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L’arthrose est la plus commune des pathologies rhumatismales. Il s’agit d’une
pathologie dégénérative touchant ’ensemble des tissus composants 1’articulation et pouvant
mener ultimement & une destruction de ladite articulation. Cliniquement, cette maladie se traduit
par des douleurs handicapantes et une perte progressive de la fonctionnalité articulaire. L’un
des principaux facteurs de risque de cette maladie dégenérative est le vieillissement. Or dans
un contexte de population vieillissante, la prévalence de cette pathologie, déja importante,
devrait continuer a augmenter. Ce qui fait de la prise en charge de 1’arthrose un véritable enjeu

de santé publique.

Longtemps considérée comme un aléa associé au vieillissement (1), on peut voir que le
nombre de publications scientifiques traitant de 1’arthrose augmente de maniére exponentielle

depuis les années 1990 (figure 1) (2).
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Figure 1 : Statistiques concernant le mot-clé « Osteoarthritis » dans la base de donnée Medline. Nombre d’article associés
au mot-clé « Osteoarthritis » publiés par an entre 1950 et 2016 (2).

Malgré 1’accent mis par les autorités de santé sur 1’étude de cette pathologie et la
recherche de nouveaux traitements, il n’existe actuellement aucune thérapeutique satisfaisante
pour la prévention, le traitement ou la restauration des lésions induite par la maladie. Au cours
des deux derniére décennies diverses solutions thérapeutiques innovantes ont été explorées.
Cependant le caractére complexe de la maladie rend difficile 1’étude des multiples mécanismes
impliqués et par conséquent les traitements proposés restent imparfaits. Parmi les approches

pertinentes, 1’utilisation des cellules souches mésenchymateuses revét un caractere prometteur.
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Les cellules souches mésenchymateuses, ou MSC, ont tout d’abord été étudiées en
raison de leur capacité de différenciation. En effet ces cellules, dites souches, sont capables in
vitro et in vivo de se transformer en cellules osseuses, cartilagineuses et adipeuses. Au cours de
I’arthrose, on observe une érosion du cartilage. Cette érosion du cartilage, résultant des
mécanismes physiopathologiques associés a 1’arthrose, est a la fois le signe de la progression
de la maladie et un des facteurs participant a 1’entretient des conditions favorables a cette
progression. En raison de leur propriété de différenciation dans la voie chondrogénique, les
MSC ont été envisagées comme 1’un des 3 piliers de I’ingénierie tissulaire (cellules, matrices,
facteurs), dans des stratégies de réparation/régénération de cartilage. En comblant les défauts
cartilagineux a 1’aide de tissus semblables au cartilage produit in vitro a partir de ces MSC, il
est ainsi envisagé de stopper la mécanique de déstabilisation de I’articulation et donc la

progression de 1’arthrose.

L’étude de ces MSC a permis de comprendre leur provenance, leurs interactions avec
les autres populations cellulaires les environnant, ainsi que leurs réles physiologiques. A I’issue
de cette étude plusieurs propriétés d’intérét thérapeutique leur ont été découvertes (capacités
trophiques, capacités de recrutement et d’éducation du systéme immunitaire, capacité de
protection des cellules environnantes, ...), induisant par la méme I’idée que les MSC ne seraient
pas uniquement des cellules souches et pourraient étre appelées « Medicinal Signaling Cells »
(3). En parall¢le, I’é¢tude de 1’arthrose a permis de mettre en évidence le role du déséquilibre
entre anabolisme et catabolisme, de I’inflammation ou plus récemment de la senescence dans
les mécanismes physiopathologiques de la maladie. Ainsi 1’idée que ces MSC pourraient, a
travers leurs activités de sécrétion, interagir avec les différents acteurs de la maladie, a permis
I’émergence d’une seconde approche thérapeutique : 1’utilisation des MSC comme médicament

de thérapie cellulaire.

Aujourd’hui, de nombreuses données cliniques et précliniques (in vitro et in vivo) sont
disponibles et soutiennent ces deux approches thérapeutiques, qui sont d’ailleurs toujours en
cours d’étude et de développement. Cependant, ces données indiquent également que ces
approches possedent des limites et la confusion, naissant de 1’absence de comparaison de ces
deux approches thérapeutiques dans la littérature, rend difficile 1’identification de leviers

pouvant permettre I’arrivée sur le marché de produits issus de ces MSC.
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Ce travail de these effectue dans une premiéere partie une revue des connaissances
concernant 1’épidémiologie et la physiopathologie de 1’arthrose, les recommandations de prise
en charge actuelle, ainsi que les approches thérapeutiques en cours de développement. Dans
une seconde partie, ce travail recense les connaissances actuelles concernant les cellules
souches mesenchymateuses, les sources d’obtention, les moyens de caractérisation et leurs
propriétés d’intérét. Pour terminer, en troisieme et quatriéme partie, ce travail inventorie les
données précliniques (in vitro et in vivo) et cliniques supportant 1’utilisation des cellules
souches d’une part dans les approches d’ingénierie tissulaire et d’autre part en tant que
médicament de thérapie cellulaire. 1l replace chaque approche dans 1’arsenal thérapeutique anti-
arthrosique, souleve les limites actuelles de chaque approche et les solutions envisagées dans
la littérature permettant de dépasser ces limites.
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L arthrose
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1. Définition

L’arthrose est définie par 1’Osteoarthritis Research Society International (OARSI)

comme .

« A disorder involving movable joints characterized by cell stress and extracellular
matrix degradation, initiated by micro- and macro-injury that activates maladaptive
repair responses including pro-inflammatory pathways of innate immunity. The disease
manifests first as a molecular derangement (abnormal joint tissue metabolism) followed
by anatomic, and/ or physiologic derangements (characterized by cartilage degradation,
bone remodeling, osteophyte formation, joint inflammation and loss of normal joint

function) that can culminate in illness. » (4)

« Un trouble impliquant des articulations mobiles, caractérisé par un stress cellulaire
et une dégradation de la matrice extracellulaire, initiée par des micro et macro-lésions qui
active des réponses de réparation inadaptées, incluant les voies pro-inflammatoires de
I'immunité innée. La maladie se manifeste d'abord par un dérangement moléculaire
(métabolisme anormal des tissus articulaires) suivi de dérangements anatomiques et / ou
physiologiques (caractérisés par une dégradation du cartilage, un remodelage osseux, la
formation d'ostéophytes, une inflammation des articulations et une perte de la fonction

articulaire normale) pouvant aboutir a une maladie. » (4)

L’arthrose n’est ainsi pas considérée comme une maladie unique, mais comme un
ensemble d’affections dégénératives articulaires (5). L’ensemble des tissus composant
I’articulation peut s’en trouver affecter. Et les origines de ces micro et macro-lésions, évoqués
dans la définition, peuvent trouver leurs sources dans divers phénoménes mécaniques et

biologiques (génétiques, métaboliques, traumatiques ou dus au développement).

L’ensemble des troubles présentés culmine en une presentation pathologique arborant
des caractéres biologiques et cliniqgues communs (5). C’est sur cette présentation pathologique
que se base le plus souvent le diagnostic de la maladie, résultat d’une progression avancée de

la maladie d( au caractére asymptomatique de son initiation (6).

La maladie arthrosique, se traduisant de maniére symptomatique par des douleurs et une

perte de fonction articulaire, revét alors un caractére handicapant pour le patient.
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2. Epidéemiologie
2.1.Prévalence et incidence

L’arthrose est la plus fréquente des pathologies rhumatismales, touchant pres de 20%
de la population dans les pays industrialisés (17% en France, selon la Société Francaise de
Rhumatologie) (7). Avec le vieillissement de la population I’arthrose pourrait atteindre 29,5%
de la population en 2030 (8). La prévalence de 1’arthrose augmente avec 1’age et varie selon les
articulations touchées. Elle était estimée a 43,3% de la population de plus de 50 ans (tous sexes
confondus) pour la main, 23,9% pour le genoux et 10,9% pour la hanche en 2011. (9).

Les données concernant I’incidence de la pathologie sont, quant a elle, peu nombreuses
et difficiles a interpréter, notamment en raison d’une variabilit¢ importante des données en
fonction de I’age des patients et des critéres diagnostics utilisés. En effet, en fonction de la
méthodologie utilisée (auto-rapportée — KOOS, radiographique — Kellgren-Lawrence, ou
symptomatique — score ICRS, Outerbridge ou par IRM) la détection de I’arthrose sera plus ou
moins précoce (9). Cependant, une étude réalisée en Espagne montre que, comme pour la

prévalence, I’incidence de 1’arthrose varie avec 1’age et selon les articulation (figure 2) (10).
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Figure 2 :Variation de lincidence de l’arthrose en fonction de 1’dge, du sexe et de la localisation de D’arthrose :
gonarthrose (bleu), arthrose digitale (vert), coxarthrose (rouge) (tirée de Hunter et Bierma-Zeinstra Lancet (2019)(8)).
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2.2.Comorbidités

L’arthrose a également été associée a un risque accru de survenue de comorbidités
(prévalence chez les patients arthrosiques : 67% (95%ClI: 57%-74%), comparé aux patients non
arthrosiques : 56% (95%CI: 44%-68%)) (11). Les comorbidités les plus associées a I’arthrose
sont les infarctus (Prevalence Ratio (PR) 2.61; 95%Cl: 2.13-3.21), les ulceres gastro-intestinaux
(PR 2.36; 95%Cl: 1.71-3.27) et les syndromes metaboliques (PR 1.94; 95%CI 1.21-3.12) (11).

Une étude britannique a également mis en évidence une augmentation de la mortalité,
en association avec un diagnostic symptomatique ou radiographique de gonarthrose et/ou de
coxarthrose, toute cause confondue (ratio standardisé de mortalité (SMR) : 1,55 ; 95%CIl : 1,41-
1,70) (12). Cette augmentation du risque de mortalité est particulierement élevée lorsque
I’arthrose est associée aux pathologies cardiovasculaires (SMR : 1,71) et aux démences (SMR :
1,99) (12).

Finalement, 1’étude « Global Burden of Disease Study », réalisée par 1’Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) en 2016, & définie I’arthrose comme la 12°™ cause de réduction
de I’espérance de vie sans incapacité (EVSI) au niveau mondial. En 1990, cette maladie n’était

placée qu’a la 17°™ place (13).
2.3.Evaluation médico-économique

De par son caractere douloureux et handicapant entrainant une nécessité de soin,
I’arthrose représente un colt important pour les patients mais aussi pour la société. Si certains
colts, notamment ceux relatifs au bien-étre des patients, sont difficile a chiffrer (figure 3),
d’autres tels que les frais de prise en charge médicale ou de manque a gagner d’un point de vue

économique peuvent étre approximes.

Ainsi le codt directement imputable a la prise en charge de I’arthrose, a été estimée a
1,6 milliards d’euros par an en France en 2002, soit 1,7% des dépenses de 1’ Assurance Maladie,
et a 22,6 milliards de dollars aux Etats-Unis en 2004 (14,15). Ce codt direct, dont la répartition
est présentée en figure 2, représente entre 1 et 2,5% de la consommation domestique dans les
pays developpés (16). En parallele, la part indirectement imputable a I’arthrose est-elle estimée
aux environs de 10 milliards de dollars par an aux Etats Unis (2010) (17).

L’ensemble de ces données épidémiologiques montre I’ampleur du probléme de santé
publique que représente 1’arthrose. I existe donc un besoin lié au développement de la prise en

charge de cette maladie.
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Figure 3 : Répartition des charges imputable a I’arthrose (modifié d aprés Hunter et al. Nat Rev Rheumatol (2014) (18)).

3. Etiologie

L’arthrose n’est pas une maladie unique, mais un ensemble d’affections dégénératives

touchant I’articulation dont I’ensemble des tissus peut se trouver affecter.

Les lésions observeées lors de la progression de la maladie peuvent trouver leurs sources

dans divers phénomenes mécaniques et biologiques (vieillissement, génétique, anatomie,

métabolisme, traumatismes). Les facteurs de risques et les présentations de la maladie sont donc

multiples. Malgré 1’augmentation des études concernant 1’arthrose, il existe toujours un manque

d’information au regard des causes associées a I’initiation et a la progression de la maladie.

Cependant, diverses études épidémiologiques ont tout de méme permis de mettre en

évidence certains facteurs de risques impliqués dans le développement de I’arthrose. Ces

facteurs de risques peuvent étre divises en facteurs modifiables et non modifiables (Figure 3).
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3.1.Facteurs de risques non modifiables

Certains des facteurs de risques de 1’arthrose ne sont pas modifiables. Qu’ils soient
acquis ou innés, ces facteurs de risques s’associent a un risque accru de développer la maladie.
Parmi ces facteurs de risques nous pouvons citer : 1’age, le sexe, divers facteurs génétiques, ou

encore certains facteurs anatomiques.
3.1.1. Age

La prévalence de I’arthrose augmente avec 1’age. D’un point de vue épidémiologique il
s’agit méme du plus important facteur de risque. En effet, I’arthrose est une pathologie
dégénérative, dont certains mécanismes, tels que la senescence, la défaillance de I’autophagie

ou I’inflammation, sont ou peuvent étre associés au vieillissement.

En France, avant 45 ans, seulement 3 % de la population est touché par I’arthrose. Mais
a partir de 65 ans, la prévalence atteint 65% de la population et augmente a plus de 85% chez
les plus de 70 ans (19).

Facteurs de risques Facteurs de risques
Non modifiables Modifiables

Sédentarité

Post 4 physigue intense

Figure 4 : Représentation schématique des principaux facteurs de risque de Iarthrose.
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3.1.2. Sexe

L’analyse du sex ratio (SR) de I’arthrose montre également une prédominance de la
pathologie chez la femme (SR (gonarthrose) : 1,68 (95% CI 1,37-2,07, 1=72,5)) (20). Ce SR
varie selon la localisation de I’arthrose. Si pour la coxarthrose (arthrose de la hanche) le SR
montre seulement une légére prédominance chez la femme, une différence beaucoup plus
importante est observée pour ’arthrose digitale avec une fréquence pres de 4 fois plus élevée

chez les femmes que chez les hommes a 50 ans (10).

L’hypoth¢se avancée pour expliquer cette différence de prévalence entre hommes et
femmes est basée sur les différences relatives aux hormone sexuelles entre les deux sexes (21).
Cependant les diverses études menées pour établir une relation de cause a effet montrent des

résultats conflictuels (22).
3.1.3. Facteurs génétiques

De nombreux facteurs génétiques ont aussi €té identifiés, ou sont en cours d’étude, pour
leur role prédisposant au développement de I’arthrose (COG5, DUS4L, COL6A4P1, HLA QB1,
BTNL2, TP63, FTO, GLT8D1, MCF2L, SUPT3H, SMAD3, COMP, CHADL, GDF5, DOTI1L,
ASTN2, NCOAS3, CHST1 1, KLHL42 PTHLH, FILIP1, SNP6, ALDH12, etc.) (21).

L’ensemble des facteurs génétiques associés a un risque accru de développement de
I’arthrose ont été estimés comme comptant pour 40% des cas de gonarthrose et 60% des cas
d’arthrose digitale et de coxarthrose (23). Cependant, aucun de ces facteurs génétiques n’a été
identifié comme directement responsable du développement de I’arthrose et les effets
individuels de chacun des variants alléliques a risque restent trées modérés. Certaines études

suggerent donc un effet multigénique de ces facteurs (23).
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3.1.4. Facteurs anatomiques

Divers facteurs anatomiques peuvent également contribuer a faciliter 1’initiation ou la
progression de I’arthrose, en induisant une stimulation mécanique anormale au niveau des tissus

composant I’articulation.
3.1.4.1. Déformations anatomiques

Il a notamment été montré que diverses déformations anatomiques tels que les valgus
ou varus, les inégalités de longueur, ou des dysplasies au niveau des membres inférieurs
pouvaient étre a I’origine d’une augmentation du risque d’atteinte arthrosique (24,25). Ces
déformations peuvent étre le fruit de problémes ou de contraintes appliquées au cours du
développement des membres durant la croissance, et vont modifier les axes de répartition des
charges au niveau de ’articulation la soumettant a un stress plus important. Des modifications
minimes et pratiguement asymptomatique au cours de la vie vont pouvoir entrainer avec le

temps un risque accru de développement de 1’arthrose.
3.1.4.2.  Antécédent traumatique

La survenue d’événements traumatiques (fracture, entorses, rupture ligamentaire ou
atteinte méniscale) dans ou a proximité des articulations peuvent également influencer le

développement de I’arthrose, et ce parfois plusieurs années apres la blessure (26).

Ainsi il a été montré que la rupture du ligament croisé antérieur (OR= 2,83 (95%ClI
1,91-4,19 1=89,1), ainsi que les atteintes méniscales (OR= 14,0 (95%CI 3,5-121,2), étaient

corrélés avec un risque accru de développement de I’arthrose (27,28).
3.1.4.3.  Arthrose préexistante

Enfin, il a ét€¢ montré que ’atteinte arthrosique au niveau d’une articulation augmentait

le risque de développer de I’arthrose au niveau d’une autre articulation :

e Une coxarthrose entraine un exces de risque de développer une gonarthrose
(Hazar ratio (HR)= 1,15 (99%CI 1.08-1.23)) (10).

e Une gonarthrose entraine un exces de risque de développer une coxarthrose
(HR= 1.35 (99%CI 1,28-1,43)) (10).

e Une arthrose digitale entraine un excés de risque de développer une gonarthrose
(HR=1,20 (99%CI 1,14-1,26)) ainsi qu’une coxarthrose (HR= 1,23 (99%CI
1,13-1,34)) (10).
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3.2.Facteurs de risques modifiables

D’autres facteurs de risques de I’arthrose sont modifiables. Ces facteurs de risques,
associés a un risque accru de développement de la maladie, peuvent ainsi étre des cibles de la
prise en charge thérapeutique de la maladie. Parmi ces facteurs de risques nous pouvons

retrouver des facteurs de risques liés au métabolisme ou a I’activité physique.
3.2.1. Facteurs métaboliques

Depuis plusieurs années, de nombreuses études font état d’un lien de corrélation entre
désordres métaboliques, notamment ceux impliqués dans le syndrome métabolique, et
I’arthrose. Cette corrélation suggere ainsi un caractére systémique ou généralisé de la maladie

et non plus uniquement localisé au niveau de 1’articulation.
3.2.1.1. Le syndrome metabolique

Le syndrome métabolique n’est pas en soi une maladie mais est défini par de
nombreuses organisation de santé (tels que I’OMS ou la Fédération Internationale du Diabéte-
FID) (29) comme un ensemble de troubles physiologiques et biochimiques associés a un risque
accru de développement de pathologies métaboliques tels que les maladies cardio-vasculaires

ou le diabéte de type 2.

Ce syndrome est ainsi caractérisé (29) par I’association d’une obésité abdominale (tour
de taille supérieure a 94 cm pour un homme ou 80 cm pour une femme, hors grossesse, et un

BMI > 30 kg/m2) a au moins deux facteurs parmi :

e Hypertriglycéridémie (>1,7 mmol/L ou 150 mg/dL)
e Hypercholestérolémie
o LDL-c>1,6g/L
o HDL-c <1,03 mmol/L (ou 40 mg/dL) pour les hommes et <1,29 mmol/L (ou 50
mg/dL) pour les femmes
e Hypertension artérielle
o >130 mmHg (pression systolique)
o >85 mmHg (pression diastolique)

e Hyperglycémie (>5,6 mmol/L ou 100 mg/dL)

Nombre de ces perturbations métaboliques sont associées individuellement a une

augmentation du risque de développer ou de voir progresser I’arthrose.
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3.2.1.2.  Surpoids/obésité

Il existe de nombreuses études réalisees dans 1’optique de caractériser la relation entre
surpoids/obésité et arthrose. Une méta-analyse, réalisée en 2015, met ainsi en évidence le risque
de développement d’une gonarthrose (arthrose du genoux) en cas de surpoids (OR : 1,98 95%ClI
1,57-2,20, 1=98,8) ou d’obésité (OR : 2,66 95%CI 2,15-3,28, 1=98,7) (27). Cette relation entre
obésité et arthrose n’est pas observable uniquement au niveau des articulations portantes. En
effet, le risque relatif de développement de 1’arthrose digitale est de 1,9 en cas de surpoids (30),
laissant supposer un mécanisme autre que le simple effet de la gravité sur le risque de

développement de 1’arthrose.

Le surpoids (BMI >25) et, a fortiori, 1’obésité (BMI >30) sont associés a des
sollicitations anormales des articulations portantes du point de vue des contraintes mécaniques.
Cependant, ces états sont également associés a une situation inflammatoire généralisée de faible
intensité (31) et a la production de cytokines, appelées adipokines, par le tissu adipeux (32).
Ces molecules et cet état inflammatoire sont impliqués dans les mécanismes d’induction et

d’entretien de I’arthrose (figure 5) (32).

Il est ainsi estimé que 29% des gonarthrose seraient évitables grace a une réduction de
I’indice de masse corporelle des sujets en surpoids (33). Plus récemment il a également été

identifiés des liens entre microbiote intestinal de sujets obese et développement de 1’arthrose

(34).
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Figure 5: Représentation schématique de la relation entre obésité et arthrose (tirée de Courties et al. Osteoarthr.
Cartil.(2015)(35)).
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3.2.1.3.  Hypertension

L’hypertension artérielle est définie comme une pression artérielle systolique supérieur
a 130 mmHg et une pression diastolique supérieure a 85 mmHg. Il s’agit d’un facteur de risque
connu des pathologies cardio-vasculaire, qui a également été mis en relation avec un risque
accru de développer I’arthrose (OR : 2,83 95%CI 1,91-4,19, 1=89,1) (36).

Les mécanismes impliqués sont encore mal connus. Certaines études suggerent que
certains facteurs de risques tels que 1’age, le surpoids et 1’obésité, ou encore 1’inflammation
chronique, partagés par 1’arthrose et 1’hypertension artérielle, seraient responsables de cette
corrélation (37). D’autres études mettent en avant les mécanismes moléculaires communs aux
deux pathologies, tels que I’implications de cytokines pro-inflammatoires, 1’ interleukine-6 (IL-
6) notamment (38,39), ou I’activation de voies de signalisations telles que les voies de
signalisations Wnt et OPG/RANKL toutes deux impliquées a la fois dans la physiopathologie
arthrosique et dans les mécanismes liés a I’hypertension artérielle (40,41). Enfin, I’hypertension
artérielle, ainsi que les autres désordres métaboliques associées au syndrome métabolique, sont
a Dorigine d’une altération de la structure microvasculaire, résultant notamment en une
raréfaction artério-capillaire. Cette raréfaction artério-capillaire diminue la surface d’échange
entre le sang et les tissus et augmente les résistances hémodynamiques locales, freins a
I’écoulement du sang dans la microcirculation. Ces modifications hémodynamiques entrainent
une diminution de la perfusion en oxygene et en nutriment des tissus. Le cartilage n’étant pas
vascularisé, la réduction des échanges sanguins dans les tissus lui assurant I’apport de
nutriments par diffusion passive (0s sous-chondral et membrane synoviale) entraine fatalement

une diminution de ses apports nutritifs (42).
3.2.1.4. Glycémie

L’hyperglycémie, et sa pathologie associée le diabéte (particulierement de type 2), ont
également été mis en évidence comme facteur de risque de développement et progression de
I’arthrose (OR=1.46 (95%CI 1.08-1.96)) (43).
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3.2.2. Activité physique

Les données relatives aux liens entre activité physique et développement de 1’arthrose
ont longtemps été conflictuelles. Il est maintenant accepté que I’activité physique est nécessaire
au maintien d’un cartilage sain et permet également de réduire les symptomes douloureux chez

les patients arthrosiques.
3.2.2.1.  Activité physique moderée

En effet, il a été montré que la pratique de la course a pied de maniére récréative
permettait de réduire le risque de développer I’arthrose (OR=0.6 (95%CI10.49-0.73)) (44). D’un
point de vue histologique 1’activité physique permet une augmentation de I’épaisseur du
cartilage chez les enfants (45). A I’inverse, une immobilisation forcée entraine une rapide

diminution du volume du cartilage chez 1’adulte (46).
3.2.2.2.  Activité sportive intense

Cependant une activité physique trop intense peut aussi étre délétére pour 1’articulation.
Ainsi le fait de pratiquer la course a pied de maniére intense est associé cette fois-ci a une
augmentation du risque de développer de 1’arthrose (OR= 1.34 (95%CI 0.97-1.86)) (44).

De plus les évenements traumatiques, plus fréquents lors de la pratique d’une activité
physique intense, constituent eux aussi des facteurs de risques de développement de 1’arthrose.
Enfin, outre son caractere traumatique, la pratique de ce type d’activité physique peut également
étre source de déformations anatomiques, notamment au cours de la croissance, qui vont

également étre a risque vis-a-vis du développement de ’arthrose.
3.2.2.3.  Posture/Activité professionnelle

Les problemes de postures sont également a risque. La prévalence de la gonarthrose est
en effet plus élevée au sein des populations sujettes a des accroupissement et agenouillement
prolonges et répétés (47). Tandis que la position debout prolongée et la levée de charge lourdes
augmentent la prévalence de la coxarthrose. Les taches requérant une dextérité manuelle

importante sont quant a elles associées a I’arthrose digitale (48).
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4. Physiopathologie

L’arthrose est un ensemble d’affections dégénératives touchant les articulations dont
I’ensemble des tissus peuvent tre affectés. Si les facteurs de risque de 1’arthrose sont multiples,

c’est également le cas de ses manifestations pathologiques.
4.1.L Articulation

L’arthrose affecte préférentiellement les articulations de I’épaule (omarthrose), de la
hanche (coxarthrose), du genoux (gonarthrose), des parties cervicales et lombaires de la colonne
vertébrale (spondylarthrose) ou les articulations métacarpo-phalangiennes du pouce
(rhizarthrose) et articulations interphalangiennes proximales et distales (arthrose digitale) (49).
Ces articulations sont toutes des diarthroses, aussi appelées articulations synoviales.

Les articulations synoviales sont constituées d’au moins deux piéces 0Sseuses situées en
regard I’une de I’autre. Les surfaces articulaires de ces piéces osseuses, de formes variables,
sont recouvertes de cartilage articulaire permettant la transmission des forces de compression
entre ces deux piéces osseuses, ainsi que leur déplacement 1’une par rapport a 1’autre. Cette
jonction entre pieces osseuses est encadrée par une capsule fibreuse qui définit dans ’espace la
cavité articulaire. Cette cavité articulaire présente des plis de taille variable appelés récessus
articulaires (figure 4A) (49).

