanée du cartilage
articulaire chez le lapin. Les résultats ont montré la formation dun tissu de réparation,
cependant, la nature du tissu néoformé varie entre un tissu fibreux trés vascularisé et un
fibrocartilage (330, 331 ). Une seule étude rapporte 1'utilisation de ce matériel chez I’homme.
Les résultats ont montré une amelioration de la douleur et une amelioration de la fonction
articulaire dans 70 a 80% des cas. Cependant, un effet délétere sur la rigidité articulaire a éte
observé (100). Les études chez I’homme dans le cadre de la réparation du cartilage articulaire

n’ont donc pas été poursuivies. Par ailleurs, lors de I'utilisation de ces matériaux comme fil de
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suture, ou en tant que ligament artificiel des réactions immunologiques plus ou moins

importantes ont €té rapportées (217).

3.2.4  Les hydrogels
Une autre facon de classer ces matrices est réalisée a partir de leur formulation chimique.
Dans ce paragraphe, nous n’évoquerons que la plus pertinente pour I'ingénierie tissulaire : les

hydrogels.

La médecine reégeénérative s’oriente aujourd’hui vers le développement de techniques
chirurgicales de moins en moins invasives. Ceci dans le but de réduire la morbidité et la durée
d’hospitalisation. Cette recherche d une chirurgie mini-invasive a motivé le développement de
matrices injectables pour I'ingénierie tissulaire du cartilage. Ces matrices injectables doivent
¢galement pouvoir prendre en masse une fois implantées, acquérir la forme deésirée et

presenter des propriétés mécaniques en relation avec le tissu a réparer(361).

Des polymeres ayant un fort pouvoir visquosifiant dans 1’eau peuvent servir a réaliser des
hydrogels par réticulation physique, ionique ou covalente. Dans ce cas, ils forment de
véritables réseaux macromoléculaires en 3D comparables a la MEC. Les hydrogels sont une
nouvelle classe de biomatériaux capables de satisfaire ces prérequis. Les hydrogels sont
composes de chaines de macromolécules hydrophiles synthétiques ou naturelles. Des
modifications chimiques ou physiques de leurs structures sous I’influence d’agents de
gélification (glutaraldéhyde), d’irradiation, de variation de température ou pH conduisent a la
formation de structures gélifiées appelées hydrogels (111). Le réseau de polymere présente
une maille contenant de grandes quantités d’eau et mime ainsi 1’environnement
tridimensionnel des cellules dans le cartilage (464). La porosité des hydrogels peut etre
modifiée par modulation de la densité et de la taille de la maille (115). Ces polymeres
capables de former des hydrogels sont d’origine naturelle ou synthétique et sont décrits dans

le tableau 2.
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Type de matrices

Références

Acide hyaluronique

(30, 276, 444)

Alginate (15,22, 118)
Chitosan (471)
Naturelles
Chondroitine sulfate (495)
Collagene (473)
Colle de fibrine (419, 450)
Poly lactide-co-glycolique (323, 324)
Polyethyléneglycol (116,117, 246)
synthétiques

Polyvinyl alcool

(66)

Polyporpyléne fumarate

(478)

Tableau 2 : matrices injectables pour I’ingénierie tissulaire du cartilage

Compte tenu du role prépondérant que jouent actuellement les hydrogels en ingénierie

tissulaire du cartilage mais aussi de 1’0s, nous avons contribué a la rédaction d’un article de

revue sur ce sujet (article 2).
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Article 2 : les hvdrogels pour l'ingénierie tissulaire de [’os et du cartilage

Résumeé :

L’ingénierie tissulaire est un domaine €mergeant de la médecine régeénérative et prometteur
pour la restauration des tissus et organes affectés par des maladies chroniques, des
dégenérescences liées a [’age, des deformations congenitales ou des traumatismes. Durant la
derniere décennie, I'ingénierie tissulaire a évolué depuis 1'utilisation des biomatériaux seuls,
qui ne font que remplacer une petite surface Iésionnelle, vers I'utilisation de matrices
tridimensionnelles controlables dans lesquelles des cellules peuvent étre ensemencées avant
implantation. Ces implants cellularisés sont destinés a devenir 1’équivalent fonctionnel du
tissu sain, rendant ainsi possible la régénération de défauts de grande taille. Parmi les matrices
réecemment développées pour I'ingénierie tissulaire, les polymeres sous forme d’hydrogels se
sont réveles satisfaisants pour la réparation du cartilage et de I’os. Des avanceées et progres en
physiologie et biologie fondamentale sont maintenant nécessaires afin de transférer cette
preuve de concept vers une réalité clinique. Cet article résume les récentes avancées de
I'ingénierie tissulaire concernant les matrices a base d’hydrogel utilisées en meédecine

régénérative de 1’os et du cartilage.
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Article 2

Cartilage and bone tissue engineering using hydrogels

C. Vinatier, J. Guicheux, G. Daculsi, P. Layrolle, P. Weiss

Biomedical materials and engineering 2006: 16 (4 Suppl) S107-13
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hydrogels
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Abstract. Tissue engineering is an emerging field of regenerative medicine which holds promise for the restoration of tissues
and organs affected by chronic diseases, age-linked degeneration, congenital deformity and trauma. During the past decade,
tissue engineering has evolved from the use of naked biomaterials, which may just replace small area of damaged tissue, to the
use of controlled three-dimensional scaffolds in which cells can be seeded before implantation. These cellularized constructs
aims at being functionally equal to the unaffected tissue and could make possible the regeneration of large tissue defects.
Among the recently developed scaffolds for tissue engineering, polymeric hydrogels have proven satisfactory in cartilage and
bone repair. Major technological progress and advances in basic knowledge (physiology and developmental biology) are today
necessary to bring this proof of concept to clinical reality. The present review focuses on the recent advances in hydrogel-based
tissue engineered constructs potentially utilizable in bone and cartilage regenerative medicine.

1. Introduction

Tissue engineering is an emerging field of regenerative medicine which holds promise for the restora-
tion of tissues and organs affected by chronic diseases, age-linked degeneration, congenital deformity
and trauma. Tissue engineering consists of building tissue and organ using cells grown on natural or
artificial biomaterials outside the body. Bone and cartilage tissues have taken advantage of the recent
efforts in tissue engineering and have shown proof of concept in clinical situations [1,2].

The physiological process of bone remodelling confers to this connective tissue a strong self-healing
capacity. With respect to this property, a great variety of natural and synthetic bone substitutes have been
considered as means to repair bone loss. Among these substitutes, calcium phosphate (CaP) biomaterials,
which display biocompatibility, bioactivity and excellent osteoconductive properties have frequently
been used for bone replacement and reconstruction in many different clinical applications, such as repair
of bone defects [3], spinal bone augmentation [4], periodontal treatment [5], or coatings for metallic
implants [6]. CaP ceramics, are commercially available as granules or blocks. The macroporosity of CaP
blocks facilitates the penetration of cells and biological growth factors into the implant [7], allowing the
osteogenic process [8] to occur within the inner surface of pores in order to achieve bone neoformation.

Percutaneous techniques have also been developed in radiology, orthopaedics and especially spine
surgery. Filling of vertebral body and bone cysts have been reported using acrylic bone cement [9].
These hardening and injectable biomaterials make possible the repair of small bone losses but without
osteoconduction process. In parallel, suspension of calcium phosphate granules in a polymeric solution
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have also been reported to be a convenient mean for filling bone cysts and alveolar sockets [10—12].
Contrarily to the acrylic bone cement, the injectable bone substitute (IBS) is bioactive, resorbable and
osteoconductive. Despite the large body of evidence indicating that the above mentioned materials are
suitable matrices for bone filling, neither CaP ceramics, bone cements, nor IBS have osteogenic proper-
ties still too limited for large osseous reconstruction, particularly in territory with limited repair capacity
(irradiated area).

Cartilage is an avascular and aneural tissue with poor capacity for self-healing. This poor spontaneous
repair of cartilage strongly depends on the depth of articular lesion. On the one hand, partial thickness
defects, which affect only the superficial cartilage layer does not heal spontaneously. On the other hand,
injuries that affect not only the cartilage but also the subchondral bone, exhibit a repair process leading to
the formation of a fibrocartilage. This fibrocartilage however does not display the mechanical properties
of native articular cartilage [13,14] and degrades rapidly following injury. For these reasons, we can
likely rule out the possibility of using cell-free scaffolds for cartilage repair. The above mentioned data
strongly highlights the necessity of developing innovative therapeutic approaches for the treatment of
bone and cartilage. Tissue engineering which combines the disciplines of cell biology and biomedical
engineering could open new therapeutic windows in bone and cartilage-applied regenerative medicine.

2. Organic synthetic matrix for tissue engineering

Tissue engineering aims at using autologous cells that are harvested, amplified and associated to a
synthetic matrix in order to carry out an autologous bone or cartilage graft. This synthetic matrix should
provide with a three-dimensional environment allowing cell culture and tissue growth. Macroporous
biodegradable polymers have been used for this purpose [15]. However, uniform cell seeding and cultur-
ing within these macroporous polymers remains difficult due to limited penetration of cells and diffusion
of nutrients. Furthermore, these bulk macroporous polymers are not suitable for percutaneous surgery.

Another approach is to mix cells with a viscous aqueous solution made of a hydrophylic polymer.
This mixture of cells and polymer solution could be injected in the surgical site. By chemical modifi-
cation, the polymer is then cross-linked and harden in situ. Hydrogels are highly valuable scaffolds for
three-dimensional culture of cells due to their biomimetic nature. Indeed, hydrogels like cartilage and
bone tissues contain high amount of physiological fluids hold by macromolecular matrix. Hydrogels are
produced from natural polymers (proteins or polysaccharides) or from synthetic polymers (polylactic
acid, polyethylene oxide, polyvinyl alcohols). Hydrogels replace many functions of the native extracel-
lular matrix, organizing cells into three dimensions, providing with a mechanical integrity to the new
tissue, and allowing the diffusion of nutrients and metabolites to and from the cells. The development of
hydrogels offers new opportunities for tissue engineering but also for setting up culture systems in vitro
that recapitulate the 3D organization and the differentiated function of these tissues. The mixture of the
cells with the gel is done either prior to the implantation at various times of differentiation of cells or
at the time of surgery. One of the key features of theses hydrogels is related to the uniformity of cells
seeding within the whole material.

Physic or covalent hydrogels have been used [16—18]. Properties of hydrogels may be also adapted
to those of host tissues. For instance, mechanical strength, degradation kinetics, visco-elastic and mass
transfer (diffusion) properties as well as cellular and tissue adhesion may be adjusted to the clinical
indication. Numerous hydrogels are already used for osteo-articular tissue engineering in particular for
cartilage, but none of these materials address the demand for regenerating tissues. Many different types
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Fig. 1. Scanning electron microscopy observation of the surface of freeze dried hydrogel made of silanized hydroxypropyl
methylcellulose (Sil-HPMC). Bar = 100 uM.

of matrices have therefore been evaluated including natural polymers like hyaluronic acid [19-21], al-
ginate [22-24], collagen [25-27], fibrin glue [28] and chitosan. However, some of these matrices elicit
foreign body giant cell reaction and inflammatory responses [29] and obviously have not been applied in
human articular cartilage repair. Alternatively, in an attempt to limit the use of products from biological
origin, synthetic matrices were developed including polyglycolic acid, polylactic acid, polyvinyl alco-
hol, polyhydroxyethyl methacrylate. Most of these polymers are however known to induce inflammatory
responses due to their degradation products.

A self-setting hydrogel has recently been developed by our group. It consists of a silanized hydrox-
ypropyl methylcellulose (Si-HPMC). The chemical grafting of silicon groups on the cellulose hydrogel
backbone allows the cross-linking reaction in function of pH [30-32]. This cross-linking reaction occurs
when the pH solution decreases without any adjuvant or catalytic agent. In alkaline media, the silanol
groups are ionized and cellulose chains are not linked. With a decrease of pH, R-Si-O-Na™ groups
turned into R—Si—OH groups which are very reactive. Polycondensation occurs via R—Si—O-Si—R cova-
lent bridges forming a three-dimensional network. The parameters such as pH, swelling and quantity of
grafted silanol may be adjusted and properties of the self-setting hydrogels are controlled using oscilla-
tory rheological measurements. The quantity of water in hydrogels determines partly their mechanical
and biological properties. The challenge with hydrogels is to obtain optimal mechanical strength without
decreasing cell viability and function. Hydrogels containing high water level (>95% wt.) have usually a
compressive strength lower than 0.01 Pa.

In order to improve their mechanical strength, several groups have removed water from hydrogels by
freeze-drying making foams. As shown in Fig. 1, foams with 3-dimensional alveolar structures are pro-
duced using this method [33,34]. These foams have similar drawbacks than the macroporous polymers
namely, low cell penetration and non-injectable materials.

3. Cartilage engineering

The field of tissue engineering has offered promising strategies for the replacement of damaged carti-
lage. In 1994, autologous chondrocyte transplantation has been introduced into clinical use as a novel bi-
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Fig. 2. Light microscopy observation of osteosarcoma-derived human osteoblasts SaOS2 seeded on the surface of hydrogel
after 11 days of culture. The cells cannot spread on the surface and self organise like clusters. Original magnification x200.

ological approach [2]. Human articular chondrocytes are harvested from healthy and non-weight-bearing
areas of the joint. Chondrocytes are subsequently expanded in monolayer culture in order to achieve suf-
ficient amounts of cells to fill the defect. In a second operation, chondrocytes are placed in the defect
under a periosteal flap [2]. Despite encouraging results (lower pain), this method presents some limita-
tions and often leads to the formation of a fibrocartilaginous tissue biochemically and biomechanically
inferior to the original hyaline cartilage [35]. In the development of cartilage tissue engineering strate-
gies, implants should include reparative cells able to synthesize hyaline cartilage. Articular chondrocytes
from little load bearing regions are commonly used as a chondrocyte source. With respect to the donor
site morbidity occurring after harvesting articular cartilage, the use of alternative chondrocyte sources
has been also considered. Harvest of nasal cartilage requires less invasive surgery than harvest of articu-
lar cartilage and the resulting morbidity is significantly reduced [36]. MSC are stromal cells that support
hematopoiesis, and have the ability to give rise to many lineage such as adipocytes, osteoblasts and
chondrocytes [37]. MSC are therefore considered to be a promising alternative cell source for cartilage
engineering [38].

Many different organic synthetic matrices have been evaluated but most of these polymers are how-
ever known to induce immune and/or inflammatory response after in vivo implantation. The innovative
self-setting hydrogel scaffold Si-HPMC mentioned above is cytocompatible and permit growth of chon-
drocytes, inside its volume, in nodule forms. The chondrocytes remains phenotypically stable and able to
synthesise cartilage-like ECM [39]. Furthermore, hybrid construct associating Si-HPMC to human nasal
chondrocytes implanted subcutaneously in nude mice leads to the formation of a cartilaginous tissue in
vivo [40].

4. Bone engineering

The majority of polymers used for hydrogels are too hydrophilic and does not allow cellular adhesion
(Fig. 2). These hydrogels may be suitable for non-adherent cells (Fig. 3) but not adapted to osteoblasts
which need to adhere to develop and produce the extracellular bone matrix. Some research groups have
grafted Arg—Gly—-Asp (RGD) sequences on the macromolecule backbone in order to promote the ad-
hesion of cells [41-43]. The attachment and spreading of cells have been related to the peptide con-
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Fig. 3. Confocal microscopy observation of human nasal chondrocytes three-dimensionally cultured in Si-HPMC hydrogel for
4 weeks. Original magnification x 163.

Fig. 4. Light microscopy (A) observation of rat total bone marrow cells and scanning electron microscopy (B) observation of
Sa0S2 cells cultured into Si-HPMC hydrogel blended with BCP granules. (A) Original magnification x 100; (B) Bar = 10uM.

centration grafted onto the polymer. Cell adhesion directly influences cell growth, differentiation and
migration as well as morphogenesis, integrity and repair.

Another approach is to add a matrix to the hydrogels allowing the adhesion and growth of cells.
This matrix could be made of calcium phosphates which are bioactive and osteconductive. Combin-
ing hydrogels and calcium phosphate ceramics could lead to new scaffolds for bone tissue engineering
with a synergy between the properties of the two biomaterials. We have developed a new composite
made of biphasic calcium phosphate (BCP) particles suspended into a Si-HPMC hydrogel [44,45]. The
BCP/hydrogel composite can be seeded with cells and injected through a needle before hardening. The
hydrophilic polymeric phase makes the composite injectable and maintains inter granular spaces for
uniform cells and bone tissue growth. As shown in Fig. 4, the BCP granules allow the bone cells adhe-
sion and growth. Other granules of calcium phosphate like anorganic bone mineral (ABM) coated with
peptides like P-15 have been used to improve cell attachment and activity in the hydrogel [46].
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5. Conclusion

Different materials with specific presentations and properties may be used to mimic the extra cellular
matrix of bone or cartilage. They may be associated with cells and/or proteins or ADNc for obtaining
hybrid bone or cartilage functional autografts. Biotherapy is a new tool for regenerative medicine and
this wide field of investigation would be developed during the next decade for addressing the increasing
demand of bone and cartilage grafts.
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3.3 Les cellules

Les cellules constituent la deuxieme composante de 1’ingenierie tissulaire. A ce jour, plusieurs
sources de cellules ont été étudices. Ces différentes sources incluent des chondrocytes
d’origines diverses et des cellules chondroprogénitrices comme les cellules souches
mesenchymateuses (CSM) issues de la moelle osseuse, du périoste, du périchondre ou du tissu

adipeux.

33.1 Les Chondrocytes

Les chondrocytes sont a priori les cellules de choix pour I’ingénierie tissulaire du cartilage
articulaire. Des chondrocytes adultes possédant la capacité de former une MEC ont été isolés
a partir de différentes sources comme le cartilage articulaire, le septum nasal, les cartilages
des cotes et le cartilage auriculaire (223, 234 ). Cependant les chondrocytes auriculaires sont
1ssus d’un cartilage de type élastique, qui ne présente pas les propriétés meécaniques du
cartilage hyalin (articulation. septum nasal). Une étude a comparé la capacité des
chondrocytes, de différents sites anatomiques, a former un tissu cartilagineux in vitro et in
vivo (223). Cette étude révele que chaque type de chondrocytes forme un tissu présentant les
caractéristiques de son tissu d’origine. Ainsi un chondrocyte provenant d’un cartilage
¢lastique formera un cartilage €lastique. Dans I"optique d’une application a la réparation du
cartilage articulaire, il faudra donc préférer un prélevement de cartilage hyalin comme source
de chondrocytes. La comparaison rapportée aux chondrocytes hyalins (nasaux. costaux, et
articulaires) montrent une supériorité des chondrocytes costaux et nasaux sur les chondrocytes
articulaires en terme de quantité de cartilage formeé en sites sous-cutanés. Cependant une des
limites importantes a ['utilisation des chondrocytes, quelle que soit leur origine, est relative a
I'instabilité de leur phénotype en culture monocouche. En effet, les chondrocytes cultivés en
monocouche perdent leur phénotype. Cela se traduit par une perte de [’expression des
marqueurs du phénotype chondrocytaire que sont le collagene II et I’agrécane principalement,
mais egalement de la SZP (superficial zone protein) (95). Cette perte du phénotype
chondrocytaire s’accompagne de 1’orientation des cellules vers un phénotype fibroblastique.
L’acquisition de ce phénotype fibroblastique est caractérisée par une augmentation de
I’expression du collagene I et 1’adoption d’une forme en fuseau caractéristique des
fibroblastes (435). Ce processus de dédifférenciation est néanmoins réversible. En effet, si des
chondrocytes dédifférenciés sont replacés dans un environnement tridimensionnel, ils

réacquierent leur phénotype différencie (109, 292). Cette culture en 3D des chondrocytes
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peut étre réalisée de plusieurs facons que nous détaillerons dans la partie 3.4 (modes et

conditions de culture).

Certaines études ont utilisé des chondrocytes isolés a partir de cartilage arthrosique.
Cependant, les chondrocytes arthrosiques subissent des modifications métaboliques, telle que
le déreglement de leur balance entre 1’anabolisme et le catabolisme, qui peuvent entrainer une
altération de la réponse cellulaire (147, 427 ). Les chondrocytes arthrosiques semblent donc
inappropriés pour I'ingénierie tissulaire du cartilage. Il a cependant été suggéré que ces
chondrocytes arthrosiques sont capables de récupérer un phénotype chondrocytaire normal,
apres isolation et mise en culture tridimensionnelle in vitro (475). Ces chondrocytes
retrouvent un niveau d’expression du collagene II et une production de PG comparable aux
chondrocytes normaux. Ceci suggere que les chondrocytes arthrosiques pourraient étre une
source de chondrocytes pour I'ingénierie tissulaire du cartilage. Malgre ces données positives,
les articulations arthrosiques présentent souvent une perte, en quantité, du cartilage articulaire,

ce qui limite d’autant la quantité de tissu prélevable.

33.2  Les cellules souches mésenchymateuses

Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) sont des cellules pluripotentes, caractérisées
par leurs capacités de prolifération et de différenciation. En effet, les CSM sont capables,
d’une part d’auto renouvellement et, d’autre part, de s’orienter vers un phénotype
chondrocytaire, adipocytaire, ostéoblastique, myogénique et neurogénique (69, 403). La
deécouverte de ces cellules a ouvert la voie pour de nouvelles stratégies thérapeutiques, en

partie grace a leur facilite d‘acces.

La source de CSM la plus utilisée est la moelle osseuse, mais des CSM ont également éte
isolées a partir d’autres tissus comme les muscles (213), le tissu adipeux (160, 533), le
périoste ou le périchondre (97). Par ailleurs, la pluripotentialité des CSM isolées de la moelle
osseuse, du tissu adipeux (534), du muscle ainsi que de la membrane synoviale a éte

démontree (98).

Ces CSM pourraient etre d’un intérét majeur pour I’ingénierie tissulaire. En effet, elles
peuvent étre utiliseées comme des cellules autologues ou non. Ces cellules ne semblent en effet
pas posseéder de molécules du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe II,
responsables du rejet immunitaire. Il est maintenant bien établi que les CSM possedent des
proprietés immunomodulatrices. Les CSM sont capables d’inhiber la fonction des cellules T

matures suites a leur activation par des antigenes non specifiques. Elles sont aussi capables de

80




Généralités

diminuer la réponse des cellules T mémoires et naives. Elles peuvent également prolonger la
survie de greffe présentant une mauvaise histocompatibilité. Elles réduisent ainsi les réactions
du greffon contre I’hote (254). Les CSM pourraient donc potentiellement étre utilisées comme

source allogénique (104) de cellules pour I'ingénierie tissulaire du cartilage.

Contrairement aux chondrocytes autologues, les CSM peuvent étre facilement manipulées
pour devenir des chondrocytes (488). Cependant, la différenciation chondrogénique des CSM
en culture tridimensionnelle aboutit souvent a une hypertrophie des chondrocytes et a la
minéralisation de la MEC (359 , 398). Ils semble que les CSM, dans ces conditions de culture,
suivent une différenciation de type endochondrale entrainant une hypertrophie précoce. Cette
hypertrophie se traduit par I’expression du collagene X, de la MMP13 et de la phosphatase
alcaline ainsi que par la minéralisation de la MEC. La différenciation chondrogénique des
CSM devra donc étre controlée avant leur utilisation dans la réparation du cartilage afin de

prévenir tout risque de mineralisation du tissu néoformé (187, 398).

3.4 Modes et conditions de culture

Les prélevements de cartilage sont limités en quantité et donnent apres isolement peu de
chondrocytes. Ainsi, ’utilisation des chondrocytes en ingénierie tissulaire du cartilage
articulaire nécessite une étape de multiplication des cellules in vitro. Par ailleurs, ['utilisation
des CSM en ingénierie tissulaire nécessite dans certains cas une différenciation vers un
phénotype adapté nécessitant une étape d’orientation in vitro. Les techniques de culture
nécessaire a la multiplication ou [’orientation des cellules peuvent étre divisées en 3 types
principaux, la culture en monocouche ou 2 dimensions (2D), la culture en 3 dimensions (3D)
et la culture en conditions multifactorielles dans des bioréacteurs. Des morphogenes
regroupant des facteurs de croissance mais aussi des facteurs environnementaux comme la

tension en oxygene et des contraintes meécaniques ont également été décrits.

34.1 Culture en monocouche

La culture en monocouche est la méthode de culture de référence permettant d’amplifier les
cellules rapidement. En effet, les chondrocytes qui physiologiquement proliférent trés peu,
deviennent prolifératifs en culture monocouche (296). Cependant, ces chondrocytes, dans ces
conditions d’amplification. perdent leur pheénotype apres plusieurs passages (36). Cela se
traduit par une perte de leur capacité de synthése de PG et le changement de la synthese du

collagene de type II en synthése du collagéne de type I (36).
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La culture monocouche a haute densité est capable de ralentir la deédifférenciation. Tout
comme la culture en monocouche sous une interface constituée d’un film soit de collagene,
d’agarose ou de méthacrylate. Cependant, ces techniques ne font que ralentir la
dediftérenciation des chondrocytes (32). Par ailleurs, ces systemes de culture en monocouche
ne semblent pas favorables a 1’amplification et a la différenciation des CSM vers un
phénotype chondrocytaire. En effet, la différenciation chondrogénique des CSM nécessite

entre autre de cultiver les cellules dans un environnement tridimensionnel.

3.42  Culture en 3 dimensions

Les chondrocytes lorsqu’ils sont cultivés en 3D conservent leur phénotype différencie (232,
414 ). De plus, des chondrocytes dédifférenciés par une culture en monocouche, récuperent
leur phénotype lorsqu’ils sont placés en culture tridimensionnelle (36, 43 ). Les mécanismes
moléculaires régissant ces phénomenes de dédifférenciation et redifférenciation sont encore
aujourd’hui mal connus. Il semble cependant que les molécules impliquées dans 1’adhésion et
les communications cellules-matrice, comme les intégrines, participent a ces phénomenes. En
effet, les intégrines a3B1 et o.5B1 meédiant les interactions avec la fibronectine sont exprimées
par les chondrocytes articulaires normaux, alors que les intégrines a.1B1 et a21, médiant les
interactions avec le collagene de type VI sont caractéristiques des chondrocytes dédifférencies

(405).

Plusieurs techniques de culture ont été développées, la culture d’organe, par exemple, ou des
morceaux de cartilage sont mis en culture. Cependant, sous cette forme, les cellules ne
peuvent pas étre amplifiées ni manipulées. La culture en suspension place les cellules dans un
environnement tridimensionnel, mais ce systeme de culture ne reflete pas la situation des
chondrocytes in vivo qui sont isolés et entourés d’une abondante matrice. Les systémes de
culture en 3D au sein de biomatériaux poreux ou matrices de polymere représentent des
systemes de culture plus proche de la physiologie (13, 502 ). L’utilisation de polymeres
(alginate, agarose (216) ou PGA (305)) pour la culture 3D des chondrocytes a donc été

largement decrite.

343 Les bioréacteurs

Les bioréacteurs constituent des systemes de culture mécaniquement actifs et controlables
pouvant étre utilisés pour étudier et potentiellement améliorer la structure, I'intégrité et les
proprieteés des tissus geénérés (145). Les parametres physicochimiques spécifiques peuvent,

grace aux biore€acteurs, étre maintenus a des niveaux definis de fagon reproductible (361). Le
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bioréacteur 1deal doit apporter au tissu une stimulation mécanique proche des conditions in
vivo. Ceci s’effectue grace a des charges mécaniques ou hydrodynamiques ameéliorant la
chondrogenese, la synthese de la MEC, et offrant une oxygénation et nutrition du tissu
meilleures que celles observées en culture statique (64, 78 ). En ce qui concerne la production
de tissu in vitro, les bioréacteurs peuvent augmenter la taille du tissu néoforme et sa cellulariteé
(503). Ces systemes de culture augmentent 1’agrégation des chondrocytes, la formation de la
MEC et 1’établissement rapide des interactions cellules-cellules (64). Différents bioréacteurs
sont capables de fournir différents environnements dynamiques conduisant a une variéteé de
proprietés des tissus formés. Les cultures de cartilage en bioréacteurs ont été développées
pour produire des composés hybrides cellules-biomatériaux préts a etre transposés dans
I’environnement dynamique in vivo. De plus, les bioréacteurs offrent un systeme de culture
permettant d’¢tudier la biologie tissulaire sous des conditions controlées pouvant eétre

physiologiques ou pathologiques (278).

344  Les morphogénes

3.44.1 Les facteurs de croissance

Les facteurs de croissance sont ufilisés pour maintenir le phénotype chondrocytaire ou
différencier les CSM vers un phénotype chondrocytaire. Il a ét€¢ montré qu’un certain nombre
de facteurs de croissance sont impliqués dans la maturation des chondrocytes et la formation
du cartilage (99). Ces facteurs incluent de fagon non exhaustive les TGF-$. les BMP, les

CDMP (cartilage derived morphogenetic protein), les FGF et I'IGF-1.

Les TGF-B1. -2 et -3 sont des peptides multifonctionnels détectés dans beaucoup de tissus de
I'organisme. L’expression du TGF-Bl est restreinte a la zone proliférative et
prehypertrophique du cartilage. Le TGF-B2 est exprimé dans tout le cartilage de la plaque de
croissance, mais plus fortement dans la zone hypertrophique et la zone minéralisée (209). Le
TGF-B3 est plus fortement exprimé dans la zone hypertrophique et la zone minéralisée. Le
TGF-B1 induit la chondrogenese d’une lignée cellulaire de CSM, les C3HI0T1/2. Cela se
traduit par une augmentation du niveau d’expression du gene Col2al (102). Le TGF-B1 mduit
la différenciation précoce d’une lignée de cellules préchondrogéniques. Les productions
d’agrécane et de collagene II sont augmentées, mais le TGF-Bl semble inhiber la
différenciation terminale des chondrocytes (186). L’ajout de TGF-Bl1 au cours de la

différenciation chondrogénique des CSM entraine 100% de différenciation par comparaison

[o0]
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aux 25% obtenus avec les cellules non traitées par le TGF-B1 (233). De plus, le TGF-B1 a été
montré augmenter [’expression du collagéne II dans des CSM isolées de moelle osseuse de

cheval (517).

Les BMP favorisent plusieurs étapes de la chondrogenese (525). Les BMP stimulent
I’expression des genes Sox in vitro et in vivo (191). Une augmentation des protéines Sox a
aussi eté observée dans le cartilage in vivo apres implantation de BMP-2 (83). Cependant,
I’ajout de BMP augmente 1’expression des marqueurs specifiques de I’hypertrophie, comme
le collagene X. Le traitement de chondrocytes isolés de périoste de rat, cultivés en agrégats,
par la BMP-2 a également conduit a I"hypertrophie des chondrocytes. En revanche, si le TGF-
B1 est associé au traitement par la BMP-2, cela entraine la formation d’une MEC abondante
(187) et une inhibition de I’hypertrophie. La BMP-7 (OP-1) semble étre la plus efficace pour
stimuler la synthese de matrice et supprimer I'infiltration fibroblastique, ce qui prévient la

destruction du tissu implanté (238).

