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Introduction Générale

Substituer un organe déficient d’un individu parargane fonctionnel, préexistant ou
reconstruitex vivo, apparait étre un concept thérapeutique trés anties découvertes
archéologiques de cranes datés dusiécle avant J.C. montrent la présence de dents
artificielles faconnées a partir de matériaux dvetdents de bétail ou humaines, bois, ivoire,
métal, corail... (Legeros, 2002). De méme, dans labcé représentation picturale de Fra

Angelico, La guérison du diacre Justinisaint Come et saint Damien fIHiécle aprés J.C.)

réalisent la greffe hétérologue d'une jambe prédesér un cadavre (Dubernard, 2007). La
meédecine réparatrice et régénératrice s’est paita développée en une discipline dédiée a
I'élaboration de prothéses externes, d’organeficets et de techniques de transplantation

d’organes.

C’est au début des années 1990 qu’est apparu lepbr d'ingénierie tissulaire »,
deéfini lors d’'une rencontre de la National Sciefndation comme « I'application des
principes et des méthodes de l'ingénierie et demses du vivant pour la compréhension des
fondements des relations structure-fonction darss tissus sains et pathologiques des
mammiféres et le développement de substituts hojeg qui restaurent, maintiennent ou
augmentent les fonctions du tissus » (Langer eaW#®c1993). Ainsi, I'approche classique de
I'ingénierie tissulaire a été d’ensemencer des supmplus ou moins dégradables avec des
cellules, de les cultiver pour déclencher le dguedmnent d’un nouveau tissu puis de les
implanter chez le patient. A ce jour, cette techg® est appliquée en clinigue avec des
résultats prometteurs pour le remplacement etdaradion de la peau, du cartilage et de I'os,
et le champ d’investigation de l'ingénierie tisstdas’est étendu a quasiment tous les tissus et
organes du corps humain (nerfs, muscles, tissiearjpancréas, foie, vaisseaux sanguins...)
(Horch, 2008).

L’os est un tissu qui a les propriétés biologigdespouvoir se reconstruire a la suite
d’une fracture et retrouver sa structure, sa foetnges fonctions mécaniques et métaboliques.
Cependant de nombreuses pathologies (malformatimsnatismes, tumeurs...) nécessitent

une intervention chirurgicale qui s’accompagne sod’une résection et qui fait de I'os le
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second tissu le plus transplanté aprés le sangfGialiset al, 2005). Le vieillissement de la
population (dans les pays de I'hémispheére nordireunge la fréquence de ces interventions et
les pathologies de I'os semblent a terme deversr efgeux de santé publique et socio-

economiques majeurs (Rose et Oreffo, 2002).

La solution du chirurgien face a une perte osseeste a ce jour I'autogreffe d’'os et
de cellules osseuses prélevés chez le patient @etinique de transplantation autologue est
efficace mais limitée par la quantité d’os dispbmibt des effets secondaires qui peuvent
avoir lieu a la suite d'une intervention chirurdecasur un tissu sain. Des matériaux de
comblement et de régénération de I'os, d'originetls§tique ou naturelle, sont proposés en
alternative mais la recherche et le développemerteld substituts doivent étre menés plus
avant car aucun d’eux n’a permis d’obtenir de raait résultats cliniques que l'autogreffe ou
la greffe d’'os congelé de cadavre (Buegal 2000 ; Logeart-Avramogloet al, 2005 ;
Canceddat al, 2007).

La matrice osseuse est formée par une trame orggregnstituée a 90% de collagene
de type I, renforcée par une phase minérale depplats de calcium organisée en cristaux
d’hydroxyapatite. La molécule de collagéne estgmtsdans de nombreux tissus conjonctifs
du régne animal. Cette protéine se présente sdiesntee de triples hélices organisées entre
elles de facon ordonnée pour former des assemblag@samoléculaires en fibrilles de
collagénes d’environ 100nm de diamétre et de plusienicrons de longueur (Woodhead-
Galloway, 1980).

L’analyse ultrastructurale précise des arrangemaipsafibrillaires du collagéne dans
la matrice de I'os compact a permis de mettre ede@é¢e une organisation hélicoidale
particuliere, qui s’apparente a une phase cristalliquide stabilisée de type cholestérique,
qui participe aux propriétés meécaniques de l'osrgi@l-Guille, 1988 et 1996). Cette
architecture hélicoidale a pu étre reprodiritgitro avec des molécules de collagéne extraites
et purifiées de tissus animaux. Une forte concéatrale collagéne en solution acide induit
par auto-assemblage une organisation en phas¢alicres liquides cholestériques. Par une
étape de fibrillogénése, obtenue par neutralisationpH, cette phase est stabilisée pour
former un matériau constitué de fibrilles de callag natives organisées selon une
architecture similaire a celles des fibrilles denmatrice de I'os compact (Besseau et Giraud-
Guille, 1995 ; Giraud-Guilleet al, 2003 ; Giraud-Guilleet al, 2005). En paralléle, des

hY

matériaux a concentration élevée en collagéne st arés de trés bons substrats pour
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'étude du comportement de fibroblastes dans unateode cicatrisation cutanée ou comme

matériaux proposeés pour la reconstruction du tismique (Hélargt al, 2005 et 2006).

C’est dans ce contexte, de la recherche de nouveatdriaux pour la reconstruction
osseuse et des apports des matrices denses egenellaomme suppon vitro etin vivo
pour les cellules conjonctives, que I'étude quesnptésentons ici a été initiée. Ainsi des
matrices fibrillaires de densité moyenne et éleméeollagéne ont été élaborées dans le but
d’évaluer leurs propriétés comme substrat poucédisiles responsables de la synthése de la

matrice osseuse et comme matériau pour la réparasgeuse.

Il a d'abord été entrepris une caractérisation cttirale de ces matériaux par
microscopie optique et par microscopie électronigmetransmission et a balayage. Les
parametres structuraux une fois établis, deux dgriéostéoblastes humains ont été cultivées
in vitro a long terme (4 semaines) sur ces supports. Leuphologie et leur phénotype, a
savoir I'expression de la phosphatase alcalinsytdahése du collagéne | et la minéralisation,
ont été analysés. En parallele, nous avons égatepnéparé des eponges de collagéne par
lyophilisation de solutions acides de collagenetuBliement, les éponges représentent le
matériau de collagene le plus fréequemment util@®wacki et Mizuno, 2007), et c’est donc
en tant que matériau de référence que nous avodi éeur structure et le comportemént
vitro des ostéoblastes.

Afin de valider les matrices fibrillaires comme stitut osseux, celles ci ont été
implantées dans un modele de craniotomie chez.léaaéparation du défaut a été analysée
aprés quatre semaines par histologie et densit@matrx rayons X et comparée a la

réparation spontanée.

Au cours des expériences de cultirevitro a long terme nous avons observé que les
ostéoblastes qui pénétraient dans les matricaadass concentrées subissaient une transition
morphologique qui les rendaient fusiformes (lignééstéoblastes transformés) ou
dendritiques (lignée d’ostéoblastes primaires)maphologie de ces derniéres étant proche
des ostéocytes, que l'on retrouwe vivo enchassés dans la matrice osseuse, une analyse
détaillée de leur morphologie par une approche dodebde techniques de microscopie a été
réalisée. Cette derniere série de résultats monti@spect prometteur des matrices denses de

collagéne comme substrats tridimensionnels.
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En introduction & ce manuscrit, sont présentéeddanées de la littérature permettant
d’appréhender les fonctions, I'organisation et dagtitution du tissu osseux ; les propriétés
des molécules de collagéene et leur réle en tanboureatériaux et les attentes, notamment du

chirurgien orthopédique, quant aux matériaux detsuition osseuse.

Un large panel de techniques de microscopies autiiéé, dont certaines plus
confidentielles comme la microscopie en lumiéreapsée ou la microscopie de fluorescence
a deux photons. Nous détaillons les principes dectionnement, d’appareillage et de
préparation des échantillons pour les différentésrascopies afin de pouvoir apprécier au

mieux la portée des résultats.

En discussion, les résultats les plus significatéda these sont repris afin de conclure,
au regard de la bibliographie, des propriétés oSpavatrices de nos matériaux et de
I'éventualité d’'une différenciation ostéoblasteémstyte. La pertinence de I'utilisation des

matrices fibrillaires en recherche clinique et/ondamentale est évaluée.

22



INTRODUCTION






| Le Tissu Osseux

Le squelette est 'organe de soutien et de la itéotle I'organisme. Les deux tissus
essentiels de cet organe sont I'os et le cartilageartilage permet la croissance du squelette
et la motilité des os entre eux, tandis que lait@sseux assure les fonctions mécaniques de
protection des organes vitaux (systeme cceur-pourenveau) et d'ancrage des surfaces
articulaires, des tendons et des muscles. A cettetibn mécanique bien connue de l'os |l
faut ajouter son réle métabolique essentiel engaatréservoir de minéraux (en particulier du
calcium) mobilisables pour les besoins de I'hnoma&sist L’apparente contradiction entre une
fonction mécanique, qui requiert de la constanteine fonction métabolique, qui suppose
une certaine versatilité, fait de I'os un tissu pteme et extrémement hiérarchisé. Sa structure
est organisée sur une large échelle métrique gdbdlle anatomique ou chaque piéce osseuse
possede une forme spécifique dédiée a sa fonctemamijue, a I'échelle sub-micrométrique
de la matrice extracellulaire qui a la particukard’étre minéralisée. Cette hiérarchie de
structure est maintenue par les cellules de I'assquot spécialisées soit dans la synthese de
I'os, les ostéoblastes, soit dans sa dégradagsngdtéoclastes. La balance entre synthese et
dégradation de la matrice osseuse est régulée dimepar des facteurs systémiques et locaux
en des points précis du tissu osseux qui permdtietdigrité du squelette dans son ensemble.

Ces différents aspects vont étre a présent dé&taillé

1. Organisation du tissu osseux : anatomie

On dénombre 206 piéces osseuses qui varient ere ferran taille afin de s’emboiter
les unes aux autres pour permettre la mobilitéqiielette dans son ensemble ou d’épouser la
forme des organes qu’elles doivent protéger (Figudg. Elles se classent selon trois groupes
anatomiques définis par les rapports de leur géwmnées os longs (fémur, humérus...), les
0s courts (métacarpes, métatarses...) et les os(plataum, os du crane et de la face). Leurs
faces sont marquées d’appendices et de dépresginnmortent les surfaces articulaires et

participent a I'ancrage des tendons et des muscles.
Typiquement les os longs sont constitués dans patdie médiane d’'une diaphyse,

plus ou moins cylindrique, et de deux épiphysesuasl extrémités (Figure 1 B). Selon une

coupe longitudinale, la diaphyse est constituéepdmis d’os compact et d'une partie
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meédullaire constituée d’os spongieux (ou os tralaé@) et rempli de moelle (osseuse ou
jaune). Au niveau des épiphyses, la partie médalkest occupée par de I'os spongieux alors
gue la couche d’'os compact est plus mince qu'aesauwde la diaphyse. La jonction de la
diaphyse aux épiphyses est matérialisée par |l& l@piphysaire constituée de cartilage de
croissance qui se minéralisera a l'age adulte. Léss également un tissu richement
vascularisé et innerve, les vaisseaux pénetrentegaramen nourricier sur la diaphyse et se

ramifient dans la longueur de I'os et vers la n@elseuse.
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;;;;; Face /
il e 4 i "‘__Vnrléhma Eplp_hyse — I ‘.. -
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Figure 1 : Dessin anatomique du squelette humain et détail d’'un os long. (Adapté de Benjamin
Cummings, Pearson Education Inc, 2002)

(A) Reproduction picturale du squelette humain et de la diversité de forme de piéces osseuses. (B)
Schéma d’'un os long (humérus)

L’os spongieux est constitué de lamelles plus ounmdines de matrice osseuse
minéralisée, organisées en trabécules intercomdaé lamelles ne présentent pas de formes
distinctes mais l'orientation de chacune dellesnwaryge suivant des lignes de force qui
dissipent une partie de la contrainte mécaniques@piplique sur la piece osseuse (Figure 2
B). La perte osseuse liée a I'age affecte surtost trabéculaire qui voit couramment une
diminution de ~50% de sa densité. Cependant cedtte posseuse se traduit par une
diminution de ~70% de la résistance mécaniqueatedt indique la part majeure que semble

jouer 'os trabéculaire dans la gestion de la @nte mécanique (Mosekilds al, 2000).
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Figure 2 : Organisation de I'os compact et de l'os spongieux des os longs. (A, reproduit de
Benjamin Cummings, Pearson Education Inc, 2002 ; B et C reproduit de Bloom et Fawcet, 1968)

(A) Reproduction picturale d’'une coupe d'os compact et d'os spongieux. Les vaisseaux sanguins
pénétrent dans la diaphyse et se ramifient dans I'os compact longitudinalement dans les canaux de
Havers et latéralement en direction de I'os spongieux dans les canaux de Volkmann. (B) Coupe
longitudinale de la diaphyse proximale d'un fémur. Les travées d'os spongieux forment une arche qui
canalise les forces de compaction vers la matrice d'os compact. (C) Coupe transverse d’un systéeme
de Havers ou I'on distingue le canal au centre et les lamelles osseuses concentriques percées des
lacunes ostéocytaires et des canalicules.

Dans I'os compact, les lamelles osseuses sontlaigss et plus régulieres que dans
I'os trabéculaire (Figure 2 A). Elles s’étendentfdeon ininterrompue sur la circonférence

interne et externe de la diaphyse. Entre les lamalkternes et internes, elles s’empilent de
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facon concentrique pour former des unités cylindeg) nommeées systemes de Havers ou
ostéones. Le cceur des ostéones délimite le candladers ou court longitudinalement un
capillaire sanguin et parfois un nerf. Les canaexHhvers sont connectés entre eux, ils
communiquent avec la surface de I'os et la moedleense par des vaisseaux longitudinaux
qui forment les canaux de Volkmann. Dans le voludee 'ostéone, un réseau radial
d’orifices, les lacunes ostéocytaires, abritentdsgocytes qui communiquent les uns les
autres par de fins prolongements interconnectés tempreinte forme les canalicules
(Figure 2 C) (Bloom et Fawcett, 1968).

2. La matrice extra cellulaire du tissu osseux

La matrice osseuse se compose d’'une trame de nedémganiques qui est renforcée
par une phase minérale de phosphate de calciunmiségaen cristaux d’hydroxyapatite. La
présence de minéral rend cette matrice extra agku(MEC) tout a fait particuliére au regard

des autres tissus conjonctifs.

La molécule de collagene de type | représente 98% dhasse organique de I'os. Les
molécules de collagene | sont synthétisées pandesnblastes et s’organisent en fibrilles de
plusieurs micromeétres de long et qui apparaisstiges transversalement observées sur
coupes en microscopie électronique a transmiskiemfibrilles de collagéne procurent a I'os
sa rigidité et sa résistance aux forces de traxtairde torsions. De nombreuses pathologies
génetiquesdsteogenesis imperfectastéomalacie) ou liées a I'age (ostéoporosejpmnt la
molécule ou la fibrille de collagene et résultent ene perte effective de la résistance
mécanique de I'os (Bosket al, 1999). Globalement, les 10% restant de la matniganique
sont regroupés sous le nom de protéines non-coll@ges qui comprend l'ostéocalcine
(OCA), l'ostéopontine (OPN), l'ostéonectine (OCN) la bone sialoprotein(BSP). Leurs
réles dans la structuration et le remaniement ake ri'e sont pas a ce jour totalement résolus,
mais leur présence au niveau du front de minétadisau tissu ostéoide semble les désigner
comme régulateur de la formation de la phase mméma sein des fibrilles de collagéne
(Roach, 1994). La distribution et la quantité deAN et de la BSP varient en fonction de la
maturité de I'os, et ces deux protéines sont égateraxprimées dans d’autres tissus que le
tissu osseux, notamment dans les épithéliums etdiisles cancéreuses a caractéere invasif

(Nanci, 1999). Dans l'os, I'OPN est exprimée ads fpar les ostéoblastes et les ostéoclastes
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et module la nucléation des cristaux d’hydroxyapatMazzaliet al, 2002). Aux protéines
non collagéniques on doit également ajouter lepgbycanes et les molécules osidiques qui
ont une activit¢ dans la différenciation ostéoldmst mais sont tout de méme trés
minoritaires dans 'os par rapport a d’autres MEE. ¢artilage) (Parisuthimaat al, 2005).

La phase minérale est composée de phosphate dencajai représente ~65% de la
masse séche de I'os chez I’'homme adulte (BloonaetEtt, 1968) et confére a I'os sa dureté.
Au sein de cette phase, les minéraux sont orgaeiséwistaux d’hydroxyapatite (HA) de
stoechiométrie Ga(POy)s(OH),. Cependant, la phase minérale s’avere souventfi@®dgiar
rapport a sa composition idéale. Elle est réguinemt retrouvée carbonatée (§Qes atomes
de calcium substitués par du magnésium ou du sodiulm groupement hydroxyle par des
ions chlore ou fluor (LeGeros, 2002). Les cristale<HA sont en forme de plaquettes de
petite taille (50*25*5nm), déposés parallelemehage longitudinal des fibrilles de collagéne

gu'ils relient les unes aux autres latéralementifteet al, 1999).

Dans I'os compact, les lamelles de matrice ossgvsganisent de fagon concentrique
autour du canal de Havers pour former un osteoigur@ 3 A). Lorsque I'on observe des
ostéones sur coupes minces en lumiére polarisgpdrait une alternance de bandes sombres
et brillantes qui reflete un changement dans liddgon des fibrilles de collagéne au sein
méme des lamelles osseuses (Figure 3 B). Dansilealles, les fibrilles de collagene sont
organisées suivant des plans concentriques sutscesselles sont paralleles entre elles. En
revanche, l'orientation des fibrilles entre chaguen successif varie. Si 'angle que forment
les fibrilles entre deux plans est proche de 98%k&téones apparaissent en lumiére polarisée
totalement sombres ou totalement brillants. Siglarest faible et constant il en résulte une
organisation hélicoidale des fibrilles de collagéfigure 3 C). Cette organisation hélicoidale
des fibrilles de collagéne dans I'os compact acéi@prise et révélée a partir de coupes
obliques pratiquées dans la matrice osseuse dé®alott observées en microscopie
électronique a transmission (Giraud-Guille, 19881@96), et confirmée dans l'os calcifié,

apres cryofracture, en microscopie €électroniqualaylage (Weineet al, 1999).

29



Introduction Le Tissu Osseux

_/_././--—%‘
YIS ALSLLSSSIS LSS,
LTI
Wi,
L
AT
AUUURNERERERRRUENRNRRR Y
N

DONNNS..SS
———————

|
/

/_//-/-/ —
: //
Lo
L,
U
FOOLERLLT LT ERLLER LR
M
RS
===

i
\

Figure 3 : Organisation des fibrilles de collagéne dans I'os compact (A, C-E reproduit de Giraud-
Guille, 1988)

(A) Schéma de Y. Bouligand des lamelles concentriques de I'os compact (OL : lamelle externe ; Ol :
lamelle interne ; HS : systéme de Havers ; HC : canal de Havers). (B) Alternance de lamelles sombres
et brillantes dans un ostéone de type intermédiaire. (C et D) Représentation de I'organisation
hélicoidale des fibrilles de collagéne dans la lamelle osseuse. La zone grisée montre le plan de coupe
oblique et les arceaux qui résultent de cette coupe sont présentés en (D). (E) Coupe oblique dans la
matrice d'os décalcifiée ou I'on observe un arceau formé par I'organisation hélicoidale des fibrilles de
collagéne qui sont orientées longitudinalement, de part et d’autre de I'arceau, et transversalement a
son sommet.