Musculature - — - - Musculature
(agoniste) (antagoniste)
o Cupdde
Cartilage - articulave
articulaire - Interigne |
articulaire
T&e de - Capsule
Fartication articulae a  Ménisque articubdice b Disque articulsire
-« Cavité
articulare
Capsule - (contenant
articulare le hquide S Labrum
synovial) J génoidal
~ Plis
A AL L
(recessus)

Figure 6 :Représentation schématique d’une diarthrose et des différents éléments participant a Uarticulation. A. Structure
d’une articulation synoviale. B. Structures intra-articulaires servant de moyens d’union a [l'articulation (tirée de I’atlas
d’anatomie Prométhée (49)).
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La capsule articulaire est tapissée sur sa face interne (intra-articulaire) d’une séreuse
appelée membrane synoviale. La fonction de la membrane synoviale est de produire le liquide
synovial (ou synovie) baignant les différents tissus composant 1’articulation. Le liquide
synovial a une fonction de lubrification et de nutrition des tissus non vascularisés de
I’articulation (notamment le cartilage). La capsule articulaire peut présenter des surface
d’expansion de forme variable : des bourrelets (plis alaires), des plis (plis synoviaux) et des
villosités (villosités synoviales). Parfois, des éléments intra-articulaires tels que les ménisques,
les disques articulaires ou les labrum, permettent d’améliorer la congruence articulaire et
d’accroitre les surfaces de transmission des forces (figure 4B). A 1’extérieur de la capsule
articulaire des ligaments assurent le maintien passif et ’agencement des différents éléments de
I’articulation. Enfin les muscles (agonistes et antagonistes) et tendons se terminant a proximité

de I’articulation et la recouvrant, assurent le maintien actif de 1’articulation, sa protection, sa

mobilité et sa stabilité (figure 4A) (49).

Au cours de I’arthrose, des manifestations pathologiques sont retrouvées dans tous les
tissus de I’articulation (50). Macroscopiquement, on observe une érosion progressive du
cartilage (51) et une destruction des ménisques (52), une modification de I’architecture osseuse
sous-chondrale avec un épaississement de la plaque osseuse (53), une calcification des tissus
non minéralisés, dont le cartilage, avec formation de structure appelées ostéophytes en bordure
de I’articulation (54). Enfin, I’arthrose s’accompagne d’une inflammation généralisée, de bas
grade, observable au niveau de la membrane synoviale (55). Ces manifestations pathologiques
sont associées a une réduction de la fonction articulaire et sont également a I’origine de
symptomes douloureux pour les patients (56). Ces signes pathologiques peuvent a la fois étre a
I’origine de la pathologie ou bien les Iésions provoquées lors de la progression de la maladie.
A I’issue de I’installation de I’arthrose chaque manifestation sera simultanément le résultat de

I’arthrose et un des facteurs participant a la progression de la maladie.
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4.2.Le cartilage articulaire

Le cartilage articulaire est un tissu conjonctif spécialisé recouvrant les extrémités des
piéces osseuses. Appelé cartilage hyalin en raison de son aspect vitreux, ce tissu possede des
propriétés biomécaniques particulieres, qui lui permettent d’assurer le coulissement des piéces
articulaires tout en amortissant et répartissant les forces de pression entre ces pieces.
L’¢épaisseur du cartilage dépend de I’articulation et peut varier de 0,2 mm (articulation
interphalangiennes) jusqu’a 6,4 mm au niveau du genou et de la patella (rotule). A la périphérie
de I’articulation, le cartilage se poursuit par une zone de transition avec la couche fibreuse de

la capsule articulaire et le périoste épiphysaire (49).

Le cartilage est un tissu avasculaire et non innervé. Il est composeé de cellules appelées
chondrocytes représentant 1 & 10% du volume tissulaire (57). Ces cellules vivent en milieu
anaérobie, enchassées au sein d’une matrice extracellulaire (MEC) constituant le reste du
volume du cartilage. La MEC cartilagineuse est principalement composée d’eau (70 a 80% du
volume du cartilage). Les autres composants sont un ensemble de macromolécules comprenant
des protéines (collagénes, élastine, fibronectine, laminine), des protéoglycanes (aggrécane,
lubricine) et des glycosaminoglycanes (acide hyaluronique) (figure 8) (58). Les protéines de la
MEC du cartilage, dont le collagene de type Il est le membre le plus représenté (15 a 20% du
volume du cartilage) ont pour role le maintien de la structure, de la forme et du volume du
cartilage. Elles assurent la résistance mécanique du cartilage et permettent la transmission des
forces mécaniques entre les extrémités osseuses. Les protéoglycanes (PG) et
glycosaminoglycanes (GAG) (3 a 10% du volume du cartilage) assurent 1’élasticité et

I’hydratation du tissu grace a leur caractere hydrophile (49).

Cellules (1-10%)

Collagene 111, VI, XII, XIV (5%)
Collagene IX, X1 (15%)
Eau (70-80%)

Collagene 11 (80%)

Protéoglycanes (9%)

Autre

Figure 7 : Composition de la MEC du cartilage articulaire. Répartition des éléments de la MEC du cartilage articulaire
(modifié d’aprés atlas d’anatomie Prométhée (49)).
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4.2.1. Organisation histologique

Histologiquement, on distingue différentes zones au sein du cartilage articulaire (figure
8).

Au niveau de la lumiére articulaire se trouve la zone superficielle (environ 3% du
volume du cartilage), dans laquelle les cellules et fibres de collagéne sont orientées de maniére
parallele a la surface articulaire. Les apports nutritifs se font ici par diffusion passive depuis la
lumiere articulaire et le liquide synoviale. La matrice extracellulaire de cette zone comporte peu
de protéoglycanes, car c’est elle qui doit supporter les forces de cisaillement lors du glissement
des piéces articulaires. On y retrouve de nombreux chondrocytes présentant une forme aplatie
(59,60). Certaines de ces cellules ont également été décrites comme chondroprogénitrices,

parfois elles sont méme considérées comme des cellules souches du cartilage (61).

Juste sous cette zone superficielle se trouve la zone médiane. Il s’agit de la zone la plus
bioactive et comprenant le plus de protéoglycanes. Cette zone est elle-méme subdivisée en deux

Zones :

- la zone de transition (environ 5% du volume du cartilage) est une zone moins
hydratée, caractérisée par un début d’organisation radiale de faisceaux de collagénes et une

forme des chondrocytes plus sphérique.

- la zone radiale (la plus volumineuse, environ 90% du volume du cartilage), dans
laquelle d’épais faisceaux de collagénes sont arrangées de maniere perpendiculaire a la surface
du cartilage. Les chondrocytes y sont également arrangés sous forme de colonnes
perpendiculaires a la surface du cartilage.

Enfin, la zone la plus profonde du cartilage est une zone de cartilage calcifié (environ
2-3% du volume du tissu). Cette zone, dont la matrice extracellulaire est minéralisée, est en
relation directe avec 1’os sous-chondral. Elle est séparée des zones supérieures par la tide-mark.
Dans cette zone, I’apport nutritionnel se fait par diffusion passive depuis I’os sous-chondral

vasculariseé.

Cette organisation fait penser que les fibres de collagéne sont organisées en arceaux
dont les extrémités s’implantes dans la couche calcifiée et dont la réflexion se fait dans les zones

médiane et superficielles, assurant une veéritable armature au tissu cartilagineux (figure 9).
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~ Os sous-chondral

Figure 8: Coupe histologique du cartilage bovin, illustrant la subdivision du cartilage en zone superficielle, zone de
transition, zone radiale et cartilage calcifié (tirée de Hunziker et al. Osteoarthritis and Cartilage (2015) (62))
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Figure 9: Schéma représentant ’organisation des fibres de collagéne au sein du cartilage (tiré de ['atlas d’anatomie
Prométhée (49)).
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4.2.2. Les chondrocytes

Les chondrocytes sont des cellules volumineuses (20-40um), enchassées dans la matrice
extracellulaire, au sein de logettes appelées chondroplastes (ou chondrons) et parfois groupées
par 2 au sein d’un méme chondroplaste. En condition physiologique, dans le cartilage adulte, il
est rarement observé de division cellulaire, ce malgré I’identification dans la zone superficielle

de cellules présentant, in vitro, des propriétés progénitrices (61).

La composition de la MEC varie en fonction de la proximité avec le chondrocyte. Ainsi
on distingue en bordure du chondroplaste la zone péri-chondrocytaire entourée elle-méme de
la matrice territoriale du chondrocyte. Ces zones différent du reste de la matrice extracellulaire
du cartilage par leur teneur en collagéne et protéoglycanes. (63) La matrice péri-cellulaire
participe au maintien d’une faible activité métabolique et de 1’état différencié du chondrocyte,

en le protégeant des composant de la matrice interterritoriale du cartilage.(64)

Le cartilage n’étant pas vascularisé, les nutriments et ’oxygene diffusent, depuis la
lumiére articulaire et I’os sous-chondral, jusqu’aux chondrocytes, de maniére passive a travers
la matrice extracellulaire. Les chondrocytes évoluent donc dans un environnement hypoxique
et pauvre en nutriments. La survie du chondrocyte dans cet environnement particulier met en
jeu des facteurs intracellulaires tels que les hypoxia-inducible factor 1a et 2a (HIF-1a et HIF-
2a) (65) ainsi que des mécanismes d’autophagie qui permettent au chondrocytes de renouveler

leur machinerie cellulaire (66).

Le rdle du chondrocyte consiste au maintien de I’homéostasie du cartilage au travers de
ses activités anaboliques (production des composants de la matrice et de divers facteurs de
croissances) et cataboliques (production d’enzymes de remodelage) finement régulées, qui

assurent un renouvellement de la MEC (67).

Ces activités métaboliques nécessitent une association de sollicitations mécaniques et
biochimiques pour s’exprimer. Les facteurs impliqués dans les sollicitations biochimiques
(TGFB, IGF-1, BMP : anabolisme; IL-1a, IL-1p: catabolisme) sont produits par les
chondrocytes et sont intégrés a la MEC. Lors d’une dégradation de cette MEC, suite a une
sollicitation mécanique ou via diverses enzymes cataboliques, ces facteurs sont libérés et
agissent sur les chondrocytes pour réguler leurs métabolismes. Les chondrocytes sont
également recouverts de cils et de mécanorécepteurs qui leurs permettent d’adapter leur réponse

métabolique aux stimuli physiques ressentis. (64,68)
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4.2.3. Manifestations pathologiques

Au niveau du cartilage, 1’arthrose se manifeste par une érosion du tissu. Cette érosion
est progressive et résulte de lésions irréversibles, des cellules et de la matrice, rendant

impossible une régénération compléte du tissu par des mécanismes endogenes.
4.2.3.1. Les stades de I’arthrose

L’évolution de I’arthrose peut étre décrite selon plusieurs niveaux (figure 10). Plusieurs
systemes de gradation ont été proposés : des systemes basés sur un examen arthroscopique
(Outerbridge (69), Noyes et Stabler (70)) et des systemes basés sur une analyse histologique
des tissus (Mankin score (71), International Cartilage Repair Society — ICRS (72), Osteoarthritis
Research Society Internationale — OARSI (51)).

Cette classification selon le degré d’atteinte arthrosique permet de décrire les Iésions
principalement observables au niveau du cartilage et les mécanismes compensatoires mis en
jeu. La gradation de I’atteinte arthrosique permet ainsi un échelonnage de la prise en charge

thérapeutique.
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Figure 10 : Représentation schématique des différents stades clinique de ’arthrose (ICRS) (tirée de [’atlas d’anatomie
Prométhée (49)).
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e Stade I (Grade 1 et 2 OARSI)

Au stade I d’arthrose, les surfaces articulaires perdent leur aspect lisse et de légeéres
fissures apparaissent dans la zone superficielle. Dans les couches plus profondes, les fibres de
collagenes se démasquent suite a la diminution de synthese des protéoglycanes. En fin de stade

I, une mort cellulaire des chondrocytes est observée dans la zone superficielle (51).
e Stade Il (Grade 3 OARSI)

Au stade 11, les fissures, précédemment paralléles a la surface articulaire, s’étendent aux
couches plus profondes du cartilage et se verticalisent. Les chondrocytes, auparavant isolés
dans la matrice cartilagineuse, reprennent leurs divisions cellulaires et forment des clusters de

cellules au sein de la matrice (51).
e Stade Ill (Grade 4 OARSI)

Au stade 111, des calcifications dans la MEC de la zone profonde apparaissent et forment
histologiquement un dédoublement de la « tide-mark ». On observe également une invasion
vasculaire depuis 1’os sous-chondral. Les chondrocytes se dédifférenciant ce mettent a produire
du collagene de type | (chondrocytes fibrotique) ou X (chondrocytes hypertrophiques), ce qui
conduit & une néoformation de MEC de qualité moindre (fibrocartilage) (51). La modification
de la qualité du cartilage associée a 1’érosion du cartilage modifie la transmission des forces
mécaniques au sein de 1’articulation ce qui entraine un remodelage osseux au niveau de la
plaque sous-chondrale (53). En bordure de I’articulation, la dédifférenciation des chondrocytes
se poursuit par un phénoméne d’ossification endochondrale qui aboutit a la formation de
structure ostéoides appelées ostéophytes (54). Enfin, les débris issus de la délamination de la

zone superficielle activent le systeme inflammatoire au niveau de la membrane synoviale (73).
e Stade IV (Grades 5 et 6 OARSI)

L’érosion du cartilage se poursuit jusqu’a la délamination compléte du cartilage, avec
mise a nue de 1’os sous-chondral. On observe alors un effondrement (nécrose) de 1’0s sous-
chondral et la formation de kystes de résorption (cavités de résorption) dans la moelle osseuse
environnante. A cela s’ajoute un accroissement de plus en plus importante des ostéophytes et
une calcification des tissus mous environnants (capsule et ligaments) pouvant a terme entrainer
une ankylose de Darticulation. Ces mécanismes pathologiques permettent de stabiliser

I’articulation et réduire les forces mécaniques appliquées sur les extrémités osseuses, cependant
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elles s’associent a des symptdémes douloureux et surtout une perte de la fonctionnalité

articulaire.
4.3.Les Ménisques

Les ménisques sont des structures fibro-cartilagineuses semi-circulaires et cuneiformes,
retrouvés dans certaines articulations (articulations acromio-claviculaire, sterno-claviculaire,
radio-carpienne, temporo mandibulaire et fémoro-tibiale). Au niveau du genou, les ménisques
sont retrouvés dans les compartiments médial et latéral de 1’articulation et représentent pres de
2/3 de la surface du plateau tibial. 1ls sont arrimés au tibia via des structures ligamentaires
reliant I’os inter-condylaire et les cornes antérieurs et postérieurs des menisques (figure 11A).
Ces structures ligamentaires charrient des structures vasculaires et nerveuses se déployant au

niveau du tiers périphérique du ménisque (52) (figure 11B).
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Figure 11 : Représentations schématiques des ménisques. A. Genou droit apres retrait du fémur, vue craniale permettant
d’identifier I'emplacement des ménisques et leurs relations avec les structures ligamentaires environnantes. B. Représentation
des apports en nutritif au niveau du ménisque. Le tiers externe étant vascularisé, [’apport en nutriment dans la partie médiale
du ménisque se fait par diffusion passive depuis la lumiére articulaire, représenté par les fleches bleues sur ce schéma. C
Représentation de I’organisation matricielle du ménisque (tirée de I’atlas d’anatomie Prométhée (49)).
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Les ménisques sont composés de fibro-chondrocytes qui, comme dans le cartilage
articulaire, sont enchassés dans une matrice extracellulaire et interagissent les uns avec les
autres au moyens de prolongements cytoplasmiques associés via des gap jonctions. (74)
Cependant, en ce qui concerne les ménisques cette matrice extracellulaire est principalement
composée de collagene de type 1 (98%) et contient peu de proteoglycanes (52). La disposition
des fibres de collagéne de maniére circonférentielle au sein du ménisque leurs permet d’exercer
leurs fonction d’absorption/transmission des forces de cisaillement/compression (52) (figure
11C). En participant également a la sensibilité proprioceptive, ils permettent ainsi la stabilité
de I’articulation (52).

Les ménisques, en raison de leur position au centre de I’articulation, vont étre
particulierement a risque de développer des lésions traumatiques ou dégénératives liées a

I’usure de ces tissus.
Ainsi deux types de Iésions vont étre observées macroscopiguement :

- Des lésions qualifiées de «traumatique », se caractérisant par des ruptures
verticales, paralleles aux fibres de collagene appelées « longitudinal tear » ou
perpendiculaire aux fibres de collagéne appelées « radial tear ». Ces lésions sont
principalement observées chez le sujet jeune et leur prise en charge est
symptomatique et mene souvent a la chirurgie. Ces lésions méniscales sont associées
a une risque accru de développement de 1’arthrose (52).

- Des lésions qualifiées de « dégénératives » se caractérisant par des ruptures
horizontales, obliques, plus ou moins complexes, avec macération ou destruction du
tissu. Ces lésions sont principalement observées chez le sujet agé et sont souvent la

résultante de ’arthrose (52).

Au cours du développement des lésions dégénératives du ménisque on observe des
modifications histologiques, au niveau du ménisque, semblables a celles observées au niveau
du cartilage a savoir une augmentation de 1’apoptose des fibro-chondrocytes, la formation de
cluster cellulaire par les cellules restantes ainsi qu’un remodelage de la matrice extracellulaire
entrainant une modification de la structure et de I’organisation du tissu, pouvant se conclure par
une minéralisation du ménisque (74). L’altération de cette structure fibro-cartilagineuse que ce
soit dans sa forme ou dans ses propriétés biomécaniques mene a la modification de la répartition
des charges allant vers une augmentation des contraintes au niveau de I’articulation. Ces

altérations peuvent alors étre a 1’origine de I’initiation ou de la progression de 1’arthrose.
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4.4.L os sous-chondral

L’os sous-chondral correspond aux parties épiphysaires, situé en contact avec le
cartilage, des piéces osseuses impliquées dans D’articulation. Il s’agit d’une structure
minéralisée, innervée et vascularisée dont les roles dans 1’articulation sont I’absorption des
chocs et la nutrition des zones les plus profondes du cartilage. Comme le reste des tissus 0sseux,
I’0s sous-chondral est sujet & un renouvellement permanent de son tissu au travers d’un
équilibre entre anabolisme et catabolisme médiés respectivement par les ostéoblastes et
ostéoclastes. L’os sous-chondral est organisé, comme le reste des os long, en une zone d’os
dense situé en regard du cartilage, semblable a 1’os cortical et appelée plaque osseuse sous-

chondrale. Elle se poursuit par une zone trabéculaire contenant la moelle osseuse (figure 12).
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Figure 12 : Organisation spatiale de I’os sous-chondral. 4 Représentation schématique de [’organisation spatiale de [’os
sous-chondral avec a gauche un zone compacte constituée d’ostéons correspondant a la plague osseuse sous-chondrale,
directement en relation avec le cartilage calcifié. Plus a droite on retrouve une représentation de [’os trabéculaire situé de
maniére plus distale par rapport au cartilage. B. Coupe de A représentant l’évolution d’une travée osseuse de ['os trabéculaire.
(tirée de I’atlas d’anatomie Prométhée (49)).
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4.4.1. Manifestations pathologiques

En raison de la modification des propriétés de transmission des charges mécaniques du
cartilage articulaire suite a la dégradation de sa matrice, 1’0s sous-chondral va subir un
remodelage de son architecture avec notamment une augmentation du volume et de 1’épaisseur
de la plaque sous-chondral mais aussi d’une modification de I’architecture de 1’os trabéculaire
situé sous la plaque osseuse (75). Avec la progression de 1’arthrose, des lésions sont également
observées au niveau du tissu osseux (micro-fracture, nécrose, kystes synoviaux) (75) et de la

moelle osseuse située entre les trabécules de la partie spongieuse de 1’0s.
4.4.1.1. Leremodelage osseux

Suite a un changement d’activité des ostéoclastes et ostéoblastes en réponse a une
augmentation des forces mécaniques ressenties localement, suite a la perte de fonction
d’amortissement du cartilage, le remodelage de 1’os sous-chondral va étre perturbé (75). La
modification de 1’architecture de 1’os sous-chondral est également associée a une progression
du phénotype arthrosique au niveau du cartilage en regard. Ceci suggére un effet délétére de ce
remodelage sur la progression de I’arthrose (76). En effet, le remodelage de 1’os sous-chondral
va étre a I’origine d’une sclérose de 1’0s. Cette sclérose de 1’0s sous-chondral va, d’une part,
modifier la répartition de la transmission des forces au niveau de I’articulation et donc au niveau
du cartilage. D’autre part, la sclérose de 1’0os sous-chondral va diminuer les capacités de
diffusion des nutriments a travers le tissu osseux, entrainant une diminution de 1’apport nutritif
aux chondrocytes situés dans les couches les plus profondes du cartilage. Enfin, le remodelage
osseux va entrainer le relargage d’enzymes de dégradation (Matrix Metalloproteinases —
MMP1, MMP3, MMP13), de facteurs de croissances (Transforming Growth Factor — TGF-p,
Vascular Endothelial Groth Factor — VEGF, Insuline like Growth Factor — IGF-1, Hepatocyte
Growth Factor — HGF) et de cytokines (Interleukines — IL-1, IL-6) qui vont pouvoir influer sur

le devenir des chondrocytes (77).

D’un point de vue clinique, cette sclérose de 1’os sous-chondral est associée avec une

augmentation de 1’incidence et de la sévérité des douleurs ressenties par les patients (76).

Le remodelage intense, notamment au niveau de 1’os trabéculaire, va fragiliser I’os qui
sera alors plus facilement sujet aux micro-fractures. C’est a proximité de ces micro-fractures
que vont étre observés des phénomenes de nécrose de 1’0s et la formation de microlésions dans

la moelle osseuse (78).
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4.4.1.2. Microlésion de la moelle osseuse

C’est donc a proximité des zones de cartilage les plus érodées et de remodelage osseux
les plus intenses que 1’on peut observer en imagerie la présence de 1ésions au niveau de la
moelle osseuse épiphysaire (79). Ces lésions sont caractérisées par un cedéme, une fibrose voire

une nécrose de la moelle osseuse.

D’un point de vue clinique, la survenue de ces lésions est également associée avec une
augmentation de I’incidence et de la sévérité des douleurs ressenties par les patients (76). Les
mécanismes par lesquelles ces lésions de la moelle osseuse sont reliés au symptdme douloureux
sont encore inconnus mais pourrait résulter des microfractures de 1’os sous-chondral a proximité
de ces Iésions, d’une ischémie des tissus environnants causée par une diminution de 1’apport
sanguin dans ces régions, ou encore d’une augmentation de la pression intra-0Sseuse provoquée

par 1I’cedéme (76).
4.4.1.3. Kystes synoviaux

Avec la progression de I’arthrose la formation de kyste osseux sous-chondraux peuvent
étre observés. Ces kystes se forment par ossification endochondrale (78) a proximité de la
plaque osseuse en souffrance (nécrose, microfracture, activité de remodelage intense) (78) et
sont constitués d’une paroi fibreuse comprenant un melange de tissus osseux et cartilagineux
ainsi que des cellules immunitaires activees, entourant une cavité remplie de liquide synovial.

Ces lésions sont observées pour les stades les plus avancés d’arthrose. (76)
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4.5.Le synovium

On entend par synovium 1’ensemble du tissu délimitant la cavité articulaire (figure 13A),
incluant la capsule articulaire, dont ses composantes fibreuses et séreuses (membrane
synoviale) et le liquide synovial produit par la membrane synoviale et baignant les divers

éléments présents dans la cavité articulaire.

Une inflammation de la membrane synoviale, ou synovite, est observées dans pres de
50% des cas d’arthrose (80). Cette synovite se traduit par des modifications a la fois dans la

membrane synoviale mais également au niveau de la composition du liquide synovial.
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Figure 13 : Structure de la capsule articulaire. A. Représentation schématique de 1’étendue de la capsule articulaire. Genou
droit, vue latérale. B. Représentation schématique des différents éléments composant la capsule articulaire. Genou droit apres
retrait du fémur, vue craniale (tirée de I’atlas d’anatomie Prométhée (49)).

4.5.1. Lacapsule articulaire

La capsule articulaire est la structure anatomique qui définit la cavité articulaire dans
I’espace. Elle est elle-méme composée de deux couches, une membrane fibreuse et la
membrane synoviale. La membrane fibreuse de la capsule articulaire est une structure fibreuse
et ¢lastique se prolongeant jusque dans le périoste. Elle est composée d’un tissu conjonctif de
fibres de collagénes tendues, semblables aux ligaments. Son épaisseur varie aussi bien au sein
d’une méme articulation qu’entre différentes articulations et peut étre renforcée par des
ligaments intra-capsulaire (figure 13B). Cette structure est située directement en contact avec
la subintima de la membrane synoviale. D’un point de vue anatomique c¢’est cette structure qui

délimite la partie externe de 1’articulation.
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4.5.2. La membrane synoviale

La membrane synoviale est la composante interne de la capsule articulaire. Elle agit
comme une membrane semi-perméable régulant le transfert de molécules entre la lumiére
articulaire et le compartiment sanguin. Fixée au bord du cartilage articulaire, elle peut elle-

méme étre subdivisée en deux couches histologiquement distinctes.

L’intima, la couche la plus interne de la membrane synoviale, est constituée d’une a
trois couches de cellules ressemblant a des cellules épithéliales, mais sans membrane basale. Il
s’agit d’une couche séreuse tapissant la face intra-articulaire de la capsule articulaire. Elle a
pour rdle la production et la résorption du liquide synovial baignant la cavité articulaire. Cet

ensemble histologique est composé de deux types cellulaires :

- Les synoviocytes de type A, représentant 30% des cellules de I’intima. Ce sont
des cellules ressemblant a des macrophages avec des vacuoles, des appareils de Golgi, des
mitochondries et des lysosomes. Les synoviocytes de type A sont parfois appelés macrophages-
like ou macrophages résidents. Leur role est la résorption du liquide synovial ainsi que le
« nettoyage » de la cavité articulaire avec une activité de phagocytose des débris et agents

pathogenes pouvant se trouver dans le liquide synovial (49).

- Les synoviocytes de type B, représentent 70% des cellules de I’intima et sont
situés sous les synoviocytes de type A (figure 14). Ce sont des cellules ressemblant a des
fibroblastes avec un réticulum endoplasmique et des granules de sécrétion. Ils sont parfois
appelés fibroblastes-like ou fibroblastes synoviaux. Leur role est la production du liquide
synovial (GAGs, acide hyaluronique, lubricine, etc.), qui permet la nutrition des tissus de

I’articulation et la lubrification des surfaces articulaires (78).
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Figure 14 : Coupe histologique de la membrane synoviale, observée en microscopie électronique a transmission. (tirées de
l"atlas d’anatomie Prométhée (49)).
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La subintima (ou subsynoviale) est située entre la membrane fibreuse de la capsule
articulaire et I’intima de la membrane synoviale. On y retrouve un tissu conjonctif de soutient
innervé et irrigué par les systemes sanguins et lymphatique. On y retrouve ainsi des
mécanorécepteurs (proprio-récepteurs), et des récepteurs a la douleur, qui réagissent aux
modification de longueurs et de tension de la capsule articulaire et participent ainsi au contréle
des mouvements de 1’articulation. Cette subintima présente des structures variables en fonction

des régions (figure 15) (81).