D’autres membres de la superfamille du TGF-B. les CDMP-1,-2 et -3 (cartilage derived
morphogenetic protein) aussi appelés GDF-5, -6 et -7 (growth differentiation factors) sont
mpliqués dans la chondrogenese. GDF-5 est exprimé au stade des condensations
precartilagineuses et au cours de la formation des articulations (386). Le GDFS, a faibles ou
fortes doses, associé au TGF-B1 améliore la différenciation des CSM en chondrocytes (28).
De plus, en présence de TGF-p3, les CSM de lapin transfectées par le GDF5 améliorent la
réparation de défauts cartilagineux articulaires chez le lapin (239). Le GDEF5 semble stimuler

la production d’agrécane et de GAG in vitro et in vivo (210).

Le bFGF (basic fibroblast growth factor) est un agent mitogene qui stimule la prolifération
des chondrocytes (278). Le bFGF favorise la confluence de chondrocytes de lapins et la
synthese d'une MEC cartilagineuse in vitro. Il pourrait €également avoir un effet inhibiteur sur

la différenciation terminale des chondrocytes et sur I’ossification (240).

Les FGF-2, -4 et -9 stimulent fortement la prolifération des chondrocytes, les FGF-6 et -8
stimulent également la prolifération, mais moins fortement (407). De plus, FGF-2 favorise la
prolifération de chondrocytes humains et empeche la dédifférenciation des chondrocytes en
culture monocouche. Par ailleurs, des chondrocytes sur exprimant FGF-2 et implantés dans un
défaut de cartilage articulaire en améliore la réparation via une stimulation de la

chondrogenese (241).
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L’IGF-1 appartient a la famille des IGF (insulin-like growth factor), qui sont des peptides
hormonaux, comme la relaxine et 1’insuline (303). L’expression d’IGF-1 a une influence
positive sur le développement du cartilage et sur le cartilage mature (278). L’IGF-1 induit la
différenciation chondrocytaire des CSM et leur prolifération (376). L'IGF-1 participe a
I’anabolisme de la MEC en augmentant la synthese de PG et de collagene II in vivo et in vitro

(303).

3442 La tension en oxveéne

Le cartilage articulaire étant non vascularisé, il se trouve physiologiquement en condition
hypoxique. Ses apports en oxygene sont limités et se font soit par le liquide synovial en
surface, soit par les vaisseaux sanguins de 1’os sous-chondral. La tension en oxygene dans la
zone profonde du cartilage articulaire a été estimeée entre 1 et 6% (199). L’hypoxie a été
montrée capable de stimuler la redifférenciation de chondrocytes nasaux dédifférenciés (109,
293). De plus, I'hypoxie participe a la survie des chondrocytes in vivo via une voie de
signalisation activant le facteur de transcription HIF-1o (Hypoxia Inducible Factor 1 o) (431).
En revanche, en ce qui concerne la différenciation chondrocytaire des CSM, 1l semble que
I’effet de I’hypoxie varie en fonction de la teneur en oxygene. En effet, une tension en
oxygene de 2% a ¢té¢ montrée diminuer la différenciation chondrocytaire de CSM par
comparaison aux CSM cultivées en normoxie (294). Cependant, une tension en oxygene de
5% a été montrée stimuler la différenciation chondrocytaire de CSM (37). Il semble que
I’hypoxie puisse, de plus, inhiber I’expression du collagéne X, un marqueur des chondrocytes
hypertrophiques (79, 80). Ceci suggere que 1’hypoxie pourrait étre un facteur important pour
le controle de I'hypertrophie et de la minéralisation induite par les chondrocytes (199). Dans
I’optique d’utiliser les chondrocytes ou les CSM comme source de cellules pour la réparation
du cartilage articulaire, ces données font de I’hypoxie un facteur qui mérite d’etre considéré

avec 1ntérét.

3443 Les contraintes mécaniques

La charge physiologique qui s’exerce sur ’articulation est essentielle au développement et au
maintien du cartilage articulaire normal. Au cours du développement, les mouvements et les
contraintes meécaniques jouent un role critique dans la différenciation des cellules souches

embryonnaires en chondrocytes conduisant a la formation des surfaces articulaires (21).

Etant donné I'importance des contraintes mécaniques dans le développement et le maintien du

cartilage articulaire sain, il n’est pas surprenant que les stimuli mécaniques aient un impact
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sur le comportement in vivo des chondrocytes et du cartilage geéneré in virro (313). Une
augmentation de la synthese du collagene de type II. des protéoglycanes et autres protéines
matricielles a été obtenue suite au pré conditionnement mécanique d’implants de cartilage
313). Par ailleurs, les propriétés mécaniques des implants ont également augmenté suite a
leur pré conditionnement (181). La stimulation mécanique a 1’aide de bioréacteurs adaptés

(275) pourrait etre un moyen d’ameliorer les propriétés des tissus generes in vitro (304, 372).

3.5  La thérapie génique

Alors que la plupart des recherches s’orientent vers le développement de systemes a libération
controlée capables de libérer des facteurs de croissance, la thérapie geénique cherche a
convertir les cellules en réacteurs biologiques capables de produire des protéines ou facteurs
de croissance d’intérét (429). Les approches d’ingénierie tissulaire offrent I’opportunité de
combiner plusieurs stratégies de thérapie génique et de créer ainsi un systeme cohesif capable
de cibler la dégénérescence et la synthese d’un neotissu de facon concomitante. Dans le
contexte de I'ingénierie tissulaire du cartilage, ce type de thérapie vise a forcer I'expression
d'un ou plusieurs génes dans les cellules du patient pour améliorer les processus de

régenération (158).

Les génes de la superfamille du TGF-B, qui incluent les TGF-B1, TGF-B2 et TGF-B3 sont

régulierement utilisés pour la formation du cartilage articulaire.

Au sein de la superfamille des TGF, les BMP-2 et BMP-7 ont souvent ¢té utilisées en thérapie
génique du cartilage (105, 393). Des CSM du périoste transfectées par la BMP-7, placées dans
de I"acide poly glycolique et transplantées dans des défauts chondraux ont permis de former

plus de cartilage hyalin que les cellules non transfectees (172).

L’IGF-1, de par sa capacité a induire la synthese de protéoglycane et de collagene, représente
un gene d’intérét pour la thérapie génique du cartilage articulaire. Les premiers résultats in
vitro ont permis aux cellules transfectées (chondrocytes de chevaux, CSM et synoviocytes) de
maintenir un niveau thérapeutique d’IGF-1 en culture monocouche (367). Cependant, les
¢tudes in vivo montrent des résultats différents en fonction du vecteur utilisé, non viral ou
adénoviral (429). La transfection d’IGF-1 dans des chondrocytes articulaires de lapin, montre
un maintien de la morphologie des chondrocytes in vitro et la formation au bout de 8

semaines in vivo, d'un cartilage de type hyalin (289).
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Des CSM surexprimant Shh ont amélioré la réparation cartilagineuse de deéfauts
ostéochondraux par comparaison a la réparation obtenue avec la BMP-2. De plus, le tissu

répare présente une bonne intégration avec le tissu environnant (172).

D’autres agents anaboliques prometteurs comme les protéines Sox-9, Sox-5 et Sox-6, le FGF-
3 et les molécules de signalisations SMADs sont des cibles potentielles pour la thérapie
génique. De nombreuses pistes sont actuellement en cours de développement. Cependant,
I'utilisation de la thérapie génique pour forcer I’expression de certains facteurs de croissance

nécessitera de mieux connaitre et controler I’activité de ces facteurs de croissance.
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L’HPMC-SI : UNE MATRICE EXTRACELLULAIRE
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1 PROBLEMATIQUE

Le cartilage articulaire est un tissu conjonctif composé dun seul type cellulaire, le
chondrocyte, enchassé dans une abondante matrice. Le cartilage articulaire n’est pas
vascularise, et les cellules qui le composent sont peu prolifératives. Ces deux caractéristiques
limitent ses capacités de réparation spontanée. Les 1ésions cartilagineuses articulaires sont par
conse¢quent irréversibles et peuvent dégeénérer vers des lésions de type arthrosique (56). Dans
ce contexte, la thérapie cellulaire appliqueée au cartilage articulaire est considérée comme un

outil potentiel pour la réparation des lésions cartilagineuses.

Au siecle dernier, une meéthode de transplantation de chondrocytes autologues (ACI) a été
développée pour traiter les Iésions traumatiques du cartilage articulaire (53). Cette technique,
pionniere, est limitée par Iamplification des chondrocytes en culture monocouche et par
I'utilisation d’un lambeau périosté pour maintenir les cellules sur le siege de la lésion. En
effet, le processus de dédifférenciation des chondrocytes lors de leur amplification en culture
monocouche est bien décrit (55). Ce processus se traduit par une modification morphologique
des chondrocytes, qui prennent une allure fibroblastique (163). Ce processus s’accompagne
d’un changement dans la nature des protéines exprimees passant de 1’expression des
collageénes de type II, IX, XTI et de I"agrécane a 1’expression des collagenes de type I, [ll et V
normalement exprimes par les fibroblastes (435). Cette perte du phénotype chondrocytaire
peut etre évitée en cultivant les chondrocytes au sein de matrices tridimensionnelles. Plusieurs
matrices naturelles (acide hyaluronique (396). alginate (43), collagene (72)) et synthétiques
(acide poly lactique (341, 523), acide poly glycolique (250)) ont été évaluées. Cependant,
plusieurs de ces polymeres induisent des réponses immunitaires, en partie a cause de leurs

produits de dégradation (217).

Le substitut osseux injectable (IBS2) développé au laboratoire, est constitué d’une association
de phosphates de calcium avec un polymeére auto réticulant (490). Ce polymere est une
hydroxypropyl meéthylcellulose silanisée (HPMC-S1), quu présente I’avantage d’étre un liquide
visqueux, capable, par addition d’un tampon spécifique, d’auto réticulation, c'est-a-dire
d’établir des liaisons covalentes entre les différentes chaines macromoléculaires (45, 46).
Dans ce contexte, notre objectif fut d’utiliser ce polymere injectable, capable de réticuler in

situ, comme matrice pour la culture tridimensionnelle des chondrocytes.

Préalablement aux tests in vitro et in vivo. nous nous sommes tout d’abord intéressés aux

propriétés physico-chimiques de ce polymere. Parmi ses propriétés physico-chimiques, ses
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proprietés rheéologiques ont principalement attiré notre attention, car elles conditionnent de
facon importante 1’utilisation potentielle de cet hydrogel en ingénierie tissulaire. La
caractérisation des structures en réseau des liquides visqueux ou hydrogels peut étre réalisée
de facon quantitative par des mesures rhéologiques oscillatoires, ou la contrainte et les
fréquences appliquées sont définies. Cette technique permet de déterminer les propriétés de
viscosité et d’élasticité séparément. Le but de cette étude rhéologique (article 3) a donc été de
mesurer les propriétés visco-¢lastiques de I’hydrogel HPMC-S1 par la détermination de son
point de gel (transition entre un état de liquide et solide) en fonction du temps. La mesure de
ces proprietés rhéologiques nous a ensuite permis de déterminer les parametres les
influencant. Ces données permettront de définir et d’adapter les propriétés visco-€lastiques du

polymere d’HPMC-S1 pour sa future application a I'ingénierie tissulaire du cartilage.

Les caractéristiques de I’hydrogel, mesurées lors de 1’étude précédente, nous ont suggére qu’il
pourrait étre utilisé comme matrice pour 1’ingénierie tissulaire. Dans une seconde étude
(article 4) nous avons donc vérifié si cet hydrogel pouvait étre appliqué a I'ingénierie
tissulaire spécifique du cartilage. Notre objectif fut donc de vérifier la biocompatibilité de
notre hydrogel d’HPMC-S1 vis-a-vis de chondrocytes d’origines différentes (chondrocytes
articulaires de lapins et lignée de chondrocytes humains) et de déterminer la capaciteé de cet

hydrogel a maintenir le phénotype des chondrocytes en culture tridimensionnelle.

L’objectif de ces deux études était donc de déterminer si I’hydrogel d”HPMC-S1 possédait les
proprietés physiques et biologiques nécessaires a son utilisation comme matrice
extracellulaire artificielle pour la culture tridimensionnelle de chondrocytes dans le cadre de

I’ingénierie tissulaire du cartilage.
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2 UN  HYDROGEL AUTO-RETICULANT COMDME MATRICE EXTRACELLULAIRE

SYNTHETIQUE POUR L’INGENIERIE TISSULAIRE. ARTICLE 3

Résumé

Un hydrogel auto réticulant a base d’hydroxypropyl methylcellulose silanisée (HPMC-Si) a
¢té développé récemment au laboratoire. L utilisation des hydrogels comme biomatériaux ou
matrice tridimensionnelle pour I'ingénierie tissulaire nous a conduit a déterminer les
propriéteés visco-¢lastiques et le point de transition entre le liquide visqueux et le réseau de
polymere réticulé de I’hydrogel. Ces caractéristiques peuvent étre mesurées par une €tude
rhéologique en mode oscillatoire. Cette étude montre que certains parametres comme le pH, le
taux de gonflement et la quantité de silane greffé peuvent étre controlés et ajustés. Cet
hydrogel peut donc étre modifié pour apporter un environnement tridimensionnel adapté aux
fonctions cellulaires, et pourrait étre utilisé comme matrice pour I'ingénierie tissulaire ou

comme biomatériau injectable pour la réparation osseuse.
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Article 3

A new-self-setting hydrogel as an extracellular matrix for tissue

engineering

P. Weiss, C. Vinatier, J. Guicheux, G. Grimandi, G. Daculsi.

Key engineering materials (2004), 254-256:1107-1110
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Abstract. The use of hydrogel for biomaterials or as 3D synthetic matrix for tissue engineering
lead to determine the viscoelastic properties of the hydrogels and the moment when the viscous
liquid is transformed in a reticulated polymer network. This can be performed by oscillatory
rheological study. We developed a new self-reticulating polymer wich is silated hydroxyl
propylmethylcellulose (Si-HPMC). This study shows that the parameters (pH, swelling, amount
of silane grafting) can be controlled and adjusted using oscillatory rheological measurements.
The polymer network can be adapted to provide the best environment for specific cell functions
and use it as a scaffold for tissue engineering and as injectable biomaterial for bone repair.

Introduction

The "injectable ceramic suspension" IBS (Injectable Bone Substitute) [1, 2] developed in our
laboratory is a composite of calcium phosphate granules with a polymer carrier. The
polymeric phase consists of an aqueous solution of hemi-synthetic cellulose derivatives, while
the calcium phosphate granules consist of biphasic calcium phosphate (BCP), which is a
mixture of hydroxyapatite and B tricalcium phosphate. This IBS product is now ready for
industrial development (MBCP Gel™, Biomatlante, Vigneux de Bretagne, France) and human
applications. Human pilot clinical trials are now in progress in orthopedics and odontology for
bone defect filling in non-loading conditions and bone filling of dental extraction sites.

The current IBS product is a non hardening material limiting its application to well defined
cavity to prevent the diffusion of the IBS over the surgical site. To improve the properties of
IBS and expand its applications, we developed a new injectable bone substitute, IBS2 [3-6],
based on a self-reticulating polymer. This new polymer opens new prospectives in the field of
osteoarticular engineering or others. Indeed, it seems commonly accepted today, that
polymeric hydrogels are potential scaffolds for three-dimensional culture of cells and/or to
make composite formulations for biomaterials. This polymer is silated hydroxyl
propylmethylcellulose (Si-HPMC) with an organo-silane. After synthesis the silanised
polymer is insoluble in water. The dissolution occurs in a sodium hydroxide solution with a
pH of 13. The principle guiding the choice of this polymer for this first study, is its absorbent
and viscous liquid character even in the presence of BCP granules and before its injection. In
the surgical site, in contact with the biological liquids plugs, and/or with the addition of a
specific buffer, a chemical reaction without additive and any system of catalysis allows
bridging, by self-setting, between the various macromolecular chains involved (Figure 1). The
starting reaction is related to pH modification. This process is pH-dependent, leads to the
formation of a more or less dense gel, according to the conditions of polymer synthesis.

All rights reserved. No part of contents of this paper may be reproduced or transmitted in any form or by any means without the
written permission of the publisher: Trans Tech Publications Ltd, Switzerland, www.ttp.net. (ID: 193.52.115.162-19/09/06,08:45:56)
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Fig. 1: Representation of dissolution and

owe o e ?eticulation process of the self-setting polymer

Cdl—R—S " ONe -|-. Na OH ‘ cal—R—a(Oc_rNrg 1n water.

Silanised Polymer Dissolution of  Saltz of silanised cellulose

R s The synthesis of silanized cellulosic ethers was
:’;uﬂ‘fr carried out while grafting in heterogeneous
R O_i”_R_w = medium of the organosilanes on the polymeric
& CONDENSATION o chain of  hydroxypropylmethylcellulose
oa;_a_lg_m <gmm T RSEY 1 (HPMO). In basic medium (figl), the grafted
-nH,0 silanes are ionized and the chains are disjoined,

then when the pH decreases the number of protons increases and R-Si-O becomes R-Si-OH
very reactive. Covalent bridges with hydroxyls of the cycles of cellulose ethers or the
substituents will be created thus forming a three-dimensional network (Figure 2).

Fig. 2 : Network diagram of the silanised polymer in
water with inter-macromolecular and intra-molecular
(o) links.

To characterize the network structures, rheological
measurements offer a quantitative characterization
of the viscoelastic properties of a substance under
defined conditions, using the three different types
of rheological stresses, i.e. shear flow, elongational
flow and oscillatory measurements [8, 9]. The
method of choice for characterizing cross-linked
structures is dynamic measurements. Here the substance is subjected to a sine oscillation with
a defined deformation y or stress 1, and frequency . If the substance shows a viscoelastic
behavior, a phase shift & occurs. If this deformation is sufficiently small, a non-destructive
characterization of the substance is possible. By determining the storage and the loss modulus
(G’, G”’) from the oscillatory measurements, the viscous and the elastic properties can be
determined separately, and network parameters can be calculated.

Using the phase shift 6 and the ratio of the maximum shear stress 1y to the maximum
amplitude of deformation Yo, one can calculate a complex oscillatory modulus G*:

+——— Silane graft

- .

ok 0 I} P rm

B =8 =z +I-a
w

S0

The stored elastic deformation energy is expressed by the real component (storage modulus
G’) and the viscous dissipated energy is expressed by the imaginary component (loss modulus
G”’). The quotient of the loss modulus G’ and the storage modulus G’ gives the proportion of
the dissipated energy to the stored energy. It is called the loss factor tand.

The aim of this study was to analyse the viscoelastic properties of this hydrogel by dynamic
measurements and to determine the moment when the viscous liquid becomes a solid
hydrogel and the parameters that change these properties.

Materials and methods
The silated HPMC (si-HPMC) produced was dissolved in NaOH solution at pH equal to 12.8
and with a concentration of 3% (w/w).
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The pH of the viscous polymer solution was decreased to around 12.4 before steam
sterilization.

HEPES bufter solution, in variable concentrations, was mixed with the polymer solution to
obtain a final pH ranging from 7 to 10 and a final polymer concentration between 1 to 2.5%.
Dynamic rheological measurements were then made on a Haake Rheometer (Rheostress 300)
using a coni-cylindrical geometry with a diameter of 60 mm and a cone angle of 1°. We used
multiwaves procedure with 3 frequencies, 1Hz, 3.2Hz et 10Hz and the imposed stress was
1Pa. The temperature was controlled by an external thermal bath and maintained at 37°. The
experiment time was 14 days. To prevent evaporation, oil of paraffin fluid was floated over
the exposed sample. The paraffin fluid and sample were immiscible, and there was no
anticipated effect on the sample chemistry; no changes in rheological behavior were observed
as a result of this treatment.

Oscillation tests measuring parameters G’ and G” were performed to study the self setting
process, gel point and network parameters.

Results

The gel point (Arrow 1, Figure 3) and the maximum value of conservative modulus G’
(Arrow 2, Figure 3) in dynamic rheological measurements show, for this Si-HPMC behaviour,
that the viscous liquid becomes a solid hydrogel after 33 minutes and the reticulation was
finished after 244 hours with a maximum G’ storage modulus at 310 Pa.

Fig. 3: Si-HPMC
rheometric  diagram  of
1000- 10000000 00 E4M (Colorcon-Kent-

England) silanized with
14,24 % of 3-
glycidoxypropyltrimethox

100000000

10000000

100 10000 00 ysilane (GPTMS) graft

E oo (0.78 % of Silicium / Dry
5 = polymer). Polymer was in
£ L 3% NaOH water solution
ST 1000 (w/w).  Hepes  buffer
. solution volume added

was equal of polymer
_ solution volume (1.5 % of
f6 i TRoTodoo T6ooa0 Toabad " 1abocons dry polymer in the final
t[s] solution). The pH of this

mixture was 7.4

The results also demonstrated that pH catalyses the polycondensation reaction, confirming
results reported by Bourges et al. [6] using another method. If pH is near 12, the gel point is
about 5 minutes and if pH is near 7, the gel point is about 60minutes.

The maximum value of conservative modulus G’ (arrow 2, Figure 3) is linked with the degree
of swelling (concentration of dry polymer in the final solution) and/or the quantity of silanol
grafted on the polymer. This value is directly linked to the network and the cross-link density.

Discussion

This preliminary oscillatory rheological study confirms that this silanised hydrophilic polymer
allows hardening and becomes an hydrogel in up to 60 minutes with a total reaction times of
more than 10 days. This polymer provides a network between the macromolecular
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polysaccharides when pH solution decreases without any adjuvant or catalytic agent. In
alkaline medium, the silane functions are ionized and chains are disconnected causing the pH
to decrease. As the number of protons increases R-Si-O” Na' becomes R-Si-OH, which is very
reactive. Polycondensation occurs and covalent bridges will be created thus forming a three-
dimensional network. The parameters (pH, swelling, amount of silane grafting) can be
controlled and adjusted using oscillatory rheological measurements. Those properties allow
the formation of efficient scaffold for tissue engineering. The polymer network can be
adapted to provide the best environment for specific cell functions. For example, osteo-
sarcomas (SAOS2 cell line) grow like a nodule in the hydrogel (figure 4) whereas osteoblasts
(PAL+ cells, results not shown) from total rat bone marrow grow only on the surface of BCP
granules (figure 5). Other preliminary studies with bone cells show the biocompatibility of
this hydrogel and the different behavior of the different cell lines used.

Fig. 4: SaoS2 cells after 24 days of ] Fig. 5: Marrow cells after 14 days of culture
Culture in hydrogel and BCP granules.

Conclusion
These results highlight the potential of this hydrogel as a scaffold for tissue engineering and
as injectable biomaterials for bone repair.
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Matrice extracellulaire artificielle

3 UN HYDROGEL D’HYDROXYPROPYL METHYLCELLULOSE SILANISEE POUR LA CULTURE

TRIDIMENSIONNELLE DE CHONDROCYTES. ARTICLE 4

Résume :

Le cartilage articulaire possede des capacités de réparation intrinseques limitées. Afin de
stimuler la réparation du cartilage, I’amplification et le transfert de chondrocytes autologues
par des biomatériaux ont €té¢ proposes. Nous avons développé un hydrogel auto réticulant
compose de chaines d’hydroxypropyl méthylcellulose greffées par des groupements silanols
(HPMC-Si1). L’objectif de ce travail est d’évaluer d’une part la cytocompatibilité de cet
hydrogel et d’autre part sa capacité a maintenir le phénotype spécifique des chondrocytes. Des
chondrocytes primaires isolés de cartilage articulaire de lapin et deux lignées de chondrocytes
humains (SW1353 et C28/12) ont été cultivés dans I'hydrogel. Un test de viabilité a base de
sels de méthyle tétrazolium (MTS) ainsi que le dénombrement des cellules indiquent que
I’hydrogel de HPMC-S1 n’affecte ni la viabilité n1 la prolifération cellulaire. L’observation
des chondrocytes articulaires de lapin et des cellules de la lignée C28/12 doublement marques
par du cell tracker green et de I'éthidium homodimere-1 montre que les chondrocytes
proliferent dans 1’hydrogel d"HPMC-Si1. L analyse phénotypique par RT-PCR et la coloration
au bleu Alcian indiquent que les chondrocytes cultivés en trois dimensions dans 1’hydrogel
HPMC-S1 expriment les transcrits codants pour le collagene de type II et [’agrécane et
produisent des glycosaminoglycanes sulfatés. Ces résultats montrent que 1’hydrogel HPMC-Si
permet la croissance de chondrocytes différenciés. Cet hydrogel d’HPMC-Si1 apparait donc
comme un support potentiel pour la culture tridimensionnelle et le transfert de chondrocytes

dans I’ingénierie tissulaire du cartilage.

\O
(5]
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Abstract

Articular cartilage has limited intrinsic repair capacity. In order to promote cartilage repair, the amplification and transfer of
autologous chondrocytes using three-dimensional scaffolds have been proposed. We have developed an injectable and self-setting
hydrogel consisting of hydroxypropyl methylcellulose grafted with silanol groups (Si-HPMC). The aim of the present work is to
assess both the in vitro cytocompatibility of this hydrogel and its ability to maintain a chondrocyte-specific phenotype. Primary
chondrocytes isolated from rabbit articular cartilage (RAC) and two human chondrocytic cell lines (SW1353 and C28/12) were
cultured into the hydrogel. Methyl tetrazolium salt (MTS) assay and cell counting indicated that Si-HPMC hydrogel did not affect
respectively chondrocyte viability and proliferation. Fluorescent microscopic observations of RAC and C28/12 chondrocytes
double-labeled with cell tracker green and ethidium homodimer-1 revealed that chondrocytes proliferated within Si-HPMC.
Phenotypic analysis (RT-PCR and Alcian blue staining) indicates that chondrocytes, when three-dimensionnally cultured within Si-
HPMUC, expressed transcripts encoding type II collagen and aggrecan and produced sulfated glycosaminoglycans. These results
show that Si-HPMC allows the growth of differentiated chondrocytes. Si-HPMC therefore appears as a potential scaffold for three-
dimensional amplification and transfer of chondrocytes in cartilage tissue engineering.
© 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Keywords: Articular cartilage; Hydrogel; Chondrocytes; Tissue engineering; Biocompatibility

1. Introduction

Articular cartilage is a connective tissue composed of
a unique cell type, the chondrocyte, embedded within a
dense extracellular matrix [1]. This matrix consists of
tissue-specific macromolecules including type II, IX and
XI collagens and the large aggregating proteoglycan
namely aggrecan [2,3]. The collagen architecture con-
tributes to the tensile strength and stiffness of cartilage

*Corresponding author. Tel.: +33(0)240412919;
fax: +33(0)240083712.
E-mail address: jerome.guicheux@nantes.inserm.fr (J. Guicheux).

0142-9612/$ - see front matter © 2005 Elsevier Ltd. All rights reserved.
doi:10.1016/j.biomaterials.2005.04.057

[4] while proteoglycans provide resistance to compres-
sion. Articular chondrocytes play a major role in
maintaining the integrity of the cartilage through the
control of anabolic and catabolic activities. Cartilage
tissue exhibits very poor capacity for self-repair, there-
fore cartilage injuries are maintained for years and may
eventually lead to degenerative arthropathies [5]. In this
context, cell-based therapy is considered as a potential
tool for the development of tissue engineering applied to
cartilage repair.

Along the past 10 year, several bioengineering
strategies have been reported. Brittberg et al. [6]
have proposed a pioneering method based on the
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transplantation of autologous chondrocytes for the
surgical treatment of full-thickness cartilage defects.
This method, however, presents some limitations mainly
related to the monolayer culture conditions of chon-
drocytes, and to the need of a periosteal flap to retain
transplanted cells in the defect. Indeed, it is today clearly
acknowledged that chondrocytes in two-dimensional
culture undergo a gradual dedifferentiation [7], char-
acterized by a change in their spherical shape into a
fibroblastic appearance [8] and a switch of the expres-
sion of cartilage-specific collagens namely type II, IX
and XI and of aggrecan towards collagen type I, III
and V that are normally expressed by fibroblasts [9].
This loss of a cartilage-specific phenotype can be
prevented by culturing chondrocytes at high density or
in a three-dimensional matrix. Many different types of
matrices have ,therefore, been evaluated including
natural polymers such as hyaluronic acid [10-12],
alginate [13-15], collagen [16,17], fibrin glue [18] and
chitosan. However some of these matrices elicit giant
cell reaction and inflammatory responses [19]. So they
have not been applied in human articular cartilage
repair. Alternatively, in an attempt to limit the use
of products from biological origin, synthetic matrices
were developed including polyglycolic acid, poly-
lactic acid polyvinyl alcohol and polyhydroxy-ethyl-
methacrylate [20]. Most of these polymers are however
known to induce immune and/or inflammatory re-
sponses likely related to the release of polymer degra-
dation products [19].

In the light of the above-mentioned data, we aimed at
developing a polymer that can be injected along with
cells and then cross-linked in situ to form a three-
dimensional matrix for chondrocyte survival, prolifera-
tion and activity. In this attempt, we have recently
synthesized a self-setting hydrogel consisting of a silated
hydroxypropyl methylcellulose (Si-HPMC) [21,22].

The aim of the present work is to assess the
cytocompatibility of this hydrogel with respect to
various chondrocyte models (human cell lines and
rabbit primary cells) and its ability to maintain a
chondrocyte-like phenotype.

2. Materials and methods
2.1. Materials

Hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) E4M® was pur-
chased from Colorcon-Dow chemical (Bougival, France). 3-
glycidoxypropyltrimethoxysilane (GPTMS) was obtained
from Acros (Geel, Belgium). Cell culture plasticwares were
purchased from Corning (VWR, Fontenay-sous-Bois, France).
Hyaluronidase, actinomycin-D, trypsin/EDTA, type II col-
lagenase (290 units/mg), HEPES, and isopropanol were
purchased from Sigma-Aldrich (St-Louis, USA). Hank’s

Balanced sodium salt (HBSS), DMEM (4.5 g/l glucose), Ham’s
F-12, penicillin/streptomycin, L-glutamine, Trizol®, DNase I
and Taq DNA Polymerase were obtained from Invitrogen
corporation (Paisley, UK). Cell titer 96® AQueous Non
Radioactive Cell proliferation assay (Methyl tetrazolium salt
(MTS)), Avian Myeloblastosis Virus-Reverse Transcriptase
(AMV-RT), random hexamer and recombinant ribonuclease
inhibitor were provided by Promega corporation (Madison,
WI, USA). Fetal calf serum (FCS) was from Dominique
Dutscher (Brumath, France). Cell tracker green (CTG) and
ethidium homodimer-1 (EthD-1) were obtained from Mole-
cular probes (Leiden, The Netherlands). All other chemicals
were from standard laboratory suppliers and were of the
highest purity available.

2.2. Synthesis of Si-HPMC hydrogel

As previously described [22], the synthesis of Si-HPMC was
performed by grafting 14.24% of 3-GPTMS on E4M® in
heterogeneous medium. Si-HPMC powder (3% w/v) was
solubilized in 0.2M NaOH under constant stirring for 48 h.
The solution was then sterilized by steam (121 °C, 30 min). To
allow the formation of a reticulated hydrogel, the solution was
finally mixed with 0.5 volume of a 0.26 m HEPES buffer and
10% (v/v) of culture medium (DMEM or DMEM/Ham’sF-12,
supplemented with 10% FCS, 1% penicillin/streptomycin and
1% vL-glutamine). Dynamic rheological measurements were
performed on a Haake Rheometer (Rheostress 300) using a
coni-cylindrical geometry with a diameter of 60 mm and a cone
angle of 1°. We used a multiwave procedure with 3 frequencies,
1, 3.2 and 10 Hz, and the imposed stress was 1 Pa. Temperature
was controlled by an external thermal bath maintained at
37°C. The experiment time was 14 days. Oscillation tests
measuring storage modulus (G') and loss modulus (G”) were
performed to study the self-setting process, gel point and
network parameters.