Une coupe oblique a travers la succession de plahsoidaux fait apparaitre des
séries d’arceaux superposés dans le plan de cbiped 3 D). Ces arceaux sont fictifs, ils ne
sont pas formés par des fibres recourbées. Il tsidighe illusion d’optique générée par
I'orientation continue des fibrilles dans le pla@ cbupe, longitudinale a la base des arceaux
ou I'on reconnait tres bien la striation, transeess sommet et orientées a 180° d’un arceau a

lautre (Figure 3 E). Cette structure hélicoidal@pparente a une phase cristalline liquide



stabilisée, la phase cholestérique, que les ma@gadé collagénes peuvent adopter a forte

concentrationn vitro (Besseawet al, 1995 ; Giraud-Guillet al, 2005).

3. Les cellules de I'os

Rapporté a sa masse, la part cellulaire de l'osarap faible face a la matrice
extracellulaire. Néanmoins, I'os est le siége d'acévité cellulaire importante et continue
qui voit le renouvellement de l'intégralité de laatmce osseuse d’'un individu en ~10 ans.
Deux types cellulaires participent de facon direate remaniement du tissu osseux : les
ostéoblastes qui sont les cellules spécialisées tarsynthése et la minéralisation de la
matrice osseuse et les ostéoclastes qui vont eErstatmatrice osseuse minéralisée. A ces
deux cellules il faut ajouter les ostéocytes quntsen nombre, les cellules les plus

importantes de I'os et correspondent a un stadeailie différenciation des ostéoblastes.

Les ostéoblastes sont issus de progéniteurs méseatdux localisés dans le stroma
médullaire de la diaphyse et dans les membrangeruiives du périoste et de I'endoste. Ces
cellules progeénitrices sont indifférenciées et iplotentes et donnent naissance, sous I'action
de facteurs de transcriptions spécifiques, a la fix ostéoblastes mais également aux
chondroblastes (cellules du cartilage), aux adifgscgt aux myoblastes (cellules musculaires
striees) (Manolagas, 2000 ; Marie, 2001 ; KatagtriTakahashi, 2002). Sous l'action du
facteur de transcription PPAR, les progéniteurs mésenchymateux se différenosent
adipocytes et en cellules ostéoprogénitrices. Cesnigtes se différencieront en
chondroblastes sous l'action spécifique du factder transcription Sox 9 alors que
I'expression du facteur de transcription Cbfal/Rumngagera ces cellules dans la voie de
différenciation ostéoblastique (Figure 4 A). Le gessus de différenciation ostéoblastique est
continu. Progressivement la morphologie des calluéolue d'une forme de type
fibroblastiqgue en des cellules cuboides possédaftdrge noyau et organisées a la surface de
I'os en un épithélium d’ostéoblastes matures qottstisent le tissu ostéoide. Ces transitions
morphologiques s’accompagnent de I'apparition mlés’augmentation de I'expression de
certaines protéines qui refletent le degré de ntatdes ostéoblastes et parmi lesquelles on
doit citer la phosphatase alcaline, le collagenetype |, I'ostéocalcine et I'ostéopontine
(Figure 4 B). En tant que cellules spécialiséesdarsécrétion de la MEC, les ostéoblastes
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présentent en ultrastructure un réticulum endoptasenabondant et associé aux ribosomes

ainsi qu’un appareil de Golgi et un systeme vésicalbien développé (Mackie, 2003).
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Figure 4 : Schéma de différenciation des ostéoblast  es et des ostéoclastes

(A) Différenciation des ostéoblastes a partir des progéniteurs mésenchymateux pluripotents. On note
la diversité de cellules que peuvent fournir ces précurseurs et l'interconnexion qui existe entre les
voies de différenciation. (B) Schéma des transitions morphologiques et de I'expression des marqueurs
ostéoblastiques au cours de la différenciation des cellules mésenchymateuses en ostéoblastes
matures. (C) Schéma de la différenciation ostéoclastique et de l'activité lytique des ostéoclastes
matures a la surface de la matrice osseuse minéralisée. Les ostéoblastes participent directement a la
différenciation des ostéoclastes par des actions inductrices (RANK-L) et inhibitrices (OPG). Les
ostéoclastes matures créent une zone étanche a la surface de la matrice osseuse qu’ils acidifient pour
libérer la phase minérale puis digérent la matrice organique par des enzymes spécifiques (Cathepsine
K et MMP-9).

(A et B reproduit de Marie, 2001 ; C reproduit de Baron, 2001).

Les ostéoclastes sont pour leur part des cellul@sgohe hématopoiétique. lls se
différencient a partir des précurseurs de la lignéaocytaire présents dans la moelle osseuse
(Figure 4 C). Certaines de ces cellules vont s'gagadans la voie de différenciation
ostéoclastique par I'action de facteurs systémidelssque la 1,25-dihydroxyvitamine D3 et
’hormone parathyroidienne (PTH) mais égalemensdaction directe des ostéoblastes et
des cellules stromales par la voie RANK/RANK-Ligarices précurseurs ostéoclastiques
expriment a leur surface le récepteur RANRe¢eptor for Activation of Nuclear factor Kappa

B) et les ostéoblastes expriment le ligand du rece®ANK, ou RANK-L, qui est lui aussi
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membranaire. La nature membranaire de ce systegaedlirécepteur nécessite donc un
contact direct entre les ostéoblastes et les dasies pour déclencher le signal de
différenciation. La différenciation ostéoclastigast également inhibée par les ostéoblastes
qui secretent un analogue soluble de RANK, l'ositggrerine (OPG). Celle-ci va se lier au
ligand RANK-L présent a la surface des ostéoblastesnsi le rendre indisponible pour le
récepteur RANK des ostéoclastes (Teitelbaum, 2@éaron, 2001 ; Katagiri et Takahashi,
2002).

La matrice osseuse est constamment renouveléeda@surer la constance de ses
capacités mécaniques en maintenant sa compositomhiimique et son organisation. On
estime que ~10% du squelette est renouvelé chagoéeaet qu'une méme zone est
renouvelée tous les ~2-5 ans (Parfitt AM, 1994 nMagas, 2000). Les ostéoclastes et les
ostéoblastes vont agir de concert dans le renamelit de la matrice osseuse au sein des
BMU (Basic Multicellular Uni} qui sont des structures anatomiques microscopiguéa
surface des lamelles osseuses (Hill et Orth, 1RBgs et Parfitt, 2005). Les ostéoclastes
arrivent a la surface de la BMU par le systeme wase qui irrigue l'intégralité de la piece
osseuse (Figure 5). La, l'ostéoclaste s’ancrefodement a la matrice osseuse minéralisée,
via des intégrines, et crée une zone étanche bpatéga membrane plasmique (Figure 4 C).
Sur cette face, la membrane des ostéoclastes atmure en brosse pour augmenter la
surface de contact avec la matrice minéralisée.ddespes a protons ATP-dépendantes vont
acidifier le milieu et solubiliser le minéral de taatrice osseuse. Par la suite, la matrice
organique est dégradée par des protéases dont metanta Cathépsine K et la Matrix
Metallo Proteinase 9 (MMP-9).
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Figure 5 : Schéma du remodelage osseux au niveau d’  une Bone Multicellular Unit (BMU).

La BMU est localisée dans I'espace et évolue dans le temps. Les cellules bordantes de I'os sont
activées et se rétractent pour laisser la place aux précurseurs ostéoclastiques provenant de la moelle
osseuse ou des cellules circulantes. Une fois activés, les ostéoclastes dégradent la matrice osseuse
minéralisée puis se déplacent vers une autre BMU ou bien, sont éliminés par apoptose. A la suite de
la libération de la zone dégradée, les précurseurs ostéoblastiques la colonisent et se différencient en
ostéoblastes matures qui vont progressivement la combler par du tissu ostéoide qui se minéralise par
la suite. Au court de son comblement, des ostéoblastes vont se retrouver piégés dans la matrice
osseuse et se différencier en ostéocytes. Une fois la lacune comblée, une partie des ostéoblastes
meurent par apoptose et une autre se dédifférencie en cellules bordantes pouvant étre de nouveau
activées pour initier un nouveau cycle de remodelage. (Reproduit de Riggs et Parfitt, 2005).

A la suite de la dégradation les ostéoclastes teelent et migrent vers une autre zone
a remanier. Les ostéoblastes matures succedemtsatnclastes dans la lacune de résorption.
lls vont la combler par synthése du tissu ostécim@enant les €léments organiques de la
matrice osseuse qui est progressivement minéralisé un certain retard. Une fois la lacune
comblée, la majorité des ostéoblastes sont élinpaésapoptose (Mackie, 2003). Une partie
des ostéoblastes se dédifférencient en cellulefahtes, ostéoblastes immatures pouvant étre
activés. Une autre partie va se retrouver enchatmée leur propre matrice et effectuer une

étape ultime de différenciation pour devenir degasytes (Knothe Tatet al, 2004).

Les ostéocytes sont considérés comme les cellelegite de I'os mais sont a ce jour
mal connus quant a leurs fonctions et leur régutattlles sont ~10 fois plus nombreuses que
les ostéoblastes et ont une durée de vie estimgevigon 25 ans (Franz-Odendai al,

2006). Leur morphologie est drastiguement différedé leurs précurseurs ostéoblastiques.
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Leur corps cellulaire est plus réduit autour duanogt présente un systeme RE-Golgi moins
développé associé a une activité de synthese deenasseuse plus faible voir résiduelle. De
plus, ils portent de longs prolongements cytoplas®s qui comblent les canalicules de la
matrice osseuse en direction des ostéoblastesrfatesudes ostéocytes environnant et de la
moelle osseuse. Les prolongements sont terminéggmronctions communicantegaf
junctiong formées par un assemblage moléculaire de coneexjui permettent le passage de
petites molécules de masse moléculaire de 1-1,5kDali, il est réalisé dans toute la matrice
osseuse un syncytium fonctionnel qui permet l'infation et la communication des éléments
cellulaires dans toute la piece osseuse (ShapB67)1 Actuellement, on pense que les
ostéocytes sont sensibles aux contraintes mécanjppremodification du fluide qui circule
dans les canalicules. Leur fonction serait de tecfdes ostéoblastes pour renforcer des zones
profondes de I'os dont les capacités mécaniquesesgrdiminuées (Bonewald et Johnson,
2008).

4. Formation, croissance et réparation de I'os

Les pieces osseuses naissent de deux schémas kgionyes distincts. Les os plats,
et notamment ceux du crane et de la face, sonté®rpar ossification membraneuse (ou
endoconjonctive) directement a partir des cellodésenchymateuses. Celles-ci se condensent
en des points de nucléations richement vasculagissss différencient en ostéoblastes qui vont
synthétiser la matrice osseuse. Il se forme degupk osseuses fines qui croissent vers la

périphérie et qui seront plus tard remaniées eerllamosseuses (Bloom et Fawcett, 1968).

Les os longs sont formés a partir d’'une ébauchiélagineuse par ossification dite
endochondrale (Bloom et Fawcett, 1968 ; Ortegaal 2004). Tout comme lors de
I'ossification membranaire, les cellules du mésgnah se condensent mais, cette fois ci, se
différencient en chondroblastes qui vont synthétisee matrice cartilagineuse (collagéne de
type II) qui va étre minéralisée (Figure 6 A). Lebondrocytes se différencient en
chondrocytes hypertrophiques ce qui entraine ummgétion verticale de la matrice

cartilagineuse par augmentation de leur volume.

Par le centre de la diaphyd®ofiecolla) des vaisseaux sanguins pénétrent la matrice

cartilagineuse et entrainent avec eux les précigsestéoclastiques, qui vont dégrader
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Introduction Le Tissu Osseux

I'ébauche cartilagineuse minéralisée, et les pe&aus ostéoblastiques qui vont apposer le
tissu ostéoide et le minéraliser.
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Bonecollar —__
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- {primary site of
B ossification)
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marrow

Figure 6 : Schéma des étapes de l'ossification endo  chondrale et vue en coupe de la plague de
croissance. (Reproduit de Ortega et al, 2004)

(A) Ossification endochondrale des os long. Une premiére ébauche de la piece osseuse est formée a
partir d’'une matrice cartilagineuse minéralisée. Des vaisseaux sanguins péneétrent ce cartilage et
entrainent avec eux les ostéoclastes et les ostéoblastes qui vont remanier I'ébauche cartilagineuse
pour former un os minéralisé. (B) Coupe longitudinale d'un os en croissance. Au niveau de la plaque
de croissance les chondroblastes proliférent et se différencient en chondroblastes hypertrophiques ce
qui entraine la croissance verticale de I'os. Progressivement la matrice cartilagineuse de la plaque de
croissance est transformée en os minéralisée au niveau de la diaphyse et des épiphyses. A la fin de la
croissance, la plague de croissance et intégralement minéralisée pour donner la ligne épiphysaire.
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Les chondroblastes sont repoussés vers les exéindt la diaphyse, au niveau de la
plaque de croissance, ou ils vont continuer deh&jisier une matrice cartilagineuse. Des sites
d’'ossification secondaire indépendants de la disphgpparaissent au niveau des deux

épiphyses qui vont donc étre sont progressivenssiti@es.

La croissance de I'os se réalise verticalementqdtare de la diaphyse) au niveau de
la plaque de croissance (figure 6 B). Dans cettee 2es chondroblastes se multiplient et se
différencient en chondroblastes hypertrophiquesjwerepousse vers le haut et le bas les
limitent de la piéce osseuse. Au fur et a meswaranatrice cartilagineuse de la plaque de
croissance et convertie en os minéralisé au nideala diaphyse et des deux épihyses. La
matrice cartilagineuse de la plaque de croissanbsiste dans I'os jusqu'a I'age adulte de
l'individu (arrét de la croissance osseuse) ousdi@ totalement transformée en os minéralisé

pour donner la ligne épiphysaire.

Le tissu osseux a la particularité de pouvoir gggmérer apres une fracture ou une
Iésion limitée en taille. A la suite de la fractuikse constitue un cal fibreux composé
d’éléements sanguins coagulés et de tissu mésentbymanforme qui relie les deux
fragments d’os. Comme au cours de l'ossificatiomoghondrale, le cal fibreux va étre
envahie par des chondroblastes qui vont synthatisematrice cartilagineuse en lieu et place
du cal fibreux (Gerstenfelet al, 2003). Progressivement, les ostéoclastes vorahénle cal
cartilagineux, le dégrader et remodeler les susfatbes pieéces fracturées. A la suite des
ostéoclastes, les ostéoblastes synthétisent uneell@umatrice osseuse minéralisée pour
former le cal osseux. A ce stade, les pieces ossamt raboutées et un dernier processus de
remaniement réduira le volume du cal osseux palomeer a I'os sa forme et sa composition

biochimique d’avant le traumatisme.
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Il La molécule de Collagene

Le terme de « collagéne » est a l'origine un néetog de la langue francaise (de
colle et géne : qui engendre la cohésion), utdisé&ours du XIX siécle par les histologistes
pour la description de la substance fondamentatetidsus conjonctifs (van der Rest et
Garrone, 1991). Le collagéne consiste en une famélprotéines, largement répandue dans le
regne animal, qui représente ~30% des protéinevehtdbrés et est également rencontrée
chez certains invertébrés. Le collagene est égalentéquitaire dans un nombre important de
tissus d’'un méme organisme ou il participe a lacstiration des matrices extracellulaires et
assure, en plus d’une protection mécanique, degpdiancrages aux cellules environnantes.
Longtemps considérées comme passives, on constgtesien plus que les MEC ont un réle
actif dans la croissance et la différenciationuwtalte. Le réseau formé par les molécules de la
MEC, dont les collagenes, piége les facteurs dssances solubles qui pourront étre ainsi
progressivement libérés au cours du remaniemera ddEC. La digestion de la matrice
entraine également la libération de fragments geptes contenus dans les chaines
protéiqgues de ses constituants qui peuvent indairdifférenciation ou la prolifération

cellulaire (Daviset al, 2000).

Du fait de son abondance dans les tissus et désadhie de structure, la molécule de
collagéne, et particulierement le collagene de ty@eété tres étudiée que ce soit d’'un point
de vue physicochimique, biochimique ou pour sestfons dans les tissus. Les données
présentées ici ont été recueillies a partir dedigations de référence de Ramachandran (1954
et 1967) ; Woodhead-Galloway (1980 et 1982), varR#st et Garrone (1991 ), Kadktral,
(1996 et 2007), et de Canty et Kadler (2005).

1. Le collagene : une famille de protéines des mates extra cellulaires

L’appartenance d’'une protéine a la famille desaggihes se fait par la présence d’un
motif d’acides aminés spécifique et d'un domaindrgrle hélice dans sa structure tertiaire.
La séquence primaire des molécules de collagerseme le motif répété Gly-X-Y, ou a la
position X on retrouve le plus souvent une prolatea la position Y une hydroxyproline.
Chaque molécule de collagene est constituée de ttmhines polypeptidiques, hommeées

chainesu, structurées en une hélice gauche qui s'assoergn elles pour former une triple
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hélice droite. Suivant la molécule de collagene saérée, la triple hélice peut étre
homotypique, c'est-a-dire formée par I'assemblage tobis chainesa identiques, ou
hétérotypique, résultant de I'association de aunsideux chainasdifférentes.

A ce jour 28 molécules de collagene ont été ideesf réparties selon 7 groupes en fonction

de leur structure primaire et de leur organisasigpramoléculaire (figure 7).

Les collagénes qui s’organisent en fibrilles sestplus fréequemment rencontrés dans
les tissus et représentent ~90% de I'ensembledallzgenes. Dans ce groupe on peut citer les
plus importants que sont les collagenes I, lletlV. Le collagéne | est un hétérodimere de 2
chainesuy(l) et 1 chaineny(l), retrouvé majoritairement dans le derme, l'os, et et la
cornée, et de facon plus minoritaire dans d’autigsus. Le collagéne de type Il est le
composant majoritaire de la matrice cartilagineusgprganise en un homotrimére de trois
chainesa,(Il) codées par le méme géne. Le collagéne V foumehétérotrimeére de trois
chainesay3(lll) différentes. Il a la particularité de s’asssrc en hétérofibrilles avec le
collagéne | et lll, notamment dans I'os.

Les collagénes de la famille FACIT (Fibril Assoeidt Collagen with Interupted
Triplehelix) sont retrouvés a la surface des celtags fibrillaires et semblent impliqués dans
la régulation de leur diamétre. Leur structure,téple hélice interrompue, les rend plus
souples que les triples hélices pleines chainesjuteaugmente le nombre et la forme
d’arrangements supra moléculaires potentiels. Ratte famille, les collagénes XlI et XIV
sont retrouvés associées aux fibrilles de collagé&tans le périoste.

La famille des collagénes formant des réseauxlkstassi trés étudiée, notamment
pour leurs rbles dans la constitution des membraasales, essentielles en tant que support
des épithéliums. Dans cette MEC, le collagéne lvnesjoritaire. Il posséde la spécificité
d’étre codé par 6 genes dont les produits s’assogeur former trois hétérodimeres
différents dont la formeaf(1V), ax(IV)] est majoritaire et la mutation |étale pouertibryon
(Gelseet al, 2003).