Membrane Aréolaire Membrane Adipeuse

Membrane Fibreuse

Figure 15 : Hlustration histologique des différents types de subintima. La membrane synoviale aréolaire, composée d’un
tissu conjonctif lache, richement vascularisé. La membrane synoviale adipeuse, composé d’un tissu conjonctif riche en
adipocytes. Et la membrane synoviale fibreuse, composé d’un tissu conjonctif pauvre en vaisseaux et riche en collagéne (tiré
de Smith et al. Open Rheumatol J (2011) (1).
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Au cours de ’arthrose on observe une inflammation au niveau de la membrane
synoviale appelée synovite. La synovite se traduit par une hyperplasic de I’intima et une
infiltration immune de la subintima particuliérement en zone périvasculaire. Cette inflammation
résulte d’une activation des synoviocytes de type A (macrophage-like) par des produits de
dégradation du cartilage, les cytokines (Tumor Necrosis Factor — TNF-a, Interleukines — IL-1,
IL-6) produits par les différents tissus de 1’articulation soumis au stress ou bien suite a une
inflammation plus généralisée. Une fois activé ces synoviocytes vont produire un ensemble de
facteurs solubles (cytokines, chémokines et facteurs de croissances) qui vont d’une part induire
la prolifération des synoviocytes de type B (fibroblaste-like), et donc I’hyperplasie de I’intima

(80), et d’autre par le recrutement de cellules de I’'immunité (82).

L’infiltration immune au sein de la membrane synoviale se traduit par une augmentation
du nombre de lymphocytes T (80,83) et de macrophages (80). L’infiltration immune retrouvée
chez les patients arthrosiques est toutefois moins importante que celle observée dans les
pathologies rhumatismales inflammatoires, telles que la polyarthrite rhumatoide ou la
spondylarthrite ankylosante, et il n’est pas observé de formation d’agrégat lymphoides ou de
centre germinaux comme dans ces pathologies arthritiques (80). Les données relatives a
I’implication des autres types de cellules immunes (lymphocytes B, polynucléaires, mastocytes,
Cellules NK, cellules dendritiques) dans 1’arthrose sont plus conflictuelles.

La présence de ces macrophages activés est corrélée aux signes cliniques de I’arthrose
(douleur, réduction de I’espace articulaire et formation d’ostéophytes) (84). Cependant, les
résultats obtenus aprés déplétion de ces macrophages sont ambigus. Selon les études la
suppression des macrophages dans la membrane synoviale peut étre soit bénéfique (82) soit

aggraver la pathologie (85).

L’ inflammation de la membrane synoviale est également a I’origine d’un phénomene
de fibrose puis de minéralisation de la membrane qui sera prédictif de la progression de
I’arthrose (80). Enfin, une néo-vascularisation se met en place dans la membrane synoviale
(86). Cette néo-vascularisation, associée a la composante cedémateuse de 1’inflammation, va

participer a la modification de composition du liquide synovial baignant 1’articulation.
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4.5.3. Le liquide synovial

Le liquide synovial est la composante liquide du synovium. Il s’agit d’un ultrafiltrat du
plasma sanguin complémenté par les synoviocytes de type B de la membrane synoviale. Il
contient ainsi de 1’acide hyaluronique, des glycoprotéines mucineuses (comme la lubricine),
des protéines et nutriments plasmatiques, et des cellules immunes (60-150 par pL, surtout des
macrophages et lymphocytes). C’est un liquide clair, Iégérement jaunatre et visqueux dont le
pH varie entre 7,4 et 7,7. Son volume varie en fonction des articulations : il peut atteindre
jusqu’a S5SmL dans les grandes articulations, comme le genou, il est en revanche inférieur a ImL

dans les petites articulations.

Le liquide synovial assure la lubrification des surfaces articulaires favorisant leurs
mouvements les unes par rapport aux autres en réduisant les forces de frottement. Il permet
également la nutrition, par diffusion et convection, des éléments intra-articulaires : cartilage et
ménisques. Enfin, il a une fonction d’amortisseur de choc en participant a la répartition des

forces de pression sur les surfaces articulaires.

En réponse aux phénomenes de dégradation observés au sein du cartilage et des
ménisques, ainsi qu’a ’'inflammation de la membrane synoviale, la composition du liquide
synovial évolue. La viscosité diminue suite a la réduction de la production des macromolécules
le composant (acide hyaluronique et lubricine notamment) ainsi qu’a I’épanchement induit par
la composante cedémateuse de I’inflammation de la membrane synoviale. Les cellules
immunitaires infiltrant la membrane synoviale, migrent également au sein du liquide synovial.

Il est ainsi observé une augmentation du nombre de lymphocytes T et macrophages

La composition cellulaire du tissu est également modifiée, avec une augmentation de la

quantité de cellules immunitaires, lymphocytes T et macrophages (87).

Finalement, des augmentations de la concentration en cytokines pro-inflammatoires (IL-
1B, TNF-a, IL-6, etc.) (78) mais également des produits de dégradations des matrices
cartilagineuses et méniscales (DAMPs) (80), des produits d’activation de la cascade du
complément (80) ainsi que de composés cristallins (acide urique, calcium pyrophosphate,
calcium phosphate basique, hydroxyapatite) (80) sont observés. Ces composants solubles et
particulaires vont activer les pattern recognition receptor (PRR) (80) présents a la surface des
cellules du cartilage, des ménisques et de la membrane synoviale et entrainer le maintien de

I’inflammation au niveau cellulaire.

49



4.6.0steophytes

L’inflammation et 1’invasion macrophagique de la membrane synoviale, associ¢ a la
reprise de la différenciation chondrocytaire entraine en bordure de 1’articulation la
néoformation de structures osseuses endochondrales appelées ostéophytes (54). 11 s’agit d’un
mécanisme compensatoire imparfait servant a stabiliser 1’articulation (88). En effet chez
I’animal il a ét¢ montré que 1’ablation de ces structures participait a I’instabilité de I’articulation
dans des modeles d’arthrose (88), et il a été démontré une absence de corrélation entre la
présence d’ostéophytes et la progression de la maladie chez ’homme (89). Néanmoins, la
présence d’ostéophytes est a 1’origine de divers effets délétéres tels que la diminution de
I’amplitude de mouvement et donc la perte de fonction articulaire (54). La présence
d’ostéophytes est ¢galement corrélée a la présence de symptomes douloureux (OR=7.56, 95%

C1=3.84-14.81) (90).

Il est envisagé que les cellules souches mésenchymateuses provenant de la membrane
synoviale ou du périoste soit a 1’origine de la formation de ces ostéophytes, au travers d’une
différenciation de ces cellules progénitrices en chondrocytes puis ostéoblastes suivant le
schéma de I’ossification endochondrale (91). Notamment en réponse a une stimulation par le
TGFp et la BMP2, initiant et terminant respectivement la différenciation (54). L’ostéophyte se
développe jusqu’a la formation d’une cavité¢ médullaire qui progressivement s’integre a 1’os

sous-chondral (54).
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4.7.Structures de soutien de [’articulation : muscles, tendons et ligaments

Finalement, D’articulation est stabilisée par un ensemble d’¢léments qui ne font pas

partie a proprement parler de I’articulation (extérieurs a la capsule articulaire) (figure 16).
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Figure 16 : Représentation schématique de ’appareil capsulo-ligamentaire de Uarticulation du genou droit. A. Vue
antérieure. B. Vue postérieure (tirée de [’atlas d’anatomie Prométhée (49)).

Ainsi, diverses structures fibreuses, résistantes et élastiques, constitués de fibres de

collagéne et insérées sur le périoste, tels que les ligaments, viennent stabiliser de maniere

« passive » 1’agencement articulaire (27).

Enfin, les muscles (agonistes et antagonistes) et leurs tendons, agissants de part et

d’autre de I’articulation, la recouvrent et assurent le maintien « actif » de 1’articulation, sa

protection, sa mobilité et sa stabilité (27) (figure 17).
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Des manifestations pathologiques sont également retrouvées au niveau des tissus
conjonctifs de soutien de I’articulation (ligaments et tendons). Ces éléments, pourtant
nécessaires a la stabilité¢ de I’ensemble de I’articulation, ont longtemps été laissés de coté dans
I’étude des manifestations de 1’arthrose. Notamment en raison de la découverte récente des
facteurs de transcriptions permettant la formation ainsi que le maintien de ces tissus et donc
leur étude (92). L’étude de la relation entre muscles et arthrose est quant a elle encore trés peu

développée.
4.7.1. Tendons et ligaments

Tendons et ligaments en raison de leur role de soutien de D’articulation sont
particuliérement a risque de développer des 1ésions traumatiques ou des Iésions liées a 1’usure
du tissu. Seulement, ces tissus possedent de faibles capacité de régénération et la cicatrisation
des lésions au seins de ces tissus est trés lente et rarement compléte (92). Ces lésions
traumatiques, tout comme les modifications tissulaires liées a 1’age, sont associées a un risque

accru de développement de 1’arthrose (92).

En paralléle, il est observé que les ruptures ligamentaires sont plus fréquentes chez les
patients arthrosiques (92). De plus, la dégradation histologique des ligaments est également
corrélée avec les scores radiologiques d’atteinte arthrosique (92). Ces résultats suggerent que
la pathologie arthrosique pourrait étre a I’origine de changement dans ces tissus de soutiens,
changements qui participeraient a la déstabilisation de I’articulation et a la progression de la
maladie. Ces modifications pourraient étre causées par divers mediateurs tels que les cytokines
de I'inflammation ou les enzymes associées au remodelage des matrices extracellulaires

(MMPs, ADAMTS) (92).

Enfin, au cours de la progression de 1’arthrose une altération du phénotype des cellules
composant ligaments et tendons (ténocytes) est observée. Il a notamment été montré que
certaines cytokines pro-inflammatoires (IL-1p, 1L-33) inhibaient I’expression d’un facteur de
transcription nécessaire au maintien du phénotype de ces cellules entrainant ainsi 1’expression
d’autres facteurs de transcription impliqués notamment dans la différenciation ostéogénique
(92). Une modification de I’organisation des tissus ligamentaires avec formation d’une

ossification endochondrale menant a la minéralisation du tissu est alors observée.
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5. Thérapeutique

Les recommandations actuelles concernant la prise en charge thérapeutique des patients
arthrosiques sont basées sur 3 grands ensembles : une prise en charge non interventionnelle,

médicamenteuse ou chirurgicale.
5.1.Prise en charge non interventionnelle

Comme indiqué dans la partie « 3 ; Etiologie », de nombreux facteurs de risques dont
certains sont modifiables, accroissent la probabilité de développer I’arthrose. Le développement
de la prévention, notamment au travers des grandes campagnes de préventions primaires
généralistes concernant 1’alimentation (« Ne pas manger trop gras, ni trop salé, ni trop sucré »,
« manger cinq fruits et légumes par jour ») ou I’exercice physique (« le bon traitement c’est le
mouvement »), permet a la fois de réduire les risques liés au surpoids/obésité et favorise les
phénomeénes biomécaniques définis comme nécessaires a I’homéostasie du cartilage. Une fois
I’arthrose diagnostiquée, 1’éducation thérapeutique des patients arthrosiques permet de
promouvoir de maniére plus ciblée les bons gestes, postures et habitudes alimentaires
participant a la réduction des risquées associés a la progression de 1’arthrose. La prescription
d’activité physique thérapeutique et d’appareils médicaux (cannes, orthéses) ont également
montré leur efficacité a soulager les patients arthrosiques (93,94). L’utilisation de médecines
alternatives et complémentaires (acuponcture, massages, compléments alimentaires) est
également promue dans certaines recommandations, cependant les données cliniques sont

encore insuffisantes pour assurer leur efficacité thérapeutique (95).
5.2.Traitements médicamenteux

En accompagnement des mesures de prévention, les praticiens ont a disposition des
outils pharmacologiques permettant de soulager les symptdmes douloureux des patients. Ces
thérapeutiques conventionnelles reposent sur [’utilisation d’antalgiques et d’anti-

inflammatoires administré localement ou de fagon systémique.
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La premiére ligne de traitement consiste en I’utilisation d’antalgiques de palier I. Le
paracétamol est la molécule de choix pour les traitements de premiére intention. Ce médicament
est associé a la survenue de peu d’événement indésirables en dehors des cas de surdosage, et
permet de réduire significativement la douleur dans des cas de douleurs Iégéres a modérées
(96,97). Dans le cadre de la prise en charge de I’arthrose, le paracétamol a montré une
supériorité au placébo pour la prise en charge de la douleur sans toutefois améliorer le Western
Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis Index (WOMAC) et le score de Lequesne
(98). Le paracétamol présente I’avantage et I’inconvénient d’étre un médicament en acces direct
(ne nécessitant pas de prescription médicale). Cette position permet un acces aisé a cette
médication pour les patients. Cependant, le surdosage du paracétamol présente des risques
important de lésions au niveau du foie. Les recommandations sont fixées a 4 grammes de
paracétamol par jour réparties en doses unitaires de 1 gramme avec un intervalle de 6 heures

entre chaque prise (99).

En cas, de non efficacit¢é du paracétamol, 1’utilisation d’anti-inflammatoires non
stéroidien (AINS) peut étre envisagée. Les AINS ciblent de maniére spécifique ou aspécifique
les cyclo-oxygénases (COX-1 et COX-2) impliquées dans les mécanismes inflammatoires
associés a I’arthrose. En inhibant les COX les AINS agissent sur la douleur, présentant méme
une activité plus important que le paracétamol pour la prise en charge des douleurs liées a
I’arthrose (98,100). Cependant les AINS sont associés a un risque important d’effets
indésirables, notamment gastro-intestinaux, cardio-vasculaires ou rénaux (101-105). Les AINS
peuvent étre administrés per os (aspirine, ibuproféne, naproxen) ou de maniére topique
(diclofenac) diminuant alors le risque d’effets indésirables. Ils peuvent également étre associés
a une protection gastrique telle que la prise d’inhibiteurs de pompes a protons afin de limiter
les effets gastro-intestinaux indésirables les plus fréquents. Enfin, une classe d’AINS
spécifiques de COX-2 (celecoxib, rofecoxib, valdecoxib) a montré un profil d utilisation plus
slire associée a une survenue d’événements indésirable moins importante (99). La prescription
des AINS repose sur une stricte évaluation du ratio bénéfice/risque, la dose minimale efficace

devant étre recherchée et une utilisation sur une durée courte étant recommandée.
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La deuxieme ligne de traitement, repose sur 1’administration intra-articulaire de
corticostéroides. Ce traitement est recommandé pour les arthroses modérées a séveres ne
répondant pas aux premieres lignes de traitement (94) et a montré une efficacité a réduire la
douleur et améliorer la fonction articulaire (106). Cependant, certaines données indiquent que
le bénéfice thérapeutique reste de court terme et le traitement au long-cours a été associé a

I’induction de I’ostéoporose (107).

Les inhibiteurs de recapture de la sérotonine et de la noradrénaline (IRSN),
principalement duloxetine, mais aussi minalcipran et velafaxine, indiqué pour le traitement des
états dépressifs peuvent également étre prescrit pour la prise en charge des douleurs chroniques
telles que celles associées a 1’arthrose (108). Les douleurs chroniques liées a 1’arthrose peuvent
étre dues a un dysfonctionnement des voies nociceptives centrales et les IRSN permettent de
traiter ces dysfonctionnements. Cette classe de médicament est principalement recommandée
pour les patient ne répondant pas aux traitements antalgiques classiques. Cependant les IRSN
sont associés a de nombreux effets indésirables tels que des troubles gastro-intestinaux, des

dysfonctionnements sexuels et des troubles du sommeil (fatigue et somnolence) (109).

Finalement I’utilisation d’antalgiques de palier 1l ou Il (codéine, oxycodone, morphine,
fentanyl), est a considérer en cas d’échec des solutions thérapeutiques précédemment citées.
Les opioides permettent de réguler les voies centrales de la douleur par interaction avec les
récepteurs P aux opioides (101). Les opioides permettent une réduction de la douleur et
s’associent a une amélioration de la fonction articulaire (110). Cependant, ces médicaments
sont associés a de nombreux effets-indésirables (nausées, vomissements, vertiges, constipation,
somnolence, fatigues, maux de tétes, mais aussi addiction, tolérance et risque d’overdose) et

nécessitent donc un suivi plus important des patients (101,111-113).

Longtemps considérés dans les recommandations thérapeutiques, les anti-arthrosiques
d’action lente, a savoir glucosamine et chondroitine sulfate, insaponifiables d’avocat et de soja
et diacerhéine, on fait les frais de la rationalisation des dépenses de santé en raison de leur

manque d’efficacité démontrée en clinique humaine (114).

La viscosupplémentation peut également étre envisagée, via I’injection intra-articulaire
d’acide hyaluronique, pour améliorer la fonction articulaire. Ce traitement permet d’augmenter
la viscosité du liquide intra-articulaire et facilite ainsi le glissement entre les pieces articulaires.
Cependant, I’efficacité thérapeutique de I’acide hyaluronique est actuellement sujette a débat
(115).
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5.3.Traitements chirurgicaux

Lors de la progression de la pathologie arthrosique, il peut étre envisagé de pratiquer
différents actes chirurgicaux, allant du lavage articulaire au replacement de I’articulation par

une prothese, le choix de I’acte se faisant selon la gravité et I’étendue des 1ésions.
5.3.1. Lavage articulaire

Le lavage articulaire consiste a éliminer les débris retrouvés dans la cavité articulaire
par remplacement du liquide synovial, sous arthroscopie. A 1’occasion de cet acte chirurgical,
lambeaux cartilagineux instables, synovite, lambeaux méniscaux ou ostéophytes peuvent étre
¢liminés a I’aide d’instruments chirurgicaux. Le lavage articulaire sous arthroscopie ne permet
cependant pas la réparation des 1ésions et le bénéfice attendu de 1’élimination des débris
articulaire n’a pas été évalué comme supérieur a un acte placébo, dans une méta-analyse
Cochrane publiée en 2008 (116). Cependant, cette technique peut avoir une valeur diagnostic

pour le praticien et présente peut de suites post-opératoires (117).
5.3.2. Micro-fracture

Lorsque les lésions cartilagineuses sont peu étendues (1-3 cm?), il est possible de
pratiquer, sous arthroscopie, la création de micro-fracture au niveaux de 1’os sous-chondral. Ces
micro fractures correspondent a des perforations de 0,5 a 1 mm de diametre sur une profondeur
de 4mm, réparties de maniére a obtenir 3-4 perforations par cm? (118). Cette technique
correspond a une amélioration de deux techniques utilisées précédemment (la chondroplastie
par abrasion de I’os sous-chondral et le forage de Pridie) dont le principe consistait également
a percer la plaque osseuse sous chondrale pour atteindre la moelle osseuse (119). L’avantage
de la micro fracture par rapport a ces autres techniques est la petite taille des perforations
réalisées permettant de réduire 1’impact de la procédure sur les forces biomécaniques au niveau

de I’os sous-chondral.
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L’objectif de ce type d’intervention est d’ouvrir un acces entre la Iésion et la moelle
osseuse. Cet acces permet alors le recrutement des cellules de la moelle osseuse dans le but
d’induire une réponse régénérative spontanée (62). Cette réponse régénérative spontanée a été
décrite dans divers modeles animaux (120) comme étant tres variable, puisque le tissu formé
suite a cette technique est un tissu fibro-cartilagineux (121) qui ne se maintien pas dans le temps
(122). Ainsi un traitement a long terme ne peut étre envisagé grace a cette technique, méme si
a court terme de bon résultats sur la réduction de la douleur et I’amélioration de la fonctionnalité

articulaire ont été observés chez de jeunes patients (123).
5.3.3. Mosaicplastie

Lorsque les Iésions cartilagineuses sont un peu plus étendues (3-8 cm?), il peut étre
envisagé de combler une partie du défaut a 1’aide de greffons ostéo-chondraux. Ces greffons,
obtenus sur des zones de cartilage saines considérées comme non portantes, sont disposés de
maniere a recouvrir partiellement le défaut. Cette technique permet, a court terme, de fournir
une nouvelle zone de frottement composée de cartilage non dégénéré (124). Plusieurs études
rétrospectives montrent ainsi une réduction de la douleur et une amélioration fonctionnelle dans
60 & 90% des cas traités (120).

Bien évidemment cette technique présente cependant plusieurs inconvénients. D une
part, il existe une morbidité au niveau du site de prélevement des greffons (125). D’autre part,
le ou les greffons, prélevés dans une zone peu portante et placés dans une zone portante, vont
présenter des signes de dégénérescence en réponse aux sollicitations mécaniques inadaptées a
leurs architectures (62). Enfin, la bordure du défaut va également montrer des signes de

dégénérescence suite a I’abrasion des parois permettant de faire place aux greffons (120).
5.3.4. Ostéotomie

Pour répondre a des cas d’arthrose trés douloureuses, fortement unicompartimentale ou
résultant de déformations anatomiques telles que les valgus ou varus, il existe une procédure
chirurgicale palliative, 1’ostéotomie (120). Principalement réalisée au niveau tibial, cet acte
chirurgical consiste en une section (« tomie ») de I’os (« 0steo »), suivie d’un réalignement,

permettant une modification de 1’angulation de ’articulation.

Le but de cette procédure chirurgicale n’est pas la réparation du tissu 1és¢ mais une
modification de la répartition des forces biomécaniques au niveau de I’articulation permettant

un soulagement des symptomes douloureux (120).
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5.3.5. Arthroplastie

Finalement, I’arthroplastie, consistant au remplacement de I’articulation par une
prothese, est considérée comme le traitement terminal de 1’arthrose (126) (figure 17). En effet
ce traitement a su montrer son efficacité dans la réduction de la douleur et I’amélioration de la
qualité de vie des patients (126). Cependant, 1’arthroplastie est associée a de nombreux effets
indésirables de gravité importante (chutes, thromboses veineuses, infections) (126). C’est
pourquoi cet acte chirurgical n’est proposé qu’en dernier recours, lorsque la progression de
I’arthrose est trop importante pour étre soulagée par des traitements pharmacologiques ou des
actes chirurgicaux de moindre envergure. En outre, les patients candidat a cette chirurgie
doivent étre sélectionnés, notamment sur la base de leur age, de la sévérité de leur arthrose et
des retentissements de la maladie (127). Ainsi I’arthroplastie est principalement réalisée sur les
articulations volumineuses, telles que le genou ou la hanche, mais peut également étre
envisagees sur des articulations de taille plus réduites telles que les articulations carpo-
métacarpiennes et métacarpo-phalangiennes (128,129).
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Figure 17 : Schéma illustratif du principe de I’arthroplastie, exemple d 'une prothése de genoux (tiré du site internet du centre
ostéoarticulaire de Grenoble (130)
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5.4.Nouvelles approches thérapeutiques

Comme indiqué précédemment, les traitements utilisés actuellement en routine pour le
traitement de I’arthrose ont, pour la plupart, une visée symptomatique, a savoir réduire la
douleur ressentie par le patient. Parmi les traitements pharmacologiques a disposition il n’existe
aucun meédicament capable de prévenir, stopper ou modifier les lésions induites par la
pathologie. De plus, concernant les traitements chirurgicaux, a 1’exception des techniques de
microfracture et de mosaicplastie, dont nous avons vu les limites, ces traitements n’ont aucune
visée régénératrice. Par ailleurs, ces traitements chirurgicaux présentent des risques d’effets
indésirables graves plus important. 1ls ne sont donc pas destinés a tous les patients arthrosiques

et les recommandations les placent comme solutions thérapeutiques de deuxiéme intention.

Il existe donc un besoin de solutions thérapeutiques plus proches de la biologie de la
maladie arthrosique. C’est pourquoi depuis une vingtaine d’années sont développées de
nouvelles approches thérapeutiques basées sur les découvertes concernant la physiopathologie

arthrosique et 1’évolution des moyens techniques a disposition du corps scientifique.
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SErum therapy (e.g., inhibitors (e.g.  (e.g.anakinm)  tissue-derved cell concentrates  corticoids, acid acid
albumin fe.g.,  eptotermin adalimumab, treatments (e.g., Ie?.. PRF, BMAC,  FX006 tiamcinolone
alfa, sprfermin) etanercept, fat grafts, 5V F) nSTRIDE APS kit) (Zilretta), hexacetonide
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Figure 18 : Représentation schématiques des stratégies de recherches pour le traitement de ’arthrose (tirée de Jones et al.
Nat Rev Rheumatol (2019) (131)).

59



De nombreuses cibles thérapeutiques ont été envisagees suites aux avancees de la
recherche concernant les mécanismes physiopathologiques de I’arthrose. Cependant peu se
trouvent adaptées a la clinique humaine. Parmi les nouvelles approches thérapeutiques ayant
été sélectionnées dans diverses phases de développement clinique, plusieurs se concentrent sur
I’amélioration de la prise en charge des douleurs des patients, symptdme principal de la maladie,
ou sur I’inhibition des phénoménes dégénératifs et inflammatoires impliqués dans la

physiopathologie arthrosique.
5.4.1. Prise en charge de la douleur

Etant donné que les thérapeutiques actuelles ne permettent pas une amélioration
suffisante de la prise en charge des douleurs chez les patients arthrosiques, d’importantes
ressources ont eté allouées a la recherche de nouveaux médicaments permettant une prise en

charge de la douleur dans I’arthrose tout en améliorant efficacité et sécurité d’utilisation.

Parmi les cibles envisagées on peut citer certains canaux ioniques (TRPV1 et Nav 1.8),

le Nerve Growth Factor et ses voies de signalisations, ainsi que les récepteurs aux opioides.
5.4.1.1. Canaux ioniques

De nombreux canaux ioniques sont impliqués dans la transmission des signaux nerveux
de la douleur. Parmi ceux-ci les canaux TRPV1 (Transcient Receptor Potential Vanilloid 1) et
Nav 1.8 (voltage-gated sodium channels) ont émergé comme des cibles potentielles pour le

traitement des douleurs dans 1’arthrose.

Les canaux TRPV1 sont des canaux retrouves au niveau des neurones sensoriels,
présents dans les tissus de I’articulation (os sous-chondral et membrane synoviale) (132). Ils
sont actives par la chaleur, les pH faibles et les molécules vanilloides (133). L’utilisation
d’agonistes des TRPV1 (tels que CNTX-4975) permet une désensibilisation réversible des
fibres afférentes de la douleur. Utilisables en injection intra-articulaire, ces agonistes de
TRPV1, permettent d’obtenir un soulagement de la douleur pendant plusieurs mois avant que
la désensibilisation ne soit reversée. Le CNTX-4975 présente en outre une faible demi-vie et
une bonne tolérance. Une autre possibilité consiste a bloquer les TRPV1 a I’aide d’antagonistes.
Plusieurs molécules ont été testées mais présentent des effets indésirables, tels que des
hyperthermies et des sensations de brulure, ayant conduit a 1’arrét des programmes de
recherche. Quelques-uns de ces antagonistes (tels que le NEO6860) ne présentent pas ces effets

indésirables et sont toujours en cours d’étude (134).
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Les canaux Nav1.8 sont des canaux retrouvés dans les mécanismes de transmission des
signaux douloureux, notamment ceux médiés par les voies mécano-transductrices (135).
L’utilisation d’antagonistes de ces canaux a montré une efficacité pour la prise en charge de la

douleur dans un modeéle murin d’arthrose (135).
54.1.2. NGF

Le NGF (Nerve Growth Factor) est un facteur de croissance libéré au cours de 1’arthrose
et retrouvé dans le liquide synovial, au niveau des chondrocytes et a proximité des vaisseaux
de I’0s sous-chondral (136,137). Le NGF se lie aux récepteurs TrkA (Tropomyosine kinase A)
et p75NTR (un membre de la famille des récepteurs aux TNFs) sur les extrémités des neurones
sensoriels, activant la régulation de différents canaux ioniques impliqués dans la transmission
des signaux douloureux, notamment TRPV1, Nav1.8 et les récepteurs a la bradykinine (138).
Par ce mécanisme, NGF suscite une sensibilisation du systéme nerveux pouvant entrainer

hyperalgies et allodynies (134).