2.3. Cell culture

2.3.1. Isolation of rabbit articular chondrocytes

Five weeks old New Zealand white rabbits were killed after
general anesthesia, and the shoulders, knee and femoral heads
were dissected out under sterile condition [23]. The articular
cartilage was removed, cut into small slices and digested at
37 °C with 0.05% hyaluronidase in HBSS for 10 min, then with
0.2% trypsin for 15 min and with 0.2% type II collagenase for
30 min. Finally slices were digested overnight at 37 °C in 0.03%
collagenase in DMEM. The suspended rabbit articular
chondrocytes (RAC) were cultured in DMEM supplemented
with 10% FCS, 1% penicillin/streptomycin and 1% L-
glutamine. The cells were maintained at 37 °C in a humidified
atmosphere of 5% CO, and the culture medium was changed
every 2-3 days.

2.3.2. Human chondrocytic cells lines

The SW1353 [24] and C28/12 [25] cell lines were cultured in
DMEM/Ham’s F-12 medium supplemented with 10% FCS,
1% penicillin/streptomycin and 1% L-glutamine and incubated
at 37°C in a humidified atmosphere of 5% CO,. Culture
medium was changed every 2-3 days.
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2.4. Cellular viability and proliferation study in two-dimensional
culture

Cellular viability was measured using an MTS assay as
previously described [26,27]. Briefly, cells (SW1353, C28/12
and RAC) were allowed to attach in 24-well plates at a final
density of 20,000 cells/well. After 24h, culture medium was
removed and 500 ul of Si-HPMC were added in each well.
Samples were incubated at 37 °C for 4 h before adding 1 ml of
culture medium. As a control, cells were also cultured in the
absence of Si-HPMC (plastic) or in the presence of actinomy-
cin-D (5pg/ml), an inhibitor of RNA polymerase [28] which
was used as a potent inducer of cell death. After 1, 2 and 3
days, hydrogel and culture media were removed and MTS
solution was added in each well for 1-3h according to the
manufacturer’s instructions. Finally, colorimetric measure-
ment of formazan dye was performed on a spectrophotometer
with an optical density reading at 490nm. Results were
expressed as relative MTS activity as compared to control
condition (cells cultured in the absence of Si-HPMC).

Cell proliferation was evaluated by Trypan blue exclusion
dye experiments in conditions as described above. After each
indicated time, hydrogel and culture medium were removed
and the cells were detached by adding trypsin/EDTA for
2min. The suspended cells were transferred into fresh culture
medium and counted with Trypan blue staining that colors
dead cells in blue. Results were expressed as the total number
of cells per well.

2.5. Cellular viability in three-dimensional culture

One hundred microliters of culture medium containing
9 x 10° cells were gently mixed with 9 ml of Si-HPMC prepared
as described previously. 500 pl of cells/Si-HPMC mixture were
seeded in 24-well plates and incubated at 37 °C and 5% CO,.
After a 4h incubation, 1 ml of culture medium was added in
each well and plates were incubated for the indicated times
with medium changes every 2-3 days. As mentioned above,
actinomycin-D treatment (5pg/ml, 72h) was used as an
internal control of cell death. Cellular viability in three-
dimensional culture was visualized by using CTG and EthD-1
dual staining as previously reported in detail [27]. Briefly,
hydrogels containing chondrocytes were treated with 5pum
CTG for 30min at 37°C, then for 30min in medium
containing FCS and finally for 30min in 1pm EthD-1 at

Table 1

room temperature. The imaging of C28/12 cells was performed
by using a confocal laser-scanning microscope (Leica TCS
SP1, Wetzlar, Germany) equipped with an argon/krypton
laser. The data were collected with a simultaneous dual-
channel detector and visualized with 24-bit imaging system
including Leica TCS NT software. The imaging of RAC
was performed by using an optical microscope equipped
with fluorescent light. The fluorescence of CTG incorpo-
rated into living RAC was detected through using isothio-
cyanate (FITC) fluorescent set: Ao, = 488nm; Ao, collec-
ted = 490-560 nm. The red EthD-1 emission, characteristic
of dead cells, was viewed using the TRITC Aqx = 568 nm; Aepy,
collected = 580-620 nm.

2.6. RT-PCR analysis

RT-PCR analysis of transcripts was conducted on freshly
isolated RAC and on RAC cultured for three weeks either in
two dimensions (2D) in the absence of Si-HPMC or in three
dimensions (3D) in Si-HPMC. Total RNA was extracted by
using Trizol® reagent according to the manufacturer’s
instruction. Briefly, lysis of the cells in Trizol™ was followed
by centrifugation at 10,000 g, 4 °C for 15 min in the presence of
chloroform. The upper aqueous phase was collected and the
RNA was precipitated by addition of isopropanol and
centrifugation at 12,000g, 4°C for 5min. Total RNA was
then washed with 1 ml of cold 75% ethanol, dried, recon-
stituted with sterile water, and quantified by spectrometry.

After DNase I digestion, 2 pg of RNA samples were reverse
transcribed through using AMV-RT and random hexamers in
a total volume of 30 pl. One microliter of cDNA was amplified
in a total volume of 50 ul PCR reaction containing 20 mM
Tris-HCI (pH 8.4), S0 mm KCI, 1 um of the respective primers
(see Table 1), 200pum dNTP and 2.5 units of Taq DNA
Polymerase. The magnesium chloride concentration was
1.5mM. The absence of DNA contamination in RNA
preparation was tested by including RNA samples that had
not been reverse transcribed. Amplifications were carried out
in an Eppendorf master cycler under the following conditions:
denaturation for 3min at 94°C followed by cycles of 20s
denaturation at 94°C, 20s annealing at the primer specific
temperature and 15s elongation at 72 °C. PCR products were
electrophoresed on 2% agarose gels and visualized by U.V.
transilluminator. All PCR results show amplification products
obtained in the linear range of PCR amplification.

Sequences of primer pairs, annealing temperatures, size of PCR products, and cycle numbers used for RT-PCR analysis

Gene Primer sequences Annealing temperature Product length Cycle number
p-actin Forward 5-TCTCCATGTCGTCCCAGTTG-3' 60°C 164 pb 30
Reverse 5-AGTCTTCCCCTCCATCGTTG-3
COL2A1 Forward5’-GGCAATAGCAGGTTCACGTACA-3 60°C 108 pb 35
Reverse 5-GAGGCGTGAGGTCTTCTGTGA-3
Aggrecan Forward 5-CCCTGGCAATGATGGCACTGTTC-3 60°C 117 pb 35
Reverse 5-TGGCAATGATGGCACTGTTC-3
COLIALl Forward 5-GATGCGTTCCAGTTCGAGTA-3 55°C 312pb 35

Reverse 5-GGTCTTCCGGTGGTCTTGTA-3
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2.7. Glycosaminoglycan production

The production of Glycosaminoglycans (GAG) was inves-
tigated on RAC cultured for 3 weeks either in 3D into Si-
HPMC or in 2D in the absence of Si-HPMC. GAG production
was assessed colorimetrically by an Alcian blue staining.
Briefly, samples were washed with PBS and fixed S5min in
methanol at —20°C. Samples were then stained at room
temperature with 0.1% Alcian blue solution in 0.1m HCL
After overnight incubation, cells were rinsed with distilled
water. MC3T3-El, a non-transformed mouse osteoblastic cell
line [29] was cultured in 3D into Si-HPMC for 3 weeks, and
used as a negative control for the production of GAG.

2.8. Statistical analysis

Each experiment was repeated at least twice with similar
results. Results are expressed as mean+SEM of triplicate
determinations. Comparative studies of means were performed
by using one-way ANOVA followed by post-hoc test (Fisher’s
projected least significant difference) with a statistical sig-
nificance at P<0.05.

3. Results
3.1. Synthesis of Si-HPMC hydrogel

The final product (Si-HPMC) consists of a reticulated
hydrogel with a pH value of 7.4. Dynamic rheological
measurement was performed as previously described
[30] to investigate the self-setting process of Si-HPMC.
An oscillation test allowed us to determine the storage
modulus (G’), which characterized the hard component,
and the loss modulus (G”), which characterized the
liquid component. The increased value of G' (Fig. 1)
indicated that the viscous liquid became a solid hydrogel
after 30 min (Arrow, Fig. 1) and the self-setting process
finished after 12 days with a maximum G’ at 190 Pa.

3.2. Viability and proliferation of chondrocytes after two-
dimensional culture in the presence of Si-HPMC hydrogel

To examine the viability of chondrocytes cultured in
2D in the presence of Si-HPMC hydrogel, we carried out
measurements of MTS activity after 24, 48 and 72h in
culture. Fig. 2 shows that Si-HPMC did not affect MTS
activity of SW1353 chondrocytes (Fig. 2A), C28/12
chondrocytes (Fig. 2B) and RAC (Fig. 2C). MTS
activity was not significantly different when these three
types of chondrocytes were cultured in 2D in the
presence or the absence of Si-HPMC. When chondro-
cytes were treated with actinomycin-D, MTS activity
was significantly reduced by nearly 70% (P <0.001) as
early as 24 h of treatment (Fig. 2A-C).

The effect of Si-HPMC hydrogel on cellular prolif-
eration was assessed by scoring the cells after trypan
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Fig. 1. Dynamic rheometric diagram (log/log) of Si-HPMC. After
synthesis of Si-HPMC hydrogel, multiwave procedure under con-
trolled stress was performed for 14 days as described in Section 2. The
storage modulus (G”) and the loss modulus (G”) are reported. For each
frequency, the cross line of G' and G” corresponds to the gel point
(Arrow).

blue staining. Fig. 3 shows that Si-HPMC did not
reduce proliferation of SW1353 chondrocytes (Fig. 3A),
C28/12 chondrocytes (Fig. 3B) and RAC (Fig. 3C). The
total number of chondrocytes cultured with Si-HPMC
showed no significant difference when compared to their
respective control. Treatment with actinomycin-D in-
duced a significant decrease in the total number of cells.

Considered together, these results indicate that Si-
HPMC had no adverse effects on chondrocyte viability
and proliferation.

3.3. Viability of chondrocytes after three-dimensional
culture in Si-HPMC

The viability of C28/12 and RAC in three-dimensional
culture in Si-HPMC was, respectively, visualized by
confocal microscopy (Fig. 4A) and conventional fluor-
escent microscopy (Fig. 4B). Cells were stained with
CTG and EthD-1, which, respectively, label living cells
in green and dead cells in red. Chondrocyte viability was
visualized through the intense green fluorescence ob-
served as a consequence of incorporation of the CTG
fluorescent probe into the cell cytoplasm. As shown in
Fig. 4A, C28/I2 chondrocytes were viable during the
whole culture period, from day 1 to day 3, and formed
nodular structures which seemed to increase with time.
The absence of red fluorescence indicated the absence of
cell death in three-dimensional culture. When C28/12
chondrocytes were treated with actinomycin-D, they
exhibited a marked red fluorescence indicating that
actinomycin-D had promoted cell death.

As shown in Fig. 4B, RAC cultured into Si-HPMC
displayed a green fluorescence during the whole culture
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Fig. 2. Cellular viability. Cells were cultured in 2D with or without Si-
HPMC (control) or in the presence of actinomycin-D (5 pg/ml) during
the indicated times. Viability was assessed by M TS activity as indicated
in Section 2. (A) SWI353, (B) C28/12, (C) Rabbit articular
chondrocytes. Results are expressed as relative MTS activity compared
with the respective control. *P<0.001 as compared to control
conditions.

period. As previously observed for C28/12 cells, we
failed to detect a red fluorescence even after a long-term
culture. These results indicate that C28/I2 chondrocytes
and RAC retained their viability and developed in
nodular structures when three dimensionally cultured in
Si-HPMC hydrogel.

3.4. Phenotype of chondrocytes after three-dimensional
culture in S-HPMC

The ability of Si-HPMC to maintain a chondro-
cytic phenotype was investigated by RT-PCR (Fig. 5).
RAC cultured in 2D expressed low level of type II
collagen transcripts compared to freshly isolated RAC.
Contrarily to freshly isolated RAC, which expressed
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Fig. 3. Cellular proliferation. Cells were cultured in 2D with or
without Si-HPMC (control) or in the presence of actinomycin-D (5 pg/
ml) during the indicated times. Cells were manually scored after
Trypan blue staining. (A) SW1353, (B) C28/12, (C) Rabbit articular
chondrocytes. Results are expressed as the total number of cells per
well. *P<0.001 compared with the respective control.

aggrecan, RAC cultured in 2D failed to express
aggrecan. Besides, RAC cultured in 2D expressed
high level of type I collagen transcripts, suggesting a
loss of chondrocyte phenotype. In contrast to RAC
cultured in 2D, RAC after three-dimensional culture
into Si-HPMC showed an increased level of type II
collagen and aggrecan transcripts as compared to
freshly isolated RAC. Three-dimensional culture of
RAC was also shown to induce a marked down-
regulation of type I collagen expression as compared
to two-dimensional culture. These results suggest that
Si-HPMC enabled the maintenance of a chondrocyte-
like phenotype in RAC.

3.5. GAG production by chondrocytes cultured in 3D

To determine the effect of three-dimensional culture
of RAC on sulfated glycosaminoglycans (GAG) pro-
duction, we performed an Alcian blue staining of RAC
after 3 weeks of culture either in 2D in the absence of
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Days in culture

CTG

EthD-1

(A)

Days in culture

EthD-1

(B)

Fig. 4. Visualization of three-dimensional cellular viability. Cells were cultured in 3D during the indicated times into Si-HPMC prior to staining with
CTG and EthD-1. (A) C28/12 viability was visualized by confocal microscopy as indicated in Section 2. Actinomycin-D (ACT) was used as a positive
control of cell death. Original magnification x 400. (B) long term RAC viability was visualized by conventional fluorescent microscopy. Original

magnification x 200.

Si-HPMC or in 3D into Si-HPMC (Fig. 6). RAC
cultured in 2D showed a light blue staining whereas
RAC cultured in 3D were strongly positive. MC3T3-E1
osteoblasts, used as a negative control for GAG
production failed to produce an Alcian blue positive
extracellular matrix. These results suggest an abundant
accumulation of GAG in the extracellular matrix
surrounding the RAC cultured in 3D into Si-HPMC.

4. Discussion

Cell-based strategies for cartilage tissue engineering
are currently considered one of the most promising
approach to restore physiological hyaline-like joint
surface. Since it is well known that chondrocytes
undergo a process of phenotypic dedifferentiation when
expanded in two-dimensional culture [7,31,32], such cell-
based approaches are focused on the use of natural or
synthetic three-dimensional scaffolds. In an attempt to
propose a three-dimensional scaffold to support regen-
eration of functional cartilage [33], we have recently
developed a self-setting hydrogel [30]. In the present
study, we demonstrate for the first time that a silanized-
cellulose-based hydrogel could be a convenient three-

3 weeks
P 2D 3D

type II Collagen

aggrecan

type I Collagen

B-actin

Fig. 5. RT-PCR analysis of mRNA expression. Total RNA was
purified from freshly isolated RAC (P), from RAC cultured in 2D for 3
weeks, and from RAC cultured in 3D for 3 weeks. RT-PCR analysis
for type II and I collagen transcripts, as well as aggrecan and f-actin
were performed using primers and conditions detailed in Section 2.
Representative agarose gels are shown.
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RAC 3D

MC3T3-E1 3D

(X200) '

Fig. 6. GAG production. RAC were cultured for 3 weeks either in 3D into Si-HPMC or in 2D in the absence of Si-HPMC. MC3T3-El were cultured
for 3 weeks in 3D into Si-HPMC and used as a negative internal control. Alcian blue staining was performed as detailed in Section 2. Samples were

observed with a light microscope. Original magnification x 200.

dimensional network able to support the development of
differentiated chondrocytes.

For clinical application of engineered tissues, the
delivery of cells by noninvasive surgery should be
achieved by an injectable scaffold [33]. In addition, the
desired cell-based construct has to be retained at the
repair site after being injected. In the light of these
requirements, we focused our effort on the development
of a hydrophilic polymer able to exhibit self-reticulation
properties. We aimed at improving the mechanical
properties of HPMC by selective grafting of Silanol
groups [22]. The determination of the rheological
properties of Si-HPMC clearly indicates that it is
initially a viscous liquid, in which cells may be easily
mixed and injected at the repair site. Subsequently, this
viscous liquid undergoes a process of reticulation that
triggers the formation of a solid hydrogel [30].

Since the density of hydrogel networks has been
reported to influence induction or maintenance of the
chondrocyte phenotype [1], this parameter deserves
major consideration. We could propose various self-
setting hydrogels with cross-linking properties adapted
to clinical applications by controlling the amount of
grafted Silanol.

In the field of tissue engineering, one of the first steps
in the development of a novel scaffold is the evaluation
of its cytotoxicity. In this work, we were first interested
in examining the in vitro cytotoxicity of Si-HPMC.
According to standards (ISO 10993-5: Biological eva-
luation of medical devices—Part 5: Tests for in vitro
cytotoxicity) we focused on a cytotoxicity test by direct
contact with chondrocytes cultured in 2D. Among the
cellular models mimicking the various stages of chon-
drocyte growth and differentiation, the cell lines C28/12
[25] and SW1353 [34] are the most widely used since they
are human cell lines that express a typical chondrogenic
phenotype. C28/I2 and SWI1353 are however trans-
formed cell lines that may exhibit low sensitivity to
cytotoxic signals. Therefore, we aimed at confirming the
cytocompatibility of Si-HPMC by using nontrans-

formed primary cells derived from rabbit articular
cartilage. In the present work, whatever the cell lines,
Si-HPMC failed to affect significantly chondrocyte
viability and proliferation as brought out by estimation
of the mitochondrial dehydrogenase activity (MTS
assay) and by cell counting, respectively.

After demonstrating that Si-HPMC failed to affect
chondrocytes by direct contact, we questioned whether
three-dimensional cultures into Si-HPMC allowed
chondrocytes to retain their viability and proliferation
ability. In this attempt, we used a dual fluorescent
staining based on CTG and EthD-1 reagents [27]. Our
results not only indicate that chondrocytes retained their
viability in three-dimensional culture into Si-HPMC,
but also reveal that cells proliferated and aggregated
into distinct nodules containing large clusters of
spherical cells. Added together, our results clearly
indicate that Si-HPMC neither altered chondrocyte
viability nor proliferation.

A major pitfall in cell-based therapy of cartilage is the
dedifferentiation of chondrocytes, which occurs during
in vitro expansion [8]. It is well known that during
monolayer culture, chondrocytes lose their spherical
shape and adopt a more fibroblast-like morphology [8].
This process is accompanied on the one hand by a
downregulation of type II collagen and aggrecan
expression, which are the main markers of chondrocytic
phenotype, on the other hand by an up-regulation of
type I collagen expression [9]. As a consequence of these
data, we aimed at determining whether Si-HPMC
hydrogel could maintain a chondrocyte-like phenotype
by examining expression of transcripts encoding for
collagen (type I and II) and aggrecan. As expected,
freshly isolated rabbit articular chondrocytes expressed
type 1II collagen and aggrecan. We have also detected a
reliable expression of transcripts coding for type I
collagen. This unexpected observation is however
consistent with previous studies demonstrating the
expression of type I collagen in rabbit [35], chicken,
rat, and porcine articular cartilage [36]. According to the
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dedifferentiation process of chondrocytes during mono-
layer expansion [37], type II collagen and aggrecan
expression was down-regulated, whereas that of type I
collagen was increased. Interestingly, when chondro-
cytes were cultured in 3D into Si-HPMC hydrogel,
expressions of type II collagen and aggrecan were
maintained at a level similar to those observed in
primary rabbit articular chondrocytes. It seems there-
fore reasonable to speculate that Si-HPMC is a
convenient three-dimensional scaffold for the mainte-
nance of a chondrocyte-like phenotype in vitro.

Synthesis of GAG is an important function of
chondrocytes and plays significant roles in regulating
the chondrocyte phenotype [38]. In the present study,
culturing chondrocytes three dimensionally into Si-
HPMC leads to a marked production of GAG. These
results unequivocally indicate that Si-HPMC hydrogel
allows three-dimensional culture of chondrocytes able to
synthesize a GAG-containing ECM.

In conclusion, our results demonstrate for the first
time that a self-setting and injectable Si-HPMC hydro-
gel is a convenient scaffold for three-dimensional culture
of chondrocytes. This scaffold permits the growth of
phenotypically stable chondrocytes, able to synthesize
cartilage-like ECM. Whether this hydrogel may be able
to support cartilage repair in vivo remains to be
considered and requires further experiments in adapted
animal models.
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4 DiscussioN

-

Les résultats des articles 3 et 4 montrent pour la premiere fois qu'un hydrogel a base de
cellulose silanisée représente une matrice tridimensionnelle apte a supporter le développement

en culture tridimensionnelle de chondrocytes différenciés.

L étude rhéologique réalisée dans D’article 3 nous a confirmé que le polymere silanisé
(HPMC-S1) possedait des propriétés d’auto durcissement. Le point de transition entre un
liquide visqueux et un hydrogel solide est appelé le point de gel. Notre étude rhéologique
réalisée a 37°C nous a permis de caractériser les propriétés rhéologiques dun hydrogel
contenant 1.5 % en masse de polymeére sec et présentant un pH de 7.4 apres mélange avec un
tampon biologique. Dans ces conditions, le point de gel est atteint en 60 minutes et le
processus de réticulation s’étend ensuite sur plus de 10 jours. Une des propriétés importantes
de cet hydrogel est sa capacité d’auto réticulation en présence de cellules. De plus, son temps
de réticulation et sa compatibilité avec les liquides biologiques permettent une manipulation
adaptée a I'ingénierie tissulaire. Grace a ces mesures rhéologiques, nous avons pu veérifier
quels ¢étaient les parametres (pH, % en masse de polymere sec) capables de modifier ces
propriétés visco-¢lastiques et donc d’allonger ou raccourcir le point de gel. La connaissance
de ces parametres permettra de proposer des hydrogels d’HPMC-S1 présentant des propriétés

visco-elastiques différentes et adaptables en fonction de I’application souhaitee.

Concernant I'utilisation de I’hydrogel d’HPMC-Si1 en ingénierie tissulaire du cartilage
articulaire, nous avons choisi d’utiliser un hydrogel contenant 2% en masse de polymere sec.
L’ ¢tude rhéologique réalisée (article 4) dans les mémes conditions que précédemment (article
3) nous indique que cet hydrogel atteint le point de gel en 30 minutes. Ce temps nécessaire a

I’obtention du point de gel, permet aux cellules d’étre mélangées avec I’hydrogel.

L’évaluation de la cytotoxicité constitue une des premieres éctapes de validation des
biomatériaux destinés a une application biomedicale. En accord avec les normes ISO 10993-5
(évaluation biologique des dispositifs médicaux partie 5 : test de cytotoxicité in vitro), nous
avons realisé un test de cytotoxicité par contact direct entre 1’hydrogel et des chondrocytes
cultivés en 2 dimensions (2D). Parmi les modeles cellulaires de chondrocytes humains, les
plus utilisés sont la lignée C28/12 (167) et la lignée SW1353 (321). La viabilité et la
prolifération des deux lignées chondrocytaires n’ont pas été affectées par la présence de
I’hydrogel d’HPMC-Si. Cependant, les C28/12 et SW1353 sont des lignées cellulaires

transformées, ce qui peut diminuer leur sensibilité vis a vis de signaux cytotoxiques. Aussi,
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nous avons confirmé la cytocompatibilité de I’hydrogel en utilisant des chondrocytes
primaires isolés de cartilage articulaire de lapin. Ces résultats nous ont donc indiqué que
I’hydrogel d’HPMC-Si ne présentait pas de cytotoxicité de contact. Dans le cadre de
I'ingénierie tissulaire, les cellules ne sont pas simplement en contact avec la matrice, mais
associées profondément au travers de cultures tridimensionnelles en suspension. Nous avons
ensuite voulu savoir si, utilis¢é comme matrice tridimensionnelle, I’hydrogel d”HPMC-Si
n’était pas cytotoxique. Grace a un double marquage éthidium homodimer-1 et cell tracker
green, nous avons montré que les chondrocytes articulaires de lapin et les chondrocytes de la
lignée C28/12 étaient viables en culture tridimensionnelle. Ces résultats nous ont clairement
montré que I’hydrogel d’HPMC-Si n’affectait mi la wiabilité ni la prolifération des

chondrocytes.

Contrairement a la culture en monocouche qui entraine la dédifférenciation des chondrocytes
(163), la culture en 3D au sein de biomatériaux est connue pour favoriser le maintien du
phénotype chondrocytaire (192). Nous avons donc cherché a déterminer 1’effet d’une culture
3D dans notre hydrogel sur le phénotype de chondrocytes articulaires de lapins. Nos résultats
montrent que les chondrocytes articulaires de lapin ont conservé leur phénotype, mais
¢galement leur capacité¢ a synthétiser et produire dans la MEC des glycosaminoglycanes
sulfatés. La capacité de ’hydrogel a permettre la synthese du collagene de type II, traduisant
la mise en place d’une matrice extracellulaire cartilagineuse hyaline, devra étre déterminée et

tera [’objet d’études complémentaires.

En conclusion, nous avons mis au point un hydrogel injectable auto réticulant, dont les
propriétés visco-¢lastiques peuvent etre adaptées en fonction des applications thérapeutiques
souhaitées. Dans le cadre de son utilisation en ingénierie tissulaire du cartilage articulaire,
nous avons choisi un hydrogel composé a 2% en masse de polymere HPMC-Si. Cet hydrogel
présente une réticulation adaptée a une utilisation clinique, puisque son point de gel est atteint
en 30 minutes. Enfin cet hydrogel représente une matrice tridimensionnelle pertinente pour la
culture de chondrocytes phénotypiquement stables et capables de synthétiser une MEC
cartilagineuse. Ces résultats prometteurs nous ont incités a déposer un brevet afin de protéger
I'utilisation de 1'hydrogel d’HPMC-S1 en association avec des cellules autologues pour la

thérapie cellulaire du cartilage articulaire (texte complet du brevet en Annexe).
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V.
L’'HPMC-SILANISEE : DE L’INGENIERIE TISSULAIRE A LA

REPARATION DU CARTILAGE

Article 5

Engineering cartilage with human nasal chondrocytes and a silanized hydroxypropyl
methylcellulose hydrogel

C. Vinatier, D. Magne, P. Weiss, O. Malard, O. Gauthier, A. Moreau, C. Vignes-Colombeix,
J. Guicheux.

Journal of Biomedical Materials Research: Part A (2007), 80 (1); 66-74

Article 6

Articular cartilage repair using autologous nasal chondrocytes and a cellulose-based
hydrogel

C.Vinatier . O. Gauthier, M. Masson, A. Moreau, F. Moreau, B. Fellah, P. Weiss, J.
Guicheux.

Biomaterials, soumis.
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1 PROBLEMATIQUE

Dans le chapitre précédent, nous avons vu que la dédifféerenciation des chondrocytes lors de
leur amplification in vitro, dans le cadre de la technique ACI pouvait etre prévenue par une
culture tridimensionnelle au sein d’un hydrogel d’HPMC-Si. Cependant, le prélevement des
chondrocytes en site articulaire représente une autre des limites de la technique ACI. En effet,
le prélevement en site articulaire entraine une morbidité au niveau du site donneur, et ne
permet d’obtenir qu'une faible quantité de chondrocytes. L utilisation de sources alternatives
de chondrocytes autologues représente donc un des challenges actuels en thérapie cellulaire
du cartilage. Le prelevement de cartilage nasal est un geste moins vasif que le prélevement
de cartilage articulaire, ce qui entraine une réduction de la morbidité associée au prélevement
(234). De plus, les chondrocytes nasaux montrent des capacités de prolifération supérieures a
celles des chondrocytes articulaires en culture (234, 476) et sont capables de former un tissu
cartilagineux in vivo (453). Dans ce contexte, les chondrocytes nasaux peuvent étre considerés
comme une source potentielle de chondrocytes autologues pour la thérapie cellulaire du
cartilage. Parallelement a la recherche de sources de cellules alternatives aux chondrocytes
articulaires, les thérapies cellulaires du cartilage s’orientent vers les techniques de chirurgies
mini-invasives. Cette recherche de techniques chirurgicales mini-invasives a permis le
développement de nombreuses matrices injectables. Parmu ces matrices, les hydrogels sont
une classe de biomatériaux capables de satisfaire aux prérequis de la chirurgie mini-invasive

mais également a ceux de la theérapie cellulaire.

Dans les articles préceédents, nous avons vu que [’hydrogel d’HPMC-S1 était une matrice
appropriée pour la culture tridimensionnelle de chondrocytes articulaires. Notre objectif fut
donc ensuite de proposer 1’association de chondrocytes nasaux autologues et de 1’hydrogel
d’HPMC-Si comme une technique de thérapie cellulaire pour le traitement des lésions

cartilagineuses.

Dans un premier temps, nous nous sommes donc intéresses a la possibilite d’associer
I’hydrogel d"HPMC-S1 avec des chondrocytes nasaux humains (CNH) (article 5). Pour cela
nous avons évalué la cytocompatibilité et la bio fonctionnalité de I'hydrogel vis-a-vis de
CNH. Ensuite, nous avons testé la capacité de matrices hybrides associant des chondrocytes
nasaux humains et notre hydrogel a former un tissu cartilagineux 7z vivo, en site sous-cutané

chez la souris nude (article 5).
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Dans un second temps, nous nous sommes attachés a démontrer I’mtéret préclinique de notre
concept dans un modele de défauts cartilagineux chez le lapin. Apres leur prélevement,
caractérisation et amplification, des chondrocytes nasaux de lapins ont €té associés a notre
hydrogel et transplantés de fagon autologue sur le siege de défauts cartilagineux de taille

critique réalisés dans la gouttiere inter-condylienne fémorale.

Ces etudes nous permettront de déterminer si des chondrocytes nasaux autologues et un
hydrogel injectable d’HPMC-Si peuvent étre propos€s comme un nouveau concept

d’ingénierie tissulaire visant a traiter des lésions du cartilage articulaire.
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2 FORMATION DE CARTILAGE A L’AIDE D’UN HYDROGEL D’HYDROXYPROPYL

METHYLCELLULOSE SILANISEE ET DE CHONDROCYTES NASAUX HUMAINS.

ARTICLE 5

Résume

Les stratégies d’ingénierie tissulaire, basées sur le développement de matrices
tridimensionnelles capables de transférer des cellules chondrogéniques autologues pour la
réparation de cartilages 1ésés, apparaissent prometteuses. L’ objectif de cette étude a été de
déterminer si un hydrogel d’HPMC-Si pouvait servir de matrice tridimensionnelle a des
chondrocytes nasaux pour I’ingénierie du cartilage. Les tests de viabilité, a base de sels de
meéthyle de tétrazolium (MTS). et de prolifération indiquent que I'hydrogel HPMC-Si permet
la prolifération des chondrocytes nasaux humains (CNH). De plus, une coloration par le "cell
tracker green" démontre que les CNH proliferent en formant des agrégats cellulaires en
culture tridimensionnelle dans I’hydrogel. L’analyse de 1’expression du collagéne II et de
I’agrécane par RT-PCR nous a permis d’évaluer le phénotype des CNH. Nos résultats révelent
que la culture tridimensionnelle dans I’hydrogel d’HPMC-Si maintient le phénotype
chondrocytaire, mais permet également la récupération du phénotype chondrocytaire.
L’aptitude de constructions hybrides, associant ’'HPMC-S1 aux CNH, a former un tissu
cartilagineux 7n vivo a été examinee en site sous-cutané chez la souris nude. L’analyse
histologique des implants révele la formation d’un tissu cartilagineux dont la matrice

extracellulaire contient des GAG sulfates et du collagene II.