Les collagénes formant des filaments pertiEsafed filament dont la molécule phare
est le collagene VI, sont retrouvés dans un gradbme de tissus ou ils forment des liens
structuraux avec les cellules. Les triples hélidescollagéne VI (hétérotrimére) s’associent
deux a deux pour former un dimére, qui s'associecawn second dimére pour former un
tétramere qui finalement, s’organiseront les ulessaite des autres en microfibrilles flexibles
présentant des excroissances latérales de lertrespglobulaires (apparaissant comme des

perles).
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Collagen Familly Collagen type Genes Supramolecular organization in tissues (where known)
I COLIAI Fibrils in tendon, bone, skin, cornea and blood vessel walls
COLIA2
IT COL2A1 Fibrils in cartilage
11 COL3AI Forms heterotypic fibrils with type I collagen
e v COL5A!L Forms heterotypic fibrils with type I
Collagenes i
: z COL5A3
fibrillaires
X1 COLIIAT Forms heterotypic fibrils with type 11
COLIIA2
COL2Al
XXIV COL24A1 Expressed in tissues containing type I collagen
XXVII COL27A1 Widespread expression particularly in cartilage
v COL4Al Network in basement membrane
COL4A2
% COL4A3
Collagenes COL4AY
COL4AS
formant des COLA#AG
r VIII COLSAI 3D hexagonal lattice in Descemet’s membrane in the eye
rescaux COLSA2
X COLIOAT Mat-like structure/hexagonal lattice in the hypertrophic zone of the growth
plate
IX COL9AI Associated with type IT collagen fibrils
COL9A2
XII COLI2A1 Associated with type I fibrils
XIv COLI4A 1 Associated with type I fibrils
FACIT XVI COLI6A 1 Component of specialized fibrillin-rich microfibrils in skin and type 11
collagen fibrils in cartilage
XIX COLI9A1 Radially distributed aggregates formed by association at one end in vitro
XX COL20A1 May be associated with type I collagen fibrils
XXI COL2IA1 May be fibril associated. widespread expression pattern
XXII COL22A1 Located in specific tissue junctions and may be associated with microfibrils
b VI COL6A T Fine microfibrils with ubiquitous distribution (distinct from fibrillin-
COHageneS COLOA2 containing microfibrils
COL6A3
formant des i . .
XXVI COL26A 1 Expressed in testis and ovary of adult tissues
’
ﬁlaments perles XXV COL28A! Associated with basement membranes around Schwam cells
Collagene d’ancrage
VIl COL7AI Forms anchoring fibrils in skin at the dermal/epidermal junction
L 213 (basement membrane)
aux épithéliums
X1 COLI3AL Transmembrane and possibly involved in cell adhesion
X Xvil COLI7Al Transmembrane component of hemidesmosomes (cell-cell junctions), which
COllageneS attach epidermis to basement membrane in skin
L 4 2 AT . ~ . identifi 1 o~ o~
transmembrana]res XX COL23A1 Transmembrane collagen identified in cell culture
XXV COL25A1 Transmembrane collagen, cleaved form present in Alzheimer’s amyloid
plaques in neurons
Collagenes
XV COLISAT Specialized basement membranes, cleaved to produce antiangiogenic
: fragment (restin)
partiellement i
= * r XVII COLISAL Cleaved to produce antiangiogenic fragment (endostatin)
identifiés = S A

Figure 7: Présentation des 28 molécules de collagéen
suivant les 7 groupes structuraux.

N

e identifiées a ce jour et organisées

(adapté de Canty et Kadler, 2005)

Les genes codant pour les chaines a de chacune des molécules sous la forme COLxAy ou x
représente le type de collagéne ety le numéro de la ou les chaines a qui le constitue.
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2. Structure et biosynthese du collagéne de type |

La molécule de collagéne | est synthétisée soudolme d'un précurseur, le
procollagene, composé de 2 chaines qareet d'une chaine pra; qui résultent de la
transcription puis de la traduction respective giases COLIAL et COLIA2. Chaque chaime
est composée d’environ 1400 acides aminés qui messe une partie globulaire a leur
extrémité N- et C-terminale de 10nm de long et latiivGly-X-Y répété dans leur partie
centrale sur une distance de ~300nm (figure 8 A)ptésence de glycines, dont la chaine
latérale est composée d'un unique atome d’hydrgggmermet aux trois chaines
polypeptidiques de s’associer en une triple hélies. glycines vont se retrouver a l'intérieur
de I'édifice et les résidus X et Y exposeront lecingines latérales plus encombrantes a la

surface de la triple hélice (figure 8 B).

A

N-propeptide triple helix C-propeptide
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N-procollagenase Cprocollagenase

OH  OH oH ~OH

OO
o0

|
|
|
|

Chain C

Figure 8 : Organisation des chaines a de collagene | en triple hélice

(A) Schéma de la structure moléculaire du procollagéne | en vue latérale. Le domaine hélicoidal
central est modifié par I'ajout de sucres et I'hydoxylation de résidus proline et lysine lors de la
synthése de la protéine dans le RE. Figure reproduite de Gelse et al, 2003.

(B) Reproduction de I'organisation des trois chaines a dans le domaine triple hélice de la molécule de
collagéne. Pour des raisons de moindre encombrement stérique les résidus glycines (G) sont présents
au cceur de I'hélice. Les autres résidus se trouvent exposés a la surface de I'édifice et vont lui donner
ses caractéristiques physicochimiques (charge et pH). Figure reproduite de van der Rest et Garonne,
1991.
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La position X est trés régulierement occupée (@mviune fois sur trois) par des
prolines ou des lysines qui vont étre hydroxyléas ges enzymes spécifiques. Les prolines
sont majoritairement hydroxylées sous la forme deydroxyprolines par la prolyl-4-
hydroxylase. Les lysines sont modifiees en hydrgsigles par les lysylhydroxylases. Ces
enzymes nécessitent comme co-facteurs des atomfs,ddu dioxygene et de l'ascorbate
pour réaliser la réaction d’oxydation des acideam L’hydroxylation des résidus prolines
permet la création de liaisons hydrogénes entreHames: ce qui stabilise la triple hélice et
lui confére son caractere semi-rigide. L’hydroxigat des lysines crée des sites de O-
glycosylation ou sont greffés séquentiellemenpatdes enzymes spécifiques, un galactose
puis un glucose. La position Y est le plus souwecupée par des lysines, dont le groupement
amine libre permet l'ajout de groupement osidiqaeétylés. Les ajouts de sucre lors du
processingde la protéine dans le RE ainsi que le degré position des hydroxylations des
résidus Pro et Lys est dépendant du type de cell{@de donc du tissu) qui sécretent la

molécule de collagéne |.

Les trois chaines sont synthétisées et modifiees dans le réticulndoglasmique
indépendamment I'une de l'autre (figure 9). Par pecessus encore mal connus et faisant
appel a des protéines chaperonnes, les trois chpatgpeptiques s’associent pour former une
structure globulaire a leur extrémité C-termindette structure est stabilisée par des ponts
disulfures intra et inter-chaines et les motifs-&Wr s’organisent pour construire une triple
hélice selon un mode d’association en fermeturairéckipper-likg jusqu’a I'extrémité N-
terminale, elle-méme globulaire. A la sortie duaditm endoplasmique, les triples hélices de
procollagene | transitent par I'appareil de Golgialles sont concentrées dans des vésicules
adressées a la membrane plasmique.

Les molécules de procollagenes sont solubles amngésicules de sécrétion. Leur relargage
dans l'espace extracellulaire entraine I'action dezymes N et C propeptidases qui vont
cliver spécifiguement les deux propeptides pouinefdrmer la molécule de collagéne |
native sous la forme d’une triple hélice de 300reriahg et de 1,5nm de diameétre portant a
ses deux extrémités une courte structure non fiéitm nommeée N et C télopeptides. La
perte des propetides diminue la solubilité des oudés d’un facteur 1000 (Wood et Keech,
1960) ce qui entraine I'agrégation des moléculésearlles en un édifice supra moléculaire
elaboré : la fibrille de collagene. La fibrille egtbilisée par des pontages covalents entre les

résidus lysines et prolines hydroxylés des molécgie la constitue.
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Figure 9 : Schéma de biosynthése du collagéne I.

Réticulum Endoplasmique
Synthése des chaines a polypéptidiques
hydroxylation des résidus Pro et Lys

-N et -O glycosylation des chaines
latérales des Lysines et Hydroxylysines

Trimérisation des chaines «
a l'extrémité C-terminale

Propagation de la triple hélice
vers I'extrémité N-terminale
suivant le model en fermeture éclair.

Appareil de Golgi

Adressage et sécrétion
des trimeres de procollagéene
dans I'espace extracellulaire

Espace extracellulaire

Clivage des N- et C- propéptides

Association des molécules
de collagéne en fibrilles

Chacune des chaines a de la molécule de collageéne | est traduite de fagon indépendante au niveau
du RE. Au cours de leur synthése certains résidus proline et lysine sont hydroxylés, des motifs
osidiques sont greffés sur ces derniéres. Dans la lumiére du RE les trois chaines a s’associent dans
leur extrémité C-terminale pour former une super structure en triple hélice en direction de I'extrémité
N-terminale selon un mode d'assemblage en fermeture éclaire. Les trimére de procollagene ainsi
formés transitent par le systéeme golgien ou il sont adressés vers I'espace extra cellulaire dans des
vésicules membranaires. A la suite de leur sécrétion, des enzymes spécifiques clivent les N et C
propeptides ce qui entraine une diminution importante de la solubilité des molécules qui s’agrégent en
fibrilles de collagéne qui sont stabilisées par des pontages covalents entre les résidus hydroxylés des

molécules de collagene.

Figure adaptée de McLaughltn et Bulleid, 1998 et de Canty et Kadler, 2005.
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3. Organisation des molécules de collagene en filbes et fibrillogénésein vitro

C’est sous sa forme fibrillaire que la moléculecddagéene | réalise son r6le structural
et mécanique dans la MEC. Les fibrilles de collagaeprésentent un assemblage
multimoléculaire qui peut atteindre plusieurs mingdres de longs et 50 a 500 nanometres de
diametre de selon le tissu considéré. Comme nomssaguu le voir précédemment (figure 7),
seul certains collagénes s’associent en fibritlesit le collagéne de type |. L’organisation des
molécules de collagene au sein d'une fibrille a déééerminée par I'analyse de fibrilles
reconstituéeg vitro a partir de molécules de collagene purifiées aou’analyse de fibrilles
extraites de tissus tres majoritairement constitd€scollagene de type |. Cependant les
fibrilles in vivo sont le plus souvent hétérotypiques c'est-a-dirmées par I'association de
plusieurs types de collagénes fibrillaires ce cquutpmodifier I'organisation des molécules au
sein de la fibrille par rapport au model proposan®l'os, le collagéne | forme des fibrilles

hétérotypiques exclusivement avec le collagéngpe V¥ (Gelseet al, 2003).

<
04

Figure 10 : Fibrille de collagéne en coloration nég  ative en MET et schéma d’organisation des
molécules dans la fibrille.

(A) Fibrille de collagéne en coloration négative observée en MET. La fibrille apparait composée d’'une
succession de bandes sombres, riches en contrastant, et de bandes claires qui forment la période D
de 67nm et lui donne un aspect strié caractéristique. (B) Modéle a deux dimensions de Hodge et
Petruska de I'organisation des molécules de collagene au sein de la fibrille. En corrélation avec son
aspect en MET, les bandes fortement marquées en colorant correspondent aux gaps de 47nm présent
entre deux molécules successives dans I'axe longitudinal de la fibrille. Les zones claires, qui prennent
moins le colorant, correspondent aux overlaps de 20nm entre deux molécules successives
latéralement. Figure adaptée de Parry, 1988.
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Observées en microscopie électronique a transmissio coloration négative, les
fibrilles de collagéne présentent une alternancebaledes claires et de bandes sombres,
transversales a I'axe de la fibrille (figure 10pgbandes créent une périodicité axiale le long
de la fibrille, définie comme la période D de 67n8i.I'on rapporte la longueur d’une
molécule de collagene (i.e. ~300nm) a la périodenDobtient une valeur non entiere de
4,47D ce qui indique que les molécules de collagengeuvent pas étre disposées bout a bout
suivant I'axe de la fibrille. Le model proposé ptodge et Petruska en 1963, et globalement
toujours en vigueur aujourd’hui, fait intervenir fmésence de zones videgf) entre les
molécules de collagéne successives dans l'axetlahigal de la fibrille. Latéralement, les
molécules de collagéne successivent se recouwening distance de 20nm qui correspond
au domaine N-terminal et au domaine C-terminabdadlécule adjacente.

Il résulte donc de ce model la présence de trgap) (de 47nm de long qui vont retenir le
contrastant utilisé pour I'observation en microseoglectronique et apparaitre sombres, et
des zones de recouvremenvérlap de ~20nm de long qui du fait de leur encombrement
seront plus faiblement contrastées par les sel®rdies lourds et apparaitront claires en
microscopie €électronique a transmission. La sutmestesgapset overlapsforme la période

D de ~67nm des fibrilles de collagene qui leur doleur apparence striée caractéristique en
MET.

A pH physiologique le domaine en triple hélice dentolécule de procollagene est
faiblement chargé alors que les domaines globglahe et C terminaux sont chargés
négativement, notamment par la présence des réssilligues, ce qui rend les molécules de
collagénes solubles. Le clivage des propeptides, de la sécrétion de la molécule dans
'espace extra cellulaire, entraine une diminutilvastique de sa solubilité et les molécules
s’arrangent en fibrilles sous le contrdle des ax#ons électrostatiques et hydrophobes de

leurs chaine latérales.

Il est possiblein vitro de dissocier les fibrilles de collagenes en madifi’'état de
charge des molécules. Ainsi, & pH acide les madécsbnt fortement chargées positivement
ce qui crée des interactions électrostatiques daremolécules dans les fibrilles qui se
dissocient et deviennent libres en solution (figade A). La neutralisation du pH de la
solution diminue I'état de charge des moléculesitéint ainsi leur répulsion, et elles vont de

nouveau se réassocier en fibrilles natives (figur).
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Figure 11 : Organisation des molécules de collagéne en phases denses et fibrillogénése in
vitro.

(A) A pH acide les molécules de collagéne sont chargées positivement et libres en solution. (B) Avec
'augmentation de leur concentration les molécules s’organisent en une phase cristalline liquide de
type cholestérique. (C) Les molécules de collagene en solution acide peuvent étre précipitées, par
neutralisation du pH, sous la forme de fibrilles de collagene striées natives. Ainsi, on forme a partir
d’une solution un gel fibrillaire de collagéne. (D) Les phases cristallines liquides peuvent également
étre stabilisées en déclenchant I'association des molécules en fibrilles de collagéne qui conservent
l'organisation hélicoidale des molécules en solution. Par ce procédé on obtient un gel de collagéne
dense et organisé comme le sont les fibrilles de collagéne dans la matrice osseuse.

Figure adaptée de Eglin et al, 2005 et de Giraud-Guille et Besseau, 1998.

La triple hélice de collagene est une structuneateh et sa longueur (~300nm) lui
donne une allure de batonnets semi-flexibles. @eactéristiques donnent aux molécules de
collagene des propriétés d’autoassemblage en @olati fonction de leur concentration, ce
qui les classe parmi les cristaux liquides de tlymropes (a la différence des cristaux
liquides de type thermotropes dont 'assemblagarextulé en fonction de la température).
En concentrant les molécules en solution cellesecganisent parallelement entre elles selon
des plans successifs. Entre chaque plan, I'oriemtates molécules est modifiée d’'un angle
discret et constant. Cette organisation hélicoidake molécules en solution forme une phase
cristalline liquide de type cholestérique (figuré C). Cette phase peut étre stabilisée en
neutralisant le pH de la solution ce qui entralassbciation des molécules en fibrilles tout en
conservant I'organisation cholestérique (figure)1 Des études récentes de diffusion des
rayons X ont montré que la transition entre molkésuén solution (acides) isotropes et
molécules organisées en phase cholestérique dtmhwe a partir d’'une concentration en

collagéne de l'ordre de 60mg/mL (Gobeaek al 2007). Cependant on retrouve, en
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ultrastructure, I'organisation cholestérique daess $olutions stabilisées par neutralisation du

pH pour des concentrations supérieures a 100mgBobdaux et al, 2008).

Ainsi, les propriétés d’organisation des molécutks collagene en fibrilles par
neutralisation de pH permettent de former un matéfibrillaire solide a partir d’'une
solution. De plus, les propriétés d’autoassembtigge molécules en solution en fonction de
leur concentration permettent de structurer ce maat&elon des architectures microscopiques

gue I'on retrouve dans certains tissus conjondtiss la matrice osseuse.
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lIl L’'ingénierie tissulaire appliquée a I'os

Le médecin, et en particulier le chirurgien, a dgpoujours nécessité des outils et des
concepts pour restaurer ou améliorer le fonctiorerdgrde tissus et d’organes affectés par des
malformations congénitales, des blessures, desdmalalégénératives et/ou liees a I'age.
Suivant le tissu ou l'organe a traiter, différentegatégies ont été employées: la
transplantation d’organes d’un individu a un auite d’origine animale (rein, foie, cceur,
moelle...), l'utilisation de prothéses synthétiquegibres inférieurs et supérieurs, protheses
articulaires, dentaires...), l'introduction d’appdseexternes ou internes qui augmentent ou
supplantent la fonction de lI'organe défectueux éaeits auditifs, dialyse extra corporelle,

ceeur artificiel...) (Sipe, 2002).
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Figure 12: Organes et tissus reconstruits ou traité s suivant les principes de l'ingénierie
tissulaire. Repoduit de Bonassar et Vacanti, 1998

Les avancées de la biologie cellulaire des cinguad#rnieres années avec les
découvertes des genes et de leurs régulationgfideseurs moléculaires clefs des différents
types cellulaires, des cellules souches et ded#férenciation, associées aux techniques de
cultureex vivq d’analyse moléculaire et d'imagerie rendent gdeda créatiorde novod’'un
organe prét a étre implanté chez le patient (@rifiet Naughton, 2002). Ce champ

d’investigation de la médecine fait appel aux cpiteale I'ingénierie et aux principes des
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sciences du vivant. C'est sous le nom dingénigissulaire que les scientifiques des
matériaux, de la biologie cellulaire et de la djiné se rejoignent dans le but de développer
des substituts biologiqguement actifs qui restayremiintiennent ou améliorent le
fonctionnement des tissus (Chailaifal; 2002). Différents tissus, dont la reconstructiten
peau pour les grands brllés est le plus aboutvguelétre reconstruits par I'utilisation de
cellules combinées a des matériaux guidant leuissance et de molécules chimiques
favorisant leur fonctionnement (figure 12). Nousgantons ici I'état de I'art de I'ingénierie

tissulaire osseuse en concentrant notre propdssattentes du point de vue du matériau.

1. Caractéristiques des matériaux de réparation ossise

Le tissu osseux est perpétuellement renouvelé perdate la vie de l'individu et
posséde la capacité de se reconstituer apresriga€aurtant, des malformations secondaires
ou congénitales, la résection de tumeurs bénignasalignes, des infections, la non union
des pieces osseuses fracturées représentent unrendmportant de pathologies qui
nécessitent une intervention chirurgicale pour @¢m® a I'os de recouvrir son intégrité
(Bruder et Fox, 1999).

Desirable qualities of a bone tissue-engineering scaffold

Available to surgeon on short Promotes bone ingrowth
notice
Absorbs in predictable manner  Does not induce soft tissue growth

in concert with bone growth  at bone/implant interface

Adaptable to irregular wound Average pore sizes approximately
site, malleable 200-400 pm

Maximal bone growth through  No detrimental effects to surround-
osteoinduction and/or ing tissue due to processing
osteoconduction

Correct mechanical and Sterilizable without loss of
physical properties for properties
application

Good bony apposition Absorbable with biocompatible

components
Figure 13 : Propriétés attendues des matériaux pour la reconstruction osseuse (Reproduit de

Burg et al, 2008)

Face a ces cas cliniques, le chirurgien a besoirsaletions thérapeutiques, et
notamment de substituts, pour assurer la contiemtee les parties saines de I'os, une fois les
parties lésées éliminées. Ces substituts doivesind¥e a des exigences structurales et

fonctionnelles qui sont résumées dans la figure 13.