La modulation des voies de signalisation du NGF représente une cible thérapeutique
d’intérét pour la prise en charge des douleurs dans I’arthrose. Pour cela plusieurs options
thérapeutiques sont envisagées : I’utilisation anticorps monoclonaux visant le NGF ou
I’inhibition des récepteurs TrkA et p75SNTR (134).

5.4.1.3. Récepteurs aux opioides

Les opioides sont des analgésiques tres efficaces, cependant ils présentent de nombreux
effets indésirables (constipation, dépression respiratoire, tolérance et dépendance). De
nombreux efforts sont donc mis dans la recherche pour identifier des candidats-médicaments
présentant les capacités analgésiques des opioides, mais un profile plus sdr. La molécule
CR845, un agoniste des récepteurs aux opioides k périphériques, a ainsi montré, au cours d’un
essai clinique de phase Il, une capacité a réduire la douleur de patients arthrosiques sans

présenter d’effets indésirables graves (139)I
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5.4.2. Inhibition des phénomenes dégénératifs

Il existe un besoin non satisfait d’approches thérapeutiques permettant de rétablir
I’équilibre entre anabolisme et catabolisme au sein des tissus arthrosiques. En rétablissant cet
équilibre il serait possible d’inhiber les phénomenes dégénératifs responsables de la progression

de I’arthrose.
5.4.2.1. Inhibitions des processus cataboliques

La voie Wnt/f-caténine

La voie Wnt/B-caténine est impliquée au cours du développement de I’articulation, puis
dans le maintien de ’homéostasie articulaire apres la naissance. Au cours de 1’arthrose, cette
voie de signalisation est dérégulée, au sein des chondrocytes, des ostéoblastes et des
synoviocytes, et se trouve impliquée dans les phénomeénes physiopathologiques liés a la
maladie, notamment les phénoménes de dédifférenciation et d’activation du catabolisme dans

les chondrocytes (41).

Deux nouvelles molécules inhibitrices de la voie Wnt (XAV-939 et SM04690) ont
montrées une capacité a protéger le cartilage et I’os des modifications induites au cours de
I’arthrose dans divers mod¢les murins (140,141). Leurs mécanismes d’action ne sont pas
parfaitement élucidés, cependant SM04690 a montré un bon profil de sécurité associé a une
amélioration des score WOMAC de douleur et de fonctionnalité articulaire dans divers essais

de phase I a IIb, ainsi qu’a une augmentation de I’interligne articulaire (142,143).
Les ADAMTS

Les ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs), en
particulier les ADAMTS-4 et ADAMTS-5, sont des enzymes directement responsables de la
dégradation de la MEC cartilagineuse, par coupure de 1’aggrécane (134). Si ADAMTS-5 est
exprimée de maniére constitutive dans le cartilage et le synovium, I’expression de ADAMTS-
4 est induite au cours de I’inflammation (134). Plusieurs approches ont été envisagées pour
inhiber ces enzymes (inhibiteurs, anticorps monoclonaux). Des résultats intéressants ont été
obtenus au cours d’études pré-cliniques, aprés injection intra-articulaire. Cependant, des effets
indésirables cardiovasculaires ont été observés suite a I’administration systémique de certains
de ces produits (134).
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Le remodelage osseux

Le remodelage osseux, considéré pendant longtemps comme secondaire a 1’érosion du
cartilage, est vu aujourd’hui comme un des phénomenes constitutifs de la progression de
I’arthrose (76). Ce remodelage osseux anormal, caractérisé par une augmentation de 1’épaisseur
de la plaque sous-chondrale associée a une matrice osseuse de mauvaise qualité, peut-étre visé
a travers la régulation des activités ostéoclastiques et ostéoblastiques (144). L’utilisation des
bisphosphonates en clinique humaine, pour la prise en charge des pertes osseuses notamment
dans le traitement de 1’ostéoporose, en raison de leurs activités inhibitrices de I’activité
ostéoclastique est trés décrite (145). Leur utilisation dans la prise en charge de I’arthrose est
envisagée depuis une dizaine d’année, avec des efficacités variables. Des études recentes
suggerent que le schéma thérapeutique, notamment la durée de traitement, pourrait étre
déterminant dans ’efficacité thérapeutique de ces agents (144). Le remodelage osseux peut
¢galement étre visé a travers le renforcement de 1’activité ostéoblastique. Plusieurs études pré-
cliniques ont ainsi montré que I’administration d’hormone parathyroide (PTH) permettait de
réduire la détérioration de 1’os sous-chondral puis par extension du cartilage articulaire dans

des modeles animaux (144).
5.4.2.2. Induction des processus anaboliques

Fibroblast Growth Factors

Trois membres de la famille des Fibroblast Growth Factors (FGF) sont impliqués dans
le maintien de I’homéostasie du cartilage : FGF-2, FGF-8 et FGF-18 (146). Parmi ces facteurs
de croissance, le FGF-18 semble étre un bon candidat médicament. En effet 1’utilisation de
FGF-18 recombinant d’origine humaine (Sprifermin) augmente 1’épaisseur du cartilage via la
prolifération des chondrocytes et la synthése de matrice extracellulaire (147). Les premieres
études cliniques ont montré une propension a I’augmentation de 1’épaisseur du cartilage et une
amélioration des scores de WOMAC de maniere dose dépendante. Ceci associé a une absence

d’effets indésirables majeurs (134).
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TPX-100

TPX-100 est un peptide dérivé de phosphoglycoprotéines de la MEC. Ce peptide stimule
la formation d’os et de cartilage en favorisant 1’adhésion de chondroprogéniteur a la MEC
environnante et ainsi leur différenciation. Il semble que le TPX-100 ne promeut la formation
de cartilage qu’au sein de défaut cartilagineux et ne provoque pas de formation ectopique d’os
(ostéophytes) (134). Les premiers résultats cliniques sont encourageant, avec une amélioration
des scores KOOS et WOMAC, ainsi qu’une augmentation de 1’épaisseur cartilagineuse a 6 et

12 mois (134).
5.4.3. Traitements anti-inflammatoires

Le relargage de médiateurs de 1’inflammation, par les divers types cellulaires présent
dans I’articulation, participe aux phénoménes douloureux et dégénératifs observés au cours de
I’arthrose. Plusieurs études suggérent donc d’inhiber la production ou les effets de ces
médiateurs, en particulier des cytokines pro-inflammatoires (IL-1a, IL-1p, TNF-0, IL-6), a
travers I’utilisation d’inhibiteurs, d’anticorps monoclonaux ou de récepteurs solubles. De
récentes investigation ont également exploré le potentiel de stratégie de thérapie génique pour
atteindre ce but (134).

Cependant, les premiers résultats cliniques obtenus a partir de thérapies a base d’IL-1Ra
(Anakinra, un antagoniste du récepteur aux IL-1) et d’anti-TNF-a (Adalimumab et Etanercept)

sont décevantes dans le cadre de la prise en charge de 1’arthrose (148-150).
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5.4.4. Thérapies cellulaires
5.4.4.1. Therapies cellulaires autologues ambulatoires

Plasma riche en plaguettes

Le plasma riche en plaquettes (PRP) est un dérivé du sang, issu d’une centrifugation
servant a concentrer les plaguettes a un niveau supérieur a celui retrouve dans le sérum. Le PRP
contient un mélange complexe de molécules actives (cytokines et facteurs de croissances)
pouvant interagir avec les cellules endogénes de 1’articulation. De nombreuses études existes
concernant ce produit, mais le manque de standardisation dans les procédures d’obtention du
PRP, et le manque de puissance statistique de ces études rendent difficiles toutes conclusions

au regard de ’efficacité de cette technique (131).

Concentré de moelle osseuse

Le concentré de moelle osseuse (Bone Marrow Aspirate Concentrate — BMAC) est un
dérivé de moelle osseuse obtenu par centrifugation. Ce produit, tout comme le PRP, est
composé d’un mélange complexe de molécules actives et de cellules, dont des cellules souches
mésenchymateuses (MSC), que la centrifugation permet de concentrer. Cette technique
présente les mémes limites que 1’utilisation du PRP, a ceci prés que le prélévement de moelle

osseuse est beaucoup plus invasif que 1I’obtention de sang périphérique (131).

Fraction stromale vasculaire

La fraction stromale vasculaire (SVF) est le résultat de la centrifugation des résidus de
la digestion enzymatique du tissu adipeux. Il s’agit d’un produit comprenant diverses
populations cellulaires retrouvées dans le stroma du tissu adipeux (cellules endothéliales,
péricytes, fibroblaste, cellules progénitrices). La SVF ne doit pas étre confondue avec les
cellules souches mésenchymateuses dérivées du tissu adipeux (AT-MSC) dont ces dernieres
peuvent étre isolées. Peu d’études ont été menées concernant 'utilisation directe de SVF en

injection intra-articulaire (131).
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5.4.4.2. Implantation de chondrocytes autologues

L’implantation de chondrocytes autologues (ACI) est une thérapie cellulaire établie
pour la prise en charge des défauts cartilagineux focaux. Dans le cadre d’arthrose précoces chez
le patient jeune, cette thérapie cellulaire aide a la préservation de I’articulation (151). La
technique consiste en deux temps opératoires. Dans un premier temps a lieu I’obtention de
chondrocytes, par préléevement de cartilage articulaire et digestion de la MEC, et leur expansion
ex vivo. Puis les chondrocytes ainsi amplifiés sont réintroduits au niveau du défaut
cartilagineux, associés ou non a une matrice composée de biomatériaux. Cette technique
comporte donc plusieurs des désavantages liés a la mosaicplastie (morbidité au site de
prélevement, implant potentiellement inadapté a la zone portante), auxquels s’ajoute les

problemes liés a la culture des chondrocytes in vitro (dédifférenciation).

Pour pallier a ces problémes, une association de thérapie cellulaire et de thérapie génique
peut étre envisagee. Il s’agit de la solution envisagée dans le produit INVOSSA™ (TissueGene
C), consistant en un mélange de chondrocytes allogéniques non transduit et de chondrocytes
transduit pour surexprimer TGF-B1 (ratio 3:1). Ce produit, permettant une amélioration des
scores VAS, KOOS, WOMAUC, ainsi qu’une amélioration de I’épaisseur cartilagineuse et de la
densité osseuse (134), a recu I’approbation des autorités Sud-Coréennes pour la prise en charge

de I’arthrose modérée (KL grade 3) réfractaire aux traitements conservateurs (152).
5.4.4.3.  Cellules souches mésenchymateuses

Enfin, D'utilisation des cellules souches mésenchymateuses, principalement celles
isolées de la moelle osseuse, du tissu adipeux ou du cordon ombilical, a été explorée, en

combinaison ou non avec divers biomatériaux, dans le cadre de la prise en charge de I’arthrose.
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Les cellules souches mesenchymateuses
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Les cellules souches mésenchymateuses (MSC) ont éte décrites pour la premiére fois a
la fin des années 70, comme des précurseurs fibroblastiques retrouvées au sein du tissu stromal
de la moelle osseuse hématopoiétique et capable de former des colonies in vitro (153). Leur
caractére souche leur a tout d’abord été attribué en raison de leur capacité a reformer de 1’os
une fois réimplantée in vivo. Puis, dans un second temps, suite a 1’étude de leurs capacités de

différenciation in vitro, dans les divers lignages mésenchymateux (ostéoblastique,
chondrogénique et adipogénique) (153).

Par la suite identifiées dans de nombreux autres organes (154), ces cellules ont alors été
considérées comme des cellules progeénitrices résidentes, pouvant étre recrutées en cas de lésion

suite a un trauma ou une pathologie afin de permettre la réparation endogéne du tissu.

Finalement, il a ét¢ montré qu’il était possible de diriger la différenciation de ces
cellules, non seulement vers les lignages mésenchymateux mais également vers les lignages

ectodermiques (épiderme, neurones) et endodermiques (muscles, poumons) in vitro (155)
(figure 19).
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Figure 19 : Représentation schématique de la multipotence des MSC (tirée de Uccelli et al. Nat. Rev. Immunol. 2008 (155)).
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Aujourd’hui, les MSC sont définies comme des cellules souches multipotentes adultes,

par opposition aux cellules souches embryonnaires et aux cellules souches hématopoiétiques.

Ces cellules présentent des propriétés d’auto-renouvellement et de différenciation. Ces
propriétés, observées in vitro servent a caractériser ces cellules, dont le rdle in vivo ne se limite
pas a étre une source de « piéces de remplacement ». En effet, diverses études ont montré que
les cellules souches mésenchymateuses présentaient des fonctions communes de maintien de

I’homéostasie dans leurs tissus de résidence, notamment au travers d’activités paracrines (156).

C’est a partir de ces différentes propriétés qu’ont pu progressivement étre envisagées
les différentes utilisations thérapeutiques de ces cellules, a savoir leur utilisation en tant
qu’éléments de stratégie d’ingénierie tissulaires (en raison de leurs capacités de
différenciations) ou comme médicament de thérapies cellulaires (compte tenu de leurs capacités

de sécrétions).
1. Caractérisation des cellules souches meésenchymateuses

Face a la multiplication des études s’intéressant aux MSC, I’International Society for
Cellular Therapy (ISCT) proposa, en 2006, un ensemble de critéres minimum permettant de
définir ces cellules (157). Ceci dans le but de favoriser I’harmonisation des études et assurer
une similarité suffisante entre des cellules isolées de tissus variés avec des méthodologies

d’isolement parfois différentes.
La caractérisation des MSC humaines repose ainsi sur un ensemble de 3 criteres :

- La capacité d’adhérence au plastique
- L’expression membranaire d’antigénes spécifiques

- La multipotence
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Figure 20 : Représentation schématique des criteres minimum permettant de définir les MSC
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1.1.Adhérence au plastique de culture cellulaire

Le premier critére, correspond a la capacité des MSC a adhérer au plastique de culture
cellulaire dans des conditions standard de culture. Ce critére découle des méthodes historiques
d’obtention des MSC, telle que celle décrite par Friedenstein et al. en 1974 (153).

1.2.Marqueurs membranaires spécifiques

Le second critere correspond a I’expression ou non, par les MSC, d’antigénes
membranaires spécifiques également appelés cluster de différenciation (CD). Ainsi, les MSC
doivent exprimer certains CD et ne pas exprimer les CD spécifiques des lignages
hématopoiétiques entre autres (157). L’étude de D’expression antigénique de surface,
développée principalement en immunologie et en hématologie, s’effectue a 1’aide de techniques

de cytométrie en flux. Elle présente I’intérét d’identifier rapidement des populations cellulaires.

En conséquence, sur une population de MSC donnée ils est attendu que plus de 95% de

la population exprime les trois marqueurs suivants :

e (D73 (ou ecto 5’ nucléotidase, ou encore MAb SH3et SH4)
e CD90 (ou Thy-1)
e CD105 (ou endoglin, ou encore MAb SH2)

Il est également attendu que moins de 2% de cette population exprime les marqueurs

hématopoiétiques suivants :

e CD45 (marqueur pan-leucocytaire)

e CD34 (marqueur des cellules progénitrices hématopoiétiques et des cellules
endothéliales)

e CD14 ou CD11b (marqueurs principalement exprimés par les monocytes et
macrophages, ces cellules capables d’adhérer au plastique sont les plus @ méme
d’étre retrouvées dans les cultures de MSC)

e (CD79a ou CDI19 (marqueurs de lymphocytes B, capable ¢galement d’adhérer au
plastique de culture cellulaire)

e HLACclass Il (ou HLA-DR)
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Il est tout de méme a noter que les MSC, en condition inflammatoire (c’est-a-dire
stimulées par de I’interféron y — INF-y — ou du Tumor Necrosis Factor oo — TNFa), Se mettent a
exprimer le marqueur HLA class Il. De plus, certaines études suggérent que les MSC
exprimeraient le marqueur CD34 lors de leur isolement (marquant leur appartenance a une
niche périvasculaire) mais perdraient I’expression de ce marqueur suite a leur expansion ex Vivo

(158,159).
1.3.Capacités de différenciations

Le troisieme critére repose sur une propriété biologique des MSC, leur multipotence,
c’est-a-dire leur capacité de différenciation dans au minimum trois lignages différents (157).
Les lignages mésenchymateux les plus étudiés sont les voies de différenciations ostéogéniques,

chondrogéniques et adipogéniques.
1.3.1. Différenciation ostéogénique

La méthode classique (160), pour différencier les MSC dans la voie ostéogénique,
consiste a cultiver ces cellules en mono-couche et a confluence, dans un milieu contenant de
I’acide ascorbique, du glycérophosphate et de la dexamethasone sur une période de 2 a 3

semaines.

Les MSC forment alors des agrégats, appelés nodules, et augmentent leur production de
phosphatase alcaline (ALP). L’augmentation de I’ALP peut étre évaluée par dosage dans le
milieu de culture ou par amplification des ARN codant pour cette enzyme (RT-qPCR). D’autres
marqueurs peuvent également étre analysés par RT-qPCR tels que 1’expression du facteur de
transcription Runx2 ou de I’hormone ostécalcine (Ocn). On peut également voir une
accumulation de calcium au cours du temps a proximité de ces nodules. Ces amas de calcium
pouvant étre révélés a 1’aide des colorations rouge alizarine et VVon Kossa. Il est possible de
quantifier la différenciation ostéogénique a I’aide de ces techniques de biologie moléculaire et

d’histologie.

Evidement cette méthode de différenciation ne reflete pas les mécanismes
physiologiques permettant I’induction de la différenciation ostéogénique in vivo. Cependant, il
s’agit d’un protocole standardisé permettant de reproduire le phénomene préalablement observé
in vivo (153).
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1.3.2. Différenciation chondrogénique

Pour obtenir une différenciation chondrogénique, il est nécessaire de centrifuger les
MSC dans le but de former une micro-masse (aussi appelée pellet). Ce pellet est ensuite cultive,
pendant 28 jours, en présence de dexamethasone, insuline, transferine, sélénite de sodium, acide
ascorbique et Transforming Growth Factor 3 (TGFp) (161,162).

Le pellet développe alors une matrice extracellulaire riche en glycosaminoglycanes
sulfatés (dont 1’aggrécane, ACAN), fixant les colorations au bleu alcian et au bleu de toluidine.
Les cellules produisent également du collagéne de type Il (COL2A1), pouvant étre mis en
évidence par des colorations immuno-histochimiques. La production de ces deux composants
matriciels, typiques de la MEC du cartilage articulaire, peut également étre évaluée par RT-
gPCR. La mise en évidence de la production de ces marqueurs permet de valider la
différenciation chondrogénique des MSC (162,163),.

1.3.3. Différenciation adipogénique

Pour induire une différenciation adipogénique, il est nécessaire de cultiver les MSC dans
un milieu contenant de la dexamethasone, de I’insuline, de 1’isobutyl-methyl-xanthine et de
I’indométhacine. Au bout d’1 a 3 semaines, on peut observer I’accumulation de vacuoles riches
en lipides dans le cytoplasme des cellules. Cette accumulation de lipide dans des vacuoles peut
étre marquée histologiquement gréace a la coloration oil red O. Permettant ainsi de suivre la
différenciation adipogénique (164). On observe également une augmentation de 1’expression
de différents marqueurs du phénotype adipocytaires par RT-qPCR (Peroxysome Proliferator
Activated Receptor y — PPARY, Lipoproteine Lipase — LPL, et fatty acid-binding protein aP2)
(164).

2. Propriétés d’intérét thérapeutique

Outre leurs propriétés de différenciation, les MSC présentent diverses propriétés faisant

de ces cellules de bons candidats comme médicaments de thérapie cellulaire.

En condition physiologiques, les MSC sont retrouvées au sein de niches périvasculaire,
dans un état quiescent (165). Cet état quiescent, caractérisé par un arrét de prolifération
réversible (G0) (166), est maintenu jusqu’a la rupture de 1’homéostasie tissulaire locale,
caractérisée le plus souvent par un signal inflammatoire. Ce signal, produit en réponse a une
lesion, déclenche alors le retour de la cellule dans le cycle cellulaire et active les capacités de

migration des cellules et leurs capacités sécrétrices afin de rétablir I’homéostasie (167).
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2.1.Interaction avec le systeme immunitaire

Au sein d’un tissu 1és¢€, les MSC vont sécrétés un ensemble de facteurs solubles qui vont
réguler Iinfiltration immune (168). Dans un premier temps en supportant 1’action immunitaire,
nécessaire a la prise en charge de la lésion. Puis en participant & la résolution de la phase

inflammatoire se poursuivant alors par une phase régénératrice (169).
2.1.1. Polarisation

Le passage de la phase de recrutement immun a la phase de résolution de I’inflammation
correspond a un changement dans le phénotype des MSC au cours de la phase inflammatoire.
Cette polarisation est dépendante du contexte environnemental des MSC (169). En effet, il a
été montré in vitro, que pour activer les propriétés immunomodulatrices des MSC il était
nécessaire d’activer ces MSC par des stimuli inflammatoires tels que des traitements par I’ INF-
Y, le TNF-a ou I’IL-1p (170). L’intensité et la durée de cette stimulation influence également
cette polarisation. Alors que de faible doses d’INF-y induisent I’expression du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe Il (HLA-DR), capable d’activer les cellules immunes (171), des
doses importantes de cet INF-y entrainent 1’effet inverse, soit une diminution de 1’expression
de HLA-DR, ainsi que la sécrétion de facteurs anti-inflammatoires (172). De méme, il a été
montré que la sécrétion de HGF (facteur trophique possédant également des propriétés
immunomodulatrices) en réponse a une lésion ischémique n’¢était induite qu’au bout de 3 jours

dans un modele murin (173).

La polarisation des MSC peut également passer via une stimulation par les Toll-like
Receptor (TLR). La stimulation du TLR4 induirait un phénotype pro-inflammatoire (MSC1),
tandis que la stimulation via la TLR3 entrainerait la production de facteurs immunomodulateurs
(MSC2) (174). Cependant, les voies de signalisations impliquées dans cette polarisation ne sont

pas encore parfaitement élucidees (175).

Cette balance entre activation pro- et anti-inflammatoire est cruciale pour la défense de
I’organisme et la gestion des phénoménes inflammatoires. Elle permet de prévenir des

dommages excessifs di a ces manifestations nécessaires (175).
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2.1.1.1. Pro-inflammatoire

L’inflammation sert comme réponse protectrice, locale ou systémique, face a une
infection, un traumatisme ou une destruction tissulaire. Elle sert a éliminer les pathogénes et
préserver I’intégrité de I’organisme. Peu aprés le commencement de la réponse inflammatoire,
des molécules exprimées par le/les pathogenes, ou le tissu endommageé, vont étre reconnues par
des récepteurs situés en surface des cellules effectrices de I’immunité : les TLR. L’activation
de ces TLR entraine la phagocytose des pathogénes et débris cellulaires, ainsi que le relargage
de médiateurs de I’inflammation (176). Les TLR ne sont cependant pas retrouvées uniquement
sur les cellules effectrices du systéeme immun. On les retrouve également a la surface des
cellules stromales, notamment les MSC. L’activation des TLR dans les MSC, notamment le
TLR4, permet leur participation a 1’¢établissement de I’environnement inflammatoire
(phénotype MSC1) (174). En condition hypoxique, tel que retrouvé au cceur d’un
environnement inflammatoire, la stimulation des MSC par des cytokines inflammatoires (INF-
¥, TNF-a ou IL-1B) augmente I’expression des TLR par ces cellules. Ce qui augmente ainsi leur

sensibilité a I’environnement inflammatoire (177).

En sécrétant divers chémokines (MIP-1a and MIP-1b, RANTES, CXCL9, CXCL10,
etc.) permettant le recrutement des lymphocytes T et des macrophages et en promouvant la
polarisation pro-inflammatoire (M1) de ces macrophages par I’expression de molécules co-
activatrice a leur surface (CD40L), les MSC1 participent a I’activation de ces cellules immunes
(178). En revanche la sécrétion de molécules immunomodulatrices par les MSC1 se trouvera
diminuée (indoléamine 2,3-dioxygénase — IDO, NO, TSG-6) (175).

Cependant pour permettre la régénération du tissu, I’inflammation doit étre résolue une
fois les pathogénes ou le tissu endommagé éliminés. Ainsi avec la prolongation de la
stimulation inflammatoire, I’expression des TLR2 et TLR4 va diminuer (179), créant ainsi une

boucle de rétro-contrdle négative afin d’éviter une suractivation du systéme immunitaire (175).
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2.1.1.2. Anti-inflammatoire

Les propriétés anti-inflammatoires et immunomodulatrices des MSC ont été
découvertes dans un contexte assez éloigné de leur environnement physiologique. En effet ¢’est
au cours d’expérimentation de co-culture de lymphocytes avec des MSC qu’il a été remarqué

que les MSC étaient capable d’inhiber la prolifération de lymphocytes (169).

Il a ensuite été détermine que les MSC anti-inflammatoires, appelées plus tard MSC2,
étaient capables d’induire le phénomeéne d’anergie des lymphocytes T ainsi que leur polarisation
vers un phénotype régulateur (Treg:CD4+ CD25+ FoxP3+) (180). Les MSC peuvent
également inhiber la prolifération des lymphocytes B (181), supprimer I’activation des cellules

NK (182,183) et moduler le phénotype des cellules dendritique (184) et des macrophages (185).

La polarisation des MSC vers ce phénotype MSC2 passe par une activation
inflammatoire (INF-y et TNF-a) prolongée et de forte intensité (175) ou I’activation du TLR3
situé a la surface des MSC (174). Les MSC2 sécretent alors de haut niveaux de facteurs solubles
immunomodulateurs et anti-inflammatoires tels que IDO, PGE2, NO, TGF-B, Hepatocyte
Growth Factor (HGF), heme oxygenase (HO-1), etc., qui vont participer aux actions inhibitrices

sur le systeme immunitaire exprimeées plus haut (175).