L’ensemble de ces résultats démontre que I’association de CNH avec 1’hydrogel HPMC-S1 est

une approche potentielle pour I’ingénierie tissulaire du cartilage.
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Abstract: Tissue engineering strategies, based on devel-
oping three-dimensional scaffolds capable of transferring
autologous chondrogenic cells, holds promise for the resto-
ration of damaged cartilage. In this study, the authors
aimed at determining whether a recently developed silan-
ized hydroxypropyl methylcellulose (Si-HPMC) hydrogel
can be a suitable scaffold for human nasal chondrocytes
(HNC)-based cartilage engineering. Methyltetrazolium salt
assay and cell counting experiments first revealed that Si-
HPMC enabled the proliferation of HNC. Cell tracker
green staining further demonstrated that HNC were able
to form nodular structures in this three-dimensional scaf-
fold. HNC phenotype was then assessed by RT-PCR analy-
sis of type II collagen and aggrecan expression as well as
alcian blue staining of extracellular matrix. Our data indi-

cated that Si-HPMC allowed the maintenance and the re-
covery of a chondrocytic phenotype. The ability of con-
structs HNC/Si-HPMC to form a cartilaginous tissue
in vivo was finally investigated after 3 weeks of implanta-
tion in subcutaneous pockets of nude mice. Histological
examination of the engineered constructs revealed the for-
mation of a cartilage-like tissue with an extracellular ma-
trix containing glycosaminoglycans and type II collagen.
The whole of these results demonstrate that Si-HPMC
hydrogel associated to HNC is a convenient approach for
cartilage tissue engineering. © 2006 Wiley Periodicals, Inc.
] Biomed Mater Res 80A: 66-74, 2007

Key words: cartilage; hydrogel; chondrocyte; tissue engi-
neering

INTRODUCTION

Articular cartilage is frequently damaged as a result
of trauma and degenerative joint diseases. Incidence
of these diseases is moreover rising exponentially
with an increasingly aged population.” Articular carti-
lage is composed of few cells, namely, chondrocytes,
which synthesize and maintain an abundant extracel-
lular matrix containing proteoglycans, mainly aggre-
can, and collagen type II, IX, and XI.>® Adult articular
cartilage is an avascular and aneural tissue, both char-
acteristics being responsible for its limited intrinsic
repair capacity. Therefore, cartilage injuries are main-
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tained for years and may lead to degenerative arthro-
pathie.* In this context, repairing lost or injured
cartilage represents a clinical and scientific challenge.
Various techniques like abrasive chondroplasty, spon-
gialization, and microfracture are used to stimulate the
spontaneous repair based on the capacity of the non-
differentiated bone-marrow cells to migrate into the
defect and to differentiate locally into cartilage cells.
Autologous transplants of periosteum or perichon-
drium and osteochondral matrix (mosaicplasty) have
also been considered. These various approaches have
unfortunately proven unsatisfactory (for review see
Ref. 5). The field of tissue engineering has offered
promising strategies for the replacement of damaged
cartilage. In 1994, autologous chondrocyte transplanta-
tion has been introduced into clinical use as a novel bi-
ological approach.® Human articular chondrocytes are
harvested from healthy and non-weight-bearing areas
of the joint. Chondrocytes are subsequently expanded
in monolayer culture to achieve sufficient amounts of
cells to fill the defect. In a second operation, chondro-
cytes are placed in the defect under a periosteal flap.®
Despite encouraging results (lower pain), this method
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presents some limitations and often leads to the forma-
tion of a fibrocartilaginous tissue biochemically and
biomechanically inferior to the original hyaline carti-
lage.” The main limit is related to the monolayer cul-
ture conditions of chondrocytes, which leads to a grad-
ual dedifferentiation.>” A second limitation is the need
of a periosteal flap to retain transplanted cells in the
defect, which are not totally impervious. Both limita-
tions could be overcome by using a three-dimensional
matrix to culture and maintain chondrocytes in the
defect. Many different matrices have therefore been
evaluated including natural polymers (hyaluronic
acid, 012 alginate,B_15 Collagen,16'17 fibrin glue,18 and
chitosan) and synthetic matrices (polyglycolic acid,
polylactic acid, polyvinyl alcohol, and polyhydroxy-
ethyl-methacrylate’”). Some of these polymers (hya-
luronan, alginate, polyglycolic acid, and polylactic
acid) have, however, been reported to induce immune
or inflammatory response after in vivo implantation.’

In the light of the above-mentioned data, we have
recently developed a self-setting hydrogel consis-
ting of silanized hydroxypropyl methylcellulose (Si-
HPMC).?*?! This Si-HPMC hydrogel has already been
demonstrated to be a convenient matrix for the three-
dimensional culture of rabbit articular chondrocytes.”

In the development of cartilage tissue engineering
strategies, implants should include reparative cells
able to synthesize hyaline cartilage. Articular chon-
drocytes from little load bearing regions are com-
monly used as a chondrocyte source. With respect to
the donor site morbidity occurring after harvesting
articular cartilage, the use of alternative chondrocyte
sources has been also considered. Harvest of nasal
cartilage requires less invasive surgery than harvest
of articular cartilage and the resulting morbidity is
significantly reduced.” In addition, several studies
have reported higher proliferation and chondrogenic
capacity of nasal chondrocytes compared with artic-
ular chondrocytes.** In this context, human nasal
cartilage is currently suggested as a potential source
of chondrocytes for cartilage engineering.

The aim of the present work was to investigate
whether the association of Si-HPMC hydrogel with
human nasal chondrocytes (HNC) could be used for
engineering cartilage. In this attempt, we first as-
sessed the in vitro cytocompatibility and biofunction-
ality of Si-HPMC hydrogel with respect to HNC.
Second, we examined the ability of construct, Si-
HPMC hydrogel with HNC, to form a cartilaginous
tissue in vivo in nude mice.

MATERIALS AND METHODS

Materials

Hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) E4M™ was pur-
chased from Colorcon-Dow chemical (Bougival, France).
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Glycidoxypropyltrimethoxysilane was obtained from Acros
(Geel, Belgium). Cell culture plastic wares were purchased
from Corning (VWR, Fontenay-sous-Bois, France). Protease
(4.8 wunits/mg), actinomycin-D, trypsin/EDTA (0.05%/
0.53 mM), type IV collagenase (125 units/mg), HEPES, and
isopropanol were purchased from Sigma-Aldrich (St. Louis).
Hank’s Balanced sodium salt (HBSS), DMEM (4.5 g/L glu-
cose), penicillin/streptomycin, L-glutamine, Trizol™, Dnase
I, and Taq DNA Polymerase were obtained from Invitrogen
corporation (Paisley, UK). Cell titer 96® AQueous Non Ra-
dioactive Cell proliferation assay MTS (methyltetrazolium
salt), Avian Myeloblastosis Virus-Reverse Transcriptase,
random hexamer, and recombinant ribonuclease inhibitor
were provided by Promega corporation (Madison, WI). Fe-
tal calf serum (FCS) was from Dominique Dutscher (Bru-
math, France). Cell tracker green (CTG) and ethidium
homodimer-1 (EthD-1) were obtained from Molecular
probes (Leiden, the Netherlands). Antibody against human
Ki-67 was from Dako (Glostrup, Denmark). Monoclonal
antibody against collagen type II was purchased from
Oncogene (San Diego). All other chemicals were from
standard laboratory suppliers and were of the highest pu-
rity available.

Preparation of Si-HPMC hydrogel

As previously described,®® the synthesis of Si-HPMC
was performed by grafting 14.24% of 3-glycidoxypropyltri-
methoxysilane on E4M™ in heterogeneous medium. Si-
HPMC powder (3% w/v) was solubilized in 0.2M NaOH
under constant stirring for 48 h. The solution was then
sterilized by steam (121°C, 30 min). To allow the formation
of a reticulated hydrogel, the solution was finally mixed
with 0.5 volume of 0.26M HEPES buffer.

Isolation of HNC

Human nasal septum cartilage was obtained with
informed consent from patients undergoing reconstructive
septorhinoplasty. The cartilage specimens were washed
extensively with HBSS and cut into small slices. Cartilage
slices were first digested at 37°C with 0.1% protease in
HBSS for 30 min. Slices were then digested with 0.06%
type IV collagenase in DMEM supplemented with 10%
FCS overnight at 37°C on an orbital shaker. Finally, iso-
lated HNC were cultured in DMEM supplemented with
10% FCS, 1% penicillin/streptomycin, and 1% L-glutamine.
HNC were maintained at 37°C in a humidified atmosphere
of 5% CO, and the culture medium was replaced every 2—
3 days. When the cells reached 80% of confluence, they
were detached from the culture dish using trypsin/EDTA,
counted and plated again at 10,000 cells/ cm?.

Cellular viability and proliferation study
in two-dimensional culture

Cellular viability was measured using an MTS assay as
previously described.*?® Briefly, HNC were allowed to
attach in 24-well plates at a final density of 1.10* cells/cm?.
After 24 h, culture medium was removed and 500 pL of Si-
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HPMC were added in each well. Samples were incubated at
37°C for 4 h before adding 1 mL of culture medium. As a
control, HNC were also cultured in the absence of Si-HPMC
(plastic) or in the presence of actinomycin-D (5 ng/mL), an
inhibitor of RNA polymerase,”” which was used as a potent
inducer of cell death. After 1, 2, and 3 days, hydrogel and
culture media were removed and MTS solution was added
in each well for 1-3 h according to the manufacturer’s
instructions. Finally, colorimetric measurement of formazan
dye was performed on a spectrophotometer with an optical
density reading at 490 nm. Results were expressed as rela-
tive MTS activity as compared with control condition (cells
cultured in the absence of Si-HPMC).

Cell proliferation was evaluated by Trypan blue exclu-
sion dye experiments in conditions as described above. Af-
ter each indicated time, hydrogel and culture medium
were removed and the cells were detached by adding tryp-
sin/EDTA for 2 min. The suspended cells were transferred
into fresh culture medium and counted with Trypan blue
staining that colors dead cells in blue. Results were
expressed as the total number of cells per well.

Cellular viability in three-dimensional culture

HNC were gently mixed with Si-HPMC, prepared as
described previously, at a density of 1.10° cells/mL. Cells/
Si-HPMC mixture (500 pL) were seeded in 24-well plates
and incubated at 37°C and 5% CQO,. After 4 h incubation,
1 mL of culture medium was added in each well and plates
were incubated for 3 weeks with medium changes every 2-3
days. As mentioned above, actinomycin-D treatment (5 pg/
mL) was used as an internal control of cell death. Cellular
viability in three-dimensional culture was visualized by
using a CTG and ethidium homodimer-1 (EthD-1) dual
staining as previously reported in detail.*® Briefly, hydrogel
containing chondrocytes was treated with 5 pM CTG for
30 min at 37°C, then for 30 min in medium containing FCS
and finally for 30 min in 1 pM EthD-1 at room temperature.
The imaging of HNC was performed by using a con-
focal laser-scanning microscope (Leica TCS SP1, Wetzlar,
Germany) equipped with an argon/krypton laser. HNC
were visualized by using a 63/1.4x APO or a 16/0.5x
immersion oil objective lens. The data were collected with a
simultaneous dual-channel detector and visualized with 24-
bit imaging system including Leica TCS NT software. The
fluorescence of CTG incorporated into living HNC was
detected through using isothiocyanate fluorescent set: Ay
= 488 nm; Aem collected = 490-560 nm. The red EthD-1lemis-
sion, characteristic of dead cells, was viewed using the
TRITC: Aoy = 568 nm; Aoy, collected = 580-620 nm.

Glycosaminoglycan production

The production of Glycosaminoglycans (GAG) was
visualized in HNC cultured for 3 weeks either in 3D into Si-
HPMC or in 2D in the absence of Si-HPMC. GAG produc-
tion was assessed colorimetrically by an Alcian blue stain-
ing. Briefly, samples were washed with PBS and fixed 5 min
in methanol at —20°C. Cells were then stained at room tem-
perature with 0.1% Alcian blue solution in 0.1M HCl. After

Journal of Biomedical Materials Research Part A DOI 10.1002/jbm.a

VINATIER ET AL.

overnight incubation, cells were rinsed with distilled water.
MC3T3-E1, a nontransformed mouse osteoblastic cell line,?®
was cultured in 3D into Si-HPMC for 3 weeks, and used as a
negative control for the production of GAG.

RT-PCR analysis

Total RNA was extracted by using Trizol® reagent
according to the manufacturer’s instruction. Briefly, lysis
of the cells in Trizol™ was followed by centrifugation at
10,000 g, 4°C for 15 min in the presence of chloroform. The
upper aqueous phase was collected and the RNA was pre-
cipitated by addition of isopropanol and centrifugation at
12,000 g, 4°C for 5 min. Total RNA was then washed with
1 mL of cold 75% ethanol, dried, reconstituted with sterile
water, and quantified by spectrometry.

After Dnase I digestion, 2 ug of RNA samples were
reverse transcribed through using AMV-RT and random
hexamers in a total volume of 30 pL. One microliter of
cDNA was amplified in a total volume of 50 pL. PCR reac-
tion containing 20 mM Tris—-HCI (pH 8.4), 50 mM KCl, 1 pM
of the respective primers (see Table I), 200 pM dNTP, and
2.5 units of Taq DNA Polymerase. The magnesium chloride
concentration was 1.5 mM. The absence of DNA contamina-
tion in RNA preparation was tested by including RNA sam-
ples that had not been reverse transcribed. Amplifications
were carried out in an Eppendorf master cycler under the
following conditions: denaturation for 3 min at 94°C fol-
lowed by cycles of 20s denaturation at 94°C, 20s annealing
at the primer specific temperature and 15s elongation at
72°C. All PCR results show amplification products obtained
in the linear range of PCR amplification.

In vivo implantation

To investigate whether constructs associating Si-HPMC
and HNC enable the formation of a cartilaginous tissue in
vivo, we performed implantation of constructs (four con-
structs per condition; two constructs/animal) in subcutane-
ous pockets of 1-month-old nude mice (swiss nude mice,
Charles River, L’Arbresle, France). Three different condi-
tions were tested and six animals were implanted. Firstly,
HNC (0.5 x 10°) were gently mixed with 0.5 mL of Si-
HPMC hydrogel and cultured as described above. After a
3-week culture period, the resulting tissue was implanted
in nude mice. Second, HNC freshly isolated (0.5 x 10°)
were associated to 0.5 mL of Si-HPMC hydrogel and
directly implanted. Third, 0.5 mL of Si-HPMC alone were
implanted and used as a negative control. Animal care
was provided at the experimental therapeutic unit of the
Nantes medical school according to European directives
for the conduct of animal experiments. Animals were
killed 3 weeks after implantation and the samples were
processed histologically as described below.

Histological and immunohistochemical analyses

Construct samples were fixed in 10% formalin and em-
bedded in paraffin. Paraffin sections (5 um thick) were
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TABLE I
Sequences of Primer Pairs, Annealing Temperatures, Size of PCR Products, and Cycle Numbers
Used for RT-PCR Analysis
Annealing Product Cycle
Gene Primer Sequences Temperature Length Number
B-actin Forward 5'-TCTCCATGTCGTCCCAGTTG-3’ 60°C 164 pb 30
Reverse 5'~AGTCTTCCCCTCCATCGTTG-3'
COL2A1 Forward 5'-GGCAATAGCAGGTTCACGTACA-3' 60°C 108 pb 30
Reverse 5'~GAGGCGTGAGGTCTTCTGTGA-3’
Aggrecan Forward 5'-CCCTGGCAATGATGGCACTGTTC-3’ 60°C 117 pb 30
Reverse 5'~TGGCAATGATGGCACTGTTC-3'
COL1A1 Forward 5'-CATGGAAACCGTGGTGAAACT-3’ 60°C 186 pb 30

Reverse 5'-ACCAGCGATACCAGGCAGAC-3’

deparaffinized using toluene, rehydrated through a graded
series of ethanol, and rinsed in distilled water. For each
samples, three tissue sections were stained with hematoxy-
lin phloxin safran, Alcian Blue and Masson’s trichrome.
For immunohistochemistry, anti-human Ki67 (1/50) and
anti-human type II collagen (1/100) were used. Briefly,
4 pm thick paraffin sections were mounted on pretreated
slides, deparaffinized, rehydrated, and rinsed in distilled
water. Tissue sections were subjected to epitope retrieval
in microwave oven using citrate buffer (pH 6.0) for the im-
munostaining with anti-Ki67 antibody, and pretreated with
trypsin at room temperature for the detection of type II
collagen. Tissue sections were stained using a three-step
visualization system (Dako LSAB). They were rinsed in
buffer and then incubated with primary antibody at room
temperature for 30 min. This was followed by sequential
incubation with biotinylated link antibody for 15 min and
streptavidin labeled with peroxidase for 15 min. Immuno-
staining was visualized using the substrate system pro-
vided in the kit (DAB/H202 substrate) and tissues were
counterstained with hematoxylin for 5 min. Immunoposi-
tive cells showed a black nuclear staining with Ki-67 anti-
body and immunopositive extracellular matrix showed a
brown staining with type II Collagen antibody.

Statistical analysis

Each experiment was repeated at least twice with simi-
lar results. Results are expressed as mean = SEM of tripli-
cate determinations. Comparative studies of means were
performed by using one-way ANOVA followed by post
hoc test (Fisher’s projected least significant difference) with
a statistical significance at p < 0.05.

RESULTS

Viability and proliferation of HNC in
two-dimensional culture

The viability of HNC cultured in contact with Si-
HPMC was investigated through a measurement of
MTS activity after 24, 48, and 72 h in culture. Figure 1
panel A shows that Si-HPMC did not alter MTS

activity of HNC. MTS activity was not significantly
different when HNC were cultured in the presence
or the absence of Si-HPMC [Fig. 1(A)]. On the other
hand, MTS activity was significantly reduced by
nearly 87% (p < 0.001) as early as 24 h of treatment
with Actinomycin-D [Fig. 1(A)].

To examine the proliferation of HNC cultured in
the presence of Si-HPMC hydrogel, we carried out
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Figure 1. Cellular viability and proliferation. Human

nasal chondrocytes were cultured in 2D with or without
Si-HPMC (control) or in the presence of actinomycin-D
(5 pg/mL) during the indicated times. (A) Viability was
assessed by MTS activity as indicated in the materials and
methods. Results are expressed as relative MTS activity
compared with the respective control. *p < 0.001 as com-
pared with control conditions. (B) Proliferation was
assessed by scoring the cells after trypan blue staining.
Results are expressed as the total number of cells per well.
*p < 0.001 compared with the respective control.
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cell counting experiments after trypan blue staining.
Figure 1 panel B shows that Si-HPMC did not affect
the proliferation of HNC. The total number of chon-
drocytes cultured with Si-HPMC showed no signifi-
cant difference when compared with their respective
control. Treatment with actinomycin-D induced a
significant decrease in the total number of cells as
early as 24 h of treatment [Fig. 1(B)].

Considered together, these results indicate that Si-
HPMC had no adverse effects on HNC viability and
proliferation.

Viability of HNC in three-dimensional culture

The viability of HNC in three-dimensional culture
in Si-HPMC was visualized by confocal microscopy
(Fig. 2). We performed a dual staining on three-
dimensionally cultured HNC with CTG and EthD-1,
which respectively label living cells in green and
dead cells in red. HNC viability was visualized
through the intense green fluorescence observed as a
consequence of incorporation of the CTG CMFDA
fluorescent probe into the cell cytoplasm. As shown
in Figure 2 panel “CTG”, HNC were viable after 3
weeks in 3D culture, and have formed nodular struc-
tures exhibiting a strong green fluorescence. Whereas
actinomycin D treatment induced a marked cell
death as evidenced by the intense red flurorescence
observed on panel “ACT,” the barely detectable fluo-
rescence (Fig. 2 panel “EthD-1") confirms the viabil-
ity of cell in three-dimensional culture.

These results indicate that HNC retained their via-
bility and developed in nodular structure when
three-dimensionally cultured in Si-HPMC hydrogel.

Maintenance of chondrocyte phenotype
in three-dimensional culture

To investigate the maintenance of a chondrocyte
phenotype in three-dimensional culture, HNC were

Eth-D1

CTG

ACT

Figure 2. Visualization of three-dimensional cellular via-
bility. HNC were cultured in 3D during 3 weeks into Si-
HPMC prior to staining with CTG and EthD-1. Viability
was visualized by confocal microscopy as indicated in
materials and methods. Actinomycin-D (Act) was used as
a positive control of cell death. Original magnification
x400. [Color figure can be viewed in the online issue,
which is available at www.interscience.wiley.com.]
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Figure 3. RT-PCR analysis of mRNA expression. Total
RNA was purified from freshly isolated HNC (P), from
HNC cultured in two dimensions (2D) during 3 weeks,
and from HNC cultured in three dimensions during 3
weeks (3D). RT-PCR analysis for type II and I collagen
transcripts, as well as aggrecan and B-actin, were per-
formed using primers and conditions detailed in experi-
mental procedures. Samples were electrophoresed on 2%
agarose gels and visualized by UV transilluminator. Repre-
sentative agarose gels are shown.

cultured for 3 weeks either in two dimensions (2D)
without Si-HPMC or in three dimensions (3D) into
Si-HPMC. Expressions of transcripts coding for type
I and II collagens and for aggrecan were evaluated
by RT-PCR (Fig. 3). Contrarily to freshly isolated
HNC (P), which expressed type II collagen, HNC
cultured in 2D failed to express type II collagen.
HNC cultured in 2D also expressed low level of
aggrecan transcripts compared with freshly isolated
HNC. In addition, HNC cultured in 2D expressed
high level of type I collagen compared with freshly
isolated HNC, suggesting a loss of chondrocyte phe-
notype. In contrast to HNC cultured in 2D, HNC
cultured in 3D into Si-HPMC expressed type II colla-
gen transcripts, and exhibited a stimulated aggrecan
expression as compared with HNC cultured in 2D.
Finally, HNC three-dimensionally cultured did not
show type I collagen expression.

These whole results suggest that Si-HPMC enabled
the maintenance of a chondrocyte-like phenotype in
HNC.

Glycosaminoglycans production by HNC
in three-dimensional culture

To determine the effect of three-dimensional cul-
ture of HNC on sulfated GAG production, we per-
formed an Alcian blue staining of HNC after 3
weeks of culture either in 2D in the absence of Si-
HPMC or in 3D into Si-HPMC (Fig. 4). HNC cul-
tured in 2D showed no staining for Alcian blue
whereas HNC cultured in 3D were strongly positive.
MC3T3-E1 cultured in 3D into Si-HPMC, used as a
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3D

HNC

MC3T3-E1

Figure 4. Glycosaminoglycan production. Human nasal
chondrocytes (HNC) were cultured for 3 weeks either in
three dimensions (3D) into Si-HPMC or in two dimensions
(2D) in the absence of Si-HPMC. MC3T3-E1 were cultured
for 3 weeks in three dimensions into Si-HPMC and used
as a negative internal control. Alcian blue staining was
performed as detailed in materials and methods. Samples
were observed with a light microscope. Original magnifica-
tion x200. [Color figure can be viewed in the online issue,
which is available at www.interscience.wiley.com.]

negative control for GAG production, failed to pro-
duce an Alcian blue positive extracellular matrix.
Hydrogel cultured for 3 weeks in the absence of cells
failed to exhibit an Alcian blue staining (data not
shown). These results suggest an abundant accumu-
lation of GAG in the extracellular matrix surround-
ing the HNC cultured in 3D into Si-HPMC.

Redifferentiation of HNC in three-dimensional
culture

It is well known that dedifferentiated chondro-
cytes replaced in a three-dimensional environment
retrieve a chondrocytic phenotype. This phenom-
enon has already been described for various matri-
ces. ! Therefore, the ability of Si-HPMC to allow
the recovery of a chondrocytic phenotype was inves-
tigated by RT-PCR (Fig. 5). For these experiments,
freshly isolated HNC were first dedifferentiated by
three passages in 2D culture and then replaced in
3D culture into Si-HPMC hydrogel during 3 weeks.
The analysis of transcripts were performed on
freshly isolated HNC (Fig. 5 column P), on HNC af-
ter three passages in two-dimensional culture in the
absence of Si-HPMC (Fig. 5 column 2D) and on
HNC cultured in 2D during three passages followed
by a three-dimensional culture in Si-HPMC (Fig. 5
column 3D). Contrarily to freshly isolated HNC that
expressed type II collagen, HNC cultured in 2D for
three passages failed to express type II collagen.
HNC cultured in 2D also expressed low level of
aggrecan transcripts compared with freshly isolated
HNC. In addition, HNC cultured in 2D expressed
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high level of type I collagen transcripts, suggesting a
loss of chondrocyte phenotype in two-dimensional
culture. These dedifferentiated chondrocytes recov-
ered the expression of type II collagen and aggrecan
after an additional 3 weeks culture in 3D into Si-
HPMC. Furthermore, the expression of type I colla-
gen was markedly down regulated after the 3D cul-
ture.

These results suggest that Si-HPMC enables the re-
covery of a chondrocyte-like phenotype in HNC pre-
viously dedifferentiated.

In vivo tissue formation

To investigate whether Si-HPMC hydrogel makes
possible the formation of cartilaginous tissue in vivo,
we have implanted constructs associating either 3D-
cultured HNC (HNC 3D) or freshly isolated HNC
(HNC FI) with Si-HPMC in nude mice. After 3
weeks, histological examination showed the forma-
tion of chondroid nodules (Fig. 6 panel Hematoxylin
Phloxin Safran; HPS) in the two conditions HNC 3D
and HNC FI. HPS stains also depicted typical char-
acteristics of mature chondrocytes within lacunae
surrounded by a rich basophilic matrix. These nod-
ules were positively stained by Alcian blue (Fig. 6
panel AB) and Masson’s trichrome (Fig. 6 panel
MT), suggesting the production of an extracellular
matrix containing GAG and collagen respectively.
Immunohistochemical analysis revealed the presence
of chondrocytes positively stained with Ki-67 anti-
bodies (Fig. 6 panel Ki-67), indicating their ability to
proliferate. Finally, HNC 3D showed an extracellular

P 2D 3D

Type II collagen

aggrecan

TypeI collagen

pP-actin

Figure 5. RT-PCR analysis of mRNA expression. Total
RNA was purified from freshly isolated HNC (P), from
HNC cultured in two dimensions (2D), and from HNC
cultured in two dimensions for three passages followed by
a three-dimensional culture for 3 weeks (3D). RT-PCR
analysis for type II and I collagen transcripts, as well as
aggrecan and B-actin, were performed using primers and
conditions detailed in experimental procedures. Samples
were electrophoresed on 2% agarose gels and visualized
by UV transilluminator. Representative agarose gels are
shown.
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Figure 6. Histochemical analysis of tissue engineered carti-
lage. Cartilage was engineered using HNC three-dimension-
ally cultured during 18 days in Si-HPMC before implanta-
tion (HNC 3D) and freshly isolated HNC implanted within
Si-HPMC (HNC FI). Sections were stained with haematoxy-
lin phloxin safran (HPS), Alcian blue (AB), and Masson’s tri-
chrome (MT). Immunohistochemical detection of Ki67 and
type II collagen were also performed. Original magnification
x400. [Color figure can be viewed in the online issue, which
is available at www.interscience.wiley.com.]

matrix strongly immunopositive for type II collagen
whereas the extracellular matrix of HNC FI exhibited
a barely detectable immunopositivity for type II col-
lagen. As a control, Si-HPMC alone showed neither
the formation of nodular structure nor the presence
of an extracellular matrix (data not shown).
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Theses results indicate that Si-HPMC enables the for-
mation of a cartilaginous tissue in vivo with both three-
dimensionally cultured and freshly isolated HNC.

DISCUSSION

Tissue engineering strategies for replacing dam-
aged cartilage are focused on associating chondro-
cytes and three-dimensional scaffolds. Numerous
scaffolds have therefore been developed to repair
articular cartilage like natural polymers and syn-
thetic matrices (reviewed in Ref. 5). Owing to their
high hydrophilic properties, which are known to
promote chondrocyte differentiation,”**> hydrogels
with cross-linking properties should be convenient
injectable scaffolds. For this reason, this study pro-
poses an innovative hybrid construct for engineering
cartilage. This construct consists in a combination of
HNC and an injectable self-setting hydrogel.***'

The self-setting hydrogel used in this work was an
Si-HPMC. In a previous work, we have demonstrated
that this hydrogel could be a convenient scaffold for
the three-dimensional culture of various chondrocytic
cells lines and primary rabbit articular chondrocytes.**

Articular cartilage is broadly used as a chondro-
cyte source for cartilage engineering. Nevertheless,
articular cartilage remains hardly accessible and con-
sequently provides only few cells. Since nasal chon-
drocytes are more easily harvested, they represent a
clinically relevant cell source for cartilage engineer-
ing.”® In addition, they were shown to have similar
behavior than articular chondrocytes in vitro.*

To propose the combination of HNC and Si-HPMC
hydrogel, we have firstly investigated whether the Si-
HPMC hydrogel was not cytotoxic with respect to
HNC. According to standards (ISO 10993-5: Biological
evaluation of medical devices-Part 5: test for in vitro cy-
totoxicity), we focused on a cytotoxicity test by direct
contact with HNC. As we have observed in a previous
work using rabbit articular chondrocytes,” the Si-
HPMC hydrogel is cytocompatible toward HNC as evi-
denced by the estimation of the mitochondrial dehy-
drogenase activity (MTS assay) and by cell counting. In
addition, the dual fluorescent staining using CTG and
EthD-1 reagent®® revealed that Si-HPMC hydrogel
makes possible the three-dimensional culture of HNC.
HNC three-dimensionally cultured into Si-HPMC
hydrogel retained their viability and have proliferate
and aggregated into distinct nodules. Added together,
our results indicate that HNC can be associated to Si-
HPMC hydrogel without altering their viability and
their proliferation.

A limitation of the autologous chondrocytes trans-
plantation technique, developed by Brittberg and
collaborators,’® is the unclear phenotype of in vitro



ENGINEERING CARTILAGE WITH SI-HPMC HYDROGEL

expanded chondrocytes. It is well known that chon-
drocytes, when two-dimensionally cultured, undergo
a progressive dedifferentiation.”*>** Culturing chon-
drocytes in a three-dimensional scaffold has however
been shown to prevent this phenomenon.®* In the
present study and according to the dedifferentiation
process of chondrocytes during monolayer expan-
sion, the expression of chondrogenic marker (col-
lagen type II and aggrecan) was down regulated,
whereas that of type I collagen was increased. Inter-
estingly, freshly isolated HNC cultured in three-
dimensions in our hydrogel maintained the expres-
sion of type II collagen and aggrecan and exhibited
a decrease in type I collagen expression. These data
strongly suggest that three-dimensional culture of
HNC into Si-HPMC allows the maintenance of a
chondrocyte-like phenotype in vitro. These results
are further confirmed by the production of GAG by
three-dimensionally cultured HNC. The synthesis of
GAG is an important function of chondrocytes and
plays a significant role in regulating the chondro-
cytes phenotype.’® We can therefore assume that Si-
HPMC hydrogel enable the three-dimensional cul-
ture of phenotypically stable HNC able to further
synthesize a GAG-containing extracellular matrix.