49



Au niveau fonctionnel, les matériaux doivent idézdat étre (Logeart-Avramogloet al,
2005) :

- ostéoconductifs, c'est-a-dire qu’ils fournissemt support sur lequel les cellules
osseuses peuvent proliférer et exprimer leur plygeot

- ostéoinductifs en favorisant la prolifération lat différenciation des précurseurs
ostéoblastiques.

- ostéogeéniques en possédant en leur sein desrgeacs ostéoblastiques pouvant se

différencier en cellules osseuses matures.

Au niveau de leur structure, on attend idéalemest matériaux qu’ils possedent (Cornell,
1998) :

- une forme et une taille qui permetent son intégmgparfaite dans le défaut.

- des capacités mécaniques suffisantes pour s@ppest contraintes de la fonction de
l'os.

- une résorption progressive qui n’interfere pascde fonctionnement normal du tissu
et dont les produits de dégradation ne sont ni imeganes ni toxiques.

- un codt de production minimal et des quantitépaiibles suffisantes.

Pour pouvoir répondre a ce cahier des charges ilmiehde surface, la topographie,
I'architecture tridimensionnelle et la porosité matériau seront des parametres cruciaux que
I'élaborateur des matériaux s’efforcera de combeemieux a partir de la matiére qui les

constitue (Knesegt al, 2006).

La référence des matériaux de comblement osset @ese jour la transplantation
autologues d’explants osseux, amplifidsvitro et réimplantés chez le patient. Ces explants
proviennent généralement de la créte iliaque ouladdibula. lls sont ostéoconductifs,
ostéoinductifs et ostéogéniques et, car ils praween directement du patient, ne sont pas
immunogénes. Cependant, ces explants sont limitéatca leur quantité disponible et leur
obtention nécessite une intervention chirurgicale un tissu sain, ce qui peut étre délétéere
pour le patient (risques d’infection et de complmas post-chirurgicale) (Rose et Oreffo,
2002). Une autre source de traitement est I'os déralisé de cadavre. Celui-ci posséde

egalement toutes les propriétés biologiques regyiser la reconstruction osseuse mais, a
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Introduction Ingénierie tissulaire de 'os
nouveau, ses quantités disponibles sont limitégsptraine régulierement de fortes réactions
immunogénes et peut étre vecteur d’agents infectieu

De nouveaux substituts sous la forme de matériainénaux ou organiques, d'origine
naturelle ou synthétique, sont développés pouilepdits déficiences de l'autogreffe et de

I'hétérogreffe d'os.

2. Les matériaux inorganiques

Les matériaux inorganiques miment la matrice mieéde I'os formée par des
cristaux d’hydroxyapatite (HA) de stoechiométriédhique (Cay(POy)s(OH)y). lls peuvent
étre d’origine naturelle ou synthétique et difféarentre eux par leur stoechiométrie et leur
forme physique (particules, granules, blocs, cgatin) (figure 14). lls représentent les
matériaux de reconstruction osseuse les plus agilen clinique et existent déja sous de

nombreuses formes commerciales (LeGeros, 2002).

Matériaux de phosphate de calcium
et noms commerciaux

Calcium phosphate ceramics, synthetic
Calcium hydroxyapatite, Ca5(PO,)s(OH),
Calcitite™, Durapatite™, Alveograf™, Osteograf™
Beta-tricalcium phosphate, Cay(PO,),
Synthograf™, Augmen™
Biphasic calcium phosphates, mixture of
hydroxyapatite and beta-tricalcium phosphate
Triosit™, MBCPM Osteosynt™
Calcium deficient apatite, unsintered
Osteogen™
Calcium phosphates, from natural origin
Freeze-dried or banked bones from cadavers
Bovine bone derived
BioOss™, Endobone™, Trubone™, BonAp™
Coral derived, coralline hydroxyapatite
Interpore™, Pro-Osteon™
Calcium phosphate cements
BoneSource™, a-BSM™, Cementek

Figure 14 : Exemples de matériaux inorganiques util  isés en clinique pour la reconstruction
osseuse. (A) os trabéculaire bovin. (B) Phosphate de calcium biphasique. (C) Corail. Reproduit de
LeGeros, 2002.

Les matériaux inorganiques d’origine naturelle siat’hydroxyapatite qui provient
de coraux (Porites) ou d’os bovin. Les coraux anteMosquelette de carbonate de calcium
(CaCQ) qui est converti en HA par conversion hydrothdemh’os bovin peut étre, quant a

lui, implanté avec ou sans sa matrice organique.
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Les matériaux inorganiques synthétiques se présestes la forme de HA staechiométrique,
de HA substituée, détricalcium phosphatg3¢TCP de formule C# O, pouvant étre converti
en octacalcium) et de composites de HA ei-d€CP (phosphate de calcium biphasique).

Globalement ces matériaux sont poreux (figure 1&)Améme si les phosphates de
calcium peuvent exister en des formes pleinesjdnmpatibles et ostéoinductifs. Cependant,
suivant leur nature chimique et leur origine ndtareou artificielle leurs propriétés
meécaniques varient d'un matériau cassdatriCalcium phosphate) a un matériau qui se
dégrade trés lentement (HA synthétique) (Petitale2000 ; Kamakura et al, 2006). Des
études montrent la présence de matériaux a bagdAdsynthétigue ou niveau du site
d’'implantation sept années apres la reconstruaigseuse (Quarto et al, 2001 ; Marcacci et
al, 2007 ; Cancedda et al, 2007). Bien que leetmagint ait permis une reconstruction totale
d’'un défaut important (4cm) dans un os long (tibla)maintien d’'un matériau dont on ne
connait pas I'évolution de son comportement bi@ogi et mécanique dans le temps reste

problématique.

3. Les polyméres synthétiques

La chimie de synthese procure des polyméres orgasigxtrémement divers quant a
leur longueur de chaines, leur physicochimie afsleapacités d’assemblages en architectures
tridimensionnelles. Parmi I'ensemble des polymétesliés comme substitut osseux les plus

utilisés sont I'acide polyglycolique, I'acide padydtique ou les polycaprolactones (figure 15).

Synthetic Polymers

Poly (glvecolic acid) (PGA), Poly (lactic acid) (PLA), Poly
(lactic-co-glvecolic acid) (PLGA), poly (e-carpolactone)
(PCL), poly (ethylene glycol) (PEG). poly (vinylalchol)
(PVA), poly (propylene fumarate) (PPF), poly(acrylic acid)
(PAA), etc. *Peptide, DNA (artificially prepared natural
polymers)

Figure 15 : Polymeres synthétiques étudiés comme su bstituts osseux (reproduit de Lee et al,
2008).
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En eux méme les polymeres synthétiques ne sonbgtésconductifs et permettent
une adhésion cellulaire faible qui est en fait lgex capacités des matériaux a lier les
protéines circulantes. En revanche, par la maitliseeur chimie de surface des motifs
d’adhésions (peptides RGD), des molécules ostéggésiet angiogéniques (BMP, TGF,
VEGF) ou des séquences de DNA codant pour cesufagbeuvent étre greffés a leur surface,
de fagon covalente ou par des liaisons faiblessiAine réponse biologique peut étre a la fois
déclenchée et modulée dans le temps en fonctiotyple de greffage des molécules
bioactives. Les polyméres synthétiques ont égaleifierantage de pouvoir étre disponibles

en quantité importante et a moindre co(t (Gianreeidal, 2005).

Leur origine synthétique limite trés fortement dansmission d’agents pathogenes et
facilite I'utilisation de procédés de stérilisatioBlle les rend également résistants a une
grande gamme de procédés (compatibilité des sahaieux, organiques, résistance a la
température...) qui permet d'obtenir des matériauaratiitecture complexe et contrblée
notamment grace au développement de reconstruassistée par ordinateur (figure 16).
Parmi ces techniques directement issues de l'iegénies matériaux on peut citerHased
Deposition ModelingFDM) ou le polymére est extrudé a partir d’'unsdudont le diametre
est contrdlé et dont les mouvements dans le plan profondeur sont assistés par ordinateur
afin de reconstruire un matériau par addition deches successives (Hutmacher et Cool,

2007).
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Figure 16: Diversité de structure pouvant étre obte  nue avec des polymeres synthétiques.

(A) Assemblages 3D de fibres de caprolactones selon différentes géométries et porosités par
technique la technique de Fused Deposition Modeling (FDM). (B) Assemblage par FDM de fibres de
caprolactones en une structure 3D en croisillons. Barres : 1mm. (Reproduit de Hutmacher, 2000)

Malgré la grande diversité des polymeéres synthésgiéveloppés pour I'ingénierie de
I'os peu d’entre eux ont été évalugs/ivo, méme chez le petit animal, du fait de leur manque
de bioactivité intrinseque (Logeart-Avramoglet al, 2005). Les fonctions chimiques qui
lient les monomeres entre eux sont métabolisalzleep enzymes de I'organisme ce qui rend
ces matériaux tres dégradables. Méme si certairesigoolymeres ont déja été utilisés en
clinique, notamment comme sutures résorbabless lptoduits de dégradation ne sont pas
métabolisables par I'organisme et peuvent étreqtees & moyenne ou forte concentration
(Griffith, 2002 ; Ciapettet al, 2003).
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4. Les polymeres naturels

Les polyméres naturels représentarpriori un matériau de choix pour l'ingénierie
tissulaire car ils sont le substrat endogene grdeles cellules peuvent adhérer, proliférer et
exprimer leur phénotype (Logeart-Avramogloet al, 2005). Ils sont par nature
biocompatibles, largement résorbables par l'orgaaiset posseédent des propriétés
ostéoconductives. Les polyméres biologiques usligiour I'ingénierie tissulaire sont
majoritairement le collagene, la fibronectine éldstine pour les composés protéiques et le
hyaluronane et le biglycane pour les composés e gjyco-amino-glycane. lls sont utilisés
seuls ou en combinaison les uns avec les autreavea des polyméres synthétiques en
fonction des propriétés que I'on souhaite augmenfi@iocompatibilité, bioactivité,
meécanique...) (Prestwich et Matthew, 2002 ; Ferdo@rande-Allen, 2007).

Avantages et inconvenients de l'utilisation du collagéne en ingénierie tissulaire

Advantages Disadvantages
Available in abundance and ecasily purified from living High cost of pure type I collagen:
organisms (constitutes more than 30% of vertebrate Variability of isolated collagen (e.g. crosslink density, fiber
tissues): size. trace impurities. efc.):
Non-antigenic; Hydrophilicity which leads to swelling and more rapid
Biodegradable and bioreabsorbable: release:
Non-toxic and biocompatible: Variability in enzymatic degradation rate as compared with
Synergic with bioactive components; hydrolytic degradation:
Biological plastic due to high tensile strength and minimal C'ol{lplex— hand]{Lng properties:
expressibility: Side effects, such as bovine spongeform encephalopathy
Hemostatic — promotes blood coagulation: (BSF) and mineralization

Formulated in a number of different forms:

Biodegradability can be regulated by cross-linking:

Easily modifiable to produce materials as desired by
utilizing its functional groups:

Compatible with synthetic polymers:

Figure 17 : Avantages et inconvénients de l'utilisa  tion du collagéne pour I'ingénierie tissulaire.
Dans la liste des avantages citons particulierement les sources disponibles en grandes quantités, la
biocompatibilité, la résorption et la trés faible immunogénéicité. Un des inconvénients majeur a
l'utilisation du collagéne en clinigue est son origine animale, et notamment bovine, qui le rend
potentiellement vecteurs d’agents pathogenes. (Reproduit de Lee et al, 2001)

Le collagéne de type | est une protéine ubiquitdams I'organisme et constitue 90%
de la matrice organique de I'os. Elle est égalenti&rst réepandue dans le regne animal, les
homologies de séquences entre especes de mamméenesfortes (Boot-Handford et
Tuckwell, 2003) ce qui rend cette protéine faiblamenmunogene notamment lorsque les
télopeptides sont éliminés (Lynet al 2004). Les matériaux a base de collagéne sont

cependant trés faiblement utilisés pour la recanstn osseuse. lls sont décrits comme ayant
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des propriétés mécaniques faibles (Giannoetla, 2005) et, a ce titre, non compatibles avec

les exigences du tissu osseux (figure 17).

Les matériaux a base de collagéne pour la recatisinutissulaire se présentent
essentiellement sous la forme de solutions acidabkes lyophilisées connues par le nom
d’éponges de collagéne (Glowacki et Mizuno, 20CBs matériaux ont de trés bons résultats
pour la reconstruction de peau (derme et épiderchey les grands brdlés mais restent
largement cantonnés aux réles de compresses héimossaou de transporteurs de molécules
favorisant la réparation de défauts osseux deetadtluite (Geigeet al, 2003) ou comme
adjuvant associé aux thérapies des défauts plgedaii.e >1cm) (Kuklcet al, 2008). Le
collagéne est également formulé en hydrogels faiéfe concentrés qui sont utilisés comme
supports tridimensionnels pour la culture de cefluh vitro (Grinnell, 2003) mais comme
avec les éponges, leurs faibles propriétés mécasidimitent leur utilisation dans la
reconstruction de I'os (Mizunet al, 1998).

L’origine naturelle de ces polymeres les rendespaliibles en grande quantité et a
moindre colt. Cependant des réserves sont émisésspautorités sanitaires quant aux agents
pathogenes qu’ils peuvent transporter (virus, @ioh et leur fragilité quant aux procédés de
stérilisation (O’Grady et Bordon, 2003). Le dévglement de molécules biologiques fournies
par le génie génétique pourrait limiter les risqlimfection mais augmente les colts de
production (Thomaset al, 2000).
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MATERIELS ET METHODES






| Préparation et caractérisation des matériaux

Deux types de matériaux ont été préparés a pagtisalutions acido solubles de
collagéne: des éponges lyophilisées et des mafiirdkires plus ou moins concentrées. Les
molécules de collagene sont extraites d’'un tissman(tendon), solubilisées a pH acide et
purifiées par précipitation sélective. Les solusimbtenues sont analysées qualitativement et
guantitativement pour étre ajustées a une condmmratock (5mg/mL), qui sera la solution
de collagéne de base dans I'élaboration de I'enkedds matériaux utilisés pour cette étude.
La préparation des solutions et des matériaux siéstulée a 20°C, en poste de seécurité
microbienne (PSM de type Il) avec du matériel kedia préparation des solutions et des
matériaux s’'est déroulée a 20°C, en poste de $éauicrobienne (PSM de type Il) avec du
matériel stérile. Les matériaux préparés par lesgue se soit pour une utilisationvitro ou

in vivo, n'ont pas subi de traitements de stérilisatictcHmues.

1. Obtention de solutions de Collageéne de type |

a) Extraction du collagéne de tendons de queuestsie

Les queues de rats nous ont été fournies a tilmeiggrx par le Laboratoire de
Physiopathologie de la Nutrition (Université Pari$). Les rats (males Wistar ; ~8 semaines)
ont été sacrifiés aprés avoir subi un traitememandl(controles négatifs) dans le cadre
d’études liées a 'activité de ce laboratoire.

Les tendons sont prélevés des queues a laide ineesp et de ciseaux par
désarticulation successive des vertebres et trades tendons qui glissent le long de la gaine
cutanée de la queue. lls sont ensuite lavés abandatrdans un grand volume de PBS a pH
7,4 (Phosphate Buffer Saline : {##0, 8,07mM ; NaHPO, 1,47mM ; NaCl 137mM ; KCI
2,68mM ). Placés dans un bain de NaCl 4M, la ppesssmotique de la solution permet la
lyse des cellules interstitielles. Aprés rincage RBS, les tendons sont solubilisés sous
agitation pendant une nuit dans une solution d&aeicktiqgue 0,5M (pH~3,5)
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La solution est clarifiee des éléments non disgmarscentrifugation (3000g, 15min) et les
molécules de collagene sont précipitées par aiNalCl a une concentration finale de 0,7M.
Les précipités sont séparés du surnageant parifagatron (3000g, 15min) et solubilisés
sous agitation pendant 24h dans une solution déaaietique 0,5M. Les sels et les protéines
de petit poids moléculaire sont éliminés de latsmupar dialyse a I'équilibre (membrane de
dialyse cellulose, cut off : 3,5kDa) contre de itwcacétique 0,5M. Les éventuels éléments
insolubles résiduels sont éliminés par une derné&epe de centrifugation haute vitesse
(41000g, 4h).

Les solutions obtenues sont dosées, apportées @ameentration finale en collagéne de
5mg/mL et analysées par éléctrophorése sur geblgagylamide en conditions dénaturantes
(SDS-PAGE).

b) Détermination de la concentration en collagene dosage de

I’hydroxyproline

Les solutions de protéines sont classiquemengesitpar la technique colorimétrique
de Bradford (Bradford MM, 1976). Le colorant (blde Coomassie) se fixe de fagon non
covalente aux chaines latérales d’arginine et d&scaminés hydrophobes ce qui entraine un
changement de son spectre d’absorption. Cette itpahnest sensible et spécifique des
protéines mais peut entrainer des erreurs d'estmati la proportion en acides aminés
réactifs au colorant est différente entre la sofué titrer et la solution de la gamme étalon.
Dans le cas du collagene le dosage de I'hydroxymalonne des résultats plus spécifiques
(Bergaman | and Loxley R, 1966). Cet acide amirtépessent en forte proportion dans la
molécule de collagene (13% en masse) et n'est ggcide a un codon d’ARNt mais issu
d’'une modification post-traductionnelle de la pmelilors du passage de la molécule de

collagéne dans le réticulum endoplasmique.

Trois aliquots des solutions de collagéne a dsset hydrolysés a 110°C pendant une
nuit par une solution de HCI concentrée (6N) pdugrer les acides aminés. L'hydrolysat est
séché sous vide (SpeedVac) et repris par 1mL dtEaanisée. Les hydroxyprolines en
solutions sont dosées par une réaction RedOx qiews oxydation par la chloramine T et la
formation d’'un complexe chromogéne par ajout aeédnylamino-4-benzaldéhyde (DMBA)
a 60°C pendant 20min. L’absorbance de la solutetnngesurée par spectrophotométrie a
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A=557nm. La quantité en hydroxyproline pour chaces échantillons est déterminée a partir

d’'une gamme de concentration d’'une solution étdlbgdroxyproline.

A partir de la quantité en hydroxyproline {§) dans I'hydrolysat on revient aisement a la

concentration en collagéne des solutiongj@ar la relation :

Ceoll = Qnyp * 7,7 | Veoln

Le facteur 7,7 représente l'inverse du pourcenthiggroxyproline par molécule de collagene
(13%) ; le volume de collagene &) celui de I'aliquot hydrolysé.