Ces propriétés immunomodulatrices permettent d’envisager 1’utilisation des MSC
comme traitement pour des affections a composante inflammatoire ou auto-immune. Les MSC
ont d’ailleurs montré une certaine efficacité pour lutter contre des reactions du greffon contre

I’hote réfractaires aux corticoides (186).
2.1.2. Echappement immun

En plus de leurs capacités sécrétrices permettant une modulation du systéme
immunitaire, les MSC expriment constitutivement peu de HLA class I, leur permettant ainsi
de trés peu, voire de ne pas, activer les cellules du systtme immunitaire. De plus, bien qu’elles
expriment le HLA class I, les MSC n’expriment pas les molécules co-activatrices (CD80,
CD86), ce qui entraine une entrée en anergie des lymphocytes T pouvant étre activés par ce
complexe majeur d’histocompatibilité. Ces propriétés permettent ainsi aux MSC d’échapper en
partie au systéme immunitaire, notamment a une lyse médiée par les cellules cytotoxiques de
ce systeme (LT CD8+ et cellules NK) (187). Ce sont ces propriétés qui permettent, aujourd’hui,

d’envisager le traitement de patients avec des MSC allogéniques.
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2.2.Role de maintien de |’homéostasie

Une fois I’inflammation résolue, un retour a 1’homéostasie tissulaire est nécessaire. Les
MSC possedent des propriétés pro-régenératives permettant ce retour a I’homéostasie tissulaire.
Certaines de ces propriétés découlent de la stimulation inflammatoire tel que leur activité de
remodelage de la MEC permettant d’éviter la formation de tissu cicatriciel fibreux, leur activité
anti-apoptotique assurant une localisation restreinte de la Iésion, ou leur activité anti-senescence
permettant de protéger les cellules environnantes des mécanismes inflammatoires excessif.
D’autres propriétés des MSC, liées a leur rdle de support au sein des tissus, s’expriment méme
lors de leur état quiescent permettant aux MSC de participer a 1’activité spécifique d’organe de

leur tissu d’origine.
2.2.1. Role de protection

En plus de promouvoir la croissance de leur tissu de résidence, les MSC sont capables
d’atténuer les dommages tissulaires induits via la mise en place de processus de réparation.
Dans certains cas ces processus de réparation peuvent étre inadaptés (fibrose) ou défaillants

(apoptose, senescence).
2.2.1.1.  Propriétés anti-fibrotiques

L’activité anti-fibrotique des MSC a été démontrée dans de nombreux modéles
animaux. Cependant, cette activité n’est pas suffisante pour contrecarrée une fibrose massive
bien établie (169).

En situation de lésion tissulaire, les MSC quittent leur état quiescent et produisent du

HGEF et du B-FGF, qui vont médier leur activité anti-fibrotique préventive (169).
2.2.1.2.  Propriétés anti-apoptiques

Selon le méme mécanisme, lors d’un dommage tissulaire, les MSC vont participer a
I’arrét de la propagation du phénomene d’apoptose, ou mort cellulaire auto programmé, grace
a la secrétion de facteurs solubles (VEGF, HGF, IGF-1, ...). Ce phénoméne permettant de

limiter, dans I’espace, la zone Iésionnelle (169).
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2.2.1.3.  Propriétés anti-senescence

Les MSC sont également capable de limiter la progression de la senescence (188) a
travers divers mécanismes : la sécrétion de facteurs soluble anti-oxydatifs (HO-1), I’activation
de I’autophagie (189), le transfert de matériel cellulaires (MiRNA, mRNA, protéines, organelles
—ex : mitochondries) graces aux vésicules extracellulaires (190).

2.2.2. Role de support a la croissance du tissu

Dans le cadre de leur réle de retour et de maintien de ’homéostasie tissulaire, les MSC
peuvent étre amenées a promouvoir le développement cellulaire au sein de leur tissu source.
Par I’expression de facteurs de croissances les MSC peuvent induire la prolifération des cellules
environnantes afin de remplacer les cellules 1ésées ou vieillissantes. Dans les tissus vascularises,
les MSC peuvent induire 1’angiogenese pour permettre les apports nutritifs au sein du tissu
régenéré ou simplement soutenir la croissance du tissu. Enfin, selon leur tissu source, les MSC
peuvent exprimer des activités spécifiques. Ainsi dans la moelle osseuse les MSC participent a

I’activité hématopoiétique.
2.2.2.1.  Angiogenése

Que ce soit suite a un trauma ou dans le cadre d’une expansion tissulaire, il est nécessaire
au maintien de ’homéostasie de permettre la bonne perfusion du tissu en nutriments. Cette
bonne perfusion passe par une bonne vascularisation du tissu et cette vascularisation est
soutenue par les cellules souches résidentes a travers la production de divers facteurs solubles
dont bFGF, VEGF, placental growth factor (PGF), et MCP-1 (169). Ces facteurs participent a
la survie des cellules endothéliales dans un milieu hypoxique et favorisent la formation de
structure semblables a des capillaires in vitro (191). En plus de la production de ces facteurs
solubles il a aussi été montré que les MSC produisaient des éléments matriciels, tels que du
collagéne de type 1V ou des décorines, pouvant servir de substrat aux cellules endothéliales
(192). Enfin, en se différenciant en péricytes entourant les vaisseaux néoformés, les MSC,
participent également a la stabilisation de ces néo vaisseaux, ce qui fut montré in vitro (192) et
in vivo (193).
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2.2.2.2.  Support a la prolifération et la différenciation des cellules progénitrices

In vitro il a été montré que les BM-MSC étaient capables de recréer un environnement
stromal permettant le support de 1’hématopoiese. Ceci a travers la sécrétion constitutive de
divers facteurs solubles, tels que SCF, LIF ou M-CSF (169). Cette capacité a recréer une niche
hématopoiétique a également été observee in vivo, chez la souris (153). L’ importance des MSC
périvasculaires dans 1’hématopoiése est renforcée par 1’observation que leur déplétion réduisait

la fréquence des cellules souches hématopoiétiques (194).

En dehors de la niche hématopoiétique, les MSC périvasculaires participent a
I’homéostasie tissulaire et au recrutement de cellules progénitrices au niveau cérébral ou au

sein de tissus a renouvellement rapides, tels que I’intestin ou la peau (195,196).
3. Sources de cellules souches mésenchymateuses

3.1.Tissu d’origine

Il est considéré que les cellules souches mésenchymateuses peuvent étre retrouvées dans
la presque totalité des tissus adultes (154). Cependant, certaines sources présentent plus
d’intérét d’un point de vue thérapeutique que d’autres. En effet, plusieurs actes médicaux, tels
que la ponction de moelle osseuse, la lipoaspiration ou I’utilisation de déchets opératoires (tels
que le placenta, ou le cordon ombilical, aprés 1’acte de délivrance lors de 1’accouchement) sont

envisageable, d’un point de vue éthique, pour I’obtention de MSC a but thérapeutique.
3.1.1. MSC isolées de tissus adultes
3.1.1.1.  Moelle osseuse

Etant donné que la moelle osseuse est le premier tissu d’ou ont pu étre isolées des MSC,
les BM-MSC sont le type de MSC le plus étudié et caractérisé. La moelle osseuse est une source
relativement riche en MSC. Si les BM-MSC ne représentent en proportion que 0.001% a 0.01%
de la totalité des cellules retrouvées dans la moelle osseuse (164), celles-ci sont facile a isoler,
notamment grace a leurs propriétés d’adhérence au plastique. Il est également possible de les
amplifier de 100 a 10.000 fois en quelques semaines de culture (197). Les BM-MSC sont
capable de se differencier en ostéoblastes (160), en chondrocytes (163) et en adipocytes (164).
De plus les BM-MSC possédent également des proprietés trophiques spécifiques (support a
I’hématopoiese) ou partagées par différentes sources de MSC (propriétés trophiques et

immunomodulatrices). Ces propriétés des MSC ont été décrites pour la premiere fois dans les
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BM-MSC. Ainsi, les BM-MSC ont donc été identifiées comme source de MSC de référence

pour comparer les propriétés des autres sources de MSC.
3.1.1.2.  Tissu adipeux

Le second tissu identifie comme source de MSC est le tissu adipeux (198). L’avantage
principal des AT-MSC, par rapport aux BM-MSC, est que le tissu adipeux est plus facile
d’acces que la moelle osseuse. Ainsi la procédure de prélévement du tissu source est plus facile,
associée @ moins de morbidité et peut donc étre répétée (199). 1l est également a noter que la
proportion de MSC dans le tissu adipeux est pres de 500 fois plus importante que dans la moelle
osseuse (200). Cependant, si les AT-MSC possedent des propriétés trophiques et
immunomodulatrices semblables aux BM-MSC, les AT-MSC présentent des capacités de
différenciation moins importante, vis-a-vis des lignages mésenchymateux ostéogeniques et
chondrogéniques in vitro (201). Malgré tout, ces capacités de différenciations peuvent étre
boostées par 1’ajout de facteurs solubles tels que I’ajout de BMP-2, BMP-6 ou BMP-7 aux
autres facteurs du milieu chondrogénique suffisant pour induire la chondrogenése des BM-MSC
(TGFpB, dexamethasone, insuline, transferrine, sélénite de sodium et acide ascorbique)
(202,203).

3.1.1.3. Concentré de moelle osseuse (BMAC) et Fraction stromale vasculaire
(SVF)

L’utilisation classique des MSC nécessite une prise en charge en deux temps avec tout
d’abord le prélévement du tissu source, I’isolement et ’amplification des MSC, puis dans un
deuxieme temps I’utilisation thérapeutique des cellules amplifiées. Cette méthodologie
s’accompagne de problématiques telles que le cott de la procédure, le délai de traitement et les
problemes de sécurité, liés a la nécessité de maintien de la stérilité du produit, la suppression
des cytokines utilisées pour la culture cellulaire, et la stabilité des MSC poussées a se diviser

de maniéres importantes.

C’est pour cette raison que deux produits ont également été mis au point pour permettre
une prise en charge thérapeutique en un seul temps au bloc opératoire : le concentré de moelle
osseuse (ou BMAC pour Bone Marrow Aspirate Concentrate) et 1’utilisation de la fraction
stromale vasculaire (SVF). La technique pour obtenir ces deux produits est semblable et
consiste a isoler le tissu d’intérét, concentrer les cellules nucléées et réadministrer ce concentré
au patient. Il s’agit donc d’une thérapie autologue qui permet de s’affranchir d’une partie de la

réglementation associée a la culture des cellules souches. Mais comme indiqué précédemment,
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la proportion de MSC dans le BMAC comme dans la SVF est faible (de 0.001% a 0.01% pour
le BMAC et 0.1 a 10% pour la SVF) et la composition de ces produits est tres hétérogéne en

terme de populations cellulaires (204).
3.1.1.4. Sang périphérique

Le sang périphérique contient une certaine proportion de cellules progenitrices (PBPC :
Peripheral Blood-derived Progenitor Cells) (205). Une partie de ces PBPC a été identifiee
comme des MSC en transit depuis la moelle osseuse jusque dans des sites lésionnels (utilisant
leurs propriétés de migration) (206). Ces PBPC peuvent étre mobilisés via des pre-traitements

précédant I’intervention pour leur obtention (207).
3.1.1.5. Derme

Quelques études se sont également intéressées aux MSC isolées a partir du derme. Ce
tissu facilement accessible peut également représenter une source de MSC a visee

thérapeutique.
3.1.2. MSC isolées des annexes embryonnaires

En raison de la nature extracorporelle des annexes embryonnaires, 1’utilisation des
cellules issues de ces annexes n’est pas soumise aux mémes considération éthiques que les
tissus d’origine embryonnaires ou feetales. De plus, ces tissus éliminés lors de la délivrance,
pendant ’accouchement, sont actuellement considérés comme des déchets opératoires si non
utilisés a des fins thérapeutiques ou de recherche (208). Ces tissus sont donc des sources de

cellules qui ne nécessitent pas d’acte invasif pour leur obtention.
3.1.2.1.  Cordon ombilical

Que ce soit depuis le sang de cordon (UCB-MSC) ou la gelée de Wharton (WJ-MSC),
il est possible d’isoler des MSC depuis le cordon ombilical (UC-MSC) (209). Ces UC-MSC
présentent des propriétés prolifératives plus importantes que les autres types de MSC et des
capacités de differenciations ainsi que des proprietes sécrétrices tout aussi intéressantes (210).
Grace aux propriétés d’échappement au systéme immunitaires des MSC, il est possible

d’envisager I’utilisation de ces UC-MSC dans le cadre de transplantation allogenique (211).

3.1.2.2. Placenta

Comme pour le cordon ombilical, il est possible d’isoler des MSC depuis le placenta.

Ce tissu est également considéré comme un déchet opératoire a I’issue de la délivrance.
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3.1.3. MSC non utilisables en therapeutiques

Les MSC peuvent étre retrouvées dans la presque totalité des tissus adultes (154).
Certaines sources sont étudiées pour leurs potentiels régénératif importants (membrane
synoviale, liquide synovial, coussin adipeux de Hoffa, pulpe dentaire, etc.). Ces sources
tissulaires permettent 1’obtention des MSC possédant des capacités de différenciations, ou de
sécretions, particuliéres ou plus importantes. Cependant, la faible quantité disponible ou la
morbidité associée a 1’obtention de ces tissus ne permet pas d’envisager les MSC, issues de ces

sources de tissus, comme outils thérapeutiques.
3.2.Greffe autologue ou cellules allogéniques

Initialement utilisées de maniere autologue afin de réduire les risques
d’immunogénicité, 1’utilisation thérapeutique des MSC s’oriente aujourd’hui de plus en plus
vers I’emploi de cellules allogénique. Cette solution est envisagée en raison, d’une part, de
certaines propriétés des MSC, notamment leurs capacités d’échappement au systéme
immunitaire et leurs propriétés d’immunomodulation (212). D’autre part, le prélevement,
I’amplification et la préparation des thérapies autologues, provenant de patients agés ou
malades, dont les cellules possédent des capacités cellulaires réduites face a celles de donneurs
sains (213) sont des procédures tres couteuses. Par ailleurs, le contexte pathologique nécessite
tres souvent un délai de traitement le plus court possible. Ainsi, 1'utilisation de cellules
allogéniques présente une solution thérapeutique de choix dans le cadre d’utilisation de ces

MSC comme outil thérapeutique.

Il peut alors étre envisagé le stockage de MSC préalablement amplifiées pour une
préparation et une utilisation de maniére extemporanée. On peut aussi consideérer la possibilité
de sélectionner les prélevements les plus répondeurs ou de grouper les prélevements afin
d’accroitre la quantité de matériel thérapeutique. Le fait de pouvoir utiliser des cellules
allogénique augmente aussi les possibles sources d’obtention de ces cellules notamment via
I’utilisation des annexes embryonnaires, étant considérées comme des déchet suite a
I’accouchement. Toutefois, I’utilisation de MSC allogéniques, avec la nécessité d’amplification
et de stockage, est plus a risque de contamination ou de perte de potentiel thérapeutique lié a
une perte du caractére « souche » des MSC au cours de leur culture ex vivo. Se pose alors la
question de valider I’efficacité des MSC préalablement a leur utilisation a travers divers essais
¢valuant D’expression de certains marqueurs membranaires spécifiques, les propriétés de

différenciation ou les propriétés immunomodulatrices des MSC (157,214)
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Les cellules souches mésenchymateuses

comme « ingredient » d’ingénierie tissulaire

dans [’arthrose
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1. Rationnel

Les défauts cartilagineux, qu’ils résultent de traumatismes articulaires ou qu’ils soient
la conseéquence de I’érosion du cartilage due a une pathologie rhumatismale telle que 1’arthrose,
sont des facteurs de risque d’induction et de progression de 1’arthrose. En participant a la
déstabilisation de ’articulation, ces défauts contribuent aux manifestations douloureuses et
handicapantes de la maladie. Les défauts cartilagineux requiérent donc une prise en charge
thérapeutique spécifique qui n’est pas satisfaite avec les thérapeutiques proposées jusqu’a

présent.

L’ingénierie tissulaire du cartilage représente une solution élégante pour la prise en
charge de ce type de défauts. Reposant sur le triptyque cellules/matrice/facteurs (215),
I’ingénierie tissulaire du cartilage vise a reproduire un tissu cartilagineux synthétique. L’enjeu
de cette approche thérapeutique est d’obtenir un tissu présentant des propriétés semblables a
celles du cartilage, durable dans le temps et évitant les écueils des stratégies thérapeutiques déja
proposées (microfracture et mosaicplastie), a savoir I’évolution du produit cicatriciel vers un
tissu de qualité moindre (fibrocartilage) et la morbidité liée a un prélevement de matériel

cartilagineux en zone saine de I’articulation.

L’utilisation de chondrocytes comme composants « cellulaires » de la stratégie
d’ingénierie du cartilage a été la premiére solution envisagée. La premicre stratégie d’ingénierie
tissulaire du cartilage a été développée en 1994 par Brittberg (216). Cette technique consiste en
I’implantation de chondrocytes autologues (ACI), préalablement amplifiés in vitro, sur le site
de la lésion. Suite a cette technique d’autres ont été développées afin d’améliorer I’ACl en y
ajoutant un support matriciel pour donner naissance a la techniqgue MACI. Plus récemment, une
approche cellulaire allogénique combinée a une approche de thérapie génique a mené a la mise
sur le marché d’un produit (INVOSSA™ : TissueGene C). Cependant, I’utilisation de
chondrocytes est assortie de plusieurs limites. Tout d’abord, dans le cadre d’un traitement
autologue, tel que 1I’ACI, cela nécessite le prélevement des chondrocytes en zone saine. A cela
s’ajoute la difficulté de maintenir le phénotype chondrocytaire ex vivo pendant la phase
d’amplification. Enfin la quantité de mateériel disponible se trouve également étre un frein, le
cartilage sain étant difficile a obtenir soit en raison du contexte pathologique soit en raisons de

considérations éthiques.
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L’utilisation des MSC a également été considérée suite a I’identification de leurs
propriétés de différenciation chondrogénique. En effet, placées dans certaines conditions de
culture particuliéres, il est possible d’obtenir des cellules chondrocyte-like a partir des MSC.
Les MSC pouvant étre obtenues de patients sains dans des conditions éthiques acceptables, ces

cellules représentent de bonnes candidates pour 1’ingénierie tissulaire du cartilage.

L’utilisation des MSC pour la production de tissu cartilagineux par ingénierie tissulaire

souleve tout de méme plusieurs questions :

e Quelle source de MSC utiliser ? les MSC possedent-elles toutes les mémes
propriétés de différenciation chondrogénique, indépendamment de leur origine ?
Comment induire et maintenir leur différenciation en chondrocytes ?

e Quels biomatériaux associer a ces MSC ? Doivent-ils participer a I’obtention et
au maintien du phénotype chondrocytaire ? Comment assurer des propriétés
biomécaniques semblables a celles du cartilage ?

e Quels facteurs moléculaires utiliser ? Ces facteurs doivent-ils étre associé au

produit implanté ?

Une fois ces questions abordées, il s’agit de déterminer si le concept est applicable in
vivo. Se posent alors les questions de la pertinence des modeéles, des schémas thérapeutiques ou
encore des critéres d’évaluation. Enfin, le recul obtenu aprés 20 ans de recherche nous permet

d’explorer la relevance de cette approche thérapeutique en clinique humaine.
2. Preuve de concept

2.1.Invitro

La restauration de la structure et de la fonction du cartilage articulaire suite a une Iésion
traumatique ou dégénérative représente toujours un défi pour la médecine orthopédique.
L’obtention d’un tissu cartilagineux fonctionnel via les méthodologies d’ingénierie tissulaire
repose sur les 3 piliers de I’ingénierie tissulaire : une composante cellulaire, une matrice
tridimensionnelle, permettant le support de fonctions mécaniques et biologiques dont le
maintien du phénotype chondrocytaire, et 1’utilisations d’agents (facteurs de croissances,
vecteurs génétiques, ...) apportant un support a I’induction et au maintien du phénotype

chondrocytaire.
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2.1.1. Le premier pilier : les cellules

Depuis les années 2000, 1’utilisation des MSC est envisagée pour remplacer I’utilisation
des chondrocytes dans les approches d’ingénierie tissulaire (217). En effet, la densite de cellules
optimale pour I’obtention d’un néo-cartilage fonctionnel est évaluée a 1 million de cellules par
cmz2 (218). Il est donc nécessaire de pouvoir amplifier les cellules d’intérét (chondrocytes, MSC,
etc.) de maniére suffisante pour permettre le comblement des défauts cartilagineux, notamment
lorsque ceux-ci représentent des surfaces importantes (parfois jusqu’a 10cm?). Les MSC
représentent donc un atout considérable puisque leur potentiel de division est trés important et

qu’elles peuvent étre différenciées in vitro comme in vivo en chondrocytes (157).

De nombreuses sources de MSC ont été envisagées, notamment la moelle osseuse, le
tissu adipeux, le cordon ombilical, le placenta, synovium, tissu adipeux de Hoffa, le sang
périphérique ou le derme. Toutes ces sources ne représentent pas les mémes facilités

d’obtention ou propriétés chondrogéniques.
BM-MSC

Les MSC de la moelle osseuse (BM-MSC) ont été les premiéres MSC découvertes
(153), c’est pourquoi ce sont également les premieres MSC a avoir démontré un potentiel
chondrogénique (163). Ainsi dans les conditions appropriées, au minimum en culture sous
forme de pellet et en présence de TGF-B, les BM-MSC diminuent leur production de collagéne
| et augmentent leur production de collagene 11 et X (163). C’est pourquoi I’étude des BM-MSC
dans le cadre de stratégie d’ingénierie tissulaire du cartilage est la plus documentée et le

développement clinique des BM-MSC est le plus avancé (phase clinique).

L’utilisation des BM-MSC sert donc de référence pour comparer les propriétés
chondrogéniques des autres MSC. Cependant, 1’utilisation des BM-MSC en clinique courante
représente plusieurs inconvénients. Premiérement, 1’obtention de ces MSC requiére une
procedure tres invasive associée a une morbidité importante et des douleurs post-opératoires
malgré I’utilisation d’une anesthésie génerale ou péridurale. Deuxiemement la quantité de BM-
MSC contenues dans un prélévement de moelle osseuse est trés faible (0.001% a 0.01% des
cellules) (164). 1l est donc nécessaire d’amplifier de maniére importante ces BM-MSC ex vivo,
ce qui entraine également un risque de perte d’activité biologie et de sécurité microbiologique.
Enfin, I’idée que les MSC conservent une « mémoire » de leur tissu d’origine et donc posséde
des caractéristique propres a ce tissu se développe de plus en plus (219). Cette propriété de

mémoire explique pourquoi le tissu cartilagineux obtenu a partir de BM-MSC exprime des
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caractéres phénotypiques de cartilage hypertrophiques (collagene X) ou fibrotique (collagéne

I) et tend a reproduire le processus d’ossification endochondrale (219).
AT-MSC

Depuis plusieurs années, 1'utilisation de MSC isolées du tissue adipeux (AT-MSC)
gagne en intérét (220). Provenant du mésoderme comme la moelle osseuse, 1’0s et le cartilage,
le tissu adipeux présente 1’intérét d’étre relativement abondant et son prélevement peu invasif
(218). Les autres avantages des AT-MSC sont une abondance relative importante au sein du
prelévement (1% a 10% de la fraction stromale vasculaire isolée du tissu adipeux), un temps de
doublement faible (45h) comparé aux BM-MSC (80H) et un potentiel de prolifération important
dd a un vieillissement plus lent (218). En revanche, le potentiel chondrogénique des AT-MSC
est moins important que celui des BM-MSC (218). Ce potentiel chondrogénique moindre peut
s’expliquer par la « mémoire » tissulaire des AT-MSC, plus éloignées de la formation du

cartilage lors du développement.
UC-MSC

Les MSC isolées du cordon ombilical, que ce soit du sang de cordon (UCB-MSC), de
la gelée de Wharton (WJ-MSC) ou de la totalité du cordon (UC-MSC) ont démontrées leur
capacité de différenciation chondrogénique. Présentant 1’avantage de pouvoir étre obtenues de
maniére non invasive, puisque provenant de déchets opératoires suite a I’accouchement (208),
les UC-MSC possedent également un grand potentiel de prolifération et un temps de
doublement faible (40h). Ces avantages, associés a leurs propriétés trophiques importantes,
leurs ont valu un transfert accéléré vers la recherche clinique. Il n’existe cependant que deux
études cherchant a comparer leur potentiel chondrogénique a celui de BM-MSC avec des
résultats opposeés. La premiere chez le cheval indique un potentiel chondrogénique plus
important des UC-MSC comparé aux BM-MSC (221). La seconde démontre un potentiel
chondrogénique inférieur des UC-MSC humaines comparées a des BM-MSC humaines (222).

Placental-MSC

Comme le cordon ombilical, le placenta est considéré comme un déchet opératoire suite
a I’accouchement. Il représente donc également une source intéressante de MSC. D’autant
qu’une étude montre que leurs propriétés chondrogéniques semblent equivalentes a celles des
BM-MSC (223).
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Synovial-MSC

L’origine embryonnaire mésodermique du synovium, comme le cartilage, et une phase
de différenciation commune des cellules, toutes positives pour le GDF5, en fait I’un des tissus
les plus proches du cartilage en terme de développement (224). C’est pourquoi plusieurs études
se sont intéressées au potentiel chondrogénique des MSC isolées de ce tissu (225). Ces études
ont ainsi démontré une supériorité des Synoviale-MSC comparées aux BM-MSC en terme de
potentiel chondrogénique, avec une production de collagéne de type Il supérieure et une
production de collagene de type X moindre (225). En revanche, la faible possibilité d’obtention
de prélévement, et le besoin d’amplification important de Synovial-MSC entrave leur
translation vers la clinique (219).

FP-MSC

L’origine embryonnaire du cousin graisseux de Hoffa (coussin graisseux infra-
patellaire) est différente de celle du tissu adipeux sous-cutané. Plus proches des cellules
trouvées dans la membrane synoviale, elle partagent avec celles-ci des capacités
chondrogéniques plus importantes que celles des BM-MSC ou AT-MSC (226). Cependant,
comme pour les MSC de la membrane synoviale, 1’obtention de tissu provenant du coussin
graisseux de Hoffa est plus difficile et invasif, ce qui ne fait pas des FP-MSC de bonnes

candidates pour le traitement de I’arthrose.
PBPC

La présence de MSC circulantes (PBPC) a été mise en évidence dans le sang
périphérique. La capacité de différenciation chondrogénique de ces PBPC a été évaluée in vitro
et in vivo (227). Cependant, cette capacité de différenciation n’a pas été comparée a celle
d’autres types de MSC (BM-MSC ou AT-MSC) (227).
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2.1.2. Le second pilier : la matrice

Les tissus sont constitués de deux composants majeurs : les cellules et une matrice
extracellulaire (MEC). La MEC joue un role important dans la prolifération, la différenciation
et le maintien du phénotype des cellules résidant au sein du tissu. Elle sert a la fois de support
physique aux cellules, leur permettant d’adhérer et de se mouvoir, comme de support de réserve,
via I’adsorption de nutriments ou de facteurs de croissance (228). Les défauts tissulaires de
taille importante peinent a étre régenérés par I’apport unique de cellules, la MEC étant
¢galement absente. L’apport d’une matrice artificiclle, composée de biomatériaux, permet de
pallier I’absence de MEC endogene. Les cellules apportées pourront alors assurer la pérennité
du tissu implanté, a travers le remodelage et la réparation de la matrice, notamment au niveau

du cartilage, tissu soumis a de nombreuses contraintes mécaniques.