The dedifferentiation process of chondrocytes has
extensively been reported as a reversible phenomenon.
Replacing dedifferentiated chondrocytes in a 3D suita-
ble environment can indeed enable the reexpression of
cartilage specific genes'® as well as the recovery of the
chondrocytic spherical morphology observed in an-
chorage-independent culture.® We therefore ques-
tioned whether Si-HPMC could not only enable the
maintenance of a chondrocytic phenotype but also the
recovery of such a phenotype. According to the above-
mentioned data, we clearly demonstrated that Si-
HPMC allows the recovery of type II collagen and
aggrecan expression at the transcript level. These re-
sults highlight the potential of Si-HPMC hydrogel to
support the recovery of a chondrocytic phenotype
in vitro and suggest that Si-HPMC hydrogel can be
used to transfer monolayer-expanded chondrocytes in
future experiments.

As an in vitro culture system might not reflect the in
vivo reality,”” we further aimed at engineering carti-
lage in vivo. Subcutaneous pocket in nude mice have
been demonstrated to create an environment offering
a sufficient supply of nutrients for tissue engineer-
ing.’® We therefore carried out implantation of HNC
associated with Si-HPMC hydrogel in subcutaneous
sites in nude mice. After a 3-week implantation, con-
structs associating HNC, three-dimensionally cul-
tured or not, with Si-HPMC showed the formation of
a cartilaginous tissue. This newly formed tissue exhib-
its a nodular structure containing an extracellular ma-
trix with sulphated GAG and collagen. Interestingly,
implants associating three-dimensionally cultured HNC
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and Si-HPMC hydrogel depicted a strongly positive
immunostaining for type II collagen, whereas,
implants with freshly isolated HNC showed only a
barely immunostaining for type II collagen. Since the
in vivo period was the same for all conditions, the dif-
ference in type II collagen expression might be
explained by the presence or absence of an in vitro cul-
ture period. It is therefore reasonable to speculate that
HNC three-dimensionally cultured into Si-HPMC for
3 weeks have synthesized an extracellular matrix
prior to in vivo implantation. These results unequivo-
cally demonstrate that constructs associating HNC
with Si-HPMC were able to form a cartilaginous tissue
as early as 3 weeks in vivo. However, the integrity and
stability of the newly formed tissue remains uncertain
and needs further long-term in vivo experiments to be
elucidated.

Kafienah et al.*” reported that the complex organi-
zation of articular cartilage is not an intrinsic prop-
erty of articular chondrocytes, but is most probably
the resultant of tensile and compressive forces acting
on this tissue.”” For this reason, further experiments
are needed to investigate whether constructs associ-
ating nasal chondrocytes and Si-HPMC hydrogel
will be able to form a hyaline-like cartilaginous tis-
sue in articular site.

In conclusion, Si-HPMC hydrogel is biocompatible
and biofunctional in vitro with respect to HNC. Fur-
thermore, this study clearly demonstrates the poten-
tial of hybrid construct associating HNC with Si-
HPMC hydrogel for engineering cartilage. Whether
this association of nasal chondrocytes with Si-HPMC
hydrogel may be able to support cartilage repair in a
rabbit model of articular cartilage defect remains to
be considered.
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3 REPARATION DU CARTILAGE ARTICULAIRE A L’AIDE DE CHONDROCYTES NASAUX

AUTOLOGUES ET D’UN HYDROGEL CELLULOSIQUE . ARTICLE 6

Résumeé :

Le cartilage articulaire ne possede que de faibles capacités de réparation spontance. Afin
d’ameliorer la réparation de ce tissu, le transfert de chondrocytes autologues a 1’aide d’une
matrice tridimensionnelle semble prometteur. Dans ce contexte, 1’objectif de ce travail était
d’évaluer I'aptitude de chondrocytes nasaux autologues associés a un hydrogel cellulosique
auto réticulant (HPMC-S1) a réparer le cartilage articulaire. L’ influence de I"'HPMC-Si sur le
phénotype de chondrocytes nasaux de lapin a été examinée par une analyse en PCR en temps
réel de I'expression des marqueurs chondrocytaires (collagene II et agrécane) et du collagene
I. Des chondrocytes nasaux autologues de lapins ont ensuite été amplifiés in vitrro pendant 4
semaines puis associés a I’hydrogel d’HPMC-S1 avant d’étre transplantés de facon autologues
dans des defauts cartilagineux articulaires. L’analyse phénotypique mdique que les
chondrocytes nasaux dédifférenciés récuperent 1’expression du collagene de type II et de
I’agrécane lors d’une culture en trois dimensions dans I’hydrogel HPMC-Si. L’analyse
histologique des chondrocytes nasaux autologues de lapins implantés dans des défauts
cartilagineux articulaires montre la formation d’un tissu de réparation présentant une
organisation similaire a celle du cartilage articulaire sain. L’immunomarquage positif du
collagene II montre, de plus, que le tissu de réparation est un cartilage de type hyalin. Ce
travail illustre le potentiel d’une construction hybride associant les chondrocytes nasaux
autologues avec I’hydrogel d’HPMC-S1 pour I'ingénierie du cartilage. Par ailleurs, I’hydrogel
auto réticulant d’HPMC-S1 pourrait représenter un outil de choix dans le développement de

systémes injectables pour 1I’ingénierie tissulaire.
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Introduction:

Articular cartilage is a highly specialized connective tissue that lines the end of long bones of
mammalian synovial joints. This tissue is mainly responsible for the unique biomechanical
properties of joints[1]. Articular cartilage consists of only one cell type, the chondrocyte[2],
which synthesizes an abundant extracellular matrix (ECM). This matrix is composed of type
I1, IX and XI collagen[1] and the large aggregating proteoglycan, aggrecan[3]. Since articular
cartilage is a non vascularized and aneural tissue, its capacity for spontaneous repair is highly
limited and restricted to a certain type of lesion. Indeed, only defects affecting both articular
cartilage and the subchondral bone display the formation of repair tissue. This repair tissue,
however, consists of a fibrocartilage that fails to restore the mechanical properties of native
articular cartilage[4] and degrades in time. Therefore, injuries occurring within the articular
surface are irreversible and joint replacement remains the ultimate therapeutic treatment to
restore mobility and reduce pain. For this reason, promising strategies are being developed in
the field of tissue engineering, to restore damaged articular cartilage. The autologous
chondrocyte implantation (ACI) procedure was the first cell-based therapy developed and
remains the only one approved by the FDA for clinical use[5]. This technique, which was
developed by Brittberg et al. in 1994, consists in harvesting healthy articular chondrocytes
from a non weight-bearing site. These chondrocytes are then expanded in vitro and ultimately
injected into the defect under a periosteal flap. This technique has led to encouraging results
but also remains disappointing, particularly because the recovery of articular chondrocytes
leads to damage at the donor collection site[6]. In addition, chondrocytes lose expression of
the main chondrocytic markers in culture, and this process of dedifferentiation leads to the
formation of a fibrocartilage biomechanically inferior to the original hyaline cartilage[7].
Another limitation is related to the use of a periosteal flap to retain transplanted cells within
the defects, which is not totally impervious and sometimes lead to hypertrophy[8] or

uncontrolled calcification[6]. In the light of the above-mentioned data, tissue engineering



strategies aim at improving the ACI technique by associating autologous chondrogenic cells
with various biomaterials able to retain cells within the injured site[9]. Both the cellular and
the material component are hence under investigation and have led to the development of two
fields of research.

The first field of research is driving towards the development of three-dimensional matrices
able, on the one hand to maintain the transplanted cell in the defect and, on the other hand, to
support the growth of phenotypically stable chondrocytes. In this approach, various matrices
have been evaluated (for review see[6]) including protein-based or natural polymers such as
fibrin[10] and collagen[11]; carbohydrate-based polymers like hyaluronan[12], agarose,
alginate[13], polylactic and polyglycolic acid[14]. However, among the various matrices
evaluated, some of them (hyaluronan, alginate, polyglycolic and polylactic acid) have been
reported to induce inflammatory responses and foreign body giant cell reaction after in vivo
implantation[6]. In addition, these days medicine is striving towards less invasive procedures
and this has led to the development of injectable cartilage engineering devices for minimally
invasive procedures. Hydrogels are a class of materials that satisfy the requirements for a
successful injectable procedure[15]. In this context, we have recently patented and described
the synthesis of a self-setting hydrogel consisting of silanized hydroxypropyl methylcellulose
(Si-HPMC)[16]. We have demonstrated that this Si-HPMC hydrogel was a convenient matrix
for the three-dimensional culture of rabbit articular chondrocytes[17].

The second field of research concerns the selection of adequate autologous chondrogenic
cells. Articular chondrocytes isolated from a low load-bearing site have been classically
considered the cells of choice for the cellular therapy of articular cartilage[9]. However, with
regards to the donor site, given the morbidity that occurs following the recovery of articular
cartilage, the use of alternative sources of chondrocytes has been contemplated. Among these
alternative sources, chondrocytes derived from nasal septum cartilage have been recently

considered[18]. Indeed, recovery of nasal cartilage is a less invasive surgery than recovery of



articular cartilage, and the resulting morbidity is hence notably reduced[18]. Moreover,
previous studies have demonstrated that nasal chondrocytes are able to give rise to cartilage
and that nasal chondrocytes exhibit greater chondrogenic potential than articular
chondrocytes[19]. In addition, our previous work has clearly indicated that human nasal
chondrocytes associated with a Si-HPMC hydrogel were able to form a cartilaginous tissue in
subcutaneous pockets in nude mice[20]. To further decipher whether Si-HPMC hydrogel
containing autologous nasal chondrocytes could be used in articular cartilage tissue
engineering, our objective, in the present study, was to investigate the potential of this hybrid
construct for the repair of articular cartilage defects. We firstly characterized the phenotype
of chondrocytes freshly isolated from the nasal septa of adult rabbits, as well as after
monolayer and 3D culture within the Si-HPMC hydrogel. Thereafter, we set out to determine
whether autologous rabbit nasal chondrocytes (RNC) associated with Si-HPMC were able to

give rise to repair tissue in an articular cartilage defect.

Materials and methods

Materials:

Hydroxypropyl methylcellulose (HPMC) E4M® was purchased from Colorcon-Dow
chemical (Bougival, France). Glycidoxypropyltrimethoxysilane (GPTMS) was obtained from
Acros (Geel, Belgium). Cell culture plasticwares were purchased from Corning BV (Schipol-
Rijk, The Netherlands). Hyaluronidase (750-1500 units/mg), trypsin (12100 units/mg), type
Il collagenase (452 units/mg), trypsin/EDTA (0.05%/0.53mM), HEPES, and isopropanol
were purchased from Sigma-Aldrich (St-Louis, USA). Hank’s Balanced sodium salt (HBSS),
DMEM (4.5 g/l glucose), penicillin/streptomycin, L-glutamine, Trizol® and Dnase | were
obtained from Invitrogen Corporation (Paisley, UK). Avian Myeloblastosis Virus-Reverse
Transcriptase, random hexamers and recombinant ribonuclease inhibitor were provided by

Promega Corporation (Madison, WI, USA). Brilliant® SYBR® Green Master Mix was



obtained from Stratagene (La Jolla, USA). PCR primers were synthesized by MWG Biotech
(Ebersberg, Germany). Fetal calf serum (FCS) was from Dominique Dutscher (Brumath,
France). Monoclonal antibody against type Il collagen was purchased from Oncogene
Research Products (San Diego, USA). Imalgéne 1000® was provided by Mérial (Lyon,
France). Rompun® was from Bayer Pharma (Puteaux, France). Safil déc.3® was purchased
from B. Braun Laboratory (Boulogne Billancourt, France). Dolethal® was obtained from
Vetoquinol Laboratory (Lure, France). All other chemicals were from standard laboratory
suppliers and were of the highest purity available.

Preparation of Si-HPMC hydrogel:

The synthesis of Si-HPMC was performed by grafting 14.24% of 3-GPTMS on E4M® in
heterogeneous medium, as previously described[16, 21]. Si-HPMC powder (3% w/v) was
solubilized in 0.2 M NaOH under constant stirring for 48h. The solution was then sterilized
by steam (121°C, 30 min). To allow the formation of a reticulated hydrogel, the solution was
finally mixed with 0.5 volume of 0.26 M HEPES buffer.

Animals and surgical procedures

All animal handling and surgical procedures were conducted according to European
Community guidelines for the care and use of laboratory animals (DE 86/609/CEE) and
approved by the local Veterinary School ethical committee. Experiments were performed
according to Good Laboratory Practices (GLP) at the Experimental Therapeutics Unit of the
University of Nantes.

Isolation of rabbit nasal chondrocytes:

Rabbit nasal chondrocytes (RNC) were isolated from the nasal cartilage of adult female New
Zealand White rabbits (3 to 3.5 kg). Briefly, general anesthesia was induced by intramuscular
injection of an association of ketamine (Imalgéne 1000®) and xylazine (Rompun®) and
maintained with the same association delivered intravenously through a catheter into the

auricular marginal vein. Analgesia was provided through subcutaneous injection of morphine



chlorhydrate (2 mg/kg). A median cutaneous incision was performed according to the nasal
bone junction (sutura internasalis). The skin was retracted and the two nasal bones were
symmetrically elevated via a horizontal osteotomy progressing mesio-distally according to
the suture between the incisive bones and the nasal ones (sutura naso-incisiva). The
subsequent bone flap was manually elevated, reversed caudally and gently fractured with
only periosteal remaining attachments at the junction with the frontal bone (sutura
nasofrontalis). This exposed the nasal turbinates and the median nasal septum (concha
nasalis dorsalis). The nasal mucosa was gently elevated from both sides of the nasal septum
that was then harvested after a ventral incision with a n°11 knife blade, extended distally
until the junction with the frontal bone. The nasal bone flap was put back in place under
digital pressure and sutured bilaterally with the cartilage part of the nostrils with two single
interrupted sutures (Safil déc.3®). Cutaneous sutures were performed routinely with
absorbable sutures.

The nasal septum was cut into small slices and digested at 37°C with 0.05% hyaluronidase in
HBSS for 10 minutes, then with 0.2% trypsin for 15 minutes and with 0.2% type II
collagenase for 30 minutes. Finally, slices were digested overnight at 37 °C in 0.03%
collagenase in DMEM. The suspended rabbit nasal chondrocytes (RNC) were either frozen
for subsequent RNA extraction and RT-PCR analysis or plated at a density of 1.10* cells/cm?
in a 25cm® culture flask and cultured in DMEM supplemented with 10% FCS, 1%
penicillin/streptomycin and 1% L-glutamine (culture medium). The cells were maintained at
37°C in a humidified atmosphere of 5% CO, and the culture medium was changed every 2-3
days.

Dedifferentiation of RNC in monolayer culture:

Freshly isolated RNC were allowed to adhere in 25cm? culture flasks at a final density of
1.10* cells/cm?. This primary culture (P0) was grown until 80% confluent and then detached

from the culture flask using trypsin/EDTA. Harvested RNC were washed, resuspended in



culture medium, counted and re-seeded at 1.10* cells/cm? (P1). Cultured RNC were passaged
up to three times (P1, P2 and P3). RNC from each passage were frozen for subsequent
quantitative RT-PCR analysis.

Three-dimensional culture of dedifferentiated RNC in Si-HPMC hydrogel:

Third-passage RNC (P3) at 80% confluence were detached from the culture flask with
trypsin/EDTA. Harvested RNC were washed and gently mixed with Si-HPMC hydrogel,
prepared as described previously, at a density of 1.10° cells/ml. The cell/Si-HPMC mixtures
(2 ml) were seeded in 6-well plates and incubated at 37°C and 5%CO,. After a 2h incubation,
culture medium was added as previously described[20] and cells were three-dimensionally
cultured for 3 weeks. The culture medium was changed every 2-3 days. After 3 weeks RNC
were frozen for subsequent quantitative RT-PCR analysis.

Svynthesis of sulfated GAG in three-dimensional culture:

RNC (P3) were gently mixed with Si-HPMC, prepared as described previously, at a density
of 1.10° cells/ml. 1 ml aliquots of the cell/Si-HPMC mixture were seeded in 24-well plates
and incubated at 37°C and 5% CO,. After a 2h incubation, 1.5 ml of culture medium was
added to each well and the plates were incubated for 3 weeks with medium changes every 2-
3 days.

After the indicated time, the production of sulfated Glycosaminoglycans (GAG) was assessed
colorimetrically by Alcian blue staining. Briefly, samples were washed with PBS and fixed
for 5 minutes in methanol at —20°C. Cells were then stained at room temperature with 0.1%
Alcian blue solution in 0.1 M HCI. After overnight incubation, cells were rinsed with
distilled water. MC3T3-E1, a non-transformed mouse osteoblastic cell line[22] was cultured
in 3D in Si-HPMC for three weeks, and used as a negative control for the production of
sulfated GAG.

Reverse Transcription and real-time polymerase chain reaction:




For real time PCR analysis, total RNA was extracted using Trizol® reagent according to the
manufacturer’s instructions. Briefly, lysis of the cells in Trizol® was followed by
centrifugation at 10,000 g, 4°C for 15 minutes in the presence of chloroform. The upper
aqueous phase was collected and the RNA was precipitated by addition of isopropanol and
centrifugation at 12,000 g, 4°C for 5 minutes. Total RNA was then washed with 1 ml of cold
75% ethanol, dried, reconstituted with sterile water, and quantified by spectrometry.

After Dnase | digestion, 1 pg of RNA samples was reverse transcribed using AMV-RT and
random hexamers in a total volume of 30 pl. Complementary DNA (cDNA) was amplified in
a total volume of 25pl PCR reaction containing 12.5 pl of Brilliant® SYBR® Green Master
Mix (1X) and 30nM of SYBR green reference dye. The sequence and concentration of each
primer set used are given in table 1. Real-time polymerase chain reaction was carried out in
an MX3000P® real-time PCR system (Stratagene) under the following conditions:
denaturation for 10 min at 95°C followed by 40 cycles of 30s at 95°C, 1min at 60°C and 30s
at 72°C. The efficiency and specificity of each primer set was confirmed with standard
curves of Cycle threshold (Ct) values versus serial dilution of total RNA and melting profile
evaluation. Cycle thresholds were normalized to -actin to control for cDNA quantification
differences. Results are reported as fold change in gene expression relative to control
conditions

Transplantation of autologous rabbit nasal chondrocytes into articular cartilage defects:

Six female New Zealand White Rabbits were used. The nasal septa were harvested and nasal
chondrocytes were isolated as described above. Isolated RNC were expanded in monolayer
culture for 4 weeks and passaged once before use. These expanded RNC were mixed with Si-
HPMC as described above at a density of 2.5.10° cells/ml. Si-HPMC containing RNC was
transplanted into osteochondral articular defects of the knee of the same animals. General
anesthesia and analgesia were conducted as previously described. Lateral arthrotomy of the

knee joint was performed and the patella was luxated medially. Two cylindrical



osteochondral defects 3 mm in diameter and 3 mm in depth were drilled with a dental bur
and under sterile saline irrigation in the middle of the femoral trochlea, the first one on the
upper part of the trochlear groove, the other in the lower part just proximal to the caudal
cruciate ligament insertion. The Si-HPMC/RNC mixture (n=6) at 2.5.10° cells/ml was then
carefully injected into the osteochondral defects through a 21-gauge needle. As a control,
osteochondral defects were left empty (n=6) or filled with Si-HPMC hydrogel alone (n=6).
The patella luxation was reduced and the articular and cutaneous tissues were then closed in
different layers with single interrupted absorbable sutures (Safil déc.3®). All femoral
implantations were performed bilaterally.

No prophylactic antibacterial or anti-inflammatory treatments were administrated after
surgery. After 6 weeks of implantation, the animals were anesthetised and sacrificed by
intracardiac overdose of sodium pentobarbital (Dolethal®) under general anesthesia. The
distal femoral ends were immediately dissected from the animals and fixed in formaldehyde
solution for histological analysis.

Construct samples were soaked for 5 days in methyl methacrylate and embedded in Glycol
methyl methacrylate (PMMA) resin. Thin sections (7 um thick) were then prepared using a
hard tissue microtome. The thin sections were stained with Movat’s pentachrome. Cartilage
was stained in red-pink, calcified cartilage in green, bone in yellow-green and osteoid in red.
Specific histological staining (Masson’s trichrome, Alcian blue) as well as
immunohistological staining for type Il collagen were also performed. Construct samples
were fixed in 10% formalin and embedded in paraffin. Paraffin sections (4 um thick) were
deparaffinized using toluene, rehydrated through a graded series of ethanol, and rinsed in
distilled water. For each sample, three tissue sections were stained with
haematoxylin/phloxin/saffran,  Alcian Blue and Masson’s  trichrome. For
immunohistochemistry, an anti-rabbit type Il collagen (1/100) was used. Briefly, 4 um thick

paraffin sections were mounted on pre-treated slides, deparaffinized, rehydrated, and rinsed



in distilled water. Tissue sections were subjected to epitope retrieval in a microwave oven
using citrate buffer (pH 6.0) and pre-treated with trypsin at room temperature (for the
detection of collagen I1). Tissue sections were stained using a three-step visualization system
(Dako LSAB). They were then rinsed in buffer and incubated with primary antibody at room
temperature for 30 min. This was followed by sequential incubation with biotinylated link
antibody for 15 min. and streptavidin labeled with peroxidase for 15 min. Immunostaining
was visualized using the substrate system provided in the kit (DAB/H202 substrate) and
tissues were counterstained with haematoxylin for 5 min. Negative controls were performed
by substituting the primary antibody with PBS. Immunopositive cells showed brown
cytoplasmic staining with Collagen Il antibody. Samples were then visualized using a light
microscope (Zeiss, Axioplan 2, Germany).

Statistical analysis:

Results are expressed as mean £ SEM of triplicate determinations. Comparative studies of
means were performed by using one-way ANOVA followed by a post hoc test (Fisher’s

projected least significant difference) with statistical significance at p<0.05.

Results:

Dedifferentiation of rabbit nasal chondrocytes in 2D culture

It is well known that articular chondrocytes undergo a progressive dedifferentiation in two-
dimensional culture[7, 23, 24]. We therefore sought to evaluate whether this phenomenon
also happens with rabbit nasal chondrocytes. For this purpose, RNC were cultured in
monolayer for 3 passages. Expression of transcripts coding for type I and Il collagen as well
as aggrecan were evaluated by real-time PCR (figure 1). When RNC were passaged once
(figure 1, A, RNC P1) or twice (figure 1, A, RNC P2), a 2.5- and 25-fold decrease in type Il
collagen expression was observed as compared to freshly isolated RNC (figure 1, A, RNC

P0O). Aggrecan expression exhibited a 5-fold decrease after three passages (figure 1, B, RNC
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P3). On the contrary, the expression of type | collagen transcripts was dramatically increased
about 20 fold after 3 passages in monolayer culture (figure 1, C, RNC P3).

Redifferentiation of rabbit nasal chondrocytes in 3D culture

It is also known that dedifferentiated articular chondrocytes can redifferentiate when put back
into in a three dimensional environment. In this context, we questioned whether
dedifferentiated RNC could be redifferentiated by a three-dimensional culture within the Si-
HPMC hydrogel. To address this issue, RNC were dedifferentiated by three passages in
monolayer as described above and then cultured either in 3D culture within Si-HPMC
hydrogel or in two-dimensions for 3 weeks. Real-time PCR analysis revealed that after three
weeks, RNC cultured in three-dimensions within Si-HPMC exhibited an 8-fold higher
expression of type Il collagen and a 2.5-fold higher expression of aggrecan (figure 2, A and
B, RNC 3D HPMC) than two dimensionally cultured chondrocytes. Interestingly, the
expression of type | collagen after 3 weeks in three dimensional culture within Si-HPMC was
approximately 2.5-fold inferior to that measured in two-dimensionally cultured RNC (figure
2,C).

Synthesis of sulfated Glycosaminoglycans in 3D culture within Si-HPMC hydrogel:

In order to investigate the ability of rabbit nasal chondrocytes to synthesize sulfated GAG in
Si-HPMC hydrogel, we performed an Alcian blue staining of RNC after three weeks of 3D
culture within Si-HPMC hydrogel (figure 3). RNC cultured three-weeks within Si-HPMC
exhibit a positive Alcian blue staining (figure 3, A). On the contrary, MC3T3-E1 cells
cultured in Si-HPMC hydrogel and used as a negative control of sulfated GAG production
were negative for Alcian blue (figure 3, B). These results show an accumulation of sulfated
GAG in the extracellular matrix surrounding RNC nodules formed in 3D culture within Si-
HPMC hydrogel.

Repair of articular cartilage defects by Si-HPMC containing autologous RNC:
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We next asked ourselves whether these hybrid constructs were able to repair articular
cartilage defects. To address this issue, osteochondral defects were created within the
articular surface and thereafter filled with an association of Si-HPMC and autologous RNC.
Recovery of the articular cavity 6 weeks post-implantation revealed no signs of inflammation
regardless of the condition under study. Macroscopically, we observed that all the defects
were filled with tissue showing different characteristics (figure 4, A). The control defects
(empty defects) were filled with a repair tissue appearing slightly thicker than adjacent
cartilage, as indicated by the redness of the defect (figure 4, A, Control). This repair tissue
nevertheless exhibited good integration to the host cartilage, as indicated by the absence of a
visible margin line. Histological examination by Movat’s pentachrome staining revealed the
presence of blood vessels in the center of the defect. Furthermore, the repair tissue near the
edge of the defect had a poor extracellular matrix, as indicated by the weak staining as
compared to adjacent cartilage (figure 4, B, Control). Defects treated with Si-HPMC
hydrogel alone became filled with a vascularized tissue (figure 4, A, Si-HPMC). The
presence of blood vessels was clearly visible from the center of the defect to the periphery.
Furthermore, the border of the defect remained visible after 6 weeks, suggesting poor
integration with the adjacent cartilage (figure 4, A, Si-HPMC). The presence of blood vessels
was confirmed by histological examination exhibiting a tissue containing numerous blood
vessels (figure 4, B, Si-HPMC). Furthermore, Movat’s pentachrome staining also revealed
the poverty of the extracellular matrix composing the repair tissue as compared to the
adjacent cartilage. Defects treated with the hybrid construct Si-HPMC/RNC were totally
filled with a bright, white, opaque tissue (figure 4, A, Si-HPMC/RNC). Histologically, the
repair tissue exhibit a well-defined structural organization (figure 4, B, Si-HPMC/RNC),
appearing quite similar to that observed in native articular cartilage.

To further characterize the repair tissue formed with the hybrid construct, we performed

additional histological and immunohistological staining. The femoral condyle containing the
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defects filled with Si-HPMC/RNC were embedded in paraffin and stained with
hematoxilin/phloxin/saffran (HPS), Alcian blue and Masson’s trichrome as well as
immunostained for type Il collagen (figure 5). HPS staining of the defect treated with Si-
HPMC/RNC showed a cartilage-like organization (figure 5, A, RT). Moreover, the staining
intensity appeared similar between the profound zone of the newly formed repair tissue and
the adjacent healthy cartilage (figure 5, A). Alcian blue staining of the defect treated with Si-
HPMC was strongly positive in the deeper layer, fairly positive in the mid layer and barely
positive in the superficial layer (figure 5, B). On the contrary, the newly formed tissue filling
the defect exhibited an homogenously positive Masson’s trichrome staining (figure 5, C).
Finally, this repair tissue was also positive for type Il collagen immunostaining (figure 5, D
RT). Interestingly, we noted that both the deep and the mid layer of the newly formed tissue
were strongly positive, as was the surrounding healthy cartilage (HC). The superficial layer
was also positively immunostained for type Il collagen but to a lesser extent than adjacent
healthy cartilage.

These results suggest that Si-HPMC containing autologous nasal chondrocytes is able to fill
an articular cartilage defect leading to the formation of a structurally organized hyaline-like

repair tissue.

Discussion:

The field of tissue engineering is driving towards the development of strategies to restore
damaged cartilage. Indeed, due to the absence of vascularization, articular cartilage exhibits a
very weak capacity for spontaneous repair and in some case never heals. Different strategies
have therefore been developed in an attempt to repair cartilage, such as the autologous
chondrocyte implantation (ACI) technique. ACI was the first general tissue engineering
treatment developed and has become the dominant clinical cell-based therapy for cartilage

repair over the past decade. This method has achieved encouraging results (lower pain) but
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remains limited by the dedifferentiation process of chondrocytes during the in vitro phase[24,
25] and by an outflow of the transplanted cells through the suture of the periosteal flaps
during the in vivo period[26]. To overcome these limits, much attention has been paid to the
development of three-dimensional matrices for the transfer and maintenance of cells in the
recipient site[15, 27]. In addition, the rise in minimally invasive surgery has oriented
researchers towards the development of injectable tissue engineering systems[9]. In this
context, hydrogels, which are highly hydrated cross-linked polymers, represent suitable
candidates for a successful injectable tissue engineering device. Therefore, we have
developed a self-setting hydrogel named Si-HPMCJ[28]. This Si-HPMC hydrogel is a
convenient scaffold for the three-dimensional culture of chondrocytes[17].

An additional restriction of the ACI technique is related to the source of chondrocytes.
Indeed, recovery of articular cartilage induces morbidity at the donor site. As a consequence,
alternative sources of autologous chondrocytes, such as nasal septum-derived chondrocytes,
have been considered[18, 29]. In a previous study, we demonstrated that human nasal
chondrocytes associated with Si-HPMC hydrogel and injected subcutaneously in nude mice
were able to form a cartilaginous tissue[20]. These previous encouraging results obtained
with the association of nasal chondrocytes and Si-HPMC hydrogel have logically led us to
test this hybrid construct for the repair of damaged articular cartilage.

The aim of the present work was hence to test the ability of a hybrid construct associating Si-
HPMC hydrogel with autologous nasal chondrocytes for the treatment of articular cartilage
defects. Various models of osteochondral defects have been described in the literature in
rabbits[30, 31], horses[32], goats[33] and cattle[34]. However, the rabbit model remains the
most widely used[35]. In contrast to the use of autologous rabbit articular chondrocytes,
which have been well described for the treatment of rabbit osteochondral defects[36, 37], the
use of autologous rabbit nasal chondrocytes remains poorly documented. Therefore, we first

sought to characterize the phenotype of rabbit nasal chondrocytes. Our data indicate that
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freshly isolated rabbit nasal chondrocytes express the two main chondrocytic markers, type Il
collagen and aggrecan, as previously described for articular chondrocytes[38]. One
characteristic of articular chondrocytes is the dedifferentiation process that occurs during
their monolayer in vitro expansion. This dedifferentiation process is characterized
morphologically by a loss of the spherical shape typical of chondrocytes and the adoption of
a fibroblast-like appearance[39]. These morphological changes are accompanied by a switch
in the expression of cartilage-specific collagens, namely type I1, IX and XI, and of aggrecan
towards collagen type I, 111 and V that are normally expressed by fibroblasts[7]. As expected,
freshly isolated rabbit nasal chondrocytes expressed type Il collagen and aggrecan but also
type | collagen. This expression of type | collagen in rabbit nasal chondrocytes is consistent
with a preceding study showing a positive immunostaining for type I collagen in human[18,
40], rabbit[41] and bovine nasal cartilage[29]. In agreement with the dedifferentiation
process of chondrocytes, during two-dimensional culture[42], type Il collagen and aggrecan
expression were down regulated, whereas that of type | collagen was increased. The
dedifferentiation of chondrocytes has, however, been described to be a reversible
phenomenon. Indeed, when replaced in a three dimensional environment, dedifferentiated
chondrocytes are able to recover the expression of cartilage-specific genes[23, 38, 43]. As
previously described with human nasal chondrocytes[20], the three-dimensional culture of
dedifferentiated rabbit nasal chondrocytes within Si-HPMC hydrogel enabled the recovery of
type Il collagen and aggrecan expression at the transcript level. These results emphasize that
Si-HPMC hydrogel not only allows the maintenance but also the recovery of a chondrocytic
phenotype in vitro. Therefore, these data suggest that Si-HPMC hydrogel could be used to
transfer monolayer-expanded rabbit nasal chondrocytes in vivo for cartilage tissue
engineering.