Dans le cas de solutions de collagene concentidiesoqt difficiles a pipeter les aliquots a
doser sont pesés a la balance de précision. Laté@esces solutions étant proche de 1 les
volumes des aliquots sont assimilés a leur magssi,Aes différentes solutions de collagene

seront exprimées en milligrammes (mg) de collageremillilitres (mL) de solution.

c) Analyse qualitative des solutions de collagene

L’intégrité des chaines de collagene et la présence d’éventuels contansirims la
solution est analysée par électrophorése sur geblyacrylamide en conditions dénaturantes
(SDS-PAGE). Cette technique classique de biochparenet de séparer les constituants d’'un
mélange protéique en fonction de leurs masses mlalées respectives. Les protéines sont
dénaturées par le sodium dodécyl sulfate (SDSergiént anionique) et I&mercaptoethanol
(agent réducteur) et s’organisent ainsi en unectstrel tertiaire en pelotes statistiques
chargées négativement. La migration induite pamgh&lectrique emporte les protéines a
travers un gel hydraté d’acrylamide/bis-acrylamide réticulation du gel, modulable suivant
le taux acrylamide/bis-acrylamide, entraine unrdcetde migration des protéines les plus
volumineuses par rapport aux protéines les plusepequi se jouent du maillage du gel. La
dénaturation des protéines est donc essentiells camprocédé pour assurer une densité de
charge identique entre elles et ainsi permettrer Ig€paration uniquement par leur

encombrement stérique.

61



La masse moléculaire apparente des constituapésésedu mélange est déterminée a
l'aide d’'un mélange commercial de protéines de Bms$Boléculaires connues soumis a la
méme électrophorése. Une meilleure résolution lenoie pour les protéines de haut poids
moléculaire avec des gels faiblement réticulés @eylamide / 30% bis-acrylamide) et
inversement pour les faibles poids moléculaire84 Herylamide / 30% bis-acrylamide).

[311

Fg'---._m 2
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—~~albumine

¢

Figure 18 : séparation par SDS-PAGE des constituant s protéiques des solutions de collagéne

La bande de plus forte intensité correspond aux chaines a; dont la stoechiométrie est deux fois plus
importante a; que les chaines dans les molécules de collagéne. Les bandes nommées 311 et p12
correspondent respectivement aux diméres (a4l), et (a;l a,l). Seul des traces de contaminants
protéiques sont présentes dans la solution, identifi€es comme étant I'élastine et I'albumine.

Les protéines sont révélées dans le gel par uratmn spécifique au bleu de Coomassie.
Comme précisé précédemment, ce colorant est réatiértains acides aminés, et donc
spécifigue des protéines. Dans une moindre meske®, glycoprotéines et certains
protéoglycanes a longues chaines protéiques peldteat détectés. Ces deux derniers
éléments sont des constituants importants des MisQisisus mous et donc trouvés dans les
tendons de queue de rats. En revanche les moléasidigiues, tel les glycoaminoglycanes
(GAG), autres constituants importants des MEC, gpéat totalement a cette analyse. Une
étude combinée de séparation par électrophores@aouchromatographie et d’analyse
gualitative en spectrométrie de masse apporterat apnnaissance bien plus détaillée du

contenu des solutions de collagéne.
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Dans les conditions utilisées, nous détectons esrgals a 10% en acrylamide deux
bandes de forte intensité a 100 et 95kDa idensifé@mme les deux chaines monomeériques
(0ol ) et (@2l) de la molécule de collagene de type | (figurg 1@ différence d’intensité entre
les bandes des chaines et al refléte la stoechiométrie de la molécule de celteg([(ul)2
azl]). Deux bandes de haut poids moléculaire de éaitiensité sont visualisées sur le haut du
gel. Nomméeg1l et B12, elles sont assimilées respectivement aux dsnées chaines
(0gl)2 (200kDa) et ¢4l o2l) (195kDa). L'absence demears(trainées) indique que les chaines
a sont intégres et ne se sont pas hydrolysées gmémats de tailles variables au cours de la
préparation. Deux bandes de tres faible intensité gbservées au bas du gel et attribuées a
I'élastine (66kDa) et I'albumine (55kDa). De telentaminants sont classiques lors d’'une
extraction de protéines a partir de tissus conjtsncforigines animales mais restent tres

largement minoritaires dans la solution finale f@gaport aux chainesdu collagene |.

2. Elaboration des matériaux de collagéne

a) Matrices fibrillaires de collagene

Trois types de matrices fibrillaires ont été préesr chacune ayant une concentration
spécifigue en collagéne, respectivement de 1mg/matrices 1MG), 5mg/mL (matrices
5MG) et 40mg/mL (matrices 40MG). Les solutions agimiL sont préparées a partir des
solutions stock a 5mg/mL diluées au cinquieme dacgle acétique 0,5M. Les solutions a
40mg/mL sont obtenues a partir des mémes solustotk concentrées par évaporation du
solvant sous une hotte a flux laminaire. Leur cotregion est évaluée en premiére
approximation par comparaison des masses des wwutivant et apres évaporation du
solvant. La concentration finale des solutionsdéterminée par dosage de I'hydroxyproline,
une variation de ~10% par rapport a la concentratible a été observée (concentration
finale des matrices 40MG: 36 - 44mg/mL).

Chacune des matrices 1MG, 5MG et 40MG est prépam@éeant le méme mode
opératoire. Un volume de 0,5mL de collagene de eatnation spécifique est coulé dans un
moule de polypropyléne cylindrique de 16mm de diaenplaque 24-puits). Pour obtenir des
matrices uniformes et exemptes de défauts (notamndesbulles d’air) les solutions sont
laissées une nuit a homogénéiser hermétiquemedt@G Ra concentration des molécules de
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collagene rend les solutions visqueuses, et lagigos & 40mg/mL ont plus la consistance
d’'un gel mou que dune solution fluide. De ce faigs solutions sont difficilement
manipulables par une pipette, et c’est une mas<gSe(assimilée a un volume de 0,5mL)
qui est introduite dans les moules a l'aide d’'upatgle. De comportement rhéologique
visqueux, les solutions concentrées se déploieméneent dans le moule. Leur étalement est
facilité par une pression mécanique légere et woatd’'un cylindre a fond plat du diametre
du moule et tapissé de téflon.

Les moules sont ensuite placés pendant 20h a 20fCwne cloche en verre hermétiquement
fermée et contenant une solution d'ammoniaque cdrae (~30%). L'ammoniaque est une
molécule volatile dans ces conditions de tempéeagtirde pression, un équilibre d’échange
gaz/liquide va s’établir entre les vapeurs dansickinte et la solution de collagéne et
entrainer une augmentation progressive du pH des@w de collagéne. La remontée du pH
jusqu’a la neutralité induit I'agrégation ordonrdEs molécules, libres en solution, en fibrilles
de collagene, insolubles. Par cette étape de Ifigéhése, qui S'apparente a un procédé
sol/gel, un matériau solide est élaboré a partingirécurseur liquide. La remontée de pH par
diffusion de vapeurs d’ammoniaque permet la naatrbn du pH des solutions de collagéne
sans les diluer. Ainsi nous obtenoims fine un matériau solide qui posséde les mémes
caractéristiques de volume, et donc de concentratgue les solutions de collagene
initialement introduites dans les moules.

Les matrices de collagéne sont finalement rincéeagamment par du PBS pendant ~3 jours
pour éliminer les résidus d’ammoniaque et consen&e€0°C dans du PBS jusqu’a leur

utilisation.

b) Eponges de collagene

Les éponges de collagene constituent un ensemblemai@riaux qui ont la
caractéristique commune d’avoir été obtenus pgpHyisation. Elles représentent la grande
majorité des matériaux de collagéne utilisés arigulie ou en laboratoire a partir de tissus ou
de solutions purifiées de collagéne qui peuvert gtipplémentées par d’autres molécules de
la MEC ou des polyméres synthétiques (keal, 2001). Nous avons prépares des éponges de
collagéne pour les comparer aux matrices fibréir en terme de structure et du

comportement d’ostéoblastes en cultargitro.
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Pour notre étude, les éponges de collagene oprrép@rées selon le mode opératoire
suivant. Un volume de 1mL de collagéene a 5mg/mliéacdulé dans les mémes moules
gu'utilisés pour les matrices fibrillaires puis gahé a -80°C pendant 4h. Les solutions sont
ensuite placées dans l'enceinte d'un lyophilisatéfipha-2-4 LD, Martin Christ), et
déshydratées pendant une nuit sous vide a -80°Guiaimation du solvant. Aprés cette
étape, on obtient un matériau solide et sec quserve les caractéristiques de forme et de
volume initiales des solutions dans le moule. Ljgsnges seches sont conservées dans leur

moule de fagon hermétique a 20°C.

Leur utilisation avec du matériel biologique (dosre milieu aqueux) nécessite une
étape de réhydratation. Pour que les conditionmesalsoient équivalentes a celles des
matrices fibrillaires, les éponges sont réhydraggmsune solution de PBS. Cette étape est
délicate : les éponges se collapsent lors du coatexr la solution tampon et ont tendance a
se replier sur elles-mémes. Afin de conserver unace la plus large possible, et équivalente
a celle des matrices fibrillaires, les éponges sbabord décollées des parois du moule a
I'aide d'un scalpel. Un volume de ~2mL de PBS asiioduit dans le moule avec une pipette,
la pointe en contact avec la paroi réalise le thumoule pendant I'ajout du volume afin que
les bords de I'éponge soit les premiers, et denfgptos ou moins simultanée, en contact avec

la solution tampon.
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Il Techniques de Microscopie

Le terme microscope (du greaicros « petit » etskopein« examiner ») désigne toute
une gamme d'instruments permettant d'obtenir ursgeénragrandie d'un objet. Bien que la
notion d’image soit étroitement associée a I'odie a’est pas exclusive a la lumiere mais
peut étre obtenue a partir de tout rayonnement lataite. Ainsi la microscopie est une
science de I'image qui couvre I'ensemble du spet#seondes électromagnétiques.

Plus que le grandissement maximal qu’il peut faulei parametre essentiel d’'un microscope
est son pouvoir séparateur, soit sa capacité atifidendeux points conseécutifs dans
I'échantillon. Ce paramétre est directement lié@ dohgueur d’ond@ du rayonnement, plus
celle-ci est petite plus la résolution du microseera grande. Les qualités optiques du

microscope sont également un facteur déterminamt pabtention d’'un pouvoir séparateur

éleve.
[ ] I . . ) i
: : ! Microscopie Photonique |
i ] I I
: : : Organisation tissulaire :
: : : Réseau fibrillaire de collagéne :
' i i i
i i * * » .
- | Microscopie Electronique } - :
: : Ultrastucture cellulaire : : :
: : Fibrille de collagéne : - :
I s 4 F' 4 I I
' i 1 i 1 [ 1
 Diffusion des Rayon X : : : : :
. Structure moléculaire : : . : -
- Distances interatomiques : - - : :
b + - Py 1 1 ] I
i | I | | 1 I I
| ' ! ! : ! ' s
o
1A Inm 10nm 100nm  1um 10pm  100pm Imm
[ ] 1 I ' 1
|} : I 1 L ] 1 I
I i I [ I 1 1 i
Figure 19: Echelles meétriques accessibles avec les différents  rayonnements

électromagnétiques utilisés en microscopie.

Ci-dessus sont présentés les ordres de grandsugsi@utions couramment obtenues
en fonction de I'onde électromagnétique utiliséa. ricroscopie optique, plus justement
nommeée photonique, avec une limite de résolutiod’atdre du micron est parfaitement
adaptée a la description des tissus (échelle diumaite) et de leurs composants cellulaires

(échelle du micron). Les organites intracellulairtss éléments du cytosquelette et les
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complexes multimoléculaires sont, eux, observaldgec la microscopie €électronique
(résolution nanomeétrique). Les microscopes quisetilt le rayonnement X sont en cours de
développement et proposent a ce jour une résolud®mn~100nm. Leur essor sera tres
certainement bénéfique pour la biologie car ceftagancopie permet I'étude d’organismes en
vie (i.e. non fixés). Le rayonnement X est cepehddilisé dans I'étude structurale du vivant

mais par des techniques de diffraction de la matier

Pour cette étude nous avons utilisé les technigigesnicroscopie photonique en
lumiére blanche transmise, a lumiére polarisée flaarescence, de fluorescence a deux
photons et de microscopie électronique a transamssi a balayage. Nous avons ainsi obtenu
des images spécifiqgues et complémentaires de mam#ions sur une échelle du millimétre
au nanometre. Chacune des microscopies mise ereagpase sur un principe particulier et

requiert un appareillage et une préparation spgmfdes échantillons qui sont exposés ici.

1. Microscopie photonique en transmission et a luidre polarisée

a) Principes de la microscopie photonique

Le microscope photonique (optique) fourni une imageandie du spécimen observé
par un jeu de lentilles qui dévient et concenttaiimiere blanche qui le traverse (figure 20).
On distingue trois organes essentiels du microscdgpeource lumineuse, le condenseur et
I'objectif. La source lumineuse doit étre puissam@mogene (i.e. blanche) et associée a un
diaphragme de champ qui limite I'éclairage de l@paration au champ observé en fonction
de I'objectif. Le condenseur est constitué d’'uneamsle de lentilles situées entre la source
lumineuse et I'échantillon. Son réle est de prajeans le plan de la préparation I'image de la
source lumineuse figurée par le diaphragme de chamepqui améliore la qualité de

I'illumination.
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Figure 20: Schéma en coupe d’'un microscope photoniq ue
Le trajet de la lumiére a travers les différents éléments du microscope est représenté en transmission
et en réflexion. Par un jeu de miroirs, I'échantillon peut étre observé a travers les oculaires ou son
image enregistrée sur une caméra vidéo ou un film argentique.

Le condenseur est trés souvent muni d’une lergith@vible qui permet de concentrer
plus fortement la lumiére sur I'échantillon et debir un regain d’illumination nécessaire
pour les forts grandissements. A la suite de I'étihan, se trouvent les lentilles objectifs qui
sont I'organe de formation et d’agrandissementidefie. Les capacités de grandissement et
de résolution sont directement liees aux qualifggoes des lentilles qui doivent limiter les
aberrations sphériques (I'image d’un point donnard tache) et les aberrations chromatiques
(éclatement du spectre de lumiere blanche). L'imfagenie par les lentilles est finalement
visualisée directement par I'expérimentateur adravdes lentilles oculaires qui rajoutent un

facteur de grandissement, ou sur un écran de s@éwvpar le biais d'une caméra vidéo.
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b) Principes de la microscopie a lumiéere polarisé

La microscopie a lumiere polarisée est plus contidde dans le milieu de la
biologie. Elle utilise le microscope photoniquessiigue supplémenté de filtres polarisants.
Cette microscopie met en jeu les propriétés deumaidre dite « polarisée » et donne des
informations sur I'organisation de la matiere, @efait tres utilisée par les minéralogistes et

les chimistes (cristallographie).

Classiqguement la lumiére se propage a la mémeseitéans toutes les directions de
'espace a la vitesse v = ¢ / n; ou (c) représtmtdtesse de la lumiére dans le vide et (n)
I'indice de réfraction du milieu traversé. Les c®qui la lumiére se propage a la méme vitesse

quelque soit sa direction sont nommeés isotropesanoréfringeants.

d(OM) = n

Figure 21 : Ellipsoide des indices dans un milieu a  nisotrope (adapté de Bertrand et Roubaud,
1969)
L’ellipsoide des indices schématise I'ensemble des indices de réfraction n que rencontrera un

rayon lumineux qui pénétre dans un corps anisotrope en un point O suivant la direction (OM)

Certains corps, du fait de leur organisation, songotropes a la lumiére : la vitesse du rayon
lumineux qui les traverse dépend de la directioseppar le rayon a travers le milieu. Ils ne

sont donc plus caractérisés par un indice de té&raanique mais par une multiplicité
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d’'indices en fonction du trajet de la lumiere. Uel tcorps peut étre représenté
schématiquement par un ellipsoide ou, en un poimfu€lconque du corps anisotrope, on
définit I'ellipsoide des indices comme I'ensembke mbints M de sa surface ou la distance
OM est égale a n, indice de réfraction du milieivamt la direction de propagation (OM)
(figure 21).

L’ellipsoide des indices est modelé par trois axas direction du plus grand indice
de refraction ; p définissant le plus petit indice ; worrespondant a un indice moyen (sans
étre la moyenne arithmeétique de et ). Les milieux anisotropes sont également nommeés
biréfringents car un rayon lumineux qui les tragese décompose en deux rayons réfractés
(contre un seul dans le cas d'un corps isotrop&gale intensité mais de directions
différentes. De plus, les rayons réfractés sorarnsgs a angle droit suivant la directiane
np. Si un tel rayon polarisé traverse de nouveauoupscanisotrope il se décomposera en deux
rayons diffractés suivant les directionseh n, mais cette fois ci d’'intensité différente pouvant

aller jusqu’a I'extinction si le rayon incident gxirallele a gou n,.

Le microscope a lumiére polarisé repose sur ceipé de polarisation et d’extinction
de la lumiére par des milieux anisotropes. Ce msmwpe possede deux prismes polarisant
orientés a 90° I'un par rapport a l'autre. Le premnommeé polariseur, est placé entre la
source lumineuse et I'échantillon. Le second prisnoenmé analyseur, est placé a la suite de
I'échantillon, en amont des occulaires (ou de faglois générale, avant le systeme de prise de
vue). Il résulte de ce montage, en I'absence di@dlen ou en présence d’'un échantillon
isotrope, une extinction totale de la lumiere traise. En effet, le faisceau lumineux est
polarisé par son passage a travers le polariseupofarisation n'est pas modifiée par son
passage a travers I'échantillon isotrope ce quiewtrainer I'extinction de lintensité
lumineuse a la rencontre de I'analyseur dont Ienpei est orienté a 90° du plan de polarisation

du faisceau.
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L’introduction d’'un corps anisotrope entre les xi@uismes va entrainer une nouvelle
polarisation du faisceau lumineux incident qui léita la lumiere apres son interaction avec

le filtre analyseur avec une intensité I tel que :
I'=1sin%2a) - sinf(nd/2)

ou: - lestlintensité du faisceau lumineux &datie du polariseur

- o est l'angle formé entre le polariseur et I'axg ae l'ellipsoide des indices de
I'échantillon

- 6 représente le retard de la composante de la \abratir le polariseur par rapport a
la composante de la vibration sur I'analyseur

- A la longueur d’onde du faisceau

Le retardd est fonction du corps anisotrope observé (enqudigr de son épaisseur), donc
pour un méme échantillon la composasité(zd/2) est une constante. L'intensité I’ en sortie

de I'analyseur sera donc fonction de I'anglet prendra une valeur :
- maximale pour les valeurs deel que sin’(2a) = 1 soita = n/4 (xn/2)
- minimale et nulle pour les valeurs @éel que sin(20) =0 soita = 0 (+a/2)

Dans le cas des fibrilles (et des molécules) diagehe, 'axe g de I'ellipsoide des indices
de réfraction est parallele a la direction longiade des fibrilles. Par rotation de I'’échantillon
sur la platine du microscope, l'alternance d’eximmt et de récupération de la lumiére

permettra une description de 'orientation deslfds dans I'échantillon.

c) Préparation des échantillons

De facon évidente, pour obtenir une image en micq@ie en transmission les
echantillons doivent laisser passer la lumiere.dJarcas de tissus animaux, ou dans notre cas
de matériaux épais ensemencés de cellules, cedpiv@nt étre débités en lames minces de
guelques microns d’épaisseur (technique de micrafporhes échantillons sont tout d’abord
fixés pour figer le systeme et le conserver eral:diverses techniques de fixations existent,
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notamment par des agents chimiques (ethanol, parafdéhyde...) ou par le froid
(cryofixation a l'azote liquide...). lls doivent enta étre imprégnés puis inclus par une
substance capable de les durcir afin qu’ils puiséae découpés de la facon la plus nette et
fine possible, sans déformer ni sa structure rtupeer son organisation. L'inclusion se fait le
plus souvent par des résines de polyméres quimepas miscibles dans I'eau. L'eau étant le
solvant du vivant, les échantillons doivent donbilsune étape délicate de déshydratation ou
'eau qui les composent est progressivement éliempur étre finalement remplacée par la
résine d’inclusion.