Suite a la Biomaterials Consensus Conference en 1982, les biomatériaux sont définis
comme « toute substance ou combinaison de substances, autre qu’un médicament, d’origine
synthétique ou naturelle, qui peuvent étre utilisée, a tout moment, dans le but de complémenter
ou remplacer les tissus ou organes dans leurs fonctions. » (229). La premiére qualité des
biomatériaux est d’étre biocompatible c’est a dire d’induire une biotolérance : ne pas étre
toxique et ne pas induire de réaction immunitaire (218). Les biomatériaux doivent étre poreux
pour permettre ’infiltration cellulaire ainsi que la diffusion de I’oxygene et des nutriments en
leur sein (230). Enfin les biomatériaux doivent étre biodégradables. Ainsi ils permettent un
support temporaire au tissu néoformé, qui sera résorbé au fur a mesure de la régénération du
tissu (218).

Les biomatériaux utilisés pour 1’ingénierie tissulaire du cartilage peuvent prendre la
forme d’hydrogels, d’éponges, de membranes, de treillis, ou de nanofibres (218). Leurs surfaces
peuvent étre modifiées pour améliorer leur hydrophilie ou pour améliorer leurs interactions
avec les cellules (218). Ils peuvent étre classés en biomatériaux d’origine naturelle (comprenant

les biomatériaux protéiques ou polysaccharidiques) ou d’origine synthétique.
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Biomatériaux d origine naturelle

Les biomatériaux d’origine naturelle sont caractérisés par de bonnes biocompatibilités
et de bonnes biodégradabilités. Leurs surfaces possedent des ligands reconnus par les récepteurs
présents & la surface des cellules, ce qui facilite la prise en greffe de ’implant in situ. En
contrepartie, ces biomatériaux présentent des propriétés mécaniques moindres. De plus, leur
vitesse de dégradation, variable d’un individu héte a I’autre, peut étre relativement rapide (218).
Enfin, ces matériaux obtenus du vivant, peuvent étre a 1’origine de réactions immunes ou de

transmission d’agents pathogénes (218).

Biomatériaux protéigues

Parmi les biomatériaux d’origine protéique on peut citer les matrices a base de

collagenes et de fibrine (231).

Les matrices a base de collagene sont les plus utilisées. Cependant, I’utilisation
d’éponges de collagénes | et 11, associées a des MSC, aboutit a la formation d’un tissu de
qualité inférieur au cartilage articulaire et montre des signes de dégénérescence des 24 mois
(232).

Les matrices a base de fibrine sont obtenues par polymérisation du fibrinogéne en
présence de thrombine. Associées aux MSC, ces matrices permettent 1’obtention d’un tissu
semblable au cartilage articulaire en une trentaine de jours (233). Cependant, la fibrine présente
des propriétés pro-inflammatoires et ses propriétés mécaniques sont assez faibles ce qui limite

son utilisation thérapeutique (231).

Biomatériaux saccharidiques

Parmi les biomatériaux a base de polysaccharides utilisés pour 1’ingénierie tissulaire du

cartilage, on retrouve 1’agarose, 1’alginate, 1’acide hyaluronique, le chitosan et la cellulose
(231).

Composée de L- et D-galactose, 1’agarose est obtenue a partir d’une algue. Trés utilisée
in vitro comme matrice 3D pour la culture cellulaire, il a été montré que 1’agarose améliorait
les propriétés chondrogéniques des MSC (234). En raison de sa dégradation faible, 1’agarose

est finalement peu utilisée comme matrice pour 1I’ingénierie tissulaire.
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L’alginate est également obtenu a partir d’une algue. Pouvant étre gélifiée de maniere
trés rapide en présence de cations divalents, I’alginate a également été utilisé in vitro pour la
culture tridimensionnelle de chondrocytes (231). Cependant, in vivo, 1’alginate peut induire une
réaction immune, ce qui malgré de bon résultats obtenus chez ’homme comme support de

I’implantation de chondrocytes autologues (235), freine son utilisation (236,237).

L’acide hyaluronique (HA) est un des composant de la matrice cartilagineuse.
L’utilisation de matrices d’HA in vitro permet d’augmenter la production de composants de la
MEC cartilagineuse (collagene de type Il et GAG) par les chondrocytes (238). Cependant,
dégradé par les hyaluronidases, les produits de dégradation de I’HA induisent la lyse des
chondrocytes (239).De plus, les propriétés mécaniques de I’HA ne sont pas suffisantes pour
assurer la fonction de transmission des forces mécaniques du cartilage (240). Non modifié¢ ’'HA
ne représente donc pas un bon candidat pour I’ingénierie tissulaire du cartilage. L’HA peut
toutefois étre modifié chimiquement ou associé a d’autres polyméres (gélatine, chondroitine)
pour augmenter sa biocompatibilité, ses propriétés mécaniques, sa capacité a induire le
phénotype chondrocytaire (241,242) et ainsi pouvoir étre envisagé comme matrice pour

régenérer le cartilage (231).

Le chitosan est un glycosaminoglycane (GAG) composant les cuticules des arthropodes
et les exosquelettes des céphalopodes. Associé a la chondroitine sulfate, il permet la formation
d’hydrogels utilisés pour I’encapsulation cellulaire, le relargage de principes actifs ou la culture
cellulaire 3D (243). In vitro, le chitosan, seul ou associé a 1’alginate ou I’HA, promeut 1’activité

chondrogénique de chondrocytes humains (244).

La cellulose est un polymére a base de glucose retrouvé dans le réegne végeétal et
représente le polymére naturel le plus répandu. Dégradé par des enzymes appelées cellulases
(245) la biocompatibilité de la cellulose est bien établie (246,247). In vitro, la cellulose permet
la prolifération des chondrocytes (245) et suite a une modification chimique de ce polymére par
incorporation de groupement silanol il est possible d’induire la formation d’un hydrogel
permettant la culture tridimensionnelle in vitro et I’implantation in vivo de chondrocytes
(248,249).
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Biomatériaux d origine synthétiques

De nombreux polymeéres synthétiques biodégradables sont également a 1’étude, tels que
les polyméres d’acide polylactique (PLA) ou d’acides polyglycoliques (PGA), les polymeéres
de polyéthyléne glycol (PEG), de polycaprolactone ou de poly(propyléne fumarate), ou encore
les assemblages de ces différents polyméres (PLGA : copolymére d’acide polylactique et

d’acides polyglycoliques) (218).

Ces matériaux synthétiques possédent des propriétés mécaniques intéressantes, leur
permettant de supporter les contraintes mécaniques appliquées au cartilage articulaire. Les
matériaux synthétiques sont également faciles a modeler pour correspondre a la forme du défaut
(218). lls sont inertes d’un point de vue immun et entrainent moins de risque de contamination
pathogéne (218). Enfin leur chimie est maitrisée. C’est-a-dire que leur production est
reproductible (218), leur vitesse de dégradation est caractérisée et il est possible de greffer a
leur surface des motifs moléculaires de maniére contr6lée (218). Le désavantage de ces
biomatériaux réside dans leurs faibles interactions avec les cellules associées (218). Enfin, les
biomatériaux synthétiques peuvent également étre a 1’origine de modification locales de pH au
niveau du site d’implantation, di a la présence de résidus de synthése non éliminés (monomeéres
non polymérisés, catalyseurs) (218). Par ailleurs, leurs produits de dégradations peuvent

présenter une toxicité non anticipée lors de leur synthese.

Les PLA et PGA sont les polymeres synthétiques les plus utilisés, et ce pour diverses
applications cliniques (218). La culture de chondrocytes en présence de ces matériaux permet

d’augmenter leur prolifération et leur production de protéoglycanes (218).

Biomatériaux composites

Les composites sont des matériaux composés de plusieurs ingrédients, présentant des
propriétés liees aux propriétés intrinseques des diverses substances les composant. Dans le
contexte de I’ingénierie tissulaire du cartilage, des résultats intéressants ont eété obtenus avec
des matériaux composites combinant 1’utilisation de polymeéres naturels et synthétiques et donc

présentant les avantages de ces deux types de matériaux (218).
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2.1.3. Le troisiéme pilier : les facteurs

Via les interactions cellules/matrice il est possible d’induire et de maintenir la
différenciation et la survie des cellules au sein du tissu créé par ingénierie tissulaire. Néanmoins,
il est possible d’améliorer ces propriétés de la matrice a 1’aide de facteurs solubles (facteurs de
croissances, cytokines, motifs d’adhésion) pouvant étre ajouté au produit d’ingénierie tissulaire
(230).

Dans I’optique de reproduire un tissu cartilagineux, il est nécessaire d’envisager
I’induction et le maintien de la différenciation chondrogénique des MSC. Or, les chondrocytes

ont tendance a se dédifférencier lorsqu’ils sont cultivés in vitro (250).

Induction et maintien du phénotype chondrocytaire

Le milieu chondrogénique classique, permettant la différenciation chondrogénique des
MSC, se compose d’un milieu sans sérum, complémenté en Insuline-Transferrine-Sélénium
(ITS), acides aminés non essentiels, acide ascorbique, dexamethasone, et TGF-B. Les MSC
étant cultivées a haute densité pendant 21 a 28 jours (163). Ce cocktail, permet d’induire la
production de collagéne de type II, d’aggrécane et divers autres marqueurs spécifiques du
cartilage. Cependant, il induit également la production de collagéne de type X, signature d’un
cartilage hypertrophique (163).

Plusieurs voies de signalisation sont donc a 1’étude pour moduler la différenciation
chondrogénique des MSC, parmi lesquelles on peut citer la superfamille des Transforming
Growth Factor-p (TGF- et BMPs), la famille des Fibroblaste Growth Factor (FGF), la famille
des Insuline-like Growth Factor (IGF), la famille Wingless (Wnt), et la famille Hedgehog (215).

La superfamille des Transforming Growth Factor-8

La superfamille des Transforming Growth Factor-f est une famille de polypeptides
comprenant les TGF-p, les Bone Morphogenique Proteins (BMP), les activines et les inhibines.
Ces facteurs sont responsables de cascades de signalisations induites par leur fixation sur des

récepteurs spécifiques a la surface des cellules.
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La famille des TGF-f est composé de 5 membres (TGF-B1 a TGF-B5). Principalement
produits dans I’os et le cartilage, ces facteurs de croissance induisent la production d’agrécanne,
de collagéne de type Il et peuvent induire la différenciation chondrogénique des MSC in vitro.
L’injection directe de TGF-f in vivo induit la formation d’ostéophytes et I’hyperplasie de la
membrane synoviale (251), suggérant la nécessité d’une application mesurée pour les besoins

de la chondrogenese (215).

La famille des BMP comprend une vingtaine de membres, qui sont impliqués des les
premiers stades de la chondrogenese et de 1’ostéogénése. Parmi ceux-ci les BMP-2, -4, -6, -7, -
13 et -14 sont capables d’induire la différenciation chondrogénique des MSC (252). Cependant,
I’injection de ces BMP in vivo, au niveau de sites ectopiques, induit la formation de tissu
ostéoide, suggérant également la nécessité d’une application mesurée pour les besoins de la

chondrogenese (215).

La famille des Fibroblast Growth Factor

La famille des Fibroblast Growth Factor (FGF) comprend 22 membres, interagissant
avec 4 récepteurs (FGFR). L’interaction entre les FGF et FGFR stabilise les FGF et entraine
I’activation de diverses cascades de signalisation intracellulaire. L’ implication de la famille des
FGF dans le développement du squelette a largement été mis en évidence par 1’étude de
corrélations entre dysplasies et mutation affectant les membres de cette famille (253).
Cependant peu d’¢tudes ont confirmé I’'implication des FGF dans les phénomeénes de
chondrogenése. FGFR3, et son ligand FGF18, semblent induire la réparation de défauts
cartilagineux (254) mais in vitro le FGF9 un autre ligand de FGFR3 entraine la production de
marqueurs hypertrophiques et arthrosiques du cartilage (255). Le FGF2 est trés souvent utilisé
dans les milieux d’amplification de culture cellulaire in vitro, car il permet d’augmenter la
prolifération des MSC et d’améliorer leur capacité de différenciation en chondrocytes un fois

les MSC placées en milieu chondrogénique (256).

Les résultats mitigés emergeants des études s’intéressant a 1’utilisation de ces facteurs
de croissance met en lumiére la nécessité d’une meilleure caractérisation des voies de

signalisation impliquées dans les fonctions des FGF.
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La famille des Insuline-like Growth Factor
La famille des Insuline-like Growth Factor (IGF) comprend deux ligands (IGF-1 et IGF-
2), deux récepteurs (IGF1R et IGF2R), plusieurs IGF-binding proteins (IGFBP) et des IGFBP

protéases régulant 1’activité liée aux IGFs. Cette famille est nécessaire au développement de

nombreux tissus, la délétion d’IGF-1 ou d’IGF-2 entrainant des retards importants de
développement et de croissance (257,258).

L’IGFR1 est exprimé par les chondrocytes, les ostéoblastes et les ostéoclastes (259). Au
niveau du cartilage la fixation de I’IGF-1 a IGFR participe au maintien de I’homéostasie en
stimulant la synthése de protéoglycanes et en promouvant la survie et la prolifération des
chondrocytes (260). L’IGF-1 a également été identifié comme un des facteurs nécessaire a
I’induction de la différenciation chondrogénique des MSC (163), I’ajout d’IGF-1 au milieu
chondrogénique augmentant la production des marqueurs spécifiques du cartilage (collagéne
de type Il et GAG) (261).

La famille Wingless

La famille Wingless (Wnt) contient plus de 20 membres impliqués dans diverses
fonctions au cours du développement. La plupart des Wnt activent la voie de signalisation [3-
caténine (dite canonique) en stabilisant la B-caténine et en évitant sa dégradation (215). Certains
activent des voies de signalisations indépendantes de la B-caténine (215). Les membres de la
famille Wnt activant la voie canonique tendent a induire 1’ossification des tissus ou ils sont

exprimés et a inhiber la chondrogenese (262).

Whnt-1, -4, -7a et -8 inhibent la différenciation chondrogénique, tandis que les Wnt-5a,
-bb et -11 régulent la prolifération chondrocytaire et la maturation hypertrophique au cours de

I’embryogénése comme dans la plaque de croissance apres la naissance (263).
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La famille Hedgehog

La famille Hedgehog comprend 3 membres : Sonic Hedgehog (SHH), Indian Hedgehog
(IHH) et Desert Hedgehog (DHH). IHH a été montré comme un régulateur central de
I’ossification enchondrale, interagissant dans les voies de prolifération et de différenciation des
chondrocytes, ainsi que dans les phénoménes d’ossification. L’expression IHH induit la
production de Parathyroide Hormone related Protein (PTHrP) qui elle-méme prévient la
différenciation des chondrocytes articulaires en chondrocytes pré-hypertrophiques et promeut
leur prolifération. In vitro, SHH améliore la différenciation ostéogénique des MSC (264)
augmente I’expression de marqueurs du cartilage (265) et inhibe la différenciation

adipogénique (266).

Les miRNA
Plusieurs miRNA ont été identifiés comme interagissant avec les propriétés de
différenciation des MSC. Certains, comme le miR-140, induisent directement la chondrogenese
(267). D’autres, tels que miR-221, miR-22 ou encore miR-1305, inhibent la différenciation
chondrogénique (268-270). L’inhibition de ces miRNA permet alors d’améliorer la

différenciation chondrogénique des MSC.

Association des facteurs a la matrice

L’articulation offre I’avantage de permettre une administration localisée des traitements
thérapeutiques utilisés pour traiter les atteintes articulaires. Cependant, la nature et la
composition du cartilage rend ce tissu peu perméable aux molécules administrées. Au sein du
liquide synovial ces molécules sont rapidement prises en charge et éliminées via les systémes

veineux et lymphatique présents dans la membrane synoviale (271).

L’utilisation des biomatériaux dans le cadre de I’ingénierie tissulaire du cartilage
représente alors 1’opportunité d’un systéme de délivrance controlé de facteurs identifiés comme
anti-arthrosiques ou stimulateur de la différenciation chondrogénique des MSC co-
administrées. Pour permettre cette délivrance contrdlée, plusieurs stratégies peuvent étre

envisagees.
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Tout d’abord I’utilisation des propriétés d’adsorption des biomatériaux utilisés comme
matrice. Grace a la porosité des réseaux formeés par les biomatériaux, ainsi que leurs potentiels
de surface, il est possible de capturer divers facteurs solubles dont la libération sera directement
fonction de leur taille et charge. Afin d’augmenter la quantité de facteurs adsorbés il est possible
de modifier les biomatériaux utilisés pour leur faire intégrer des séquences peptidiques de
rétention de facteurs (272). Cette stratégie a été employer dans le cadre de I’arthrose pour
fonctionnaliser un gel & base d’acide hyaluronique afin de délivrer au sein de I’articulation de
la BMP-2 et du TGF-B (273).

Une autre approche consiste a modifier les biomatériaux pour leur attacher directement
les facteurs d’intéréts. Ces facteurs pouvant étre ensuite libérés sous 1’action de contraintes
mécaniques ou d’enzymes spécifiques exprimées au niveau du site a traiter. Un hydrogel a base
de PEG a ainsi été modifié, exprimant des motifs substrats des MMP. Cet hydrogel encapsulant

des chondrocytes, permettait & ces cellules de remodeler leur environnement (274).

Enfin une derniere approche modifie les facteurs administrés pour leur faire exprimer
des séquences leur permettant d’interagir avec les biomatériaux utilisés. De nombreux facteurs
de croissances (FGF, BMP, etc.) possedent des séquences peptidiques leur permettant
d’interagir avec la MEC. L’affinité de ces séquences pour les différentes macromolécules
retrouvees dans les MEC varie, permettant une certaine spécificité d’interaction (275). Ainsi
dans le cadre de I’arthrose I’IGF-1 a pu étre modifié pour exprimer un domaine de fixation a

I’héparine, permettant alors son interaction avec la matrice cartilagineuse (276).
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2.1.4. Le systeme de culture

Afin de reproduire un tissu cartilagineux fonctionnel par ingénierie tissulaire, en plus
des 3 piliers cité précedemment, il est possible d’agir sur les conditions environnementales de
culture. En conditions physiologiques, les chondrocytes sont retrouvées au sein d’une matrice
tridimensionnelle complexe, dans un milieu pauvre en oxygene et nutriments et soumis a divers
sollicitation mécaniques. Il a été montré in vitro que la reproduction de ces conditions permettait

d’améliorer la différenciation chondrogénique.
2D vs 3D

Au sein du tissu cartilagineux, les chondrocytes résident au milieu d’un environnement
tridimensionnel complexe. Une fois mis en culture classique (2D) on observe une modification
de leur phénotype, notamment une dédifférenciation vers un phénotype fibroblastique (avec
expression de collagene 1) (250,277). Cette dédifférenciation peut étre limitée voir inversée par
une culture en 3D (278-280), montrant ainsi le caractére essentiel de ce type d’environnement
pour le maintien du phénotype chondrocytaire. Ainsi il est possible d’améliorer la
différenciation chondrogéniques des MSC en les incluant dans un environnement 3D (pellet,
micro-masse, biomatériaux). Ces systemes de culture permettent soit de mimer les conditions
de densité cellulaires observées au cours du développement des zones articulaires (281), soit de
reproduire 1’environnement matriciel du cartilage et améliorent ainsi la différenciation de ces

cellules.

L’usage de technologies de bio-impression peut également étre envisagées dans la
recherche d’environnement plus complexes mimant 1’architecture du cartilage. Dans le cadre
de I’'ingénierie du cartilage cette technique peut égalent permettre de mouler au plus proches

les contours du défaut cartilagineux a combler (230).
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L ’hypoxie

La tension en oxygéne, au sein du cartilage, est faible (1% a 7%). L’adaptation des
chondrocytes a cette faible concentration en oxygene passe par l’expression de plusieurs
facteurs de transcription tels que Hypoxia-inducible factor (HIF) (282). En condition
normoxique de culture (21% d’0>), certaines sous-unité du complexe HIF (HIF-1a et HIF-2a)
sont dégradées par le protéasome (283). En conditions hypoxiques (1% ou 5%), ces sous unités
ne sont plus déegradées et sont alors transloquées au sein du noyau ou elles se lient a la sous-
unité HIF-1p et induisent la transcription de génes spécifiques, possédant les séquences HRE

(hypoxia response element) (284).

HIF-1a et HIF-2a ont été montrés comme participant a la régulation des phénomeénes
prolifératifs et a I’induction du phénotype des chondrocytes (285,286). Ainsi la culture de BM-
MSC et AT-MSC en condition hypoxique a amélioré leurs propriétés chondrogéniques
(287,288).

Sollicitation mécanique

Le cartilage, en conditions physiologiques, est soumis a un ensemble de forces
mécaniques (pression hydrostatique du a son caractere fortement hydraté, forces de
compressions, forces de cisaillement) (289,290). Les chondrocytes, via la présence de cils a
leur surface, sont sensibles a ces sollicitations mécaniques, qui participent a I’induction de leur
phénotype (291). Ainsi il a été montré que 1’application de diverses forces mécaniques modifie

’organisation de la MEC de produits d’ingénierie tissulaire du cartilage (292).

L’utilisation de bioréacteurs permettant 1’application de ces contraintes mécaniques est
donc a envisager dans les stratégies de développement de cartilage par les techniques

d’ingénierie tissulaire.
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2.2.Preé-clinique

De nombreuses données in vitro supportent 1’utilisation des MSC dans des stratégies
d’ingénierie tissulaire, mettant d’ailleurs en avant diverses solutions permettant d’améliorer les
propriétés chondrogéniques des MSC. Malgré cela, les données issues d’études chez I’animal
explorant 1’utilisation de ces stratégies d’ingénierie tissulaires sont relativement peu

nombreuses.
2.2.1. Les modéles utilisés

Les modeles animaux utilisés pour mettre en évidence la capacité de MSC a restaurer
un cartilage articulaire reposent sur la formation de défauts cartilagineux artificiels. Ces défauts
de tailles comprises entre 1 et 25 mm2 chez les petits animaux (lapin, rats, cochon d’inde) et 1
a 65 mm?2 chez les grands animaux (porc, mouton, chévre, cheval chien), sont principalement
réalisés au niveau des articulations fémoro-tibiales (293). Il est déja a noter que ce type de
modele ne permet pas de prendre en compte I’ensemble de la complexité de la maladie
arthrosique : modifications phénotypiques des chondrocytes en marge du défaut, dialogue
perturbé avec le tissu osseux sous-chondral, ou encore inflammation au sein de la cavité
articulaire. Ainsi les relations entre la greffe et les tissus environnants sont simplifiées mais

I’influence de la pathologie sur le traitement ne peut étre mesurée.

Le lapin est ’animal de plus utilisé (51% des études) (293), puis le porc, le rat (12%),
le mouton, la chevre, le cheval, le chien (4%) et de maniére plus anecdotiques le singe, le cochon
d’inde et I’ane. Cette répartition est différente de celles des modeles animaux utilisés pour
I’étude de 1’arthrose, rat et souris y trouvant une place beaucoup plus importante et le chien se
trouvant étre le «grand animal » le plus utilisé (294). Histologiqguement équins et ovins
possedent une structure cartilagineuse plus proche de celle retrouvée chez 1’homme, tandis que
la structure du cartilage chez le rat et la souris est relativement éloignée de la physiologie

humaine.
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2.2.2. Les MSC utilisées

La plupart des etudes (75%) évaluent les propriétés des BM-MSC a reproduire un tissu
cartilagineux (293). Les AT-MSC et les Synoviale-MSC sont les deux autres types de MSC les
plus étudiés (respectivement 11% et 5% des études) (293). BM-MSC et AT-MSC sont deux
types de MSC dont I’obtention est relativement aisée et historiquement les BM-MSC sont les
MSC de référence (153), ce qui explique pourquoi il s’agit des MSC les plus utilisées. Les
Synoviales-MSC représentent la troisiéme source de MSC utilisées chez 1’animal pour 1’étude
des stratégies d’ingénierie tissulaire du cartilage en raison de leurs propriétés chondrogéniques

superieures (225) et de leur origine embryonnaire proche du cartilage (224).

Le nombre de MSC utilisées varie de 10° & 102 cellules par cm2, cependant la majorité
des études utilisent des doses de 10° MSC par cm? (293). La quantité de cellules utilisée semble
avoir une influence sur les propriétés chondrogéniques de ces MSC, une densité plus importante
de cellules augmentant la formation d’un cartilage articulaire de qualité (293). Cependant,
I’augmentation de la quantité de MSC greffées semble étre associée a un risque d’inflammation

synoviale également plus important (293).

Finalement assez peu d’études étudient 1’efficacité thérapeutique de MSC allogéniques

(293), qui representent pourtant une source de MSC d’intérét pour un transfert vers la clinique.
2.2.3. Les matrices utilisées

Le PLGA, polymere synthétique d’acides lactiques et glycoliques, est le plus utilisé des
biomatériaux (16% des études) dans les stratégies d’ingénierie du cartilage chez 1’animal (293).
Les matrices a base de fibrine (9% des études), de collagéne (8% des études) et d’acide

hyaluronique (6% des études) sont également beaucoup utilisées (293).

Dans certaines études, la matrice de comblement du défaut est produite par les MSC
différenciées ou non in vitro. Cette matrice se compose alors des éléments (collagénes, GAG)
excrétés par les cellules préalablement condensées sous forme de pellet ou de micro-masse.
Dans ces approches la composante « biomatériau » sert uniqguement a maintenir le produit
d’ingénierie tissulaire cartilagineux au sein du défaut (colle a base de fibrine, membrane suturee

sur la surface cartilagineuse).
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2.2.4. Les facteurs utilisés

Finalement assez peu d’études (30% des études) évaluent 1’effet de facteurs sur la
capacité de MSC a reproduire du cartilage articulaire in vivo (293). Les TGF-P représentent les

molécules les plus utilisées (15% des études) (293)
2.2.5. Les critéres d’évaluation

La plupart des études (79%) utilisent des scores histologiques attestant la formation de
tissus ressemblant au cartilage hyalin pour valider la capacité des MSC a régénérer le cartilage
(293). D’autres analyses histologiques sont également utilisées (marquage
immunohistochimique du collagene de type Il — 76%, quantification des glycosaminoglycanes
et protéoglycanes, présences de clusters de chondrocytes) (293). 20% des études évaluent
I’expression génique de marqueurs spécifiques du cartilage (ACAN, COL2, SOX9) par

amplification des ARN messagers produits dans le tissu néoformé (RT-qPCR).
2.3.Clinique

Sur la centaine d’essais cliniques recensés sur la base de donnée clinicaltrials.gov (295)
et correspondant aux mots clés « arthrose » (« Osteoarthritis ») et « cellules souches » (« stem
cell »), seuls 5 essais cliniques font références a 1’application de MSC au sein d’un défaut
cartilagineux. Les autres correspondant a ’administration intra-articulaire de MSC et se
rapprochant ainsi plus d’une approche de thérapie cellulaire que d’une approche d’ingénierie

tissulaire.