Finally, in order to decipher whether hybrid constructs associating Si-HPMC hydrogel with

rabbit nasal autologous chondrocytes could be an appropriate device for articular cartilage
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repair, rabbit articular cartilage defects were created and treated with this hybrid construct.
The control defects that were left empty exhibited the formation of fibrocartilaginous repair
tissue. This self-repair process begins with the formation of a blood clot. This blood clot is
invaded, a few days later, by mesenchymal stem cells from bone marrow, which in turn
produce the repair tissue[44]. This repair tissue has already been characterized as a fibrous
cartilage exhibiting inferior mechanical properties to healthy cartilage[45]. Interestingly,
constructs associating autologous nasal chondrocytes with Si-HPMC hydrogel led to the
formation of a hyaline-like repair tissue exhibiting the production of GAG and type I
collagen. Furthermore, this repair tissue displayed a specific tissular organization resembling
that of native articular cartilage. This tissue organization is surprising given that nasal septum
and articular cartilage, which have both been described as a hyaline cartilage[46], exhibit
different histological organization. This divergence in structural organization between nasal
and articular cartilage may be related to the different embryonic origin of these two tissues.
Articular chondrocytes are derived from the mesoderm whereas nasal chondrocytes are
derived from the neural crest of the neural ectoderm[2, 47]. It has also been suggested that
the tissue remodeling occurring under physiological conditions may be responsible for the
tissue organization[18]. The specific organization of the repair tissue formed with autologous
nasal chondrocytes within Si-HPMC hydrogel in a low-loading articular site tends to confirm
this hypothesis. However, it is also well established that mechanical forces play a role in the
structural organization of the articular cartilage. On the one hand, compressive forces could
act positively by enhancing extracellular matrix deposition and consequently increasing
mechanical properties[48]. On the other hand, mechanical stress could act negatively by
degrading the repair tissue formed in a weight-bearing site[49]. Whether Si-HPMC hydrogel
containing autologous nasal chondrocytes may repair articular cartilage defects in a weight-
bearing site through the production of a biologically and biomechanically stable hyaline-like

tissue remains, however, to be determined. Since the degradability of our Si-HPMC hydrogel
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could also influence the long-term stability of the hyaline-like repair tissue, the investigation
of the degradation properties of Si-HPMC now deserves major considerations.

In conclusion, in this study, the transplantation of Si-HPMC hydrogel containing autologous
nasal chondrocytes led to the successful repair of an articular cartilage defect in rabbits.
These results therefore highlight the potential of associating nasal chondrocytes with the Si-
HPMC injectable hydrogel for the treatment of articular cartilage defects. However, the long-
term stability of the repair tissue formed needs to be further studied. With the objective of
minimally-invasive surgery, transplanting Si-HPMC hydrogel containing autologous cells in
an articular cartilage defect through percutaneous injection could pave the way for new

therapeutic strategies for the treatment of cartilage defects.
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accession

concentratio

Base

Gene sequences :
number n pairs
Fwd 5'-CCCATCTACGAGGGCTACGC- 300 M
beta- AF40427 |3 152 b
actin 8 Rev 5-TCCTTGATGTCCCGCACGATC- P
3 900 nM
Fwd 5~ 600 NM
Aggreca | 38480 TTCCCTGGCGTGAGAACCTAC-3' 77 bp
n Rev 5-CCTCCATCTCCTCTGCGAAGC-
3 900 nM
Fwd 5'-AGCCCAGCATTGCCCAGAAG- 300 nM
COL1A1 | D49399 3 79 bp
Rev 5’GCTCTCGCCGAACCACACG-3' 100 nM
Fwd 5~ 600 M
coL2a1 | Ds3oos CAC(';CTCAAGTCCCTCAACAAC-?) 131 bp
Rev 5~ 900 NM

CTATCCAGTAGTCACCGCTCTTCC-3'

Table 1: Sequences of primer pairs and concentrations used for real-time quantitative PCR

analysis.
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Figure captions :

Figure 1: Effect of monolayer culture on rabbit nasal chondrocyte phenotype. Freshly
isolated chondrocytes were cultured in monolayer (P0O) and passaged three times (P1, P2 and
P3). Total RNA was purified from each passaged RNC as described in the Materials and
Methods. Real time PCR analysis for type Il collagen (A), aggrecan (B) and type | collagen
(C) was performed as described in the Materials and Methods. Results are reported as fold
change in gene expression relative to the control condition (RNC P0). Data are representative
of experiments with similar results. *, P<0.05 compared with RNC PO.

Figure 2: Effect of three-dimensional culture on the phenotype of rabbit nasal chondrocytes.
RNC P3 were cultured either in monolayer (RNC P4 2D) or in three-dimensions within Si-
HPMC (RNC 3D HPMC) for three weeks. Total RNA was purified from RNC as described
in the Materials and Methods. Real time PCR analysis for type Il collagen (A), aggrecan (B)
and type | collagen (C) was performed as described in the Materials and Methods. Results
are reported as fold change in gene expression relative to the control condition (RNC P4 2D).
Data are representative of experiments with similar results. *, P<0.05 compared with RNC
P4 2D.

Figure 3: Glycosaminoglycans production. Rabbit nasal chondrocytes (RNC) were cultured
in 3D within Si-HPMC for 3 weeks (A). MC3T3-E1 were cultured for 3 weeks in 3D within
Si-HPMC and used as a negative internal control (B). Alcian blue staining was performed as
detailed in the Materials and Methods. Samples were observed with a light microscope. Bar:
100 pm.

Figure 4: Macroscopic and histological appearance of defects 6 weeks after implantation. Si-
HPMC alone (Si-HPMC) or with RNC (Si-HPMC/ RNC) injected in an articular cartilage
defect and analysed 6 weeks later. Defects left empty served as a control (CTRL). A)
Macroscopic appearance of joint surface 6 weeks after implantation. Bar: 3mm. B)

Macroscopic appearance of joint surface 6 weeks after implantation at higher magnification.
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Bar: 1mm. C) Histological appearance of articular cartilage defects 6 weeks after
implantation. Sections were stained with Movat’s pentachrome. Bar: 200 pm.

Figure 5: Histological and immunohistological analysis of articular cartilage defects after 6
weeks in vivo. Representative sections of defects filled with Si-HPMC containing autologous
RNC were stained with hematoxylin/phloxin/safran (A), Alcian blue (B), Masson’s trichrome
(C) and immunostained for type Il collagen (D). HC: Healthy cartilage. RC: Repaired

cartilage. Bar: 200pum.
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Ingénierie tissulaire et réparation du cartilage

4 DiscussionN

Les stratégies d’ingenierie tissulaire développées pour remplacer le cartilage endommage sont
focalisées sur I’association de chondrocytes avec des matrices tridimensionnelles. Parmi
celles-ci, les biomatériaux injectables permettraient, outre la réparation du tissu endommage,
le développement de techniques chirurgicales mini-invasives. Grace a leur propriéteés
hydrophiles, connues pour ameliorer la différenciation chondrocytaire (337), les hydrogels
preésentant des propriétés d’auto réticulation apparaissent comme des biomatériaux pertinents

pour répondre au challenge de la thérapie cellulaire du cartilage par chirurgie mini-invasive.

Comme nous ’avons déja observeé pour les chondrocytes articulaires de lapins (article 4),
I’hydrogel d’HPMC-S1 est cytocompatible a I’égard de chondrocytes nasaux humains (CNH)
en culture monocouche mais également en culture tridimensionnelle (article 5). Nos résultats
nous indiquent en effet que les CNH peuvent étre associés a 1’hydrogel d’HPMC-Si sans
altération de leur viabilité et de leur capacité de prolifération. De plus notre analyse
phénotypique montre que la culture tridimensionnelle dans I’hydrogel d’HPMC-S1 permet le
maintien du phénotype des CNH et le maintien de leur capacité de synthese de
glycosaminoglycanes (GAG) sulfatés. Parallelement nous avons également monftré que des
CNH préalablement dédifférenciés par une culture en monocouche, récupéraient leur
phénotype chondrocytaire apres une culture tridimensionnelle dans I’hydrogel. Ces résultats
nous indiquent que I'HPMC-Si peut etre utilisé comme matrice pour la culture
tridimensionnelle des CNH mais pourrait aussi etre utilisé pour transférer des chondrocytes
amplifiés en monocouche. Cependant, les systemes de culture in vitro ne refletent que
partiellement la formation de tissu observée in vive. Nous avons donc testé la capacité de
I’hydrogel d’HPMC-S1 associ¢ aux CNH a former un tissu cartilagineux 7n vivo chez la souris
nude. Des constructions hybrides associant soit des CNH fraichement isolés soit des CNH
cultivés en trois dimensions (3D) ont été injectés en sous-cutané chez la souris nude. Aprés 3
semaines, les implants récupéres montrent la formation de nodules cartilagineux contenant
des GAG sulfatés et du collagene, quelles que soient les conditions. Cependant, alors que les
chondrocytes cultivés en trois dimensions avant implantation forment un tissu présentant un
immunomarquage positif pour le collagene de type II le tissu formé par les chondrocytes
fraichement isolés n’est que tres faiblement positif pour le collagene de type II. Ceci laisse
supposer que les CNH cultivés en trois dimensions pendant trois semaines in vifro ont

synthétisé une matrice extracellulaire avant leur implantation. Le tissu néoformé par ces
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chondrocytes cultivés en 3D serait donc plus mature que celui obtenu avec les CNH

fraichement 1solés.

Cependant 11 faut noter que ce tissu néoformé en sous-cutané ne semble pas présenter
d’organisation particuliere. L’organisation complexe retrouveée dans le cartilage articulaire est
certainement la résultante des forces de compression et de tension s’appliquant sur ce tissu
(234). Pour cette raison, il apparait nécessaire de tester ces constructions hybrides en site
articulaire. Parmi les différents modeles animaux sur lesquels des défauts ostéochondraux ont
été créés (le cheval (368), la chevre (410) et le lapin) ce dernier reste le modéle le plus
couramment utilisé (203, 237, 415). Cependant, contrairement aux chondrocytes articulaires
de lapins qui sont bien décrits dans le traitement de défauts ostéochondraux (253, 311), les
chondrocytes nasaux de lapins ont €té beaucoup moins décrits. Il nous est donc apparu
intéressant de réaliser une caractérisation comparative de ces cellules in vitro en culture 2D et
3D. Nos résultats (article 6) nous montre que les chondrocytes nasaux de lapins expriment,
comme les chondrocytes articulaires, les principaux marqueurs du phénotype chondrocytaire,
le collagene de type II et I'agrécane (43). Ces chondrocytes nasaux de lapins subissent
¢galement le processus de dédifférenciation en culture monocouche. Ils perdent 1’expression
des marqueurs chondrocytaires (collagene de type II et agrécane) et acquierent une
morphologie fibroblastique (163), qui s’accompagne dune augmentation de I’expression du
collagene de type I (435). De facon similaire a ce qui est observé pour les chondrocytes
nasaux humains (article 5), la culture en trois dimensions dans 1’hydrogel des chondrocytes
nasaux de lapins dédifférenciés permet la récupération de I’expression des marqueurs
chondrocytaires, associée a une diminution de I’expression du collagene de type I. Ceci
suggere que I’hydrogel d’HPMC-S1 peut étre utilisé pour transférer in vivo des chondrocytes

nasaux de lapins préalablement amplifi€s en culture monocouche.

Amsi des chondrocytes nasaux autologues ont été associes a I’hydrogel d’HPMC-Si et
implantés dans des défauts cartilagineux articulaires créés dans la fosse inter-condylienne
chez le lapin. La caractérisation histologique des défauts non traités par I’association HPMC-
Si/chondrocytes nasaux de lapin réalisée apres 6 semaines, montre la formation d’un tissu
fibrocartilagineux, présentant une déplétion de la surface articulaire dans la zone réparée,
caractéristique du processus de réparation spontanée, (230). En revanche, le tissu de
réparation formé suite a l'implantation des chondrocytes nasaux autologues par notre
hydrogel est de type hyalin (GAG sulfatés et collagéne de type II). Afin de mieux définir le

tissu de réparation obtenu grace a notre concept, nous souhaitons utiliser, au travers d’une
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collaboration avec le laboratoire Inserm U 484 (Dr E. Miot-Noirault), une technique de
scintigraphie au technicium 99 couplé a un ammonium quaternaire. De par D’affinite
specifique de I’ammonium quaternaire pour les protéoglycanes du cartilage, cette technique
permettra, en fonction de la fixation du traceur, de déterminer la teneur en protéoglycanes
dans le tissu néoformeé. La comparaison de cette teneur entre le tissu de réparation et le tissu

sain permettra de conclure quant a la nature hyaline integre du tissu néoformé.

Le tissu de réparation néoforme, apres 1’implantation de notre construction hybride, présente,
de plus, une organisation tissulaire comparable a celle du cartilage articulaire sain. Cette
similitude dans 1’organisation des tissus peut étre surprenante si on considere que le cartilage
nasal, bien que de type hyalin comme le cartilage articulaire, est un tissu qui ne présente pas
cette organisation spécifique in sifu. Ceci tend a confirmer I’hypothese que I’organisation
tissulaire complexe du cartilage articulaire est la conséquence du remodelage tissulaire
intervenant sous I’action des forces de compression et de tension s’appliquant sur le cartilage
articulaire(234). Ces forces de compression et de tension peuvent, par ailleurs, avoir des effets
contraires sur le tissu néoforme, soit positifs en ameéliorant ses propriétés mécaniques et sa
synthese matricielle (508), soit négatifs en favorisant sa deégradation (442). Le site
d’implantation choisi pour cette €tude (article 6), la fosse inter-condylienne, est une zone
taiblement portante de 1’articulation. Par conséquent, la capacite de notre construction hybride
a réparer un défaut cartilagineux devra étre testée dans une zone portante de 1’articulation. La
stabilit¢ du tissu de réparation obtenu grace a notre construction hybride devra donc étre
verifiée apres des durées d’implantations plus longues. Par ailleurs, la dégradabilité des
biomatériaux est connue pour influencer la stabilité a long terme des tissus de réparation. Des
¢tudes devront etre réalisées afin de caractériser, si ils existent, les processus de dégradation
de notre hydrogel. Cette étude (article 6) nous indique que des constructions hybrides
associant des chondrocytes nasaux autologues avec I’hydrogel d"HPMC-S1 sont capables de
réparer des défauts cartilagineux articulaires chez le lapin. Dans ["optique du développement
de techniques chirurgicales mini-invasives, la transplantation de cellules autologues contenues
dans I’hydrogel par simple injection transcutanée a I’aide de 'HPMC-S1 pourrait ouvrir la

voie a de nouvelles stratégies pour le traitement des défauts cartilagineux.
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V.

VOIES DE RECHERCHES ALTERNATIVES EN INGENIERIE

TISSULAIRE DU CARTILAGE ARTICULAIRE

Article 7

Nasal chondrocytes and Fibrin sealant for cartilage tissue engineering
C.Vinatier . O. Gauthier, M. Masson, O. Malard, A. Moreau, B. Fellah, M. Bilban, R.

Spaethe, G. Daculsi, J. Guicheux. Biomaterial, soumis.

Article 8

Mesenchymal stem cell therapy to rebuild cartilage.
D. Magne, C. Vinatier, M. Julien, P. Weiss, J. Guicheux.

Trends in molecular medicine (2005), (11):519-526.
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1 PROBLEMATIQUE

Comme nous 1’avons vu dans les chapitres précédents, 1’ingénierie tissulaire cherche a réparer
les 1ésions cartilagineuses articulaires en développant des constructions hybrides associant des
cellules chondrogéniques avec des matrices tridimensionnelles. Ainsi, deux champs
d’investigation principaux ont été développés, I'un orienté vers le développement de matrices
tridimensionnelles, et I'autre vers la recherche et la sélection de sources de cellules

chondrogéniques autologues.

Dans les articles 5 et 6, nous avons proposé d’associer les chondrocytes nasaux a notre
hydrogel d"HPMC-S1 pour le traitement des lésions cartilagineuses articulaires. Nous avons
de plus montré que cette construction hybride était capable de former un tissu cartilagineux en

site sous-cutane et de réparer des défauts cartilagineux en site articulaire.

Dans I’objectif de développer de nouvelles matrices 3D, nous avons cherché a savoir si les
chondrocytes nasaux associés a une matrice tridimensionnelle a base de fibrine étaient
capables de former un tissu cartilagineux en site sous-cutané et en site articulaire. Dans cet
optique et toujours dans I’objectif de promouvoir les techniques chirurgicales mini-invasives,
nous avons choisi d’associer les chondrocytes nasaux avec la colle de fibrine. La colle de
fibrine commerciale (Tissucol®, Baxter Bioscience Biosurgery, Vienne, Autriche) est déja
utilisée cliniquement pour la réparation de fractures ostéochondrales (390), de nerfs et de
tendon (449). De plus elle a d€ja été utilisée dans des études précliniques comme support de
chondrocytes (224, 494). Enfin, la forme injectable de la colle de fibrine permet d’envisager
I'implantation par voie transcutanée d’une suspension de colle de fibrine contenant des
cellules et ensuite la rétention de ces cellules au sein d’une matrice solide (207). Ainsi, le
premier objectif de I’article 7 a été d’évaluer le potentiel de constructions hybrides, associant
des chondrocytes nasaux a la colle de fibrine, dans la formation de cartilage en site sous-
cutané. Le second objectif de cet article fut de déterminer le potentiel clinique de ces

constructions hybrides en site articulaire.

Le deuxieme champ d’investigation de I'ingénierie tissulaire concerne la recherche et la
sélection de sources alternatives de cellules chondrogeéniques autologues. Des cellules souches
mesenchymateuses (CSM) ont été découvertes dans de nombreux tissus adultes et pourraient
représenter une source alternative de cellules. Mais cette hypothése reste encore trés éloignée
d’une potentielle application clinique satisfaisante. L’étude attentive des avancées récentes

dans le domaine de la chondrogenese et du comportement des CSM pourrait nous aider a
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mieux definir le potentiel clinique de ces cellules pour la thérapie cellulaire du cartilage. Dans
ce contexte, nous avons confribué a la rédaction d’un article de revue visant a établir 1’état de
I’art sur les CSM et I'ingénierie du cartilage. L’objectif de cette revue est donc, a 1’aide des
données concernant les cartilages et leurs dégradations pathologiques et celles concernant la
différenciation des chondrocytes, de discuter de la place des CSM dans le fraitement des

pathologies cartilagineuses.
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2 CHONDROCYTES NASAUX ET COLLE DE_FIBRINE APPLIQUES A L’INGENIERIE

TISSULAIRE DU CARTILAGE. ARTICLE 7.

Résume :

L’association de matrices biodégradables et de chondrocytes autologues permet 1’obtention de
constructions hybrides pertinentes pour le traitement des lésions cartilagineuses articulaires.
Dans ce contexte, notre objectif était d’eétudier 1’utilisation potentielle de chondrocytes nasaux
autologues associés a la colle de fibrine pour le traitement de défauts cartilagineux
articulaires. Le phénotype des chondrocytes nasaux humains et de lapins a été caractérise par
RT-PCR. La capacité de constructions hybrides, associant des chondrocytes nasaux a la colle
de fibrine, a former du cartilage in vivo a été étudiée, premierement en site sous-cutane chez
la souris nude, et deuxieémement au sein de défauts cartilagineux articulaires chez le lapin.
Nos résultats indiquent que les chondrocytes nasaux humains expriment le collagéne II et
I’agrécane, les deux marqueurs majeurs du phénotype chondrocytaire. De plus, ces
chondrocytes associes a la colle de fibrine et injectés en sous-cutané chez la souris nude sont
capables de former un tissu cartilagineux. Nos résultats indiquent que les chondrocytes nasaux
de lapins expriment, eux aussi, le collagene II et I’agrécane et maintiennent leur phénotype en
culture tridimensionnelle dans la colle de fibrine. De plus, ['utilisation de chondrocytes
nasaux autologues associés a la colle de fibrine pour traiter des défauts cartilagineux
articulaires chez le lapin a conduit a la formation d’un tissu de réparation de nature hyaline.
L’utilisation de la colle de fibrine contenant des chondrocytes nasaux autologues apparait

donc comme une approche potentielle pour la thérapie cellulaire du cartilage articulaire.
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Article 7

Nasal chondrocytes and Fibrin sealant for cartilage tissue

engineering

C.Vinatier , O. Gauthier, M. Masson, O. Malard, A. Moreau, B. Fellah, M. Bilban, R. Spaethe, G.
Daculsi, J. Guicheux.

Biomaterial, submitted.
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Abstract

Abstract:

Hybrid constructs associating a biodegradable matrix and autologous chondrocytes hold
promise for the treatment of articular cartilage defects. In this context, our objective was to
investigate the potential use of nasal chondrocytes associated with a fibrin sealant for the
treatment of articular cartilage defects. The phenotype of primary nasal chondrocytes (NC)
from human (HNC) and rabbit (RNC) origin were characterized by RT-PCR. The ability of
constructs associating fibrin sealant and NC to form a cartilaginous tissue in vivo was
investigated, firstly in a subcutaneous site in nude mice and secondly in an articular cartilage
defect in rabbit. HNC express type Il collagen and aggrecan, the two major hallmarks of a
chondrocytic phenotype. Furthermore, when injected subcutaneously into nude mice within a
fibrin sealant, these chondrocytes were able to form a cartilaginous tissue. Our data indicate
that RNC also express type Il collagen and aggrecan and maintained their phenotype in three-
dimensional culture within a fibrin sealant. Moreover, treatment of rabbit articular cartilage
defects with autologous RNC embedded in a fibrin sealant led to the formation of a hyalin-
like repair tissue. The use of fibrin sealant containing hybrid autologous NC therefore appears

as a promising approach for cell-based therapy of articular cartilage.

Keywords: Fibrin sealant; nasal chondrocytes; Tissue engineering; articular cartilage.
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Introduction:

The spontaneous healing of damaged articular cartilage is limited due to the avascular nature
of this tissue as well as its relatively low cell density. This poor capacity for self-repair
strongly depends on the depth of the articular lesion. On the one hand, partial thickness
defects, which only affect the superficial cartilage layer, do not heal spontaneously. On the
other hand, full-thickness defects, which also affect the subchondral bone, exhibit a repair
process that leads to the formation of fibrocartilage. However, this fibrocartilage does not
display the mechanical properties of native articular cartilage [1] and degrades rapidly
following injury. Finally, joint replacement remains the only therapeutic treatment to recover
mobility and relieve chronic pain for many patients. In this context, the field of tissue-
engineering has offered promising strategies for the replacement of damaged cartilage. The
autologous chondrocyte implantation (ACI) approach, introduced by Brittberg et al. in 1994,
has become the dominant clinical cell-based therapy for the repair of cartilage lesions over the
past decade [2]. In this technique, human articular chondrocytes are harvested from healthy
and non —weight-bearing areas of the joint and chondrocytes are subsequently expanded in
monolayer culture in order to achieve sufficient amounts of cells to fill the defect. Expanded
chondrocytes are then injected into the defect under a periosteal flap in a second surgery [2].
ACI has achieved good results [3] but still remains unsatisfactory [4], mainly because the
harvesting of articular chondrocytes results in damage to the donor site. Furthermore,
chondrocytes lose the expression of cartilage-specific proteins during monolayer culture [5,
6], resulting in the formation of fibrocartilage that does not exhibit properties of the original
articular cartilage [7]. In addition, cases of hypertrophy [8] and uncontrolled calcification
have been reported with the use of a periostal flap [4, 9]. Another concern related to the ACI

technique is the risk of chondrocyte leakage from the recipient site [10]. Researchers in the



field of tissue-engineering are therefore trying to improve the technique by combining the
autologous chondrogenic cells with a three-dimensional matrix able to maintain cells in the
defect. Two fields of investigation are hence under development: the search for and selection
of adequate autologous cells, and the development of a three-dimensional matrix.
Chondrocytes, which are commonly isolated from low load-bearing areas of articular
cartilage, have been considered the cell of choice for cell-based therapy for cartilage repair.
However, donor site morbidity resulting from harvesting articular cartilage has encouraged
investigation into the possibility of using nasal septum cartilage as an alternative chondrocyte
source. Previous studies have already demonstrated that nasal chondrocytes are able to give
rise to cartilage [11]. Furthermore, an increased cartilage formation has been reported with the
use of nasal chondrocytes, in comparison to that of articular chondrocytes [12].

The second field of research concerns the development of scaffolds, which allow the fixation
of the cells into the cartilage defect without cell loss into the microenvironment. These three-
dimensional matrices must also be able to allow for the growth of phenotypically stable
chondrocytes [13, 14]. However, among the various synthetic and organic matrices that have
been evaluated (for review see [4]) some of them, namely hyaluronan, alginate, polyglycolic
acid and polylactic acid, have been reported to induce inflammatory responses and major cell
reactions to foreign bodies after in vivo implantation. Commercial fibrin sealants, produced
by polymerizing fibrinogen with thrombin, have been widely used clinically to repair
osteochondral fractures [15], nerves, and tendons [16]. Fibrin glue has also been used in
preclinical studies as a delivery carrier for articular chondrocyte transplantation [17, 18]. The
injectable form of fibrin sealant allows for the percutaneous injection of cell-fibrin sealant
suspensions and subsequently for the retention of cells within a solid matrix [19].

Following on from the above data relating to nasal chondrocytes and fibrin sealant, the aim of

the present study was to develop a hybrid construct made of fibrin sealant and nasal



chondrocytes for articular cartilage tissue engineering. We first set out to determine whether
nasal chondrocytes associated with fibrin sealant are able to form cartilaginous tissue in
subcutaneous pockets in nude mice. We then investigated the potential use of this hybrid

construct for the repair of damaged articular cartilage.



Materials and methods

Materials:

Baxter Bioscience Biosurgery (Vienna, Austria) generously supplied fibrin sealant
(Tissucol®). Cell culture plasticware was purchased from Corning BV (Schipol-Rijk, The
Netherlands). Protease (4.8 units/mg), hyaluronidase (750-1500 units/mg), trypsin (12100
units/mg), type Il collagenase (452 units/mg), trypsin/EDTA (0.05%/0.53mM), type IV
collagenase (125 units/mg), HEPES, and isopropanol were all purchased from Sigma-Aldrich
(St-Louis, USA). Hank’s Balanced sodium salt (HBSS), DMEM (4.5 g/l glucose),
penicillin/streptomycin, L-glutamine, Trizol®, DNAse | and Taq DNA Polymerase were
obtained from Invitrogen Corporation (Paisley, UK). Avian Myeloblastosis Virus-Reverse
Transcriptase, random hexamers and recombinant ribonuclease inhibitor were provided by
Promega Corporation (Madison, WI, USA). Fetal calf serum (FCS) was from Dominique
Dutscher (Brumath, France). Monoclonal antibody against collagen type Il was purchased
from Oncogene Research Products (San Diego, USA). Imalgéne 1000® was provided by
Mérial (Lyon, France). Rompun® was from Bayer Pharma (Puteaux, France). Safil déc.3® was
purchased from B. Braun Laboratory (Boulogne Billancourt, France). Dolethal® was obtained
from Vetoquinol Laboratory (Lure, France). All other chemicals were from standard

laboratory suppliers and were of the highest purity available.

Animals and surgical procedures

All animal handling and surgical procedures were conducted according to European
Community guidelines for the care and use of laboratory animals (DE 86/609/CEE) and

approved by the local Veterinary School ethical committee. The experiments were performed



according to Good Laboratory Practices (GLP) at the Experimental Therapeutic Unit of the

University of Nantes.

Isolation and characterization of human nasal chondrocytes (HNC):

Human nasal septum cartilage samples were obtained with informed consent from patients
undergoing reconstructive rhinoplasty (University hospital of Nantes, Department of Head
and Neck surgery). As previously described [20], the cartilage specimens were washed
extensively with HBSS and cut into small slices. Cartilage slices were first digested at 37°C
with 0.1% protease in HBSS for 30 minutes. Slices were then digested with 0.06% type 1V
collagenase in DMEM supplemented with 10% FCS overnight at 37°C on an orbital shaker.
Finally, isolated HNC were either frozen for subsequent RNA isolation and Reverse
Transcription-Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) analysis or used for implantation in
subcutaneous pockets in nude mice.

For RT-PCR analysis, total RNA was extracted using Trizol® reagent according to the
manufacturer’s instruction. Briefly, lysis of the cells in Trizol® was followed by
centrifugation at 10,000 g, 4°C for 15 minutes in the presence of chloroform. The upper
aqueous phase was collected and the RNA was precipitated by addition of isopropanol and
centrifugation at 12,000 g, 4°C for 5 minutes. Total RNA was then washed with 1 ml of cold
75% ethanol, dried, reconstituted with sterile water, and quantified by spectrometry.

After Dnase | digestion, 2 pg of each RNA sample were reverse transcribed using AMV-RT
and random hexamers in a total volume of 30 pl. One microliter of cDNA was amplified in a
total volume of 50 pl PCR reaction containing 20 mM Tris-HCI (pH 8.4), 50 mM KCI, 1 uM
of the respective primers (see table 1), 200 uM dNTP and 2.5 units of Tag DNA Polymerase.
The magnesium chloride concentration was 1.5 mM. The absence of DNA contamination in

RNA preparations was tested by including RNA samples that had not been reverse



transcribed. Amplifications were carried out in an Eppendorf master cycler under the
following conditions: denaturation for 3 minutes at 94°C followed by cycles of 20s
denaturation at 94 °C, 20s annealing at the primer specific temperature (see table 1) and 15s
elongation at 72 °C. Actin, a housekeeping gene, was used as an internal control. All results
show products obtained in the linear range of amplification. For this purpose, each cycle
number was determined by serial PCR reactions with decreasing cycle numbers so as to

obtain a faint reproducible signal.

Implantation of human nasal chondrocytes associated with fibrin sealant in subcutaneous

pockets in nude mice:

Five hundred thousand freshly isolated HNC were mixed with 250 pl of a
fibrinogen/fibronectin solution. This fibrinogen/fibronectin/HNC solution was then mixed
with an equal volume of thrombin solution using the joining piece of the Duploject® Kit for
application of Fibrin Sealant (Baxter Bioscience Biosurgery). 500 pl of HNC/fibrin sealant
mixture (n = 4) or 500l of Fibrin sealant® (n = 4) were injected subcutaneously in 1 month-
old nude mice. Animals were killed 3 weeks after implantation and implants were harvested
and processed for histological analysis.