En fonction de l'origine de nos échantillons (mzds et éponges de collagéne en culiire
vitro ou explants de calvaria) des techniques de mignetepécifiques ont été employées et

sont détaillées dans les chapitres correspondants.

Les coupes de tissus sont en générales claireanst contraste. Une étape de
coloration est donc nécessaire pour visualiser iéérencier les éléments cellulaires et
moléculaires. Il existe un tres grand nombre deratibns histologiques qui utilisent un a
trois colorants différents en fonction du tissuaré et des cellules et molécules que I'on
veut révéler. Le principe des colorations histodims repose sur les interactions chimiques
(hydrophobicité, acidophilie, basophilie...) entrdocants et molécules du tissu. Un autre
procédé de coloration (coloration histo-enzymolagigrévele la présence spécifique de
protéines par le biais de leur activité enzymatideeur notre étude nous avons utilisé les
colorations présentées ci-apres, suivant les re@mations de Martoja et Martoja-Pierson
(1967):

- Hémalun de Massondonne une teinte bleue violacée aux noyaux ehlmanes

plasmiques des cellules.
- Picrosirius: colorant spécifique du collagéne lui conférame teinte rouge vive. Le
colorant se fixe le long des molécules de collagemganisées en fibrilles ce qui

augmente le signal de biréfringence.

- Trichrome de Prenant selon la variante de Gatmmbinaison d’'une coloration a

I’'hnémalun de Masson suivit d’'une coloration par sotition alcoolique d’éosine-vert
lumiére. Cette coloration donne une teinte vertecallagene et un contraste bleu

violet aux membranes et noyaux cellulaires.
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- Coloration de von Kossacette technique révéle les ions calcium pré&gpgous la

forme de phosphate, carbonates et oxalates deucal&ar une solution aqueuse de
nitrate d’'argent les ions calcium sont solubilisésubstitués par des ions argent. Les
sels d’'argents ainsi créés sont révélés par uratéwé photographique sous la forme

de précipités noirs.

- Bleu de toluidine forte coloration bleue des noyaux et membramrdslaires. Les

matrices extra cellulaires prennent également Iéorant avec une intensité

proportionnelle a leur densité.

- Détection de l'activité phosphatase alcatinen substrat de naphtylphosphate est

clivé en naphtol par I'activité phosphatase deZigne. Le produit de la réaction est

révélé sous la forme d’un précipité bleu complexiéssels de diazoniurhlge RR).

Les observations en microscopie photonique en karbanche et en lumiere polarisée ont

été effectuées sur un microscope Nikon E600 POL.

2. Microscopie de fluorescence et a deux photons

a) Principes de la microscopie de fluorescence

La microscopie de fluorescence est devenue unaitpah tres exploitée en biologie.
Elle utilise un faisceau de lumiére monochromatigaer exciter un fluorophore qui émet un
photon d'une longueur d'onde plus grande, donc e&’eouleur différente. Le couplage
covalent d’anticorps ou de molécules interagissgpécifiguement avec des molécules
biologiques (exemple de la phalloidine) a des moécfluorescentes (Alexa 488, couleur
verte ; rhodamine, couleur rouge...) ou les protéimes fusion avec des protéines
fluorescentes (green/yellow fluorescent proteirt)marmis, par l'utilisation de la microscopie
a fluorescence, de visualiser spécifiguement unkcule d’intérét au sein des tissus et des
cellules.
Les microscopes a fluorescence difféerent peu desostopes photoniques classiques. lIs
possedent des filtres pour obtenir la longueur déod’excitation adéquate. De plus, le signal
n'est plus obtenu en transmission mais en réflexg@nqui nécessite des lentilles objectifs
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spécifiques capables de focaliser le faisceau datian sur I'échantillon puis de récupérer et

d’agrandir le faisceau fluorescent émis par I'ét¢itlan (figure 20).

b) Le systeme ApoTome

L’opticien Carl Zeiss a développé pour ses mianpss a fluorescence un systeme qui
permet d’enregistrer uniguement les éléments feéslid'une image. Un tel systeme peut
s’avérer extrémement utile lorsque I'échantillorsg@de une certaine épaisseur, et permet de
réduire fortement le bruit de fond de limage liéixaéléments hors du focus ou a
l'autofluorescence de I'échantillon. Le systeme Apme fonctionne sur le principe de
lillumination structurée qui repose sur les phéeoes d'interférence de la lumiere (Roos et
Brady, 1982 ; Bauch et Schaffer, 2006). Une grillmterférence est placée sur le trajet
optique de la source d’excitation de fluorescedems le plan focal image du diaphragme de
champ, et 'image de cette grille est projetéel'®whantillon. Trois images de I'échantillon
sont prises avec trois orientations différentesladgrille d’interférence et assemblées par
traitement numérique. Par sa position au plan fomeage du diaphragme, I'image projetée de
la grille apparait visible sur I'échantillon uniquent au niveau des zones focalisées. Le
changement d’orientation de la grille d’'un angle f@gport a I'’horizontal la déplace en avant
et en arriere du focus de I'image (d’ou les traigges acquises). A partir de ces trois plans le

logiciel reconnait les zones focalisées et défeéal, et élimine ces derniéres.

Bien que ce procédé soit trés performant pour egttas plans focaux d’'une image,
notre expeérience nous permet d’émettre certainesrvés quant a son utilisation pour des
échantillons épais (i.e. >1-0,5mm). Une des limiesjeures a son utilisation est que ce
systeme ne fonctionne que si la grille d’interféerest extrémement bien focalisée sur
I'échantillon. Dans le cas de nos préparations, été bien souvent difficile de visualiser la
grille projetée sur le plan focal ce qui entraindts de la prise de vue, des images mal

reconstruites ou la grille d’interférence étaitiblis sur I'échantillon.
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c) Principes de la microscopie de fluorescenoitéx a deux photons:

La microscopie de fluorescence a deux photons eepgalement sur la capacité des
fluorophores a absorber I'énergie du rayon incidems de réémettre une partie de cette
énergie sous la forme d’'un photon de plus faiblergie ¢ plus grande). En revanche, elle se
distingue de la précédente par son mode d’exaitatan lin€aire, ou se sont deux photons et
non un seul qui sont absorbés simultanément pandiécule a détecter. Cette technique
nécessite un appareillage particulier présentéfiguae 22 A. En effet, un tel phénomene est
possible si I'échantillon est excité par un chamgel suffisamment intense. Le fluorophore
est excité par absorption simultanée de deux pbgben énergétiques (de grarideournis
par un laser délivrant des impulsions extrémemeavds (100 femto secondes) dans le
proche infrarouge (700 — 1200 nm) plut6ét que patpdorption d’'un photon unique fourni par
un laser émettant dans le visible.

A
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Figure 22 : Schéma et principe de fonctionnement du microscope a deux photons. (Reproduit
de Rubart, 2004)

(A) L’échantillon est balayé par un faisceau laser pulsé et le signal de fluorescence est recueilli par la
lentille objectif et dirigé vers les capteurs CCD qui donnent une image sur un écran. (B) Comparaison
de la diffusion en profondeur de I'émission de la fluorescéine excitée par un (1P) et deux (2P)
photons.

La substitution d’une excitation en régime contpar un train d'impulsions intense
mais bréves permet d’appliquer une intensité lumseeélevée tout en limitant I'énergie

incidente sur I'échantillon, ce qui limite fortentela dégradation de I'échantillon et du
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fluorophore (phénomeéne deienching. Le phénomeéne d’adsorption multiple simultané&ee

produit qu’au voisinage du plan focal de I'objecléf ou I'intensité lumineuse est suffisante.

Ainsi, ce mode d'excitation permet d'obtenir un wole d’excitation de faible
profondeur (figure 22 B ; 2P) et de limiter la d#fon du point focal par le tissu environnant
comme habituellement observé avec une excitationopizotonique classique (microscopie

plein champ ou confocal) (figure 22 B ; 1P).

Suivant la lentille objectif utilisée, la techniqde microscopie de fluorescence a 2
photons permet une résolution tridimensionnelld’atelre de 2*0,5*0,5 um (Débarret al,
2006). Associée a une motorisation de la platimtepabjet, cette technique est trés adaptée
pour imager a I'échelle subcellulaire des tissuasdkeur volume. D’autres phénomenes
d’optique non linéaire son également exploitablespkis du phénomene de fluorescence
(génération de seconde et troisieme harmonique)pguinettent I'imagerie de structures
tissulaires et cellulaires organisées tels lesusisgches en fibres de collagéne ou les

membranes lipidiques.

d) Préparation des échantillons

La technique de microscopie de fluorescence (awplusieurs photons) nécessite la
présence de molécules capables d’absorber I'éndugiaisceau lumineux et de réémettre des
photons. En 'absence de fluorescence endogen@dmwntillon étudié ou pour la détection
de molécules spécifique il est donc nécessairdrddnire un fluorophore dans I'échantillon.

Il existe un grand nombre de fluorophores commarciqui different entre eux par leur
spectre d’absorption, d’émission et par leur aéirpour les différents constituants tissulaires
ou cellulaires.

Pour notre étude nous avons utilisé la phalloidine,se lie spécifiguement aux fibres du
cytosquelette d’actine, couplée au fluorophore Ald88 qui réémet des photons de couleur
verte. Les noyaux des cellules ont été identifi@s parquage au DAPI qui est un agent
intercalant de I'ADN et qui émet dans le bleu. L®tpcole expérimental est détaillé au

chapitre correspondant.
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Les observations de microscopie de fluorescenéailiea ont été réalisées sur un microscope

fluorescent Zeiss Axiolmager.

3. Microscopie électronique a transmission

a) Principes

La microscopie électronique a transmission egttstnent identique sur le principe a
la microscopie optique. Un faisceau de « lumieest>concentré sur I'échantillon, interagit
avec lui et le faisceau lumineux transmis est d@aé un jeu de lentilles pour former une

image agrandie de I'échantillon.

La difféerence réside dans la source lumineuse faisteau d’électrons remplace le
faisceau de photons. On constate ainsi qu’'il esk gustifié de parler de microscopie
photonique que de microscopie optique pour lardisir de la microscopie électronique. La
figure 23 présente le schéma d’'un microscope @leiciue a transmission. Les électrons sont

eémis au niveau du canon par chauffage de la cattoalecélérés par I'anode.

La longueur d’onde des électrons émis est inversempmportionnelle a la tension
d’accélération ; la résolution du microscope déperdbnc de la tension a laquelle il est
capable de fonctionner. Pour permettre une émissiomine propagation homogéne du
faisceau d’électrons il est essentiel que I'ensendiel la colonne soit sous un vide poussé. Le
faisceau est rendu cohérent par le passage a dréwediaphragme de champ avant sa
concentration sur I'échantillon par les lentillesndenseurs. Les lentilles d’'un microscope
électronique sont des lentilles magnétiques qualfeent les particules chargées, que sont les
électrons, par modulation du champ magnétiquev@srsur I'’échantillon, les électrons vont

interagir avec la matiere qui le constitue et pttes ou moins absorbés et diffractés.

C'est le faisceau issu des ces interactions quserair a la formation d’'une image
agrandie par les lentilles objectifs situées endmfa colonne a la suite de I'échantillon. Le
matériel biologique est essentiellement formé a@éts atomiques légers qui interagissent

peu avec les électrons. Il devra étre contrastél@gamétaux lourds pour pouvoir étre observe.
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Les électrons n’étant pas visible a I'ceil, I'imagg formée sur un écran phosphorescent ou

par I'intermédiaire d’une plaque photographiquedain écran associé a une cameéra CCD.
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Figure 23 : Schéma d’'un microscope électronique et du trajet des électrons dans la colonne.

La source lumineuse est rendue cohérente (i.e. faisceau d'électrons de méme longueur d’onde et de
méme direction) par un diaphragme de champ, puis est concentrée sur I'objet par les lentilles
condenseurs. Le faisceau d'électron transmis par I'échantillon est agrandi par une série de lentilles
objectives qui projettent I'image sur un écran fluorescent ou une caméra CCD pour une observation
directe, ou sur une plague photographique afin d’enregistrer I'image. Il est intéressant d’observer que
la schématisation du trajet optique des électrons dans la colonne du microscope électronique a
transmission est similaire a celui des photons dans un microscope optique (cf. figure 20), montrant les
analogies entre ces deux techniques.

Les observations de nos échantillons ont été éaliavec un microscope électronique
Philips CM12 fonctionnant avec une cathode en hemxab de lanthane (LaB sous une
tension d'accélération de 120kV. Les images sorduadlies sur des plans films
photographiques Kodak S0163, développés dans d@leatéur D19 (Kodak) et numérisées au
format JPEG a 1200 dpildts per inclhde résolution.

78



b) Préparation des échantillons

Les principes de fonctionnement du microscope keriue requiérent des
échantillons suffisamment minces pour transmegtiaisceau d’électrons et résistant au vide
de la colonne. Pour cela, les échantillons somisfigar des agents chimiques et inclus dans
une résine pour étre débités en coupes trés mpuacdechniques d’ultramicrotomie.

Les échantillons sont fixés 1h a 4°C par une smtutle glutaraldéhyde a 2,5% dans un
tampon cacodylate de sodium (0,033M pH 7,4). Latéur est rincé par trois bains de 10min
dans un mélange cacodylate de sodium / saccha@@®&M / 0,3M pH 7,4) et une post
fixation des échantillons est réalisée par le igtle d’'osmium (Os@) a 2% dans un tampon
cacodylate de sodium / saccharose (0,1M / 0,3M @ghipendant 1h a 4°C. Le fixateur est de
nouveau rincé par trois bains de 10min dans unngélaacodylate de sodium / saccharose
(0,05M / 0,3M pH 7,4). Les échantillons sont déshyes par des solutions d'éthanol de
degrés croissant puis par un meélange 1/1 d’éthdafoPo et d’'oxyde de propylene et
finalement par 'oxyde de propylene pur.

Fixés et déshydratés, les échantillons sont img®glans la résine d’inclusion. Celle-ci se
compose d'un mélange de résine araldite CY212 (30ndlun durcisseur Ahnydride
Dodécenyl Succinique (DDSA, 22mL) et d’'un catalysBenzyl Dimethyl Amine (BDMA,
1,1mL). L'imprégnation se fait par un premier bala 1h a 4°C de mélange oxyde de
propyléne/résine 2 :1, un second pendant une auitip mélange oxyde de propyléne/résine
2 :1 puis un dernier bain de 1h & température antiidans la résine.

L’inclusion des échantillons dans la résine estigéa dans une étuve a vide a 45°C en
procédant a des dégazages réguliers. Les échastilont finalement disposés dans des

moules alvéolaires remplis de résine et polyménsgmlant 3 jours a 60°C.

Les échantillons sont coupés en sections fined ) par un diamant histologique
(Diatome) monté sur un ultramicrotome motorisé radltt Reichert Young). Les coupes sont
colorées au bleu de toluidine et observées au sdope photonique. Des coupes ultra fines
(~70nm) sont ensuite réalisées sur les échantibobaide d’'un ultramicrotome monté d’'un

diamant ultracut (Diatome).
Les coupes sont déposees sur des grilles en ceivoentrastées par une solution

alcooligue a 1% d’acide phosphotungstique ou paramution saturée d’acétate d’uranyle et
de citrate de plomb. L'acide phosphotungstique #@ppan bon contraste aux fibres de
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collagene, notamment de la striation transversedmgraste a I'acétate d’uranyle et au citrate
de plomb réveéle parfaitement les éléments membmemdes cellules (membrane plasmique,

réticulum endoplasmiques, vésicules...).

4. Microscopie électronique a balayage

a) Principes

La particularité de ce microscope est de donnerimage des électrons réfléchis par

I'échantillon. Cette technique permet de s’affrancte la nécessité d’'un échantillon mince

permettant la transmission des électrons et amgiadivoir imager la surface des échantillons

avec une certaine profondeur de champ.
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Figure 24 : Schéma d’'un microscope électronique ab  alayage.

Le faisceau d'électron est focalisé sur la surface de I'échantillon par un jeu de deux lentilles
magnétiques. Entre ces lentilles condenseur et objectif se trouve un systeme de déflecteurs
électroniques qui vont entrainer le balayage de la surface de I'échantillon par le faisceau. Le
grandissement d'un MEB est déterminé par le diamétre du faisceau d’électrons et par la distance
entre le faisceau et I'échantillon. L'image MEB est formée par linteraction des électrons avec la
matiére de [I'échantillon qui peuvent soit étre rétrodiffusés soit générer I'émission d'électrons
secondaires ou de rayons X.

On remarque sur la figure 24 que la colonne du MEBplus courte et plus simple que
celle du MET. Les électrons sont émis et accélémss vide avec une faible tension et

focalisés par la lentille condenseur et objectif s@ situent toutes les deux en amont de
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I'échantillon. En fait, le grandissement d’'un ME& ebtenu par la diminution du diametre du
faisceau d’électrons qui balaye I'échantillon c’pstrquoi il prend souvent le nom de sonde.
Le grandissement est modulé par la distance eatfaidceau focalisé et I'échantillon (qui
définie la distance de travaille ou WD poWforking Distanck et par la sensibilité des
capteurs électroniques qui vont recueillir les aighémis apres interaction des électrons avec
I’échantillon.

Entre les deux lentilles se trouve un systeme diealéurs électromagnétiques qui
entraine le faisceau d’électrons dans un mouvedebtlayage de la surface de I'’échantillon
selon une trame standard de télévision. La chadbMEB contient différents détecteurs.

Les images topographiques de I'échantillon som¢rales par le détecteur d’électrons
secondaires qui résultent de linteraction diredtefaisceau d’électrons émis par le canon
(électrons primaires) avec le cortege électrondpgeatomes en surface de I'échantillon. Il est
egalement possible d'imager la composition atomdgi¢ééchantillon par enregistrement des
électrons rétrodiffusés, ou par le rayonnement Xsépar I'échantillon sous le faisceau

d’électrons primaires.

Les observations en MEB ont été réalisées aveciamscope JEOL JSM-5510 LV sous une

tension d’accélération de 10kV et une distancerdiom détecteur de 12-15mm.

b) Préparation des échantillons

Les échantillons devant étre introduits dans uneeiaete sous vide, ils nécessitent
d’étre secs (i.e. dépourvus de liquides). Les &dlmars sont fixés 1h a 4°C par une solution
de glutaraldéhyde a 2,5% dans un tampon cacodyé&atodium (0,033M pH 7,4). Apres un
rincage par trois bains de 10min dans un mélangedgéate de sodium / saccharose (0,05M /
0,3M pH 7,4), les échantillons sont déshydratés ¢es solutions d’éthanol de degrés
croissants jusqu'a une solution d’éthanol 100%lch@ absolu est remplacé par du £O
liquide qui sera éliminé par transition au poinpeu critique (31,1°C; 73,8 bars). Cette
technique de séchage au point super critique peti@@niner le liquide de I'échantillon tout
en conservant sa structure macroscopique et mapapee, en réalisant une transition de
phase liquide-gaz sans passer la barriere de cmamged’état qui est trés souvent
dommageable pour les structures poreuses. Ainsiolesnes et distances observés par MEB
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correspondent a ceux de I'échantillon fixé et htglrde séchage super critiqgue a été réalisé

avec un appareil Bal-Tec 030.