Parmi ces 5 études, 3 correspondent aux essais cliniques de phase 1/2 et phase 3 de mise
sur la marché d’un produit a base de UC-MSC dans une matrice d’acide hyaluronique
(Cartistem®). Les deux autres études correspondent a des essais de phase 1 et 2/3 évaluant
I’utilisation de BM-MSC autologues en association avec une matrice « protéique » ou sous

forme de pellets associés a une colle a base de fibrine.

De maniéere étonnante de nombreuses revues de la littérature recensant les données
cliniques et précliniques relatives a [’'utilisation des MSC dans 1’arthrose ne font pas la

distinction entre les approches d’ingénierie tissulaire et de thérapie cellulaire (293,296-299).
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3. Limites

Malgré les avancées de la recherche concernant les moyens a disposition pour améliorer
la propriété des MSC a reproduire un cartilage articulaire, nous pouvons voir que plusieurs
limites entravent cette approche et se traduisent par un faible nombre d’études chez 1’animal

comme chez I’homme.
3.1.Limites relatives aux propriétés chondrogéniques des MSC

Comme nous avons pu le voir, le choix de la source de MSC idéale reste difficile a
trancher. D’un c6té les propriétés de différenciations des MSC semblent étre dépendantes de
I’origine embryonnaire du tissu a partir duquel ces MSC sont isolées. Ceci peut étre expliqué
par des modification épigénétiques induites au cours du développement. Une histoire commune
liant les tissus anatomiquement proches de [I’articulation (224). Ainsi les cellules
chondroprogénitrices retrouvées dans le cartilage présentent évidemment de meilleurs
propriétés chondrogéniques (300). Les MSC de la membrane synoviale et du coussin graisseux
de Hoffa également, si nous les comparons a la référence que sont les BM-MSC. Cependant,
I’obtention de ces MSC est associée a plus de morbidité au niveau du site de prélévement, en
raison de la taille peu importante de ces tissus (301). Au contraire, beaucoup plus aisées a
obtenir, les AT-MSC présentent, elles, des propriétés de différenciation chondrogéniques
moindres. Et les BM-MSC, considérées comme la référence, tendent a former du cartilage
hypertrophique, ou fibrotique, propice au phénoméne d’ossification endochondrale (163). Les
MSC isolées des annexes embryonnaires, principalement cordon ombilical et placenta,
représente des outils thérapeutiques intéressant mais soulévent des questionnements éthiques et
réglementaires. Tant que ces tissus sont utilisés a des fins de recherche ils peuvent étre utilisés
avec I’accord de la mére, cependant leur « commercialisation » n’est pas autorisée par le

législateur en France (208).

Grace a la poursuite de 1’étude du développement du tissu cartilagineux, des
mécanismes physiques et moléculaires, spatiaux et temporels impliqués, il est possible de
comprendre comment se régule la différenciation des chondrocytes articulaires. Alors il sera
possible d’identifier des leviers permettant de guider la différenciation de cellules souches

(MSC mais aussi, pourquoi pas, cellules pluripotentes induites).
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3.2.Limites liées aux conditions de culture

Du fait de sa non vascularisation et des pressions mécaniques qu’il subit, le cartilage se
trouve étre un tissu a 1’architecture complexe évoluant dans des conditions particuliéres. Ces
conditions participent a 1’évolution, et au maintien, du phénotype des chondrocytes résidant au
sein du cartilage articulaire. Aussi, il est nécessaire de prendre en compte et de chercher a
reproduire ces conditions en culture afin de favoriser I’obtention d’un produit dont les qualités
seraient semblables a celle d’un cartilage articulaire. Les conditions optimales restent a
déterminer. Cependant, on voit I’effet que des conditions de cultures peuvent avoir sur le
phénotype cellulaire lorsque des MSC entre en senescence ou perdent leurs propriétés de
différenciations lors d’une amplification importante ou lorsque des chondrocytes se
dédifférencient s’ils sont cultivés en deux dimensions. Ainsi les conditions de culture des
cellules utilisées a visée de régénération du cartilage doivent pouvoir étre évaluées du point de
vue de leurs efficacités avant d’étre implantées chez ’homme. Pour le moment il n’existe pas

de moyens de quantifier cette efficacite.
3.3.Limites liées a la matrice utilisée

Nous avons vu que le chondrocyte se trouvait au centre d’une organisation matricielle
complexe au sein du cartilage. La MEC du cartilage est composée de macromolécules
(collagénes, protéoglycanes) possédant des propriétés particuliéres, assurant la rigidité,
I’élasticité et la capacité a absorber et transmettre les forces de cisaillements et de compressions
appliquées sur ce tissu. Cette MEC assure d’autre part des propriétés diverses, allant du
maintien du phénotype des chondrocytes articulaire (par exemples les facteurs de croissance),
a la répartition tridimensionnelle des éléments matriciels produits par ces cellules (par exemple
les décorines) (302).

Les stratégies actuelles d’utilisation de matrices artificielles reposant sur I’emploi de
biomatériaux naturels ou synthétiques ne cherchent pas a reproduire cette complexité. De plus,
les biomatériaux disponibles ne possedent pas I’ensemble des propriétés mécaniques ou des
propriétés d’interactions qui seraient nécessaires. Les stratégies les plus intéressantes reposent
actuellement sur I’utilisation de matériaux composites comprenant des associations de
biomatériaux naturels et synthétiques. L’association de ces deux types de matériaux permet
ainsi de mettre a profit les avantages de ces deux approches a savoir de meilleurs propriétés
mécaniques et une meilleure intégration au tissu environnant. L’utilisation d’hydrogels est

également intéressante. Leur composition fortement aqueuse leur permet de faciliter les
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échanges au sein du tissu et avec 1’extérieur (218). Afin de reproduire, de maniére maitrisée,
une organisation matricielle définie, I’utilisation des technologies de bio-impression sont d’ores

et deja envisageées.
3.4.Limites liées aux facteurs

De nombreux facteurs moléculaires ont été identifies, in vitro, comme outils favorisant
les propriétés de différenciation chondrogéniques des MSC. Cependant, il est & garder en
mémoire que ces facteurs, identifiés pour leurs réles au cours du développement du tissu
cartilagineux, agissent de concert et les approches visant a utiliser ces facteurs de maniére
séparée n’ont pas permis I’émergence de solutions viables pour le transfert a I’animal et encore

moins a I’homme.

L’utilisation de nombreux facteurs peut représenter un col(t important freinant le
développement de ces approches. Cependant si les facteurs de croissance et les cytokines sont
des moyens de modifier les fonctions biologiques des MSC de « 1’extérieur », il est aussi
envisageable de modifier ces fonctions de « I’intérieur ». L’utilisation de vecteurs viraux, les
techniques d’électroporation ou d’administration liposomale, ou encore les approches
nanoparticulaires, sont autant de moyens permettant de modifier les fonctions biologiques des
cellules aux niveaux de I’ADN ou de I’ARN (230). L’utilisation de ce type de techniques a déja
montré son efficacité et a permis la mise sur le marché d’un produit de thérapie cellulaire
(INVOSSA™ : TissueGene C) consistant en un ratio 3:1 de chondrocytes allogéniques non

transduits et de chondrocytes transduits pour surexprimer le TGF-1 (152).

L’utilisation de tissu décellularis¢, comme matrice ou sous forme d’adjuvant au milieu
de culture aprés réduction du tissu, semble également améliorer les propriétés chondrogéniques
des MSC. Cet effet pourrait étre di aux vésicules extracellulaires (EV) contenues au sein de ce
tissu décellularisé (219). Cette hypothése est également supportée par diverses études étudiant
I’effet pro-chondrogéniques de co-culture, directes et indirecte, de MSC avec des chondrocytes
(303). 1l est maintenant bien établit que le dialogue cellulaire passe par la production de divers
EV (microvésicules, exosomes) qui permettent le transfert de protéines, ARN messagers, micro
ARN, d’une cellule a I’autre. De manicre intéressante, I’effet pro-chondrogénique de ces co-
cultures fonctionne également entre espéces différentes (303). L’utilisation de tissu
décellularis¢ ou d’EV provenant d’espéces animales peuvent donc étre envisagées pour

améliorer les propriétés chondrogéniques de MSC humaines.
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3.5.Limites liées a la pathologie et aux modeles utilisés

L’arthrose est une pathologie complexe. On retrouve des manifestations de la maladie
dans I’ensemble des tissus qui composent 1’articulation. Cependant les stratégies d’ingénierie
tissulaire et les modéles utilisés pour étudier ces stratégies ne prennent pas en compte cette
complexité. Que ce soit in vitro, ou la différenciation chondrogénique est induite dans des
conditions favorables, ou in vivo, chez 1’animal, ou les modeles de defaut cartilagineux différent
de ceux utilisés pour étudier I’arthrose comme nous avons pu le voir. Cette simplification, qui
s’explique pour des domaines émergents, peut expliquer 1I’absence de transfert de cette

approche thérapeutique a la clinique humaine.

L’effet de I’inflammation sur le phénotype chondrocytaire permet en partie d’expliquer
le peu d’études concernant 1’approche d’ingénierie tissulaire dans le traitement de I’arthrose.
En effet, les médiateurs de 1’inflammation retrouvés au sein des articulation arthrosiques (IL-
1B, TNF-a) stimulent le catabolisme et inhibent I’anabolisme au niveau des chondrocytes (304).
Ces médiateurs activent le facteur de transcription NFkB qui a été montré comme inhibant la
chondrogenése (305). Enfin le r6le de la dexamethasone (un corticoide aux propriétés anti-
inflammatoires) dans I’induction des propriétés chondrogéniques des MSC n’est pas

parfaitement élucidé mais semble nécessaire (163).

La prise en charge des lésions cartilagineuses liées a 1’arthrose par une approche
d’ingénierie tissulaire peut donc nécessiter d’avoir préalablement pris en charge certaines des

autres manifestations pathologiques associées a cette maladie.
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|es cellules souches comme medicaments de

thérapie cellulaire dans [’arthrose
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1. Rationnel

Comme nous 1’avons vu dans la partie précédente, I'utilisation des MSC dans une
approche d’ingénierie tissulaire présente un certain intérét pour la prise en charge de défauts
cartilagineux localisés. Cependant, la pathologie arthrosique ne s’exprime pas uniquement par
une lésion du tissu cartilagineux. Un ensemble d’atteintes mécaniques, inflammatoires,
dégénératives sont a I’ceuvre et s’expriment dans 1I’ensemble des tissus de 1’articulation. Or les
propriétés chondrogéniques des MSC sont inhibées dans des environnements inflammatoires
(305). De plus, méme associées a une matrice et différenciées in vitro, I’application d’un produit
d’ingénierie tissulaire dans un défaut cartilagineux au sein d’une articulation arthrosique ne
peut étre qu’une solution temporaire si les autres manifestations de 1’arthrose ne sont pas prises

en charge.

Historiquement ['utilisation des MSC pour le traitement de I’arthrose a reposé sur
I’expression de leurs propriétés chondrogéniques. Cependant, diverses études cherchant a
évaluer la sécurité d’utilisation de ces cellules par injection intraveineuse ou intra-articulaire,
ont montré des bénéfices thérapeutiques vis-a-vis de 1’arthrose, induite dans des modeles
animaux. Ceci malgré les limitations évoquées ci-dessus, ainsi que I’impossibilité de retrouver
ces MSC, différenciées ou non, dans les tissus articulaires quelques mois apres leur

administration.

La recherche menée pour comprendre 1’origine et le réle physiologique de ces MSC a
conduit a la mise en évidence de diverses propriétés d’intéréts thérapeutique : capacités
trophiques, capacités de recrutement et d’éducation du systéme immunitaire, capacité de
protection des cellules environnantes. Ainsi 1’idée que ces MSC pourraient, a travers leurs
activités de sécrétion, interagir avec les différents acteurs de la maladie, a permis 1’émergence
d’une seconde approche thérapeutique : ’utilisation des MSC comme médicament de thérapie

cellulaire.

Cette approche est envisagée pour le traitement de nombreuses pathologies (pathologies
neurodégéneratives, cardiovasculaires, hépatiques, pulmonaires, maladies auto-immunes,
cancérologie, etc.). Les MSC gréce a I’ensemble des facteurs qu’elles sécrétes vont
communiquer avec les cellules environnantes et pourrons mettre en jeu les propriétés trophiques

ou immunomodulatrices nécessaires a un retour vers une situation d’homéostasie.
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Se posent alors les questions suivantes :

e Quelles sont les propriétés trophiques ou immunomodulatrices présentant un
intérét pour le traitement de I’arthrose ?

e Avec quels acteurs de la maladie les MSC peuvent-elles interagir ?

e Quelles sont les données relatives a la sécurité d’utilisation de ces MSC comme
médicament de thérapie cellulaire, chez I’animal et chez I’homme ?

e Quelles MSC choisir ? Quelles voies d’administration ? Quelles associations
thérapeutiques ?

e Quelles sont les limites a I’utilisation des MSC comme médicament de thérapie

cellulaire ?

L’approche de thérapie cellulaire a émergé il y a une dizaine d’année, suites aux
premiers résultats obtenus de la recherche sur les MSC débutée il y a plus de 20 ans. De
nombreux essais cliniques évaluent aujourd’hui cette approche pour la prise en charge de

I’arthrose.
2. Preuve de concept

2.1.Invitro

Qutre leurs propriétés de difféerenciation, les MSC sont capable d’interagir avec les
cellules les environnant via divers mécanismes : interactions cellules-cellules (interactions
juxtacrines), la sécrétion de facteurs solubles, tels que des facteurs de croissance, des cytokines,
des chémokines, ou via la production des vésicules extracellulaires (interactions paracrines).
Au sein de la cavité intra-articulaire, ces interactions peuvent se produire avec les chondrocytes
du cartilage articulaire et les cellules méniscales, mais aussi avec les synoviocytes et les cellules

immunes retrouvées dans la membrane synoviale.
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2.1.1. Mécanismes d’interaction
2.1.1.1. Interactions juxtacrines

Les MSC posseédent des capacités d’implantation et de migration au sein des tissus
(306). Ces propriétés, gouvernéees par divers stimuli chimiques (cytokines et chémokines)
produites par les tissus endommagés, sont médiées par 1I’expression membranaire de diverses
molécules d’adhésion a la surface des MSC (P- et E-selectines, galectines, vascular cell
adhesion molecule 1 - VCAM-1, intercellular adhesion molecule 1 — ICAM-1, CD44 - HCAM,
Very late antigen 4 — VLA-4 aussi appelé CD49d) (306). Ces molécules d’adhésion permettent
également ’interaction des MSC avec les cellules immunitaires, recrutées elles aussi au niveau
de la lésion. Ce type d’interaction cellule-cellule permet de potentialiser D’activité
immunomodulatrice des MSC, d’une part en activant certaines voies de signalisations
impliquées dans ces processus d’immunomodulation (galectines, MHC-I sans les molécules co-
activatrices CD80 et CD86) (307—309) et d’autre part en favorisant 1’activité paracrine des MSC

grace a la proximité induite.

Les MSC sont également capables de produire des nanotubes, appelés tunneling
nanotube (TnT), permettant d’interconnecter le cytoplasme des MSC avec celui de cellules
cibles. Ces nanotubes permettent ainsi les échanges d’ions ou de petites molécules, a 1’instar
des gap junctions, des ARN ou des protéines, comme les vésicules extracellulaires, mais
également des organites intracellulaires (lysosomes, mitochondries) (310). Mise en évidence
dans des co-culture de MSC avec des cellules épithéliales, endothéliales ou avec des
cardiomyocytes, I’interaction des MSC avec les cellules de I’articulation, via ce systeme, n’a

pas encore été explorée (310).
2.1.1.2. Interactions paracrines

Une grande partie des propriétés trophiques et immunomodulatrices, permettant aux
MSC d’influencer leur microenvironnement, passe par la sécrétion de facteurs solubles et de
vésicules extracellulaires. Ces facteurs peuvent agir directement, via leur activité enzymatique
ou au travers de I’activation de voies de signalisations intracellulaires au niveau des cellules
Iésées, ou bien indirectement, en stimulant la production de facteurs actifs par les cellules
environnantes. Les MSC peuvent ainsi limiter les atteintes arthrosiques via le rétablissement de
I’équilibre homéostatique en promouvant I’activité anabolique et le recrutement de cellules
progénitrices, et en inhibant I’activité catabolique des chondrocytes et leur apoptose. Les MSC

permettraient également de réduire le stress oxydatif et d’inhiber le remodelage fibrotique au
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niveau du cartilage et du synovium. Par ailleurs, les MSC, via le recrutement des cellules
immunes et leur éducation vers des phénotypes régulateurs, participeraient a la résolution des

phénomeénes inflammatoires (311).

Facteurs solubles

Les principaux facteurs de croissance impliqués dans les propriétés chondroprotectrices
des MSC sont le transforming growth factor — (TGF-p), I’insuline-like growth factor-1 (IGF-
1), le basic fibroblat growth factor (bFGF), appelé aussi FGF2, et ’hepatic growth factor
(HGF), qui présentent a la fois des propriétés pro-prolifératives et anti-apoptotiques sur les
chondrocytes et participent au maintien de leur phénotype articulaire (169). HGF et FGF2 sont
également impliqués dans les propriétés anti-fibrotique des MSC s’exercant au niveau du
cartilage et de la membrane synoviale, en régulant I’expression de matrix métalloprotéinases
(MMPs) et des inhibiteurs de ces MMPs (TIMPs) (168,312).

En réponse a une stimulation par I’interleukine-1p (IL-1p) ou le tumor necrosis factor-
a (TNF-a), deux cytokines pro-inflammatoires retrouvées dans le liquide synovial des
articulations arthrosiques, les MSC peuvent produire diverses molécules telles que
I’indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO), la prostaglandine E2 (PGE2), le tumor necrosis factor-
inducible gene (TSG-6), I’interleukin-6 (IL-6), I’interleukin-10 (IL-10), I’interleukin-1 receptor
antagonist (IL1Ra) ou encore I’heme oxygénase (HO-1) (313), qui vont impacter la
prolifération et la fonction de différentes cellules de I’immunité innée et acquise impliquées

dans la pathologie arthrosigue.

Les propriétés secrétrices des MSC ne se limitent pas a leur environnement local. En
effet, par diffusion de certains facteurs sécrétés au sein du liquide interstitiel puis au sein de
liquides biologiques (liquide synovial, sang) les MSC peuvent recruter les cellules du systeme
immunitaire. Ce recrutement des cellules immunitaires se fait notamment via la production de
chémokines (SDF-1a, MCP-1, MCP-2, etc.) (314,315). Une fois les cellules immunitaires
recrutées, les MSC vont induire leur polarisation via la production des facteurs précités, et ainsi

promouvoir un environnement favorable a la régénération des tissus articulaires (315).
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Vésicules extracellulaires

Les vesicules extracellulaires (EVS) produites par les MSC peuvent également étre les
vecteurs de la promotion d’un environnement favorable a la régénération des tissus articulaires
(219,314-316). Les EVs representent une population hétérogene de vésicules lipidiques
produites par les cellules et permettant le dialogue intercellulaire. Parmi les EVs, on distingue
les exosomes des microvésicules (MVs), sur la base de leur taille (30 a 150 nm pour les
exosomes et 100 a 1000 nm pour les MVs) et de la fagon dont ces vésicules sont produites par
les cellules (endo/exocytose pour les exosomes et bourgeonnement membranaires pour les
MVs) (219). La petite taille et la nature biologique de ces EVs leur permet de diffuser facilement
et d’interagir avec les composants matriciels et cellulaires au sein des tissus (317). Ces EVs
sont un moyen pour les cellules d’encapsuler divers lipides de signalisation, protéines et ARN
(ARN messagers et ARN non codants : micro ARN et long ARN non codant) (318) facilitant
ainsi leur diffusion et les protégeant des phénomenes de dégradation/inactivation enzymatique,
augmentant de cette maniere leur demi-vie (318).

Plusieurs facteurs solubles produits par les MSC sont également retrouvés au sein des
EVs produites par ces MSC. Les EVs produites par les MSC sont aussi riches en micro ARN
(miRNA) (314), capables d’inhiber 1’expression de genes cibles par dégradation de I’ARN
messager correspondant. Plusieurs de ces miRNA ont été identifiés comme facteurs permettant
une protection vis-a-vis de I’arthrose (miR-140-5p, miR-92a-3p) (319,320) ou favorisant un
retour a I’homéostasie du cartilage (miR-23b, miR-125b, miR-145, miR-221) (321-325).

2.1.2. Interactions cellulaires

Lors d’une injection intra-articulaire de MSC, voie d’abord la plus simple d’utilisation
pour cette thérapie cellulaire, les MSC sont distribuées au sein de la cavité articulaire et peuvent
interagir avec les différents tissus présents dans la cavité articulaire (cartilage, ménisques,
membrane synoviale). Les MSC peuvent alors interférer avec les différentes cellules et surfaces
présentes. In vitro il a ainsi été étudié les différentes interactions possibles entre MSC et cellules

de I’articulation.
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2.1.2.1.  Les chondrocytes

Nous avons mentionné précedemment que la co-culture de chondrocytes et de MSC
augmentait le potentiel chondrogéniques de ces dernieres (303). Et que cette propriété était
dirigee par un dialogue intercellulaire reposant sur la production de diverses EVs, protéines
sécrétées, ARN messagers et micro ARN. Ce dialogue intercellulaire permet également aux
MSC d’influencer le devenir des chondrocytes. Il a ainsi été demontré in vitro qu’une co-culture
par contact indirect de MSC et de chondrocytes permettait de réduire 1’expression géniques de
marqueurs hypertrophiques (MMP13, Runx2, Col X) et fibrotiques (Col I, Col I1I) du cartilage
(326), tout en augmentant 1’expression de marqueurs spécifiques du cartilage articulaire
(ACAN, Col Il, SOX9) (327,328). Divers marqueurs inflammatoires (IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-
8, PGE2, NO) ainsi que la production de plusieurs chémokines (CXCL1, CCL2, CCL3, CCL5)
sont également diminués suite a la co-culture de chondrocytes avec des MSC (329).
L’utilisation d’un milieu conditionné par des MSC pour la culture de chondrocytes stimulés par
I’IL-1B permet notamment d’augmenter 1’autophagie dans les chondrocytes et de réduire le
nombre de chondrocytes sénescents (330,188). Enfin, il a été reporté que les exosomes produits
par les MSC étaient capable d’inhiber 1’apoptose induite par I’IL-1p des chondrocytes (331), et
promouvait la prolifération des chondrocytes (332).

2.1.2.2.  Les synoviocytes

La co-culture de MSC avec des synoviocytes permet également la réduction de
I’expression de marqueurs inflammatoires (IL-1p, TNF-a, IL-6, IL-8, PGE2, NO) ainsi que la
production de plusieurs chémokines (CXCL1, CCL2, CCL3, CCL5) par les synoviocytes (329).
En revanche, contrairement aux propriétés anti-apoptotique et pro-proliférative des MSC sur
les chondrocytes, la co-culture de MSC avec les synoviocytes permet de réduire la prolifération

induite par le TNF-o des synoviocytes et d’augmenter leur apoptose (333).
2.1.2.1.  Les cellules de I'immunité

Les interactions des MSC avec le systeme immunitaire ont été tres largement décrites
(pour revue voir : Li et Hua Cell. Mol. Life Sci. 2017 (334)). Selon les conditions les MSC
peuvent soit promouvoir 1’inflammation soit 1I’inhiber pour permettre un retour a la situation
d’équilibre homéostatique. Au cours de 1’arthrose, macrophages et lymphocytes infiltrent la
membrane et le liquide synoviale produisant un ensemble de facteurs pro-inflammatoires

déléteéres pour ’ensembles des tissus articulaires.
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Les macrophages

De nombreuses études ont montré que la co-culture de MSC avec des macrophages, naif
(MO) ou activés (M1), mene a la génération de macrophages pro-régénératifs (M2) via la
production de divers facteurs solubles (IDO, PGE2, TSG-6, IL-1Ra, IL-10, TGF-B) (185,335—
338). Outre, la réduction du nombre de cellules participant & la situation inflammatoire
pathologique, la promotion de ce phénotype pro-régénératif participe a I’activité globale pro-
régenérative des MSC de maniére indirect. En effet, les macrophages M2 produisent également
divers facteurs anti-inflammatoires, possédent peu de molécules co-activatrice (comme les
MSC) et présentent une activité de phagocytose élevée permettant 1’élimination des débris
activateurs du systéme immunitaire. L’ensemble de ces actions permet alors une réduction de

I’activation des cellules de I’immunité acquise : les lymphocytes.

Les lymphocytes T

Les MSC sont capables d’inhiber 1’activité des lymphocytes T (LT) de plusieurs facons.
Tout d’abord, les MSC peuvent inhiber la prolifération des LT via la sécrétion de TGF- et de
HGF qui vont induire I’arrét du cycle cellulaire des LT en phase G1 (339,340). Les MSC
peuvent aussi induire I’apoptose des LT activés par la conversion du tryptophane en kynurénine
via la production de IDO (341). Grace a I’absence d’expression de molécules co-activatrice
(CD80, CD86), les MSC sont capables d’induire le phénomene d’anergie chez les LT encore
inactif (342). Via la production d’IL-10 les MSC peuvent antagoniser la différenciation des LT
vers des phénotype pro-inflammatoires (Th1, Th17) et promouvoir la différenciation de ces LT
vers un phénotype régulateur (Treg) (343,344). Enfin, de maniére indirecte, les MSC peuvent
supprimer la production de signaux activateurs des LT en régulant les population de cellules
dendritiques, de cellules NK et, comme indiqué précédemment, de macrophages (185,345).
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2.2.Preé-clinique

Contrairement a 1’approche d’ingénierie tissulaire, de nombreuses données chez
I’animal sont disponibles pour évaluer la sécurité d’utilisation, la biodistribution ou I’efficacité

de la stratégie de thérapie cellulaire a base de MSC pour le traitement de 1’arthrose.
2.2.1. Les modeles utilisés

De nombreux modéles animaux sont disponibles pour étudier I’arthrose, que ce soit chez
des petits animaux (souris, rat, lapin, cochon d’inde) ou des grands animaux (chien, mouton,
chévre, cheval) (294). La pathologie arthrosique présente I’avantage de s’exprimer de maniére
naturelle chez plusieurs de ces animaux (chez certaines souches de souris, chez le chien ou
encore le cheval) ce qui a permis I’étude de cette maladie dans sa complexité (346). Il est
¢galement possible d’induire 1’arthrose chez ces animaux: de maniére traumatique
(chirurgicalement — sections ligamentaires ou méniscales (347) — ou de maniere non invasive
(348)) ou inflammatoire (a 1’aide de composants chimiques Ou enzymatiques — mono-
iodoacétate, collagénase (349,350)), via I’induction de désordres métaboliques (régimes riches
en graisses ou en sucres), ou encore grace a I’utilisation d’animaux transgéniques (348). Ces
modeles induits servent alors a explorer de maniere plus fine les mécanismes impliqués dans la

pathologie et les thérapeutiques étudiées.
2.2.2. Sécurité d’utilisation

Sur la base de multiples études chez I’animal comme chez I’homme, 1’utilisation des
MSC comme outils thérapeutique apparait stre. L’administration de MSC par voie
intraveineuse ou intra-articulaire n’est pas associée a la survenue d’effets indésirables graves
(déces, tumorogeneése, infections, formation de tissus ectopiques, etc.) (351,352). En raison de
leur propriété d’échappement immun, 1’utilisation de MSC, autologues comme allogéniques,
n’induit pas de réaction immunogéne (187). Contrairement aux cellules souches
embryonnaires, les MSC ne possédent pas d’activité de télomérase, ce qui conduit a leur entrée
en senescence apres une amplification importante (352). 11 s’agit d’un inconvénient pour la
stratégie d’amplification de ces MSC. En revanche, cette propriété représente un avantage in
vivo, puisqu’elle permet de réduire le risque de tumorogénicité (218). Malgré cela, quelques
études ont relaté des risques de transformation et de développement tumoral de MSC chez des
souris immunodéprimées (351). Ces études ont aujourd’hui été retirées, la formation tumorale
observée étant le résultat d’une contamination par une lignée cellulaire. Si cette rétractation

soutient le faible risque tumorogénique des thérapies cellulaires a base de MSC, ces études
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soulevent tout de méme les risques liés a la pureté et a la stérilité (au sens d’absence d’agent
pathogéne) des produits de thérapie cellulaire. La formation de tissu ectopique représente 1’un
des risques les plus importants associés a I’utilisation des MSC comme médicament de thérapie
cellulaire, notamment a cause de leurs propriétés de différenciations. Cependant, comme
indiqué précédemment, les études jusqu’ici réalisées n’ont pas montré de tendance a la

réalisation de ce risque (351,352).