Construct samples were fixed in 10% formalin and embedded in paraffin. Paraffin sections (5
pm thick) were deparaffinized using toluene, rehydrated through a graded series of ethanol,
and rinsed in distilled water. For each sample, three tissue sections were stained with
haematoxylin phloxin safran, Alcian Blue and Masson’s trichrome as previously described
[21]. For immunohistochemistry, antibody directed against human type 1l collagen (1/100)
was used. Briefly, 4 pm-thick paraffin sections were mounted on pre-treated slides,
deparaffinized, rehydrated, and rinsed in distilled water. Tissue sections were subjected to

epitope retrieval in a microwave oven using citrate buffer (pH 6.0) and pre-treated with



trypsin at room temperature. Tissue sections were stained using a three-step visualization
system (Dako LSAB). They were rinsed in buffer and then incubated with primary antibody
at room temperature for 30 min. This was followed by sequential incubation with a
biotinylated antibody for 15 min and streptavidin peroxidase for 15 min. Immunostaining was
visualized using the substrate system provided in the kit (DAB/H202 substrate) and tissues
were counterstained with haematoxylin for 5 min. Negative controls were performed by
substituting the primary antibody with PBS. Immunopositive areas were stained brown.
Samples were then visualized using a light microscope (Zeiss, Axioplan 2, Oberkochen,

Germany).

Isolation and characterization of rabbit nasal chondrocytes:

Autologous rabbit chondrocytes were isolated from the nasal cartilage of adult female New
Zealand White rabbits (weighing 3 to 3.5 kg). Briefly, general anesthesia was induced by
intramuscular injection of an association of ketamine (Imalgéne 1000®) and xylazine
(Rompun®) and maintained with the same association delivered intravenously through a
catheter into the auricular marginal vein. Analgesia was provided through subcutaneous
injection of morphine chlrohydrate (2 mg/kg). A median cutaneous incision was performed
according to the nasal bone junction (sutura internasalis). The skin was retracted and the two
nasal bones were symmetrically elevated via a horizontal osteotomy progressing mesio-
distally according to the suture between the incisive bones and the nasal bones (sutura naso-
incisiva). The subsequent bone flap was manually elevated, reversed caudally and gently
fractured with only periosteal attachments remaining at the junction with the frontal bone
(sutura nasofrontalis). This exposed the nasal turbinates and the median nasal septum
(concha nasalis dorsalis). The nasal mucosa was gently elevated from both sides of the nasal

septum, which was then harvested after a ventral incision with a n°11 knife blade, and



extended distally up to the junction with the frontal bone. The nasal bone flap was put back in
place under digital pressure and sutured bilaterally with the cartilage part of the nares with
two single interrupted sutures (Safil déc.3®). Cutaneous sutures were performed routinely with
absorbable sutures.

The nasal septum was cut into small slices and digested at 37°C with 0.05% hyaluronidase in
HBSS for 10 minutes, then with 0.2% trypsin for 15 minutes and with 0.2% type I
collagenase for 30 minutes. Finally, slices were digested overnight at 37 °C in 0.03%
collagenase in DMEM. The suspended rabbit nasal chondrocytes (RNC) were either frozen
for subsequent RNA extraction and RT-PCR analysis or plated at a density of 1.10* cells/cm?
in a 25-cm? culture flask and cultured in DMEM supplemented with 10% FCS, 1%
penicillin/streptomycin and 1% L-glutamine (culture medium). The cells were maintained at
37°C in a humidified atmosphere of 5% CO; and the culture medium was changed every 2-3
days.

In order to investigate the maintenance of rabbit nasal chondrocyte phenotype in fibrin
sealant, RNC were cultured either as a monolayer, as described above, or in three dimensions
in fibrin sealant for three weeks. Briefly, RNC were mixed with fibrin sealant at a final
density of 1.10° cells /ml and 2 ml of this solution was placed in each well of a 6-well plate.
The plate was then incubated 20 min at 37 °C to allow for the fibrin sealant polymerization
process before adding 2 ml of culture medium. RT-PCR analysis of transcripts was
conducted, as previously described, on freshly isolated RNC, on RNC cultured as a
monolayer (2D) in the absence of fibrin sealant for three weeks, and on RNC cultured in
three-dimensions (3D) in fibrin sealant for three weeks. PCR primer sequences are provided

in Table 1.

Transplantation of autologous rabbit nasal chondrocytes into articular cartilage defects:




The nasal septa of 3 adult female New Zealand White rabbits were harvested and nasal
chondrocytes were isolated as described above. Isolated RNC were expanded in monolayer
culture for 4 weeks and passaged once before use. The expanded RNC were mixed with fibrin
sealant as described above at a density of 2.5.10° cells/ml. Fibrin sealant containing RNC was
then transplanted into articular cartilage defects of the knee of the same animals. General
anesthesia and analgesia were conducted as previously described.

Bilateral arthrotomy of the knee joint was performed and the patella was luxated medially.
Two cylindrical osteochondral defects of 3 mm in diameter and 3 mm deep were drilled with
a dental bur and under sterile saline irrigation in the middle of the femoral trochlea, the first
one on the upper part of the trochlear groove, the other in the lower part just proximally to the
caudal cruciate ligament insertion. Fibrin sealant containing autologous RNC was then
carefully injected into the osteochondral defects (n = 6) through a 21-gauge needle. As a
control, the same number of osteochondral defects were left empty. The patella luxation was
reduced and the articular and cutaneous tissues were then closed in different layers with single
interrupted absorbable sutures (Safil déc.3®). All femoral implantations were performed
bilaterally.

No prophylactic antibacterial or anti-inflammatory medication was administered after surgery.
Six weeks after implantation, the animals were anesthetised and sacrificed by an intracardiac
overdose of sodium pentobarbital (Dolethal®) after general anesthesia. The distal femoral
ends were immediately dissected from the animals and fixed in formaldehyde solution. They
were then decalcified in 10% nitric acid for 24h and processed in paraffin for histological

analysis as described above.



Results:

Characterization of human nasal chondrocytes

Prior to using human nasal chondrocytes for in vivo transplantation in nude mice, we first
sought to confirm whether HNC isolated from nasal septa by enzymatic digestion expressed
the two major chondrocytic markers, namely type 1l collagen and aggrecan. RT-PCR analysis
(figure 1) indicates that freshly isolated HNC expressed type Il collagen and aggrecan,
therefore suggesting that our isolation protocol allows for the recovery of cells expressing the

main chondrocytic markers.

Cartilage formation by fibrin sealant containing HNC in a subcutaneous site

To investigate the ability of fibrin sealant containing HNC to form cartilaginous tissue in
vivo, we implanted HNC together with fibrin sealant in subcutaneous pockets in nude mice.
The histological analysis of implants after 3 weeks revealed the formation of a compact tissue
containing numerous cells (figure 2, A). This tissue was stained by Alcian blue (figure 2, B)
and Masson’s trichrome (figure 2, C), indicating the presence of sulfated Glycosaminoglycans
(GAG) and collagen, respectively. Figure 2 also shows the presence of chondrocytic cells
typically embedded in lacunae. Immunohistochemical analysis revealed a positive staining for
type Il collagen in the central zone of the implant (figure 2, D). No staining for type Il
collagen was detected on the negative control (data not shown). Theses results indicate that

HNC associated with fibrin sealant are able to form a cartilage-like tissue in vivo.

Characterization of rabbit nasal chondrocytes

Thereafter, we sought to evaluate whether nasal chondrocytes within fibrin sealant were able

to repair an articular cartilage defect. We first analyzed by RT-PCR whether freshly isolated
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rabbit nasal chondrocytes expressed transcripts encoding type Il collagen and aggrecan. Our
data show that freshly isolated RNC expressed type Il collagen and aggrecan (figure 3, A).
Secondly, the ability of Fibrin sealant to maintain the chondrocytic phenotype was
investigated. Freshly isolated rabbit nasal chondrocytes were cultured either as a monolayer
or in three dimensions in a fibrin sealant for 3 weeks. Expression of transcripts encoding type
Il collagen and aggrecan was investigated using semi-quantitative RT-PCR. Our results show
that freshly isolated chondrocytes seeded in two dimensions expressed low levels of type Il
collagen and aggrecan. As compared to two-dimensionally cultured chondrocytes, three-
dimensionally cultured chondrocytes showed an increased level of type Il collagen and
aggrecan transcripts (figure 3, B). These results suggest that fibrin sealant enabled the

maintenance of a chondrocyte-like phenotype in RNC.

Repair of articular cartilage defects by fibrin sealant containing autologous RNC

We next evaluated the ability of autologous rabbit nasal chondrocytes to repair articular
cartilage defects. For this purpose, defects were created in the articular surface and autologous
rabbit nasal chondrocytes were implanted within fibrin sealant (n=6). Six weeks after
implantation, the articular cavity was harvested and no signs of inflammation were detected.
The cartilage around the defects showed the typical white-to-pale red color of healthy
cartilage. Macroscopic inspection revealed filling of all the defects with tissue exhibiting
various features (figure 4). The control defects (empty defects) appeared to be filled by a
slightly thicker tissue as compared to the surrounding healthy cartilage. This repair tissue,
however, showed good integration to the host cartilage, as seen by the absence of a visible
boundary line (figure 4 lower panel). The repair tissue filling the defects treated by fibrin
sealant containing autologous nasal chondrocytes appeared white, bright and opaque. This

white repair tissue totally filled the defect.
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In order to characterize the repair tissue formed after 6 weeks in vivo, we performed specific
histological staining of the femoral condyles with hematoxylin/phloxin/safran, Alcian blue
and Masson’s trichrome as well as immunohistological staining for type 11 collagen.
Hematoxylin/Phloxin/Safran (HPS) staining of the untreated defect (CTRL, figure 5 A),
showed the formation of repair tissue (NT, figure 5 A), which partially filled the defect. The
histological organization of this newly-formed tissue appeared quite different from that of the
healthy articular cartilage (HC, figure 5 A). This repair tissue was not stained by Alcian blue
or Masson’s trichrome. Moreover, immunohistological staining for type Il collagen was also
negative (NT, figure 5 D). On the contrary, adjacent articular cartilage was positively
immunostained for type Il collagen (HC, figure 5 D).

Defects treated with fibrin sealant containing autologous nasal chondrocytes (FS+RNC, figure
5) exhibited the presence of a thick repair tissue. HPS staining revealed that this repair tissue
(NT, figure 5 E) was composed of cells embedded within an abundant extracellular matrix.
These cells displayed a morphology quite comparable to that of articular chondrocytes (figure
5, E). This repair tissue was positively stained by Alcian blue and Masson’s trichrome (NT,
figure 5 F and G), indicating the presence of sulfated GAG and collagen, respectively. A
positive immunostaining for type Il collagen was also observed (figure 5 H). No staining for
type Il collagen was detected in the negative control (data not shown). These results strongly
suggest that the repair tissue formed by fibrin sealant containing autologous nasal

chondrocytes is a cartilage-like tissue.
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Discussion:

The lack of regenerative ability of cartilage has led researchers to develop surgical strategies
to restore damaged cartilage. Despite many advances in cartilage tissue engineering, like
autologous chondrocyte implantation (ACI) [2], the healing of injured cartilage remains a
clinical problem. The ACI technique is restricted because articular chondrocytes
dedifferentiate in vitro during their expansion in monolayer culture [22, 23]. ACI is also
limited by an outflow of the transplanted cells through the suture of the periosteal flap [24].
To overcome both of these limitations, much attention has been paid to the development of
three-dimensional matrices for the expansion, transfer and maintenance of cells at the
recipient site for the treatment of articular cartilage defects [25, 26]. Among the various
matrices developed for cartilage tissue engineering (for review see [4]), those that allow for a
percutaneous injection of cells into the cartilage defect are considered the most valuable
candidates [27]. In this context, it seems reasonable to speculate that an injectable fibrin
sealant obtained by mixing fibrinogen with thrombin may be a potential matrix [28]. The
biocompatibility and biodegradability of fibrin sealant have been well demonstrated [29] and
its degradation products are physiological [4]. Furthermore, injection of a suspension of
articular chondrocytes within a fibrin sealant into articular cartilage defects has been shown to
improve healing as compared to untreated defects [30].

Nevertheless, like the ACI technique, harvesting of articular chondrocytes induces donor site
morbidity and provides only low cell numbers. The further development of cartilage cell-
based therapy therefore relies on the identification of alternative sources of chondrocytes.
Among the available sources of hyaline cartilage, nasal septum has been contemplated as an
alternative to articular cartilage [12, 31]. Nasal chondrocytes are able to give rise to

cartilaginous tissue in vitro [32] and in vivo [12]. Following on from the above-mentioned
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data, the aim of the present study was to examine whether a hybrid construct associating an
injectable matrix such as fibrin sealant and nasal chondrocytes could be of relevance for
cartilage tissue engineering.

We first set out to characterize the phenotype of cells isolated from human nasal septum.
Since we found that cells freshly isolated from human nasal septum express type Il collagen
and aggrecan, the two main chondrocytic markers [33, 34], one can assume that these cells
display a chondrocyte-like phenotype. To confirm that these cells exhibited a chondrogenic
potential and could give rise to cartilage, we then tested the ability of constructs associating
human nasal chondrocytes and fibrin sealant to form a cartilaginous tissue in vivo. The in vivo
chondrogenic potential of tissue-engineered constructs is usually tested using heterotopic
animal models [35-37]. We therefore embarked on in vivo implantation of our constructs in
the model of subcutaneous pockets in nude mice, which have been demonstrated to offer a
suitable environment for tissue engineering [38]. The formation of a tissue with a dense
extracellular matrix containing sulfated GAG and type Il collagen strongly suggests that our
constructs were able to form a cartilage-like tissue in this heterotopic animal model. This
successful production of a cartilaginous tissue also indicates that fibrin sealant supplies the
cells with a microenvironment that supports the synthesis of extracellular matrix [39]. A large
body of evidence, however, indicates that hypotheses drawn from results obtained in nude
mice may be difficult to confirm in physiopathological implantation assays. Therefore, to
further decipher whether our hybrid constructs were of relevance for cartilage repair, we
sought to determine their ability to repair an articular cartilage defect. Among the various
animal models (rabbit [40, 41], bovine [42], goat [43] and horse [44]) of osteochondral
defects, the rabbit is one of the most widely used [45]. However, whereas the treatment of
rabbit osteochondral defects has been extensively described with autologous articular

chondrocytes [46, 47], the use of rabbit nasal chondrocytes (RNC) remains poorly
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documented. In this context, we first aimed at demonstrating that RNC could be mixed with
fibrin sealant without a loss of their differentiated phenotype. Interestingly, and as previously
reported for other three-dimensional matrices, such as cellulose derivative [21], gelatin [48]
and collagen [49], a three-dimensional culture of RNC within fibrin sealant was shown to
maintain the expression of type Il collagen and to a lesser extent that of aggrecan. These data
further confirm that fibrin sealant provides the cells with a three dimensional environment
suitable for the expression of a stable chondrocytic phenotype.

To ultimately assess whether fibrin sealant containing autologous nasal chondrocytes could be
an appropriate device for articular cartilage repair, rabbit articular cartilage defects were
treated with our hybrid construct. Defects left empty, which served as controls, showed a
repair process leading to the formation of a fibrocartilaginous tissue. The spontaneous repair
of articular cartilage begins with the formation of a blood clot. A few days after,
mesenchymal stem cells from bone marrow penetrate the clot and produce a repair tissue [50].
This repair tissue has been reported to be a fibrous cartilage [51] with poor mechanical
properties as compared to native articular cartilage. This spontaneous repair is not surprising
with respect to our animal model [52] and the osteochondral defect created (3 mm in
diameter) [50]. Of interest, fibrin sealant containing autologous nasal chondrocytes
successfully filled the articular cartilage defect and led to the formation of a hyaline-like
repair tissue. The long-term stability of this tissue remains, however, to be further studied,
since apparently well-repaired tissue may degenerate prematurely [50]. This is due in large
part to the degradation of fibrin sealant resulting, in some cases, in the replacement of the
initial repair tissue by a fibrous tissue [17] that tends to degenerate with time. Mechanical
forces are also known to influence the stability of the repair tissue formed, either positively,
by enhancing cartilage mechanical properties [53-55], or negatively, by degrading the repair

tissue formed in a weight-bearing site [56]. Finally, whilst the nasal septum and articular
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surfaces are both described as hyaline cartilage [49], they exhibit a quite different histological
organization [57]. This discrepancy in tissue organization is thought to be the consequence of
tissue remodeling occurring under physiological conditions in vivo [12]. This difference in
structural organization may also be related to the various embryonic origins of articular
cartilage and nasal chondrocytes. Nasal chondrocytes indeed derive from the neural crest [58]
whereas articular chondrocytes derive from the mesoderm [59]. In light of all the above-
mentioned data, it remains to be determined whether hybrid constructs associating nasal
chondrocytes and fibrin sealant may repair articular defects in a weight-bearing site through

the formation of a biologically and biomechanically stable hyaline-like tissue.

In conclusion, our study demonstrates that human nasal chondrocytes are able to support
cartilage tissue formation in subcutaneous sites. In addition, autologous nasal chondrocytes
associated with fibrin sealant allow the formation of a hyaline-like repair tissue in an
osteochondral defect model. This study therefore suggests that autologous nasal chondrocytes
are a potentially relevant cell source for articular cartilage repair and highlights the potential

of fibrin sealant for tissue engineering and cell-based therapy of articular cartilage.
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Figures Legends:

Figure 1: Phenotypic characterization of freshly isolated human nasal chondrocytes (HNC).
Total RNA was purified from freshly isolated HNC. RT-PCR analysis for type Il collagen
transcripts, as well as aggrecan and B-actin, was performed using the primers and conditions
detailed in the Materials and Methods. Samples were electrophoresed on 2% agarose gels and

visualized by U.V. A representative agarose gel is shown.

Figure 2: Histological and immunohistological analysis of subcutaneous implants. HNC
associated with a fibrin sealant were implanted subcutaneously in nude mice and analyzed 3
weeks later. Histological sections were stained with Hematoxylin Phloxin Safran (A), Alcian

blue (B), Masson’s Trichrome (C) and immunostained for type Il collagen (D). Bar: 200pm.

Figure 3: Phenotypic characterization of rabbit nasal chondrocytes (RNC). Total RNA was
purified from freshly isolated RNC (A), from RNC cultured in two dimensions for 3 weeks
(B, 2D) and from RNC cultured in Fibrin sealant for 3 weeks (B, 3D). RT-PCR analysis for
type 1l collagen, aggrecan and B-actin was performed using the primers and conditions
detailed in the Materials and Methods. Samples were electrophoresed on 2% agarose gels and

visualized by U.V. Representative agarose gels are shown.

Figure 4: Macroscopic appearance of joint surface 6 weeks after implantation (upper panel).
RNC associated with a fibrin sealant were injected into an articular cartilage defect and
analyzed 6 weeks later. Representatives photographs at higher magnification of the defect left
empty (CTRL) and filled with fibrin sealant containing RNC (FS+RNC) are shown (lower

panel). Bar: 3mm.

Figure 5: Histological and immunohistological analysis of articular cartilage defects after 6
weeks in vivo. Representative sections of defects left empty (CTRL, A, B, C, D) and filled
with a fibrin sealant containing autologous RNC (FS+RNC, E, F, G, H)) were stained with
hematoxilin/phloxin/safran (A, E), Alcian blue (B, F) and Masson’s Trichrome (C, G).
Sections were also immunostained for type Il collagen (D, H). HC: healthy cartilage. NT:

newly-formed tissue. Bar: 200um.
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Table 1

Annealing | Product | Cycle

Gene Primer sequences
temperature | length | number

B-actin Forward 5’-TCTCCATGTCGTCCCAGTTG-3’
60°C 164 bp 30
(human, rabbit) | Reverse 5’-AGTCTTCCCCTCCATCGTTG-3’
COL2A1 Forward 5’-GGCAATAGCAGGTTCACGTACA-3’
60°C 108 bp 35
(human, rabbit) | Reverse 5’-GAGGCGTGAGGTCTTCTGTGA-3’
Aggrecan Forward 5’-CCCTGGCAATGATGGCACTGTTC-3’
60°C 117 bp 35

(human, rabbit) | Reverse 5’-TGGCAATGATGGCACTGTTC-3’

Tablel: Sequences of primer pairs, annealing temperatures, size of PCR products, and cycle numbers

used for RT-PCR analysis.
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Voies de recherches alternatives

3 CELLULES SOUCHES MESENCHYMATEUSES POUR LA THERAPIE RECONSTRUCTRICE DU

CARTILAGE ARTICLE 8

Résumeé :

Les pathologies affectant le cartilage touchent une part importante de la population et sont une
des causes majeures d’invalidité chez I’adulte. Les approches thérapeutiques développées
pour réparer le cartilage €taient initialement focalisées sur ’implantation de chondrocytes
autologues, mais cette technique n’est pas satisfaisante en raison de la quantité limitée de
chondrocytes obtenus lors du prélevement. La découverte de cellules souches
mesenchymateuses (CSM), dans certains tissus adultes, capables de se différencier en
chondrocytes a renforcé la possibilité d’utiliser des CSM pour réparer le cartilage. Les
données importantes publiées récemment concernant les facteurs controlant 1I’engagement
vers la voie chondrocytaire des CSM, doivent étre minutieusement analysées, afin de
progresser dans cette approche thérapeutique. L application potentielle de thérapies a base de
CSM apporte un nouvel espoir dans le développement de traitements innovants pour la

réparation du cartilage.
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Disorders affecting cartilage touch almost the whole
population and are one of the leading causes of
invalidity in adults. To repair cartilage, therapeutic
approaches initially focused on the implantation of
autologous chondrocytes, but this technique proved
unsatisfactory because of the limited number of chon-
drocytes obtained at harvest. The discovery that several
adult human tissues contain mesenchymal stem cells
(MSCs) capable of differentiating into chondrocytes
raised the possibility of injecting MSCs to repair
cartilages. The important data published recently on
the factors controlling chondrocyte commitment must
be thoroughly considered to make further progress
towards this therapeutic approach. The potential appli-
cation of MSC therapy provides new hope for the
development of innovative treatments for the repair of
cartilage disorders.

We are all affected by cartilage disorders

Cartilages are poorly vascularized tissues with a very
weak capacity for self-repair. After trauma and in diseases
that result in cartilage degradation, cartilages will there-
fore never heal. Together with cardiovascular diseases,
disorders affecting cartilages are the main cause of
decreased quality of life and invalidity in adults.
Osteoarthritis (OA), for instance, affects most people
over the age of 65. OA is a consequence of mechanical
and biological events that destabilize articular cartilage
homeostasis. The disease process leads to joint pain,
tenderness, limitation of movement, occasional effusion
and variable degrees of inflammation. Numerous surgical
approaches have been developed to repair articular
cartilage: abrasive chondroplasty, micro-fracture, spon-
gialization, autologous transplants of periosteum or
perichondrium and osteochondral matrix (mosaicplasty).
These approaches have unfortunately proven unsatisfac-
tory (reviewed in [1]). More than ten years ago, Brittberg
et al. [2] proposed a treatment based on the transplan-
tation of autologous chondrocytes extracted from a low-
weight-bearing region of the body and expanded in vitro.
This approach was the first general tissue engineering
treatment to be approved for cartilage repair, under the
trademark Carticel®, marketed in the US by Genzyme
Biosurgery, with similar products in Europe marketed by

Corresponding author: Guicheux, J. (jerome.guicheux@nantes.inserm.fr).
Available online 5 October 2005

Codon and others (reviewed in [3]). This method led to
encouraging results but also remains unsatisfactory,
particularly because articular chondrocytes are not easily
extractable and because in culture chondrocytes lose
expression of cartilage-specific proteins, resulting in the
formation of a fibrocartilage lacking the biological and
mechanical properties of the normal tissue.

Back pain also affects a large number of people; the
point prevalence rates in several studies ranged from 12%
to 35%, with around 10% of sufferers becoming chronically
disabled (reviewed in [4]). Back pain is strongly associated
with degeneration of the intervertebral disc (IVD), the
composition of which, as discussed below, is quite similar
to that of articular cartilage. The main role of IVDs is to
provide biomechanical properties, but alterations in these
properties are thought to be the leading cause of
degeneration and, subsequently, of back pain [5]. Current
treatments are conservative and palliative, and are aimed
at returning patients to work (reviewed in [4]). Disc-
degeneration-related pain is also treated surgically either
by discectomy or by immobilization of the affected
vertebrae. Although surgical procedures produce good
short-term clinical results in terms of pain relief, they
alter the biomechanics of the spine, leading to further
degeneration of the surrounding tissue and discs at
adjacent levels.

Incidence of these diseases is rising exponentially
with current demographic changes and an increasingly
aged population. Young people are also affected by
cartilage disorders. The first unequivocal findings of
degeneration in the lumbar discs can be seen in the 11
to 16 year age group and ~20% of people in their teens
have discs with mild signs of degeneration (reviewed in
[4]). In addition, young subjects frequently present with
cartilage focal lesions as a result of trauma, often from
sporting activities, and in some instances, this articular
surface damage leads to progressive joint degeneration.
These dramatic data have played a role in the launch of
the Bone and Joint Decade by the headquarters of the
World Health Organization in Geneva in January 2000
(‘Joint diseases, back complaints, osteoporosis and limb
trauma resulting from accidents have an enormous
impact on individuals and societies, and on healthcare
services and economies [...] We must act now.” http:/
www.boneandjointdecade.org/).

Since the discovery that mesenchymal stem cells
(MSCs) can be easily recovered from a wide variety of
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adult human tissues, and have the capacity to differen-
tiate toward chondrocytes, much effort has been focused
on engineering cartilage with MSCs, but it is still a long
way from satisfactory clinical application. If thoroughly
considered, the crucial recent advances in the field of
chondrogenesis and MSC behavior will help us over-
come the difficulties. In this review, we will first briefly
explain what cartilages are, how they form and how
they are degraded. Then we will consider the recent
developments in research into chondrocyte differen-
tiation, and finally try to discuss on the possible
application of these developments to MSC therapy of
cartilage disorders.

Cartilages: formation, function, and disorders

Hyaline cartilages are avascular tissues that, at different
locations in the body (for example, the growth plate of long
bones, nasal septum and joints), serve distinct functions.
Although IVD is not traditionally considered to be hyaline
cartilage, its composition is closer to that of articular
cartilage than to any other tissue, and thus may be
considered as a cartilage. With the exception of the growth
plate, cartilages are persistent tissues whose formation
and maintenance are under the control of a single cell
type: the chondrocyte. Studies of chondrogenesis and
chondrocyte maturation have almost exclusively been
based on chondrocytes from the growth plate, the
formation of which occurs in the context of endochondral
ossification. By contrast, the differentiation of articular
chondrocytes and IVD cells remains obscure. Chondrocyte
differentiation will therefore first be considered in detail
in the context of the growth plate.

Growth plate cartilage

Bone formation occurs through two distinct developmen-
tal processes: endochondral and intramembranous ossifi-
cation. Endochondral ossification occurs in the long bones
of the limbs, basal part of the skull, vertebrae, ribs and
medial part of the clavicles, whereas intramembranous
ossification takes place in several craniofacial bones and
the lateral part of clavicles. In both processes, mesench-
ymal cells are recruited into condensations before differ-
entiation. During endochondral ossification, they form a
cartilaginous template, the growth plate, prefiguring the
future bone. During intramembranous ossification, they
directly commit to osteoblasts, and bone formation does
not require a cartilaginous mold. During endochondral
ossification, cells located in the centre of condensations
differentiate into chondrocytes, expressing early markers
such as collagen types II, IX and XI, and the proteoglycan
aggrecan, whereas cells located in condensations sur-
rounding the cartilage element differentiate into osteo-
blasts (reviewed in [6]). Chondrocytes then further
differentiate to become postmitotic, pre-hypertrophic
chondrocytes, and then hypertrophic chondrocytes,
which express type X collagen instead of type II.
Hypertrophic chondrocytes calcify their surrounding
extracellular matrix (ECM) and eventually die through
apoptosis. Vascular invasion of calcified cartilage then
brings osteoclasts, which degrade the matrix, and
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osteoblasts, which form bone at the expense of growth
plate cartilage (Figure 1).

Articular cartilage

In addition to their role in controlling long bone formation,
chondrocytes are also responsible for the formation and
maintenance of articular cartilage, which makes smooth,
frictionless movement possible while also dissipating
stresses in the joints and acting as a load-bearing surface
(Figure 2a). Much less is known about the formation of
articular cartilage than is known about growth plate
cartilage. Most of the joints form through segmentation of
a pre-existing cartilage rod. This process begins at the site
of a future articulation with the appearance of regions of
high cell density, called interzones, in which the cells lose
the expression of chondrocyte-specific markers such as
type II collagen (reviewed in [6]). Later in development,
the interzone cells differentiate and form three layers. The
central layer of the interzone, the central intermediate
lamina, has a lower cell density, and cells in this region
will eventually die through apoptosis, thereby creating the
joint cavity. Cells on either side of the central intermediate
lamina will differentiate into articular chondrocytes,
separated by the joint cavity. Adult articular cartilage
can also be subdivided into three layers (Figure 2b). The
surface zone is characterized by flattened, discoid cells
that mainly secrete proteoglycans. The mid zone com-
prises rounded cells arranged in columns, secreting
collagen type II and aggrecan. The deeper zone is calcified
and contains type X collagen [7]. The chondrocytes in
articular cartilage are responsible for the maintenance of
the balance between secretion and degradation of the
ECM.

Intervertebral discs

IVDs lie between the vertebral bodies linking them
together, and are the main joints of the spinal column.
IVDs are composite structures with a peripheral annulus
fibrosus (AF) surrounding a central nucleus pulposus
(NP), and a cartilage end-plate interspersed between the
disc and the vertebral bodies (Figure 2¢). NP composition
is very close to that of articular cartilage, being largely
composed of water, type II collagen and aggrecan,
although NP might have a higher proteoglycan content
[8,9].

What we know about chondrocyte differentiation

In the present review, chondrocyte differentiation is
schematically divided into three steps. These three stages
are cell condensations, which are necessary for both pre-
chondrogenic and pre-osteogenic commitment; chondro-
cyte differentiation; and finally chondrocyte hypertrophic
maturation.

Cell condensations

Members of the transforming growth factor (TGF)-B
superfamily, TGF-B1, -2 and -3, and bone morphogen-
etic protein (BMP)-2, -4, -6, and -7 are considered to be the
main inducers of endochondral ossification [6,10]. For
instance, in vivo injection of TGF-B1 or TGF-B2 in the
subperiosteal region of rat femurs induces endochondral
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Figure 1. A schematic representation of a longitudinal section of a long bone during endochondral ossification. On receiving signals elicited by factors such as members of
the TGF-B superfamily, mesenchymal cells are recruited into condensations. In the core of the condensations, strong Sox9 activation and low Wnt/B-catenin signaling
promote overt chondrocyte differentiation, whereas cells at the periphery form the perichondrium. Later in development, growth plate chondrocytes become flattened and
organized into columns in which they proliferate, expressing markers such as collagen type Il. The hypertrophic maturation of chondrocytes is above all under the control of
the Ihh/PTHrP loop: Ihh expressed in pre-hypertrophic cells induces expression of PTHrP in cells located in the perichondrium. PTHrP in turn inhibits hypertrophic
differentiation. Ihh might also positively regulate osteoblast differentiation. On the contrary, members of the Wnt family such as Wnt4 trigger hypertrophic differentiation,
characterized by type X collagen expression. Hypertrophic chondrocytes eventually mineralize their ECM and die through apoptosis. Vascularization of the growth plate
allows chondroclasts to degrade the cartilage, while osteoblasts derived from mesenchymal cells secrete and mineralize the bony matrix.

ossification [11]. Local expression of TGF-B1 in rat aorta Sox9 inactivation after the establishment of mesenchymal

also induces a cartilaginous metaplasia that is reversible
when the treatment with TGF-B1 is stopped [12]. TGF-B
may promote cell condensation by inducing expression of
the chondrocyte transcription factor Sox9 [13], although
the precise mechanisms involved remain unclear. TGF-
might also stimulate Sox9 transcriptional activity,
through smad3 activation [13]. Inactivation of Sox9 in
limb buds before chondrogenic mesenchymal conden-
sation results in the complete absence of condensation,
and the subsequent cartilage and bone formation [14].
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condensations does not, however, prevent osteoblast
differentiation, indicating that Sox9 is required to
establish osteochondro-progenitor cells that produce both
chondrocytes and osteoblasts.