Pour limiter I'accumulation de charges électriqges I'échantillon qui entraine une
saturation de l'image, il est nécessaire que I'atihan soit conducteur électriguement. Le
matériel biologique I'étant tres faiblement, il @ehdu conducteur par dépét, apres séchage,

d’une fine couche d’or de ~2nm d’épaisseur.
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[l Culture d’ostéoblastes in vitro

1. Lignées cellulaires étudiées

Nous avons utilisé deux lignées d'ostéoblastes imsrau cours de cette étude. Toutes
les deux sont d’origines foetales mais la premiéee aon génome modifié par un oncogéne
viral afin d’'augmenter ses capacités proliférativesitro (cellules transformées). La seconde
est une lignée dite primaire, obtenue a partir deaxiplant osseux. Les modalités de leur

obtention ainsi que leurs caractéristiques prifegpaont ici présentées.

a) Ostéoblastes transformés (FHSO-6)

Ces cellules proviennent du stroma d’'un fémur deugoeecueilli a la suite d’un
avortement volontaire (fecetus de 8-12 semaines)niigwé et al, 1998). Les cellules du
stroma médullaire sont récupérées et mises en reultu vitro dans un milieu de
différenciation ostéogénique pendant 48h contenamtplus du milieu nutritif Dulbecco’s
Modified Eagles Medium (DMEM), 10% de Sérum de Veacetal (SVF), de l'acide
ascorbique (50pg/mL), 3mM de NgPD, et de la dexamethasone €1M1). Les cellules sont
ensuite amplifiées dans un milieu de culture stahdantenant du DMEM et 10% de SVF.
Les cellules a confluence sont perméabilisées [eutréporation et transfectées par un
plasmide recombiné avec le génome du Simian VitugA/40). Le génome du virus, dont
I'origine de réplication est inactive (bloquant sapacités de multiplication), va s’intégrer de
facon permanente au génome des cellules stromilespression de la protéine virale
antigene grand T, qui lie spécifiguement les pra&gide régulation du cycle cellulaire
eucaryote p53 et pRB, va engager les cellulesfaaig®es dans une voie proliférative. Deux
semaines apres transfection, la colonie cellulgiiea montré la plus forte prolifération et la
plus grande activité phosphatase alcaline, indiguson engagement dans la voie de
différenciation ostéoblastique, est sélectionnégr plonner la lignée FHSO-6 (Fcetal Human
Stromal Osteoblastic cells, clone number 6).

Les cellules de la lignée FHSO-6 cultivées surébdi Pétri a confluence présentent

une activité phosphatase alcaline qui est augmelgéraniere dose dépendante par ajout de
dexamethasone (0,1-100nM), de 1,25-dihydroxyviteami (0,1-100nM) ou de BMP-2
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recombinante (rhBMP-2 ; 0,1-100ng/mL). Ces cellubapriment également le mRNA de

I'ostéocalcine et secretent du collagene de type I.

b) Ostéoblastes primaires (F27)

Ces cellules proviennent d’explants d’os sain pgdesur le crane d’un nouveau né de
27 semaines au cours d’'une opération chirurgidaébigiset al, 1998 ; Hayet al, 1999). Les
fragments de calvaria sont lavés au PBS, découpgmeceaux de ~1mrret digérés pendant
2h a 37°C par une solution de collagénase de type0J25%. Les explants sont ensuite
abondamment lavés par du DMEM supplémenté de 10%de de pénicilline (100 IU/mL)
et de streptomycine (1Q6/mL). Les cellules sont récupérées du milieu deadge par
centrifugation, remises en suspension par du DMENMh@tipliées en boites de culture de
25cnf & 37°C dans du DMEM contenant 10% de SVF. La pajmn cellulaire obtenue par
ces conditions est essentiellement composée delaelindifférenciées présentant des

caractéristiques pré-ostéoblastiques (de Petlak 1997).

Les cellules utilisées pour notre étude proviendendeux explants osseux d’un méme
individu, I'un proche de la suture pariétale etskcond a proximité de la suture pariéto-
occipitale. Ces cellules ont montré un comportendgrtique au cours de notre étude. Avant
leur ensemencement sur les matériaux de collageneatlules sont soumises apulsede

différenciation de 48h par I'ajout de dexaméthasoi€®M dans le milieu de culture.

2. Dispositif expérimental

Afin d’équilibrer les concentrations en sels etg@ucose dans la globalité de leur
volume, les matrices fibrillaires et les épongest socées puis incubées pendant une nuit
dans du DMEM. Le lendemain, le DMEM est remplacé wa milieu de culture complet
composé de DMEM, 10% de sérum de veau feetal (SR antibiotique et d'un
antifongique (respectivement, pénicilline a 100tésimL et streptomycine a 10ug/mL),
50ug/mL d’acide ascorbique et 3mM de NBB). L'acide ascorbique est nécessaire pour

une bonne biosynthése du collagéne de type |, ¢sptate inorganique (RY) est requis
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pour la formation de minéral par les ostéoblas#geutées au milieu de culture, ces

molécules le rendent propice a I'expression deggestéoblastiques.

Les cellules sont déposées a la surface des nwmattcdes éponges a une densité de
1700 cellules/cpuis placées dans un incubateur & 37°C sous 1000mitlité et 5% de
COu. Nous avons choisis d’ensemencer les cellulesassurface des matrices fibrillaires qui
était a l'interface collagene / air lors de I'étage fibrillogenese. Ce choix a été motivé par
'idée d'un systeme « prét a I'emploi reédy to usg ou les matrices fibrillaires pourraient
étre formées, rincées, imbibées puis finalemeneéraracées en un nombre limité d’étapes.
De facon a ce que des comparaisons puissent éteeplas facilement, les éponges de

collagéne ont également était ensemencées surlEIsUpérieure.

Les cellules sont cultivées pendant 4 semainedesumatrices et les éponges, les
échantillons sont prélevés et analysés tous lesirg.jLe milieu de culture est renouvelé tous
les trois jours, conservé a -20°C pour étre ensantalysé. Classiquement, chaque série
d’expériences comportait 4 échantillons par poitgsnesures et par type de matériau. Quatre
expeériences indépendantes de culture sur 28 jourété réalisées avec les cellules FHSO-6,

deux avec les cellules primaires.

Pour la mise en évidence de la transition morphglegdes ostéoblastes primaires a
l'intérieur des matrices fibrillaires le méme disfid expérimental a été utilisé. Les
échantillons ont été fixés pour étre préparés gaumicrotomie, 'ultramicrotomie et la
microscopie de fluorescence et a deux photons &yrés 7 et 10 jours de cultures. Quatre

expeériences indépendantes ont été realisées.

3. Préparations histologiques a la paraffine et cotations

Au jour choisi pour leur analyse, les matériauxcehure sont rincés 3 fois au PBS et
fixés pendant 24h par une solution de paraformaitiehPFA) a 4% dans du PBS. Les
échantillons sont de nouveau rincés au PBS pulsydéstés de facon progressive par un bain
d’éthanol & 70% dans I'eau pendant 24h puis derksisaiccessifs de 3h dans I'éthanol 95%
et I'éthanol 100%. Les échantillons sont ensuioarés pour l'inclusion a la paraffine par un
bain de 48h dans du butane-2-ol. Afin d'élimineutes traces résiduelles d’'alcool, la
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paraffine n’étant pas miscible dans ce solvant, dekitions de butanol sont changées
régulierement. Les échantillons sont inclus dansalaffine liquide pendant 3h a 60°C, puis
placés dans des barres de Leuckart et coulés dangaraffine pour obtenir apres

refroidissement un bloc cubique solide qui seratdém sections de 10um d’épaisseur par un

microtome manuel.

Les colorants utilisés étant des solutions aqueuess coupes microtomes sont
déparaffinées par deux bains de 10min de toluere gragressivement réhydratées par des
bains d’alcool de degré décroissant jusqu’a unidebain d’eau distillée de 5min.

Les coupes sont colorées 5min par une solutionnuiihén de Masson puis rincées a l'eau
courante. Pour la triple coloration de Prenant redéo méthode de Gabe, les coupes sont
colorées a I’hémalun de Masson comme décrit précguamt, puis colorées pendant 10min

par une solution alcoolique d’éosine vert-lumiégréralement rincées a I'éthanol absolu.

Pour la coloration de von Kossa, les coupes antiretubées a I'obscurité dans une
solution de nitrate d’'argent (AgNpDa 3% pendant 45min. Toujours dans des conditions
d’obscurité, les coupes sont ensuite rincées foidspendant 5min a I'eau distillée. Les sels
d’argents substitués aux sels de phosphate deucalednt mis en évience par un bain de
révélateur photographique et la réaction est semaé un rincage rapide a I'eau distillée et

une solution de fixateur photographique. Les cogoes contre colorées au rouge nucléaire.

Quelgue soit le type de coloration, les coupesrée® sont de nouveau déshydratées par des
bains de degré croissant d’alcool et deux baindme de toluéne pour étre finalement

montées a I'Eukitt entre lame et lamelle.

4. Immunohistologie

Les coupes sont déparaffinées et réhydratées cod@ust ci-dessus, puis sont
soumises a un bain de 10min dans du PBS. Elles esmite incubées pendant 5min a
température ambiante dans une solution aqueusepdnp a 0,2% et d’acide acétique 10%,
rincées au PBS puis incubées dans une solutiofydeg a 1% dans du PBS pendant 30min.
Aprés un nouveau ringage au PBS, les sites d'aniingsin spécifique des anticorps sont
bloqués pendant trente minutes a température atebpar une solution de PBS contenant
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0,05% de Tween-20, 1% d’albumine de sérum bovinA)B& 10% SVF. Les anticorps
primaires (anti-phosphatase alcaline humaine etcafiagene | humain) sont dilués suivant
les recommandations du fournisseur dans une soldgdPBS contenant 0,05% de Tween-20
et 1% de BSA et laissé en interaction avec les épualans cette solution pendant une nuit a
température ambiante dans une enceinte humidec@gses contréles sont préparées selon
les mémes conditions sans anticorps primairescbepes sont rincées trois fois 5min au PBS
puis les anticorps primaires sont réveélés pendéntidl a température ambiante par une
solution d’anticorps secondaires couplés a la rimide et finalement rincées par du PBS. Les
noyaux des cellules sont colorés pendant 15miruparsolution de DAPI a 300mM dans du
PBS, une derniere fois rincées par trois bainsile puis montées entre lame et lamelle dans
un milieu de montage aqueux.

Les observations sont effectuées sur un microsttopescent Zeiss Axiolmager.

5. Marquage fluorescent du cytosquelette d’actine.

Le jour de I'observation, les matrices fibrillagren cultures avec les ostéoblastes sont
rincées par du PBS et fixées pendant 1h par undi@olde PFA a 4% dans du PBS. Le
fixateur est éliminé par trois bains de 5min de RB&s cellules sont perméabilisées pendant
20min par une solution de Tween-20 a 0,5% dans Bif. Res matrices sont a nouveau
rincées par trois bains de PBS de 5min. Les filamdiactine sont marqués par une solution a
10mM dans du PBS de phalloidine couplée a I'Ale®8;4es matrices sont rincées au PBS
puis les noyaux cellulaires sont marqués pendamiripar une solution de DAPI a 300mM
dans du PBS. Aprés un dernier lavage au PBS, |éscesmsont déposées sur une lame de
verre et recouvertes par une goutte de PBS etamelle. La préparation des échantillons

pour I'observation en microscopie de fluorescenardard ou a deux photons est identique.
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IV Modeéle de craniotomie chez le rat

L’expérimentation animale des matrices a été réalien collaboration avec le Dr
Marie-Laure Colombier et le Pr Jean-louis Saffar laaboratoire sur la Réparation et
Remodelage Oro-faciaux de I'Université Paris V anlouge. Cette équipe a développé un
modele de plaie cranienne standardisée chez [Blaiquaertet al, 1995 ; Colombieet al,
1999) que nous avons employé pour évaluer le caepent des matrices fibrillaires 5MG et

40MGiin vivo et leurs propriétés de réparation osseuse.

1. Préparation des implants craniens

Les matrices fibrillaires 5MG et 40MG implantéesezhles rats trépanés ont été
préparées suivant le méme mode opératoire que géécedemment (Matériels et Méthodes,
81.2). Les modifications dans le protocole appaens dans le choix du moule pour obtemir

fine un matériau de la taille du défaut a combler, Swim de diameétre et 1mm d’épaisseur.

Un volume de 0,8mL de solution de collagene a 5ragdrété coulé dans une boite de
Pétri de 3cm de diametre, laissé reposé pendanhuibé 20°C, puis fibrillé sous vapeurs
d’ammoniaque. A I'aide d’'un punch a main pour biepglermiques de 5mm de diamétre, les
matrices a implanter sont découpées dans le mankes abondamment par du PBS et
conserveées a 4°C dans ce méme tampon jusqu’adgdiopération.
Pour obtenir les implants 40MG, une masse de Og8gotlagéne a 40mg/mL est déposée au
centre d’'une boite de Pétri de 3cm de diamétreprdmier étalement de la solution est réalisé
par unpulsede centrifugation (14@) en placant la boite de Pétri contenant le collagéans
le porte tube d'un rotor a balanciers libres. Létaent est complété par une pression
mécanique manuelle progressive et continue a l'aidem disque de 3cm de diametre
recouvert de téflon. Comme pour les matrices 5M@gs une nuit de repos a 20°C la
solution est fibrillée sous vapeurs d’ammoniaqudest matrices 40MG a implanter sont
découpées au punch a main de 5mm de diamétreesiratéconservées dans du PBS a 4°C
avant leur implantation chez l'animal. Les matrice®lG et 40MG a implanter sont

présentées sur la figure 25 (A et B).
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Figure 25 : Vue macroscopique et en coupe par MET d es matrices 5SMG et 40MG implantées
dans un défaut cranien chez le rat.

(A) Vue de dessus des matrices 5SMG (gauche) et 40MG (droite) implantées chez le rat. (B) Vue de
coté. (C) Coupe d'une matrice 5SMG implantée observée en MET. (D) Coupe d'une matrice 40MG
implantée observée en MET.

La découpe des matrices 5MG par le punch & mauekyage peu réduit leur diametre
effectif par rapport a celui des matrices 40MG spit plus rigides et ont mieux résisté a la
contrainte mécanique du punch. Vue de c6té, lex deatrices présentent une épaisseur

similaire de ~1mm comme attendu (figure 25 A et B).

Afin de s’assurer que les matrices implantées qus# les mémes caractéristiques
structurales que celles utiliséi@svitro, nous les avons analysées par MEB (non préseteé ic
et par MET. Comme décrit précédemment, les matritedlaires 5SMG apparaissent en
coupe au MET formées par un réseau lache de &britriées de diamétre homogene (figure
25 C). De méme, les matrices 40MG présentent usatesde fines fibrilles dans lequel se

trouvent de larges faisceaux de fibrilles stridiegife 25 D).
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2. Protocole expérimental

L’expérience a été réalisée avec 25 rats malesavuist 8 semaines d’'un poids meédian
de ~240g. Afin d’assurer une bonne acclimataties, dats sont recus a I'animalerie une
semaine avant I'expérimentation et sont pesésilie.ve
Le jour de I'expérimentation, les animaux sont #mesiés par injection intrapéritonéale d’'une
solution aqueuse de chloral (8%) a raison de Smté&gnasse corporelle. Le crane étant une
zone trés sensible, un endormissement profond akssest nécessaire pour éviter leurs
mouvements lors de la trépanation. Les rats ontéé&sthésiés par groupe de cing dans la
salle de chirurgie pour limiter leur état d’anxideéprofondeur du sommeil est évaluée par un
pincement fort de la patte arriere. Dans certaass ane dose supplémentaire de chloral a été
nécessaire pour obtenir un complet endormisserdatsuite de I'anesthésie, 24 rats ont été
préparés pour la trépanation, un est mort aspltepité a I'anesthésie.

e —
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Figure 26: Présentation d’'un crane de rat et locali  sation de la zone trépanée

(A) L'os pariétal (5) est localisé sur la face dorsale du crane, encadré en avant par I'os frontal (4), en
arriere par I'os interpariétal (7) et latéralement par I'os temporal gauche et droit (6). (B) L'os pariétal
est délimité en avant par la suture pariéto-frontale (a) et en arriére par la suture pariéto-occipitale (b).
Le défaut a été réalisé au centre de I'os pariétal (disque noir) sur la suture sagittale (c).

Le crane rase, les animaux sont disposés a plé sentre, la téte tendue vers l'avant,
les membres antérieurs et postérieurs étalés ¢edarcorps. Une incision sagittale (médiane)
de ~4cm de long est pratiquée avec un scalpelaspedu du crane recouvrant la calvaria.
L'os pariétal est ainsi exposé (figure 26 A ; bgst reconnaissable a la suture sagittale qui le
partage en deux parties égales (figure 26 B ; @ugtsutures qui le délimite en avant avec
I'os frontal et en arriere avec I'os interpariétigjure 26 B ; a et b). La fine membrane de
périoste qui recouvre le crane est incisée sagittaht, décollée de I'os pariétal a I'aide d'un
décolleur et rabattue sur les cétés.
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Une lésion circulaire est réalisée au milieu des lfmariétal, centrée sur la suture sagittale
(figure 26 B, disque noir), par un trépan a bordsids de 5mm de diamétre (Praxis, France)
monté sur un microtour basse vitesse (1500 touny/mie microtour est disposé

verticalement, trépan dirigé vers le bas, sur ustesye de presse verticale qui permet
d’ajuster a la main la hauteur du trépan. Lors alérépanation, la plaie est constamment
humidifiée par du sérum physiologique pour perreetine bonne rotation du trépan et pour
eviter la dégradation des tissus par la chaleuémg@énpar le frottement du trépan. Le fragment
de calvaria trépané est retiré délicatement ad’adine aiguille, laissant apparaitre la dure
meére et le cerveau surmontés par le sinus veinagittad qui court le long de la suture

sagittale.

A ce stade, les 24 rats trépanés sont diviséoengrroupes :
- 8 rats dont la |ésion est comblée par une ta&8MG
- 8 rats dont la lésion est comblée par une oatddOMG

- 8 rats dont la |ésion est laissée vide (Sham)

Les deux matériaux, conservés dans du PBS, suoptamtés dans le défaut cranien a
I'aide d’une spatule. Leur manipulation est relathent aisée, chaque matrice est déposée sur
la plaie puis enfoncée par le plat du décolleuurRbaque groupe, le périoste rejeté sur les
cOtés est ramené vers le centre du crane, les Herlisplaie cutanée sont ensuite rapprochés

et suturés.

A la suite de l'opération, les rats sont placéssdades cages individuelles tapissées de
litiere dans une piéce a température constanteC{2df sous un cycle circadien normal et

recoivent nourriture et ead libitum

Quatre semaines apres la trépanation, les ratesas puis anesthésiés par injection
intrapéritonéale de chloral (8% dans I'eau ; 5mlLdegmasse corporelle). Les animaux sont
sacrifiés par exsanguination au niveau de I'orgdleardiaque droite. La calvaria trépanée est
récupérée sous la forme d’'un explant de environ 1dnbcm autour du défaut a I'aide d’'un
disque diamanté monté sur un microtour. Les explaoit rincés par du sérum physiologique
puis fixés a I'alcool 70% a 4°C. lIs seront paslate analysés par densitométrie aux rayons X

puis préparés pour une analyse histologique.
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3. Analyse du contenu en minéral par densitométriaux rayons X

Le systeme PIXImus (LUNAR, USA) permet d'imager getits rongeurs et apporte
des informations quantitatives sur les tissus madfeux et minéralisés par la technique
densitométrique de DEXA (Dual Energy X-ray Absooptetry). Cette analyse a été réalisée
en collaboration avec Valérie Geoffroy dans I'uiit@06 a I'hopital Lariboisiére.