L’effet des conditions de prélévement, d’amplification, de stockage et de formulation
doivent encore étre explorées et ce pour I’ensemble des sources des MSC. Ce manque
d’information n’a cependant pas été un frein a I’exploration précliniques de MSC isolées de
différentes sources : BM-MSC (353), AT-MSC (354), UC-MSC (WJ-MSC et UCB-MSC)
(355,356) et Synovial-MSC (357).

2.2.3. Dosage, routes d’administration et biodistribution

Il existe deux maniéres d’administrer les thérapies cellulaires : la voie systémique,
reposant sur 1’administration intraveineuse ou intra-artérielle du médicament de thérapie
cellulaire, et I’application locale, dans le cas de I’arthrose il s’agit d’une administration du
médicament de thérapie cellulaire par voie intra-articulaire. Privilégiée pour le traitement des
pathologies systémiques, telle que la réaction du greffon contre 1’héte, ou de pathologies
touchant des organes trés vascularisés (intestin dans le cas de la maladie de Crohn), la voie
systémique n’est pas trés adaptée a la prise en charge de I’arthrose par I’approche de thérapie
cellulaire. En effet, malgré la tendance des MSC a migrer vers les sites inflammatoires (306),
1I’absence de perfusion du cartilage articulaire et la forte rétention des MSC injectées par voie
systémique, au niveau des poumons (358) conduisent a une faible biodisponibilité des MSC
pour une action au niveau de I’articulation. En revanche, une administration intra-articulaire
des MSC permet de limiter leur diffusion en dehors de I’articulation. Des MSC peuvent alors
étre détectées jusqu’a 10 semaines aprés injection dans les tissus articulaires, sans étre

retrouvées en dehors de ’articulation (354).
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La dose de MSC injectées varie selon I’espéce et 1’articulation traitée. Ainsi chez la
souris la dose administrée varie de 1x10* & 1x10° MSC par articulation (fémoro-tibiale) (359),
alors que chez le chien la dose administrée sera de 3x10° au niveau de ’articulation huméro-
radiale et de 30x10% MSC au niveau de la hanche (346). La plupart des études reposaient
jusqu’ici sur une administration unique de MSC par voie intra-articulaire néanmoins plusieurs
études récentes suggeérent un effet thérapeutique amélioré de I’injection répétée de MSC au
niveau des articulations lésées (360,361).

2.2.4. Efficacité thérapeutique

L’effet bénéfique de I’injection intra-articulaire des MSC a été démontré pour la
premiére fois dans un modele caprin de méniscectomie. Dans cette étude, I’administration des
MSC a permis la régénération du ménisque, limitant de cette facon le développement de
I’arthrose (362). L’administration intra-articulaire des MSC a depuis été réalisée dans de
nombreux modéeles d’arthrose : modéles traumatiques induits chirurgicalement (363-365) ou
de maniere non invasive (366), modeles induit de maniére chimique (1), ou encore modeles
spontanés d’arthrose (367). Ces études ont mis en évidence la capacité de ce traitement
thérapeutique a limiter la progression de 1’arthrose (en limitant 1’érosion du cartilage ainsi que
la formation d’ostéophytes) (168), mais également sa capacité & diminuer les symptomes

douloureux et la perte de fonction des articulations déja touchées (346,351).
2.3.Clinique

Plusieurs essais cliniques ont montré que les thérapies cellulaires a base de MSC
représentent une solution thérapeutique sdre pour le traitement de diverses affections (infarctus,
maladie de Crohn, cardiomyopathies, réaction du greffon contre 1’hdte, arthrose). De plus, une
méta-analyse, regroupant plus de mille patients, n’a pas fait ressortir la survenue d’événements
indésirables graves (déces, tumorogenése, infections, etc.) des suites d’une administration de
MSC (autologues et allogéniques) par voie intraveineuse (368). Une autre revue systematique
de la littérature, concernant I’administration intra-articulaire de MSC, a également montré une

absence d’association de ce traitement avec la survenue d’évenement indésirables graves (369).
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Dans la base donnée clinicaltrials.gov (295), une recherche correspondant aux mots clés
« arthrose » (« Osteoarthritis ») et « cellules souches » (« stem cell ») a permis d’identifier 113
essais cliniques, tous statuts (en cours, terminé ou inconnu), toutes sources de MSC (BM-MSC,
AT-MSC, UC-MSC, etc.) et toutes phases (essais de phases 1 a 4) confondus. Les BM-MSC
(44 essais) et AT-MSC (42 essais) sont les deux types de MSC les plus utilisées. La plupart des
essais utilisent des cellules autologues (BM-MSC : 39 essais avec des cellules autologues, 5
avec des cellules allogéniques ; AT-MSC : 35 avec des cellules autologues, 7 avec des cellules
allogeniques, la plupart étant en phase de recrutement). 16 essais s’intéressent a 1’ utilisation des
UC-MSC et un seul essai a Iutilisation des placental-MSC. Ces eétudes consistant
exclusivement en I’administration de cellules allogéniques. La majorité des essais terminés
s’intéressaient aux BM-MSC (25 essais) contre 12 pour les AT-MSC et 6 pour les UC-MSC,
tandis que les essais en cours sont répartis differemment, avec 18 essais pour les BM-MSC, 22
pour les AT-MSC et 9 pour les UC-MSC. Les études complétées correspondent a des essais de

phase 1, 1/2 ou 2, tandis que les essais en cours sont plutot des essais de phase 2 ou 3.

Il n’existe pas encore de critéres d’uniformisation au regarde de la dose de MSC a
administrer, celles-ci pouvant varier de 2x10° a 5x10’ cellules par articulations. Le nombre de
passage (traduisant I’amplification préalable des MSC), les adjuvants utilisés (solution
saline, sérum, biomatériaux, plasma riche en plaguette — PRP) ou la durée de suivi font aussi

partie des données non standardisées (314-316).

La plupart des études recrutent des patients dont 1’arthrose, diagnostiquée au stade
2, est réfractaire aux traitements pharmacologiques (370). Lorsqu’elles excluent les patients
agés (plus de 65 ans) et/ou présentant une arthrose séveére, il est observé une amélioration
du cartilage en imagerie IRM, suggérant une régénération (371). Les scores subjectifs de
douleur et de fonction articulaire se trouvent egalement augmentés dans ces études. Les
¢tudes n’excluant pas ces patients 4gés présentant des Iésions importantes, montrent que la
thérapie cellulaire a base de MSC permet une amélioration sur 6 mois puis un nouveau
déclin (372). Ces résultats conduisent a penser que les patient présentant une arthrose
modéree seraient de bons candidats pour les stratégies de thérapie cellulaire a base de MSC
(371).
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Les critéres d’évaluations utilisés dans ces études reposent principalement sur
I’utilisation de scores permettant d’évaluer 1’évolution subjective des symptomes douloureux
et fonctionnels de la maladie : Western Ontario and McMaster Universities OA Index
(WOMAC), visual analog scale for pain (VAS) the intermittent and constant OA pain score
(ICOAP), Lequesne, Tegner-Lysholm activity score, American Orthopaedic Foot and Ankle
Society Score (AOFAS), Knee injury and Osteoarthritis Outcome Score (KOOS), etc. (299).
Ces critéres permettent ainsi d’évaluer I’efficacité des traitements face au ressenti des patients,
critere principal recherche par les praticiens. Cependant, ces scores de douleur ou évaluant la
fonction articulaire des patients arthrosiques ne permettent pas de mesurer 1’action régénératrice
des traitements. Afin d’évaluer la régénération cartilagineuse, certaines études utilisent alors
diverses techniques d’imagerie (radiographies, IRM) permettant d’évaluer des critéres comme
I’interligne articulaire ou le temps de relaxation du tissu cartilagineux. Il est également possible,
grace aux techniques d’arthroscopie de réaliser une évaluation visuelle de 1’aspect des 1ésions,

ou encore de prélever une partie des tissus pour une évaluation histologique (314-316).

Les résultats obtenus a la suite de ces études montrent des améliorations en terme de
ressenti de la douleur, de mobilité et de fonction articulaire et de qualité de vie (314-316), sur
des périodes allant de 6 mois a 2 ans. Comme indiqué précédemment, aucun effet indésirable
grave n’est survenu des suites de 1’administrations de MSC a des patients arthrosiques. Les
effets indésirables reportés correspondant a des manifestions inflammatoires passageres telles
que des douleurs au niveau de I’articulation traitée, des épanchements articulaires, une
augmentation des neutrophiles sanguins, une augmentation de la protéine C-reactive et d’autres
symptomes divers (diarrhée, hypertension artérielle, 1égers problémes oculaires, nasaux,
urinaires, etc.) (314-316).
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3. Limites

3.1.Limites liées aux mécanismes non encore élucidés

L’approche de thérapie cellulaire a base de MSC pour le traitement de 1’arthrose découle
des observations faites lors des études précliniques et cliniques cherchant a démontrer la
sécurité d’utilisation et I’efficacité de I’approche d’ingénierie tissulaire. En effet, en cherchant
a régénérer le cartilage, via I’administration de MSC au niveau de I’articulation, il a été observé
une amélioration thérapeutique malgré 1’absence de maintien des MSC, différenciées ou non,
au sein de cette articulation. Les mécanismes exactes soutenant 1’utilisation des MSC comme
médicament de thérapie cellulaire dans I’arthrose ne sont donc pas parfaitement élucidés et

méritent donc de plus amples investigations.
3.2.Limites liées au processus de production des MSC

L’injection de MSC par voie intra-articulaire n’a pas entrainé d’évenements indésirables
graves et ce dans de nombreux essais cliniques. Cependant, les risques liés a la sécurité
d’utilisation des médicaments s’étendent a I’ensemble du processus de fabrication et il est a
noté une grande variabilité¢ dans les méthodes d’obtention, d’isolement, d’amplification, de
stockage, de formulation et d’administration des MSC. Chacune de ces étapes est sujet a divers
risques allant de la contamination par des agents pathogénes a la perte d’activité thérapeutique
des MSC administrees. Il existe donc un besoin de standardisation dont les autorités de
régulations se sont emparées, édictant de nouvelles recommandations vis-a-vis du
développement de ces nouvelles thérapeutiques a base de cellules somatiques (Dir. 2001/83/EC
Annex |, part IV ; EMEA/CHMP/410869/2006 ; ICH Q5D).

3.3.Limites liées a la mortalité des MSC suite a leur administration

Plusieurs études relatent une disparition rapide (quelques semaines) des MSC injectées
au sein de la cavité articulaire et ce malgré leurs propriétés d’échappement immun observé in
vitro. Plusieurs raisons peuvent expliquer ce phénomeéne. Face a [I’environnement
inflammatoire arthrosiques, les MSC peuvent modifier 1’expression de divers marqueurs de
surface les rendant alors «visibles » pour le systeme immunitaire (158). Au niveau du
mécanisme de délivrance, I’intégrité des MSC peut étre altérée en raisons de forces mécaniques
exercees sur ces derniéres lors de leur passage dans I’aiguille d’injection résultant d’une vitesse
d’injection trop importante, d’un diamétre d’aiguille trop faible ou encore d’une agglomeération
de ces cellules (352). L’utilisation d’adjuvants tels que des biomatériaux pour encapsuler les
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MSC ou modifier la viscosité de la préparation ou des facteurs pour améliorer la survie des
MSC peut étre envisagée pour limiter la disparition des MSC et permettre aux cellules d’exercer
leur activité thérapeutique. Cependant, certaines études suggérent que ce sont les débris

cellulaires des MSC mortes qui posséderaient une activité thérapeutique (373).

Une autre question, soulevée par cette disparition des MSC, réside dans leur mécanisme
d’action. Comment expliquer I’effet thérapeutique observé si le « médicament » n’est plus
présent. Une des hypothéses avancées serait que les MSC exerceraient leurs effets
thérapeutiques par la production de cytokines, de facteurs et de vésicules pouvant étre stockés
au sein du liquide synovial et des MEC des tissus articulaires. Cette solution permet alors
d’envisager des thérapies sans cellule composées uniquement des sécrétions produites par les
MSC cultivees in vitro (314-316). Une autre hypothese serait que les MSC déploieraient leur
activité d’éducation du systéme immunitaire au cours des jours suivants leur administration,
promouvant ainsi les mécanismes régénératifs endogeénes via le systéme immunitaire du patient.
Enfin une hypothese plus récente suggére que les débris cellulaires produits lors de la mort des
MSC, les corps apoptotiques notamment, seraient a I’origine des propriétés thérapeutiques, et

plus particulierement des propriétés immunomodulatrices, des MSC (374).

3.4.Limites liées aux protocoles expérimentaux des études précliniques et

cliniques

La plupart des études précliniques, cherchant a étudier 1’effet thérapeutiques des MSC
dans I’arthrose, présentent des protocoles expérimentaux basés sur I’injection des MSC
quelques semaines seulement apres 1’induction de I’arthrose dans les modéles animaux. Ce type
de protocoles résultant d’une nécessité d’étude « rapide » de I’effet thérapeutique attendu,
permet de mettre en évidence les capacités des MSC a prévenir ou limiter le développement des
1ésions liées a I’arthrose et non les propriétés de régénération de cette approche. Etant donné la
prévalence de I’arthrose, de maniére naturelle, chez certaines espéces animales domestiquées
(chien, cheval), la réalisation d’études cliniques vétérinaires pourrait augmenter les données
disponibles vis-a-vis de la stratégic de thérapie cellulaires a base de MSC dans I’arthrose
(346,352).

120



Malgré un nombre bien plus important d’études cliniques démontrant 1’efficacité et la
sureté¢ d’utilisation des MSC, pour le traitement de ’arthrose, par 1’approche de thérapie
cellulaire que par 1’approche d’ingénierie tissulaire, il n’existe aujourd’hui qu’un seul
médicament de thérapie cellulaire a base de MSC pour le traitement de ’arthrose sur le marché
(Stem peucel ® : BM-MSC humaines, allogéniques, poolées, autorisées en Inde). Plusieurs
revues de la littérature appellent a la réalisation d’essais de grande envergure (en terme de
nombre de patients et de durée de suivi), plus rigoureux et en double aveugle (314-316)
explorant I’effet des MSC face a des groupes placébo, afin de valider 1’efficacité thérapeutique

des cellules et non des adjuvants administrés (314-316).

L’appellation sous le nom de cellules souches, de produits cellulaires hétérogenes que
sont les concentrés de moelle osseuse (BMAC) et la fraction stromal vasculaire adipeuse (SVF),
participe également a la confusion vis-a-vis de ’efficacité des thérapies a base de MSC (314—
316).
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Discussion et Conclusion
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L’arthrose est la plus fréquente des pathologies rhumatismales et sa prévalence ne cesse
d’augmenter (375). Maladie incapacitante, source de douleurs et de perte de fonction articulaire,
I’arthrose est associée a de nombreuses comorbidités et représente un co(t important pour la
societe. Assortie de nombreux facteurs de risques, I’arthrose s’exprime dans 1’ensemble des

tissus articulaires faisant d’elle une maladie de toute 1’articulation (376).

Les stratégies thérapeutiques actuelles de [I’arthrose sont principalement
symptomatiques et se concentrent sur la réduction des symptémes douloureux, notamment a
travers la gestion de I’inflammation, sans impacter la progression dégénérative de la maladie
(377). Lorsque ces traitements échouent a soulager la douleur, les recommandations
thérapeutiques dirigent les patients vers la chirurgie : greffes ostéochondrales (mosaicplastie),
microfractures, ostéotomie. Ces interventions chirurgicales apportent un soulagement
temporaire, toutefois la progression de la pathologie entraine en définitive le besoin d’un
remplacement de I’articulation par une pose de prothése, acte chirurgical associé a une
morbidité severe (120,123,124,126). Il n’existe donc actuellement aucune thérapeutique
satisfaisante pour la prévention, le traitement ou la restauration des 1ésions induite par I’arthrose
(figure 21).

L’approche «une maladie, une cible, un médicament », sur laquelle repose de
nombreuses stratégies de recherche de nouveaux médicaments, n’est pas adaptée a la pathologie
arthrosique. Cette approche a abouti a 1’abandon de nombreuses stratégies thérapeutiques en
phase clinique (219). Les diverses solutions thérapeutiques explorées, notamment les
biothérapies visant le TNF-a, I’TL-1p ou I’'TL-6 (148-150), restent imparfaites du fait d’une non
prise en compte de la maladie dans sa complexité. Finalement, la technique d’implantation de
chondrocytes, autologues ou allogéniques, associés a une matrice ou non, a permis la mise sur
le marché d’un produit d’ingénierie tissulaire (INVOSSA™ : TissueGene C). Néanmoins ce
traitement ne peut étre appliqué aux larges Iésions et I’efficacité a long-terme de cette solution
reste a étre étudiée. De nouvelles approches thérapeutiques visant a prévenir durablement la
dégradation du cartilage et a promouvoir sa régénération sont donc encore nécessaires. Parmi
les approches pertinentes, ’utilisation des MSC revét un caractere prometteur. Les MSC sont
des cellules multipotentes adultes capables de différenciation, notamment en chondrocytes.
Elles peuvent donc servir comme « ingrédient » dans des stratégies d’ingénierie tissulaire du
cartilage. Les MSC posseédent également des propriétés trophiques et des propriétés
d’immunomodulation, tout aussi intéressantes d’un point de vue thérapeutique, permettant

¢galement d’envisager leur utilisation comme médicament de thérapie cellulaire.
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Figure 21 : Stratégie de prise en charge de la gonarthrose et de la coxarthrose proposé par la Haute autorité de
Santé (HAS) (reproduit d’aprés (378)).

Les MSC sont présentent de maniére endogéne au niveau des tissus articulaires (154).
Elles y ont pour réle le maintien de I’homéostasie tissulaire a travers des activités de sécrétion,
de migration et de différenciation si nécessaire (156). Il est possible de mobiliser ces MSC via
la technique de microfracture ou 1’administration de facteurs solubles exogenes, tels que le
TGF-B (379). Cependant, il est supposé que le nombre de ces MSC serait diminué ou que leurs
fonctions seraient altérées dans le cadre d’une pathologie dégénérative telle que 1’arthrose. En
effet, les MSC isolées de patients arthrosiques présentent, in vitro, des propriétés de
prolifération et de différenciation diminuées (213). L’administration de MSC exogénes,
allogéniques ou autologues aprées amplification ex vivo, est donc envisagée comme une méthode
pour renforcer le pool de MSC nécessaire a la réparation des tissus léses (168). Aujourd’hui,
un certain nombre de donneées cliniques et précliniques (in vitro et in vivo) soutiennent la
sécurité d’utilisation et 1’efficacité thérapeutique des deux approches, ingénierie tissulaire et
thérapie cellulaire, pour le traitement de I’arthrose. Cependant, ces données indiquent

également que ces approches possédent des limites.
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L’ingénierie tissulaire du cartilage vise a restaurer le tissu cartilagineux suite a une
Iésion traumatique ou dégénérative. En rétablissant la structure et la fonction du cartilage, cette
approche permet de limiter I’induction ou la progression de 1’arthrose. L’approche d’ingénierie
tissulaire repose sur I’utilisation d’une combinaison de cellules, de biomatériaux servant de
matrice et de molécules bioactives permettant de guider le processus régénératif. Malgré un
nombre d’études cliniques relativement peu important, un produit (Cartistem®) composé de
MSC issues de cordon ombilical (UC-MSC) et d’une matrice a base d’acide hyaluronique a
recu I’approbation des autorités de santé sud-coréennes en 2012. Bien qu’une amélioration ait
pu étre observée en terme de gestion de la douleur, suite a I’administration chez 1’animal et chez
I’homme de produits d’ingénierie tissulaire du cartilage, les études récentes peinent a mettre en
évidence la régénération d’un cartilage hyalin, non fibrotique ou hypertrophique (315). Les
limites actuelles de cette approche d’ingénierie tissulaire résident, d’une part, dans le manque
de maitrise des conditions de différenciation chondrocytaire des MSC, notamment 1’impact des
conditions de culture des MSC et le choix de la source de MSC optimale. Mais aussi dans la
difficulté de reproduire la matrice extracellulaire cartilagineuse dans sa complexité, une
structure assurant a la fois la résistance et la capacité de transmission des forces mécaniques
s’exer¢ant au niveau de ’articulation et I’induction et le maintien du phénotype chondrocytaire.
Plusieurs techniques sont a 1’étude pour dépasser ces limites, a I’image du développement de
matrices incorporant des vecteurs de thérapie génique pour guider la différenciation des MSC
(380,381) ou encore [I’utilisation de stimulation électromagnétiques favorisant leur

différenciation chondrogénique (382).

L’approche de thérapie cellulaire, quant a elle, vise a promouvoir un environnement
pro-régénératif, favorisant alors les mécanismes endogénes de régénération. L’avantage de
cette approche est qu’elle permet de répondre a une situation complexe par une solution
« complexe ». A travers leur capacité a sentir les déséquilibres homéostatiques et a répondre de
manicre adapté, les MSC sont capables d’induire cet environnement pro-régéneratif. En effet,
grace a leurs propriétés trophiques et immunomodulatrices, les MSC peuvent inhiber les
mécanismes cellulaires participant a la dégénérescence des tissus (catabolisme, senescence,
inflammation) et induire ceux participant a la régénération (anabolisme, polarisation pro-
régenérative du systéeme immunitaire) (169). Plusieurs études cliniques et pré-cliniques
supportent 1’utilisation des MSC comme médicament de thérapie cellulaire dans I’arthrose, tant
d’un point de vue de leur sécurité d’utilisation que de leur efficacité thérapeutique. Cependant,

des freins existent encore a la mise sur le marché de produits de thérapies cellulaires pour le
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traitement de I’arthrose. Les risques liés aux conditions de production des MSC, leur devenir
apres administration ou leur mécanisme d’action in vivo sont autant d’inconnues limitant encore

leur autorisation de mise sur le marché.

Une autre limite importante & la mise sur le marché de produits a base de MSC,
commune a ces deux approches, réside dans le choix de la source de MSC la plus adaptée. Ce
choix repose, d’une part, sur la démonstration de propriétés particuliéres : de meilleures
propriété de différenciation chondrogéniques pour 1’approche d’ingénierie tissulaire ou de
meilleurs propriétés trophiques pour 1’approche de thérapie cellulaire. Mais également sur
I’abondance de cette source. En raison du principe de précaution, 1’utilisation de MSC
autologues a été jusqu’ici privilégié¢e, cependant les MSC obtenues de patients arthrosiques,
souvent ages, ne sont pas aussi efficaces que des MSC isolées de patients sains souvent plus
jeunes (213). Les MSC allogéniques qui ont désormais démontré une certaine sécurité
d’utilisation, sont actuellement privilégiées pour le développement de nouvelles stratégies. Les
BM-MSC sont actuellement les MSC de référence car historiquement découvertes les
premiéres. Les AT-MSC découvertes ensuite ont été comparées aux BM-MSC et ont montré
une capacité de différenciation chondrogénique moindre (218). Malgré cela, leur méthode
d’obtention par lipoaspiration, présente beaucoup moins de morbidité que la méthode
d’obtention des BM-MSC par prélévement de moelle osseuse (218). De plus les AT-MSC
présentent des capacités d’amplification plus importantes : un temps de doublement plus rapide
et une entrée en sénescence plus tardive (218). Les AT-MSC restent donc une source
intéressante, notamment pour I’approche de thérapie cellulaire. Les UC-MSC, identifiées plus
récemment, représentent elles aussi un espoir. En effet, les UC-MSC sont isolées du cordon
ombilical, un organe considéré comme un déchet opératoire suite a 1’accouchement, leur
méthode d’obtention n’induit donc aucune morbidité (208). De plus, les UC-MSC possedent
également des qualités d’amplification importante (204) et leurs propriétés

immunomodulatrices semblent supérieures aux autres MSC (383).

Ces deux approches thérapeutiques, toutes deux basées sur I’utilisation des MSC,
nécessitent de repenser la stratégie de prise en charges de I’arthrose. Du fait des diverses
présentations de la maladie, les classifications evoluent pour mieux décrire les différentes
manifestations cliniques de 1’arthrose (384). De méme, les stratégies thérapeutiques doivent
évoluer pour répondre de maniere optimales a ces différentes présentations cliniques. Les
approches d’ingénierie tissulaire du cartilage ou de thérapie cellulaire ne permettent pas de

répondre aux mémes situations. La différenciation chondrogénique est inhibée dans un
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environnement inflammatoire et la réparation de Iésions cartilagineuses de tailles conséquentes
ne peut reposer uniquement sur la promotion d’un environnement favorable. Ainsi, I’utilisation
de I’approche d’ingénierie tissulaire du cartilage peut étre envisagée pour combler un défaut
cartilagineux résultant d’un accident traumatique, mais n’ayant pas encore enclenché les
phénomenes dégénératifs au niveau de I’articulation dans son ensemble. Cette approche peut
¢galement étre envisagée comme stratégie de prévention tertiaire, suite a 1’établissement d’un
environnement pro-régénératif par I’approche de thérapie cellulaire. L’approche de thérapie
cellulaire consiste, quant a elle, a prendre en charge un état précoce ou intermédiaire de
déséquilibre, lorsqu’il est encore possible de moduler I’activité des cellules actrices de ce
déséquilibre. La confusion naissant d’une non séparation de ces approches dans la littérature
scientifique participe au ralentissement du développement de ces thérapies. Ainsi, une meilleure
précision des indications d’applications de chaque thérapie facilitera certainement leur

développement clinique et leur future mise sur le marché.
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