Spatial regulation of chondrogenesis and osteoblasto-
genesis might be under the control of the canonical Wnt
signaling pathway [15,16]. Wnts activate the canonical
pathway by binding to the Frizzled family of receptors and
the LRP5/6 family of co-receptors. This binding stabilizes
B-catenin, which then translocates into the nucleus where
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Figure 2. A schematic representation of longitudinal sections of (a,b) articular cartilage and (¢) an intervertebral disc. (a) Articular cartilage lies between the synovial fluid and
the subchondral bone. (b) Itis composed of three zones: the surface zone composed of flat cells, the central zone of round cells organized into columns, and a narrow, calcified
deep zone. The surface and central zones are essentially composed of collagen type Il and proteoglycans, whereas the deep zone contains collagen type X. (c) Nucleus
pulposus (NP) in the intervertebral disc displays a similar composition and structure, being largely composed of collagen type Il and proteoglycans, and also being separated
from the vertebral bony body by a zone of calcified cartilage, the end-plate. AF, annulus fibrosus.

it interacts with members of the T-cell-factor (TCF)/
lymphoid-enhancer factor (LEF) HMG-box family to
activate target genes. Genetic inactivation of B-catenin
causes ectopic formation of chondrocytes at the expense of
osteoblast differentiation during both endochondral and
intramembranous ossification, whereas ectopic canonical
Wnt signaling leads to enhanced ossification and suppres-
sion of chondrocyte formation [15]. It is likely that the
inhibitory effect of B-catenin on chondrogenesis is due to
transcriptional down-regulation of Sox9 [16]. The spatial
and temporal chondrocyte differentiation in cell conden-
sations may be controlled by the preferential expression of
Wntba, Wnitll and Wnil4 at the periphery of the newly
formed cartilage in the limb [17], and by expression of Wnt
antagonists such as Sfrp-3 into prechondrogenic mesench-
ymal condensations (reviewed in [18]). In prechondrogenic
condensations, in the presence of low B-catenin protein
levels, Sox9 might cause B-catenin degradation [19],
thereby further favoring chondrocyte differentiation. The
mutual inhibition between Sox9 expression and the
canonical Wnt signaling indicates that chondrocyte
differentiation is controlled by a positive feedback loop in
which initial inhibition of the canonical Wnt signaling
leads to Sox9 expression, which further inhibits Wnt
signaling and osteoblast differentiation to promote full
differentiation of chondrocytes [15].

The canonical Wnt signaling pathway is also likely to
be crucial in the chondrogenesis taking place in joints. The
B-catenin-mediated Wnt pathway might be necessary and
sufficient for inducing synovial joint formation [17,20].
Activation of the canonical Wnt pathway may lead to loss
of chondrocyte markers through decreased Sox9
expression [17,20]. Simultaneously, maintenance of the
differentiated state in articular chondrocytes may be due
to expression of Sfrp-2 and Sfrp-3 [17,21].
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Overt chondrocyte differentiation

In addition to its role in cell condensations, Sox9 positively
regulates expression of collagen types II, IX, XI and
aggrecan (reviewed in [22]). Sox9 transcriptional activity
is positively modulated by factors such as CREB-binding
protein (CBP/p300) and peroxisome proliferator-activated
receptor gamma co-activator 1o (PGC-1a) [13,23], which
might represent a spatial and temporal control of Sox9
activity. Sox5 and Sox6 are also expressed early during
chondrocyte differentiation, but probably downstream of
Sox-9 in the differentiation pathway [14]. Sox5- and Sox6-
deficient mice still form cartilage, even though they
express reduced levels of collagen type II, IX and XI, and
aggrecan [24]. Unlike Sox9, Sox5 and Sox6 do not have
transactivation domains and the molecular mechanisms
whereby these two factors affect chondrocyte differen-
tiation have not yet been elucidated. Differentiated
chondrocytes in the growth plate and joints become
located in a hypoxic environment, which induces acti-
vation of hypoxia inducible factor (HIF)-1. HIF-1 makes
chondrocyte survival possible in hypoxic conditions [25]
and may be required to maintain expression of chondro-
cyte markers such as type II collagen [26].

Hypertrophic chondrocyte differentiation

In the growth plate, and probably also in articular
cartilage [7] and the IVD end-plate [27], chondrocytes
undergo hypertrophic differentiation, characterized by
expression of collagen type X. Hypertrophic conversion
has almost exclusively been studied in the context of the
growth plate. Although Sox9 appears important in the
first steps of chondrocyte differentiation, the transcription
factor Cbfal is involved in the control of hypertrophy.
Cbfal expression increases with maturation of chondro-
cytes and type X collagen expression is disturbed in Cbfal-
deficient mice [28]. The Wnt canonical pathway might also
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be involved in hypertrophic differentiation. When over-
expressed in the chick, Wnt4, which is normally expressed
in cells flanking the peri-articular region, accelerates the
progression of proliferating to hypertrophic chondrocytes
[18,29]. The distribution of B-catenin, changing from
largely cytoplasmic in proliferating and pre-hypertrophic
chondrocytes, to nuclear in hypertrophic cells, also
suggests that the canonical Wnt pathway is involved in
terminal differentiation [21]. Hypertrophic conversion is
also largely controlled by a signaling loop involving Indian
hedgehog (Ihh) and parathyroid hormone-related protein
(PTHrP; Figure 1). In addition to its role in stimulating
osteoblast differentiation [30,31], Ihh secreted by the pre-
hypertrophic chondrocytes signals to its receptor Patched
in cells of the surrounding perichondrium [32]. This
results in expression of PTHrP, which inhibits hyper-
trophic differentiation of pre-hypertrophic cells.

Role of chondrocytes in cartilage homeostasis

In persistent cartilages, chondrocytes are responsible for
the maintenance of the balance between secretion and
degradation of the ECM. In the course of degenerative
diseases such as OA, the equilibrium between secretion
and degradation is altered in favor of the latter, because of
mechanical and inflammatory factors. After traumatisms,
chondral defects do not heal and are often subject to
inflammation. During OA, chondrocyte behavior is often
heterogeneous, although it is commonly observed that
cells lose expression of ECM proteins while increasing
that of proteases (reviewed in [33]). In late stages of OA,
inflammatory cytokines such as interleukin (IL)-1p and
tumor necrosis factor (TNF)-o may cause loss of chon-
drocyte markers by decreasing Sox9 levels [34], increasing
expression of Wnt, and stabilizing B-catenin [35,36]. In
addition, one of the consistent features of joints affected by
OA is the development of intra-articular osteochondral
tissues, named osteophytes [33], in which mesenchymal
cells from periosteum or synovial tissue differentiate
towards hypertrophic, type X collagen-expressing cells
[37]. The changes associated with IVD degeneration
appear very similar, with the loss of Sox9, collagen type
II, and aggrecan, and an increase in collagen type X
expression [27,38,39].

Applying our basic knowledge to cartilage engineering
Mesenchymal stem cells for engineering cartilage

The use of autologous chondrocytes for tissue engineering
raises several major issues such as morbidity at the donor
site, low cell number upon harvest, and loss of chondrocyte
markers in culture. MSCs have therefore been considered
to be a promising alternative. Initially discovered in the
bone marrow, MSCs are stromal cells that support
hematopoiesis, and have the ability to give rise to many
lineages such as myoblasts, hepatocytes, adipocytes,
osteoblasts and chondrocytes [40]. However, not all
stromal cells from bone marrow are multipotent. Although
most surface markers have been found inadequate as a
means to identify stem cells because the putative markers
may also be found on non-stem cells, or a particular
marker may only be expressed on a stem cell at a certain
stage or under certain conditions [41], MSCs are believed
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to be uniformly positive for markers such as CD29, CD44,
CD71, CD90, CD106, and negative for markers of the
hematopoietic lineage, including CD14, CD4, and CD45.
For a long time, bone marrow was considered the main
reservoir of MSCs. Typically the MSCs recovered from a 2-
ml bone marrow aspirate can be expanded 500-fold over a
period of about three weeks resulting in a theoretical yield
of 12.5 to 37.5 billion cells [42]. The cells generally retain
their pluripotency for at least a further 6-10 passages
[42]. Because the recovery of MSCs from bone marrow is
also a source of pain, morbidity and is not very high
yielding, many researchers have investigated other
sources. MSCs were subsequently isolated in several
locations such as adipose tissue [43], cryo-preserved
umbilical cord blood [44], human exfoliated deciduous
teeth [45], skin [46] and even peripheral blood [47].
Interestingly, several recent studies have provided some
evidence that during culture chondrocytes revert to a
primitive phenotype similar to that of MSCs, and can be
also induced to re-differentiate into multiple lineages
[48-50].

When transplanted into non-immunocompromized ani-
mals, human MSCs undergo site-specific differentiation
into multiple lineages and persist in the long term [51].
The persistence of MSCs and maintenance of their
pluripotency in a xenogenic environment may be due to
their lack of an HLA type II receptor and the secretion of
cytokines. Nevertheless, there remain major obstacles in
the path towards the clinical use of MSCs. For example,
the addition of fetal calf serum (FCS) in the culture media
poses the risk of the transmission of viruses or prions and
a reaction to bovine proteins. It has been determined that
7-30 mg of FCS proteins are associated with a standard
preparation of 100 million MSCs, a dosage that will
probably be needed for clinical therapies [42]. In the first
clinical trials using MSCs in the treatment of osteogenesis
imperfecta, an immune response caused by anti-FCS
antibodies was observed in one patient, even though
clinical results were promising in other patients [52]. One
of the biggest challenges facing the advancement of MSC
therapy is therefore the development of FCS-free alterna-
tives. Autologous serum and artificial serum substitutes
have already proved promising in allowing proliferation
while maintaining pluripotency [53,54].

Although implantation of unmodified MSCs has been
reported to repair cartilage defects in rabbits [55], the
implantation of uncommitted cells often leads to fibrocar-
tilage formation, indicating that the in vivo environment
is not sufficient to promote chondrogenesis. Before
envisioning the ex vivo use of growth factors or genetic
manipulations, we must, however, carefully consider that
the chondrogenic potential of MSCs is dependent on the
plating density and period of expansion [56], and is
favored by hypoxia [57] and hydrostatic pressure [58].

The chondrocyte differentiation of MSCs is typically
achieved in the presence of TGF-B [6,10,59], whereas the
IVD cell differentiation of MSCs may be favored by TGF-
B3, ascorbate and dexamethasone [8]. However, although
TGF-B inhibits chondrocyte terminal differentiation [60],
TGF-B-containing media have been associated with type X
collagen expression in MSCs [8,43,56]. It must therefore
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be carefully checked that reimplantation in persistent
cartilages of MSC treated with TGF-B will not lead to
uncontrolled chondrocyte hypertrophy. For instance,
repair of cartilage in rats by implantation of mesenchymal
cells overexpressing BMP-2 led to osteophyte formation
[61]. Osteophyte formation might be prevented by forced
overexpression of Sox9, which promotes cell condensation
and early differentiation, but blocks hypertrophy
(reviewed in [2]). Unfortunately, Sox9 overexpression
failed to induce chondrogenesis in MSCs [13], probably
because additional signals are necessary for Sox9 activity
[62]. The ets transcription factor ERG, which is expressed
during development in a pattern similar to that of Sox9,
has been reported to prevent chondrocyte hypertrophic
maturation [63]. The precise role of ERG in chondrocyte
differentiation remains obscure, however. The canonical
Wnt signaling could also be manipulated to modulate
chondrogenesis by altering B-catenin levels [15]. Levels of
B-catenin would have to be kept low to promote initial
chondrocyte differentiation and inhibit hypertrophic
differentiation. Accordingly, mouse embryonic mesenchy-
mal progenitor cells in which B-catenin was inactivated
differentiate toward chondrocytes in osteogenic conditions
[15]. In this context, the recent conflicting report that
activation of the nuclear effector of the Wnt canonical
pathway, LEF-1, promotes chondrogenic differentiation of
the mesenchymal C3H10T1/2 cells [64], appears surpris-
ing and will need to be confirmed with a more relevant cell
model.

Scaffolds for cartilage engineering

Two approaches can be considered in cartilage tissue
engineering: implanting either cartilage that is immature
(without a dense cartilage ECM), or mature (with an
ECM). In case of immature engineered cartilage, a
combination of cells and a scaffold will form the new
tissue in vivo; in case of mature engineered cartilage, the
tissue is formed in vitro before implantation. Although
mature cartilage has greater mechanical properties,
implantation of immature cartilage has several significant
advantages (reviewed in [3]). Firstly, immature engin-
eered cartilage can be injected, allowing minimally
invasive procedures that will reduce morbidity. Secondly,
immature cartilage will integrate better with the sur-
rounding host cartilage by taking the form of a defect that
has an irregular size and shape. Thirdly, injectable
scaffolds that will reticulate and adhere in situ will
prevent the use of periosteal flaps, which are commonly
used to maintain cells in the defect, but are difficult to
suture to the surrounding healthy cartilage, and often
result in leaks (reviewed in [65]). Finally, given that the
water content of cartilage is high and that chondrocyte
differentiation increases with scaffold hydrophily [66], the
use of hydrogels would be advantageous. Hydrogels are
cross-linked polymeric systems capable of absorbing large
volumes of aqueous solutions. Besides their hydrogel
composition, which can be highly variable, important
parameters that need to be thoroughly considered are
their resorbability and their architectural properties.
Indeed, any biomaterial, either synthetic or from a foreign
origin, must ideally be eliminated once the material has
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permitted the formation of a functional tissue. The three-
dimensional parameters of hydrogels need to be precisely
controlled to optimize their bioactivity. The network
density of hydrogels can be modulated by altering cross-
linking density, which in effect, changes the volume of
water that is absorbed in the hydrogel and the mechanical
properties (reviewed in [3]). Hydrogel reticulation can be
triggered by temperature changes (glycol polymer Plur-
onics®, collagen, ECM extract from a mouse sarcoma
Matrigel™, and fibrin glue; reviewed in [3]), addition of a
polymerizing agent (alginate) [67], change in pH (cellu-
lose) [68] or exposure to light [69].

To date, numerous hydrogels have been synthesized
and tested both in vitro and in small animal models of
articular cartilage defects (reviewed in [3,70]). Although
encouraging results have been obtained in some studies
[55,71], much work still needs to be accomplished to
optimize the biological and, above all, mechanical proper-
ties of the newly formed articular cartilage tissue. In
addition, clinical application will depend on the successful
application of these hybrid materials and technologies to
large animal models that are more relevant to humans.

In contrast to articular cartilage repair, the tissue
engineering approaches to repairing the IVD are only just
starting to emerge. A recent study has nevertheless
demonstrated the feasibility of using MSCs embedded in
Atelocollagen to restore altered disc tissue in a rabbit
model [72]. There is still a lack of relevant animal models
for IVD degeneration, however. Several models of induced
or spontaneous degeneration have been described but they
fall short on many criteria (for a review see [73]). An
acceptable model therefore has to be developed to facilitate
understanding of how stem cell therapy can be used to
correct or ameliorate disc disease.

Concluding remarks

MSCs, which are easily available in several adult tissues
and are able to undergo chondrogenic commitment, are of
great interest in articular cartilage engineering. Several
recent studies on chondrocyte commitment have provided
us with new possibilities to optimize MSC-induced chon-
drogenesis. In particular, the stimulation of chondrogenesis
by manipulation of the Wnt/B-catenin pathway provides a
great challenge. Concerning intervertebral disc regener-
ation, much work remains to be accomplished to character-
ize precisely the phenotype of the NP cells and decipher
whether MSCs can satisfactorily rebuild a degenerated NP.
Finally, hybrid materials combining MSCs with injectable
scaffolds will have to be tested in relevant animal models of
articular cartilage defects and IVD degeneration. The
successful application of this approach in humans requires
answers to these questions (Box 1). The number of people

Box 1. Outstanding questions

- Can we manipulate the Wnt/B-catenin pathway to favor chondro-
cyte commitment of MSCs?

-Can we achieve efficient chondrogenesis in FCS-free culture
media?

- What is the exact phenotype of the nucleus pulposus cells?

- Is it possible to build a nucleus pulposus using MSCs?
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experiencing invalidity as a consequence of cartilage
disorders is increasing exponentially, so effective thera-
peutic strategies must be developed now.
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Voies de recherches alternatives

4 DiscussioN

Dans ce chapitre, nous nous sommes intéressés aux voies de recherche altematives de
I'ingénierie tissulaire du cartilage. Dans ce but, nous avons recherché la capacité de
chondrocytes nasaux autologues associés a une matrice tridimensionnelle alternative, la colle
de fibrine, a former un tissu cartilagineux en site sous-cutane et en site articulaire. Dans un
deuxieme temps, les donnees de la littérature concernant 1’éventuelle utilisation des cellules
souches mésenchymateuses adultes pour I'ingénierie tissulaire du cartilage articulaire font

I’objet d'un article de revue.

L’article 7 confirme que les chondrocytes nasaux humains possédent des capacites
chondrogéniques. En effet, les chondrocytes nasaux fraichement isolés et injectés en sous-
cutané chez la souris nude ont permis la formation d’un tissu cartilagineux présentant une
matrice extracellulaire dense contenant des GAG sulfatés et du collagene de type II. Ces
reésultats indiquent que la colle de fibrine offre un microenvironnement favorable a la synthese
d’une matrice extracellulaire (183). Cependant, de nombreuses hypothéses fondees sur des
¢tudes réalisées chez la souris nude se sont réveélées difficiles a confirmer dans des essais
d’implantation en conditions physiopathologiques. Nous avons donc cherché a déterminer si
une construction hybride associant les chondrocytes nasaux et la colle de fibrine était capable
de réparer des défauts cartilagineux réalisés dans la fosse inter-condylienne de lapins. Nous
avons observé que les chondrocytes nasaux de lapins pouvaient étre associés avec la colle de
fibrine sans modifications de leur phénotype. En effet, comme observé avec de nombreuses
autres matrices tridimensionnelles, telle que la gélatine (291), le collagene (44) ou I’alginate
(42), 1a culture tridimensionnelle de chondrocytes dans la colle de fibrine permet le maintien
de leur phénotype chondrocytaire. Ces données renforcent 1’hypothese que Ia colle de fibrine
offre un environnement tridimensionnel favorable aux chondrocytes. Finalement, cette étude
(article 7) indique que les chondrocytes nasaux autologues peuvent étres associes a la colle de
fibrine et former une construction hybride capable de réparer des défauts cartilagineux. En
effet, les chondrocytes nasaux et la colle de fibrine ont permis la formation d’un tissu de
reparation semblant étre de type hyalin contenant des GAG et du collagene de type II
Cependant, la haute dégradabilité de la colle de fibrine peut entrainer le remplacement du
tissu de réparation initial par un tissu fibreux (494) qui tend a dégénérer avec le temps. Par
conséquent, des implantations a plus long terme devront étre réalisées pour vérifier la stabilité

a long terme du tissu néoforme.
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Le processus de réparation spontanee, observeé lorsque les I€sions cartilagineuses atteignent
I’0s sous-chondral, passe par la formation d™un caillot sanguin contenant de la fibrine (443).
Or, ce processus aboutit a la formation d’un tissu de réparation fibrocartilagineux présentant
des propriétés mecaniques plus faible que le cartilage articulaire sain (148). L utilisation de la
fibrine comme support des cellules chondrogéniques pourrait simplement mimer ce processus
de réparation spontanée et ainsi aboutir a la formation d’un fibrocartilage. La visualisation du
contenu en collagene de type I du tissu de reéparation obtenu, par la construction colle de
fibrine-chondrocytes nasaux. devra étre réalisée afin de conclure précisément quant a la nature

hyaline ou fibro-hyaline du tissu.

Les contraintes mécaniques sont connues pour influencer I’organisation tissulaire et les
propriétés meécaniques du cartilage (313, 506-508). La capacité de la colle de fibrine associce
aux chondrocytes nasaux autologues devra donc également étre évaluée au sein de défauts
créés en zone portante de 1’articulation. Ces données suggerent que la colle de fibrine est une

matrice injectable potentielle pour le traitement des lésions cartilagineuses.

Les nombreuses limites associées a l'utilisation de chondrocytes articulaires autologues
comme la morbidité du site donneur, le faible nombre de chondrocytes obtenus et leur
dedifférenciation en culture, ont motivé la recherche de sources alternatives de cellules
autologues. Les cellules souches meésenchymateuses (CSM) sont des cellules stromales
capables de se différencier en myocytes, hépatocytes, adipocytes, ostéoblastes et chondrocytes
(403). La revue des données de la littérature, concernant I'utilisation des CSM en ingénierie
tissulaire du cartilage (article 8). indique que des CSM peuvent étre isolées a partir de
nombreux tissus adultes comme la moelle osseuse (403), le tissu adipeux (534), la peau (484)
et le sang de cordon ombilical (267). Ces CSM humaines semblent ne pas posséder de
molécules HLA de classe II. Elles sont ainsi tolérées et persistent longtemps apres leur
implantation dans des animaux non immunodéficients (277). Par ailleurs I"implantation de
CSM non modifi¢es a permis la réparation de défauts cartilagineux articulaires chez le lapin
(504). Cependant, les essais de différenciation des CSM vers un phénotype chondrocytaire a
I’aide de facteurs de croissance (TGF-B. BMP-2) conduisent souvent a une hypertrophie et
dans certains cas a la minéralisation de la MEC(156, 398). L’ensemble de ces données
bibliographiques démontre le grand intérét des CSM adultes dans I’ingénierie tissulaire du
cartilage. Cependant de nombreux progres restent a faire pour promouvoir la différenciation

de ces cellules vers un phénotype proche de celui des chondrocytes articulaires.
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Le cartilage articulaire, de par la complexité de sa structure et sa composition, est un tissu
dont les capacités de réparations spontanées sont tres limitées. Les I€sions cartilagineuses,
traumatiques ou dégénératives, sont par consequent irréversibles. Les répercussions de plus en
plus importantes sur les cotts de santé, et I'invalidité associée a ces pathologies ont contribué
au deéveloppement de nouvelles approches thérapeutiques pour le traitement des lésions du
cartilage articulaire, au premier rang desquelles se situe l'ingénierie tissulaire. L’ingénierie
tissulaire a pour objectif de réparer les lésions du cartilage articulaire a I’aide de cellules
chondrogéniques autologues transplantées et maintenues sur le site lésionnel via une matrice

tridimensionnelle.

Dans ce contexte, 1’objectif principal de ce travail a été de développer un nouveau concept
d’ingénierie tissulaire du cartilage articulaire par 1’association d’un hydrogel injectable auto-

réticulant (HPMC-S1) avec des chondrocytes autologues.

Dans une premiere partie, nous avons montré par la caractérisation des propriétés visco-
¢lastiques de I’hydrogel et des parametres influencant ces propriétés que cet hydrogel était
mjectable sous sa forme visqueuse et pouvait ensuite durcir in situ. Nous avons €¢galement
démontré que cet hydrogel représentait une matrice biocompatible de choix pour la culture

tridimensionnelle de chondrocytes phénotypiquement stable.

Dans une deuxieme partie, nous avons montré que 1’association de notre hydrogel d"HPMC-
Si avec des chondrocytes isolés de cartilage hyalin nasal aboutissait a la formation d’un tissu
cartilagineux et a la réparation de lésions cartilagineuses articulaires. La plupart des études
précliniques concernant la réparation du cartilage articulaire sont réalisées au sein de défauts
créés dans la fosse inter-condylienne. Cette zone, dite non portante, est soumise a des
contraintes mécaniques réduites. Cependant, les Iésions du cartilage articulaire se forment
généralement sur les condyles fémoraux, qui sont les zones ou les contraintes mécaniques
sont les plus fortes. De plus, la géométrie de cette zone, a I'inverse de la fosse inter-
condylienne qui forme une surface concave, présente une forme convexe moins adaptee a la
mise en place de matrices tridimensionnelles injectables. Nos prochains tests précliniques de
réparation de deéfauts cartilagineux articulaires devront donc étre réalisés sur des zones
portantes comme les condyles fémoraux. Ceci nous permettra d’évaluer, sous contraintes
mecaniques, la capacité d’adhésion de notre hydrogel au tissu environnant la lésion. Par
ailleurs, afin d’achever notre preuve de concept, nous devons maintenant choisir un modele
animal plus proche de I’homme en terme d’épaisseur de cartilage et de capacité de réparation

spontanée. Parmi les différents modeles animaux, le cheval a I'avantage de présenter une
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¢paisseur de cartilage (1,5 a 2 mm) proche de celle observée chez ’homme (2,2 a 2.5 mm).
Les chevaux sont, par ailleurs, sujets aux lésions cartilagineuses, ce qui confeére a notre
concept un intérét en meédecine vétérinaire. La technique de mosaicplastie est déja appliquee
chez le cheval et pourra nous permettre de réaliser des études comparatives de notre concept
avec une methode de référence. Une collaboration avec le service de chirurgie équine de

I’Ecole Nationale Vétérinaire de Nantes (Dr O. Geffroy) a ét¢ mise en place en ce sens.

Dans la troisieme partie, nous nous sommes intéressés a une matrice tridimensionnelle
alternative : la colle de fibrine. Cette matrice d'origine biologique présente des proprietes
d'adhésion tissulaire qui pourrait étre pertinente pour la thérapie cellulaire du cartilage. Nos
données ont confirmeé cette hypothese, puisque la colle de fibrine s'est révélée etre une matrice
d'intéret pour la culture et le transfert de chondrocytes sur le siege de lésions cartilagineuses.
Parallelement au développement de nouvelles matrices et pour pallier les inconvénients liés a
l'utilisation de chondrocytes, les recherches s’orientent vers la découverte de sources
alternatives de cellules chondrogéniques. Parmi ces sources alternatives de cellules
réparatrices, les cellules souches mésenchymateuses sont probablement celles qui ont connu
I'essor le plus important ces dix dernieres années. La moelle osseuse représentait la source
majeure de cellules souches adultes. Mais récemment, de nombreuses autres sources de
cellules souches adultes ont €t¢ mises en €vidence. Parmi celles-ci, les cellules souches
dériveées du tissu adipeux représentent une source réellement prometteuse de cellules
réparatrices pour le cartilage. Cependant, le défi que représente 1'utilisation des CSM pour
I'ingénierie tissulaire du cartilage reste entier. Il sera nécessaire en effet de pouvoir controler
de maniere précise la différenciation des CSM vers un phénotype chondrocytaire stable mais
surtout adapté aux contraintes de la réparation du cartilage articulaire. Dans ce but, 1l apparait
nécessaire de pouvoir orienter les CSM vers la lignée chondrogénique tout en prévenant leur
différentiation terminale hypertrophique conduisant a la minéralisation de la matrice. Il a
récemment €té¢ suggéré qu'un environnement tridimensionnel associé a des conditions de
culture particulieres (hypoxie, contraintes mecaniques, facteurs de croissance) pourraient
permettre d'orienter les CSM vers un phénotype chondrocytaire tout en les maintenant dans
un état de différenciation phénotypique adapté a leur utilisation en thérapie du cartilage
articulaire. Afin d'étayer cette hypothese, nous menerons des études transcriptomiques et
protéomiques qui permettront de déterminer le rdle et le potentiel de ces facteurs

environnementaux en ingeénierie du cartilage.

118



Conclusions générales— perspectives

Parallelement, les progres récents en chimie des polymeres et les avancées dans le
développement de nouveaux systemes a libération controlée de principes actifs permettent
d'envisager I'utilisation, en ingénierie tissulaire, de matrices fonctionnalis€es pouvant intégrer
dans leurs structures des principes actifs (anti-inflammatoires, facteurs de croissance,
antimitotique, ADN). Cette nouvelle classe de matrices "intelligentes" pourrait contribuer,
dans un avenir proche, a l'ouverture de nouvelles applications cliniques pour l'ingénierie
tissulaire squelettique. Parmi les tissus squelettiques cibles de l'ingénierie tissulaire, le disque
mtervertebral (DIV) revet un intérét particulier. En effet, la dégenérescence du disque
intervertébral (DDI) représente vraisemblablement la premiere cause de douleur chronique du
dos, qui touche un jour ou I"autre 80% de la population. Afin de pallier la DDI, I’injection de
protéines recombinantes et la thérapie génique ont été envisagees. Cependant, la courte duree
de vie des protéines in vivo et la faible accessibilité des cellules du nucleus pulposus rendent
ces approches peu adaptées au traitement de la DDI. Des approches utilisant des matrices
fonctionnalisées et cellularisées (cellules souches autologues) pourraient étre une alternative
mtéressante aux traitements actuels de la DDI. Dans ce contexte, notre concept basé sur
I’association de CSM issues du tissu adipeux a une matrice fonctionnalisée injectable et auto-
réticulante pourrait s’aveérer pertinent pour le remplacement du nucleus pulposus et la

prévention de la dégénérescence du DIV.

Notre travail s'est intégreé dans un programme de recherche pluridisciplinaire large, qui vise a
proposer une nouvelle approche thérapeutique des atteintes cartilagineuses par thérapie
cellulaire a l'aide de cellules autologues et de biomatériaux mjectables. Nous espérons que nos
¢tudes permettront la réalisation d'essais cliniques chez I'homme. Nos résultats pourraient
donc ouvrir de nouvelles fenétres thérapeutiques en médecine régénérative et particulierement
dans le traitement des atteintes ostéoarticulaires traumatiques ou liées a 1'age. La poursuite de
notre travail pourrait également fournir d'importantes données sur les meécanismes
moléculaires fondamentaux qui régissent la différenciation chondrogénique des cellules
souches. Ces données pourraient etre utiles a la thérapie cellulaire du cartilage mais aussi a la

comprehension des maladies cartilagineuses dégéneratives.

Les pathologies ostéoarticulaires ont ¢€té reconnues comme cause décennale par
I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) qui a déclaré les années 2000-2010 comme la "Bone
and joint decade" (http://www.boneandjointdecade.org/). Il s'agit d'un programme de

sensibilisation et d'incitation a la recherche dans un domaine que I'OMS soutient. La décennie de
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l'os et des articulations entend s'attaquer aux grandes pathologies de l'appareil locomoteur comme
l'ostéoporose, l'arthrose, 1'arthrite, le mal de dos, les atteintes rachidiennes, les traumatismes des
membres, et les malformations squelettiques infantiles. Dans ce contexte, notre travail apparait en
parfaite adéquation avec les préoccupations de I'OMS ce qui nous encourage a poursuivre nos
démarches vers le développement de l'ingénierie tissulaire appliquée a la réparation des tissus

squelettiques.
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