Les explants de calvaria sont déposés par huieqlateau de la machine en deux groupes de
guatre paralléles entre eux. Les échantillons bafdyés par un faisceau de rayons X de
moyenne énergie (40kev) puis par un second dehglute énergie (70kev) et les quantités de
rayonnement transmis sont enregistrées point pat.fae logiciel (version 1.4) discrimine a

partir des données de rayonnement transmis le tissaux, les tissus mous et adipeux et

image leur territorialisation dans le plan des étihans par projection de I'épaisseur.

Figure 27 : Territorialisation des tissus mous et o sseux par analyse DEXA

Une image DEXA dun des explants de calvaria trépané est présentée comme exemple et
schématisée. L'analyse DEXA permet de discriminer le tissu minéralisé délimité entres les lignes
jaunes extérieures (1) et intérieures (2) de I'ensemble des tissus (lignes bleues extérieures (1) et
intérieures (2)). Sur la représentation schématique, les surfaces bleues représentent le tissu dans son
ensemble La surface de tissu minéralisé présente dans I'explant est représentée en jaune. La surface
blanche correspond a une zone décrite par le logiciel comme n’étant pas un tissu (transmission
maximale du faisceau de rayons X).

Un exemple d'image DEXA obtenu avec un de nos édlums est présenté et
explicité sur un schéma (figure 27). Comme avec nagographie X classique, les zones
minéralisées apparaissent grisées (faible trangmisdes rayons X) et les zones non

minéralisées noires. Le tissu osseux est comptie éas lignes jaunes extérieures) (et

intérieures 2), les lignes bleues extérieurek) (et intérieuresZ) délimitent 'ensemble des

92



tissus sans distinction (minéralisé, charnu, adipedinsi pour cet exemple d'image DEXA,
le défaut (pointillés noirs) a été minéralisé dleision des domaines délimités en jaune dans
le défaut. Ces domaines sont cependant reconnusmeam tissu mou. Le domaine délimité
en bleu dans le défaut est décrit par 'appare KBEomme n’étant ni du tissu minéralisé ni

du tissu mou mais des zones plus ou Moins « treg¥es » aux rayons X.

Figure 28 : Schéma des régions d'intérét étudiées d  ans le défaut osseux de la calvaria.

Le disque blanc représente le défaut osseux dans la calvaria qui est schématisée en noir. Le carré
blanc correspond a la ROI du carré exclu au cercle du défaut, le carré noir a la ROI du carré inclus au
cercle du défaut.

En plus de limage, l'analyse par DEXA apporte d@snnées chiffrées des
échantillons dont notamment la surface osseBead Area et la densité en minéral dans I'os
(Bone Mineral DensityBMD). Une ROI Region Of Interejtest dessinée autour du défaut
pour recueillir les données exclusivement sur cattee. La version du logiciel de I'appareil
gue nous avons utilisé n'autorise que des ROI dertae d’'un parallélogramme. Ainsi un
premier enregistrement des données a été réales® ume ROI de 31*31 pixels (taille du
pixel : 0,18um) correspondant au carré exclu acledcarré ext.) représenté par le défaut
(figure 28, carré bordé de blanc). Un second estegnent des valeurs d@®ne Areaet de
BMD est fait dans une ROI de 21*21 pixels qui cep@nd au carré inscrit au cercle (figure

28, carré bordé de noir).
Les résultats dBone Areade pourcentage de comblement du défaut et de BkBentés,

correspondent pour chaque valeur a la moyennedfes#lons (n = 8) dans chaque groupe

plus ou moins la déviation standard a la moyeneepdaurcentage de comblement du défaut
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par du tissu osseux a été obtenu par division 8ete Areamesurée dans chaque ROI par la
surface de la ROI. Un test t de Student a étésealur les valeurs ddone Areaet de
pourcentage de comblement du défaut par compardeona deux de 'ensemble des valeurs

de chaque groupe. Les résultats sont estimésisaiement différents pour p < 0,001.

4. Préparations histologiques au méthyle méthacryta

Les échantillons ont été préparés pour étre arabécoupes histologiques. La trame
minérale des échantillons osseux les rend tres @ufdnclusion dans de la paraffine n’est
plus suffisante pour obtenir des coupes mincesuddqges microns. Pour surmonter cette
limite technique, les pieces osseuses peuvent ddreinéralisées (et incluses dans la
paraffine) ou incluses dans une résine plus duver Permettre la meilleure évaluation de
'os néoformé dans les défauts craniens, nous auwigs les explants dans du méthyle

méthacrylate sans les déminéraliser.

Apres fixation les piéces osseuses sont déshydrat@ des bains successifs d’alcool
de degré croissant. Les échantillons sont ensmifgégnés dans du xyléne, puis dans un
mélange de xylene et de méthyle méthacrylate avéire inclus dans la résine composée
d’'un mélange de méthyle méthacrylate et de but@thacrylate supplémenté d’'un catalyseur
de la polymérisation (bensoyl peroxide). La polyisetion de la résine est réalisée a -20°C
pendant trois jours.

Une fois inclus dans la résine polymérisée, lesagtiions sont tronconnés dans le plan
frontal aux environs du diamétre le plus large dtadt. Les blocs sont ensuite placés sur un
microtome K de Jung et débités en coupes sériéép med’'épaisseur.

5. Analyse histomorphométrique

Les coupes sont déplastifiées par trois bains ssifsede 20min dans du 2-
ethoxyethylacetate puis réhydratées par des sohuti®thanol de degré décroissant jusqu'a
un bain terminal de 5min dans I'eau distillée. Pleur analyse, les coupes déplastifiées ont
été colorées par le Trichrome de Prenant et pasalugion acide de bleue de toluidine a 1%,
puis déshydratées et montées entre lame et laenEHekitt.
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Une coloration enzymatique de l'activité phosphatakaline des cellules a également été
réalisée. Les coupes sont placées dans un tampsmaTpH 9 en présence de Mgt
incubées pendant 30min a 37°C en présence de hapB8MR, substrat synthétique de
'enzyme. Le naphtol métabolisé par la phosphasdsadine est révélé par le Fast Blue RR. |l
en résulte une pigmentation bleue au niveau des sibzymatiques (majoritairement a la
membrane plasmique). Les coupes sont rincées aleBtBBontées entre lame et lamelle dans

un milieu aqueux (Immunomont).

En plus d’'une description histologique des tissusles cellules observées dans la
plaie, une analyse quantitative de I'os néosyrdébétt des résidus des matrices fibrillaires a
ete realisée dans I'épaisseur de la coupe. Conueete I'épaisseur d’os et de matrice
résiduelle a été mesurée sur une méme coupe srpbmits correspondant au quartile droit,
médian et gauche du défaut. Pour chaque coupealesrs des trois points de mesures sont
moyennées. Les résultats sont présentés comme yanm® de trois coupes distantes de
~40um pour I'ensemble des échantillons d’'un ménwmumeg, plus ou moins la déviation
standard. Du fait de I'nétérogénéité de la répamnatlans le groupe d’animaux non traités
(Sham) il n'a pas été réalisé de mesure d'épaisdag néoformé. Le pourcentage de

dégradation des matrices est calculé suivant faute :

[(Eo- E) / Eo* 100]

ou K est I'épaisseur originelle de la matrice introdwdans le défaut (1mm)

E est I'épaisseur résiduelle de matrice mesuré&suwoupes

Le pourcentage de comblement du défaut est cabeulée ratio de I'épaisseur d’'os néoformé

sur I'épaisseur originelle du matériau (1mm).
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Chapitre I

Caractérisation des Matériaux de Collagéne

Trois types de matrices fibrillaires de concentmratspécifique en collagene ont été
préparés et utilisés au cours de cette étude daptgle de démontrer leurs propriétés de
substrat tridimensionnel pour des cellules ossehsewines. Des éponges de collagene ont

€galement été préparées et analysées en tant g@&reamae référence.

Les matrices 5MG et 40MG, préparées respectiveraepartir de solutions acido
solubles de collagéne a 5mg/mL et 40mg/mL, sonteld@pées dans le contexte de la
réparation tissulaire osseuse. Leurs propriétésddéition et de maintient du phénotype
ostéoblastique seront analysées en culture a &yntetn vitro en parallele avec des éponges
de collagéne. Elles seront également implantéeso dans un model de craniotomie chez le
rat.

De plus, des matrices a 1mg/mL (matrices 1IMG) depoésentées dans un dernier chapitre

comme pouvant servir de model de matrice extrdegi&uen trois dimensions.

Les matrices fibrillaires et les éponges de colegént été obtenues a partir des
mémes solutions de collagene. Les différences ge@s de comportements des ostéoblastes
sur ces matériaux seront donc liées, non a leurposition biochimique, mais a leur
organisation structurale. Nous avons donc premiénénprocédé a la caractérisation de
'ensemble des matériaux utilisés au cours de @&tttde par des techniques de microscopie
photonique et électronique. En premiére approxmnaties propriétés d’interaction des ces
matériaux avec des cellules sont évaluées par sindtadhésion d’ostéoblastes humains

transformés.
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1. Analyse macroscopique

L’observation visuelle distingue déja les matéridescuns des autres (figure 29). Les
matrices fibrillaires 1IMG, 5MG et 40MG apparaissentus la forme de gels élastiques et
hydratés aux dimensions du moule dans lequel les@us de collagene ont été coulées. Les
matrices 1IMG et 5MG sont plus ou moins translugilasgmentation de la concentration en
collagéne diminue leur transparence jusqu’a devgainc opaque comme observé pour les
matrices 40MG.

Eponge
Eponge  hydratée

T T T

Figure 29 : Vue macroscopique des matrices fibrilla  ires et des éponges de collagéne. (A) Vue
de dessus ; les matrices 1IMG et 5SMG apparaissent translucides et hydratées (B) Vue de c6té ; on
observe I'affaissement des matrices 1MG et le maintient en épaisseur des matrices 5SMG. (C) Vue de
dessus ; les matrices 5MG et 40MG présentent une surface homogeéne macroscopiquement et
s'opacifient avec la concentration en collagéne. La face supérieure des éponges est irréguliere et
rigide. On observe un fort rétrécissement des éponges, essentiellement dans I'épaisseur, aprés leur
réhydratation.

La tenue mécanique des matrices évolue égalemeat’augmentation de leur concentration
comme observeé en vue latérale (figure 29 B) oddissement des matrices 1IMG est évident

alors que les matrices 5MG (tout comme les matrd@d¥lG) conservent leur épaisseur
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initiale de ~2,8mm, soit la hauteur d’un volume @&mL dans un moule cylindrique de
16mm de diameétre. De plus, les matrices 5MG présénin ménisque sur leur face
supérieure (interface collagene/air) lié a la dapté de la solution de collagéne sur les bords
du moule qui n'est pas observé sur les matrices@aM fait de la nature visqueuse du

collagéne a cette concentration.

Les éponges de collagene sont par nature un matéda (lyophilisation d’une
solution de collagéne) qui nécessitent une étapétdalratation avant leur utilisation dans un
contexte biologique. Aprées lyophilisation les épesmgconservent la forme initiale des
solutions de collagéne dans le moule. Elles préséntine face supérieure (interface
collagéne/air) brillante, comme nacrée, irrégulidoemée de pics et de creux, et plus rigide
gue le corps du matériau (figure 29). D’'un pointvde mécanique, les éponges sont molles,
non élastiques et extrémement fragiles. Elles diétre manipulées avec précaution afin
d’éviter d’étre déchirées ou écrasées, ce qui guelleur aspect irrégulier (i.e pas tout a fait
cylindrique) sur la figure 29 lors du transfertldar moule sur la lame de verre pour la prise
de vue. Leur hydratation provoque un affaissemanéntraine une perte d’'a peu pres 50% en
volume, essentiellement dans I'épaisseur. Cettaat&n aboutiin fine a un matériaux plus

rigide et donc plus facilement manipulable.

2. Analyse sur sections histologiques

Sur coupes histologiques colorées au picrosirisisriatrices 1IMG et 5MG présentent
toutes les deux une pigmentation rouge spécifiquecallagene (figure 30 A et C). Leur
structure fibrillaire apparait homogene et plusnonins dense sur la coupe avec la présence
de nombreux interstices non pigmentés. Observéelirsigre polarisée entre polariseurs
croisés a angle droit, les matrices 1IMG présenteatbiréfringence quasi nulle qui témoigne
de leur faible concentration tandis qu’un signalpgu plus important est obtenu avec les
matrices 5MG qui indique une augmentation du nomteefibrilles de collagenes. En
revanche, aucune orientation privilégiée des fasilans les deux matrices ne ressort de cette

analyse par lumiere polarisée.
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Figure 30 : Coupes histologiques des matrices IMG e  t 5MG colorées au picrosirius

(A) matrice 1IMG en lumiére transmise ; une légére coloration rouge révele les fibrilles de collagéne
organisées en un maillage lache. (B) matrice 1IMG en lumiére polarisée ; entre polariseurs croisés
I'extinction de la lumiére est totale, aucun signal de biréfringence n’est observé. (C) matrice 5MG en
lumiere transmise ; la pigmentation apparait plus franche et révéle un maillage plus dense. (D) matrice
5MG en lumiére polarisée ; entre polariseurs croisés un faible signal de biréfringence est obtenu qui
rend compte de la densité plus grande des molécules de collagéene.

A linverse, les matrices 40MG présentent en coupssologiques une structure
compacte et homogéne sans interstices distinguétidese 31A). En lumiére polarisée de
larges domaines de biréfringence homogeéne de phgsiizaines de microns apparaissent
(figure 31B). Ces domaines biréfringents indiquienforésence d’amas denses de fibrilles

pY

paralléles entre elles et orientées de 45° a 9@diaceau de lumiere selon leur intensité.
Les éponges de collagenes apparaissent dans iansees différentes des matrices

fibrillaires. Elles sont constituées de feuilleendes, séparés par de larges interstices (figure

31 C). La taille et I'épaisseur des feuillets aopse la distribution des espaces libres entre et
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Résultats Caractérisation des Matériaux
dans les feuillets apparaissent désordonnées.nipriel polarisée les feuillets émettent un fort

signal de biréfringence qui témoigne de leur déndievée en collagéne (figure 31 D).

A

Figure 31 : Coupes histologiques des matrices 40MG et des éponges colorées au picrosirius
(A) matrice 40MG en lumiere transmise ; les matrices apparaissent dans une teinte rouge vive dense
et homogéne. (B) matrice 40MG en lumiére polarisée ; entre polariseurs croisés il apparait de larges
domaines organisés de collagéne qui émettent un signal de biréfringence. (C) éponge de collagéne en
lumiere transmise ; les éponges apparaissent constituées de feuillets fortement colorés séparés par
de larges pores. (D) éponge de collagene en lumiére polarisée ; entre polariseurs croisés les feuillets
présentent un fort signal de biréfringence qui témoigne de leur densité en collagéne.

3. Analyse par microscopie électronique a balayagd en transmission

Observées en microscopie électronique a balayagBjNVes matrices 1IMG et 5MG
présentent une structure similaire sous la formum @nchevétrement fibrillaire désordonné
(figure 32 A et C). A plus fort grandissement ostitigue une différence de densité entre les

deux réseaux, les matrices 5MG présentent une téedsi fibrilles plus élevée que les
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matrices 1MG, concrétisation de la différence deceotration des solutions de collagéne
initiales (figure 32 B et D). On remarque égalengntces images un diametre équivalent des
fibrilles de collagéne entre les deux matrices/'al@re de la centaine de nanométres. Plus
spécifiguement, les matrices 1IMG se présentent kofrme d’'un réseau fibrillaire lache

avec des interstices d’'une dizaine de microns. A&mm grandissement, les matrices 5MG
sont formées d’un réseau fibrillaire plus complexeec une distance entre fibrilles dans le
plan de quelques microns. Certaines études medartaile de pores de réseaux fibrillaires a
partir d'images en microscopie a balayage. La prdéoir de champ qu’offre cet appareil

montre que si deux fibres sont espacées dans anlj@space créé peut étre obstrué par les
fibres des plans inférieures. Nous reviendrongasuotion de pores et sur leur mesure dans le

paragraphe suivant.

Les images de coupes ultrafines des matériaux erosgiopie électronique en transmission
(MET) confirment la structure en réseau fibrillgides matrices 1IMG et 5MG (figure 33 A et
C). On constate que les fibrilles de collagéne metituées des matrices possedent la striation
transverse caractéristique des fibrilles nativesnetliametre homogéne de 100nm (figure 33
B et D).

La surface des matrices 40MG apparait dense et axingm MEB, composée d’'un
assemblage de domaines rectangulaires desquelgedhde larges fibres (figure 32 E). Avec
un grandissement plus élevé on constate que cegeg$ocorrespondent a des faisceaux de
fibrilles plus ou moins fusionnés et séparés parégeau fibrillaire sous-jacent fin et compact
(figure 32 F). Ces structures décrites en surface également observées par MET au cceur
du matériau en coupe ultrafines (figure 33 E). Brgds agrégats denses aux €lectrons, de
~1um de section, font échos aux formes rectangslabservées en surface. Autour d’eux on
trouve des éléments fibrillaires fins et peu sues. A fort grandissement, les agrégats
apparaissent sous la forme de faisceaux de fibridlgiées d’environ 200 a 700nm de
diamétre. Les fins éléments fibrillaires alentoons globalement un diamétre de 10nm et ne

présentent pas de striations (figure 33 F).

Les éponges de collagéne apparaissent en MEB aocfgnhe d’un empilement de
feuillets de collagene plus ou moins ondulés sé&ppa¢é de nombreux et larges pores (figure

32 G). Si les feuillets au coeur de I'éponge peudaat connectés entre eux, on remarque que
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la face supérieure de I'éponge est constituée tBuillet dense, homogéene et sans orifices.
Cette différence entre la surface et le cceur dmlige était déja décrite par I'observation
macroscopique et est confirmée a I'échelle micrpspe. On constate que la taille des pores
est hétérogene, couvrant une gamme de taille dezdéne a plusieurs centaines de microns.
De méme, la taille des feuillets de collagene estadtate. A un plus fort grandissement on
remarque gu'’ils forment des murs épais (~100nnmgx&tEmement denses autour des pores
(figure 32 H). En coupe par MET, on constate qusfalité des molécules de collagene est
concentrée dans les feuillets leur conférant ungctsire extrémement dense alors que les
pores sont vierges de matériel (figure 33 G). Auvacgrandissement plus important, on
distingue les constituant des feuillets des éporgdssont formés d'une accrétion de
molécules de collagéne sous la forme de microllésrd’un diamétre maximum de ~20nm a

l'interface avec les pores (figure 33 H).

Figure 32 (page suivante): Matrices fibrillaires et éponge en microscopie électronique a
balayage apres séchage super critique.

(A) et (B) matrice 1MG ; apparait constitué d'un entrelacement non structuré de fibrilles homogénes
en diameétre et distantes de plusieurs microns. (C) et (D) matrice 5MG ; elle présente la méme
structure fibrillaire entrelacée que les matrices 1MG avec un diameétre de fibrilles similaire et
homogeéne. A plus fort grandissement le réseau fibrillaire apparait distinctement plus dense. (E) et (F)
matrice 40MG ; composée d'un assemblage de formes cubiques desquelles émergent de larges
fibres. Ces formes cubiques correspondent a des faisceaux de fibrilles plus ou moins fusionnés et
séparés par un réseau fibrillaire sous-jacent fin et compact. (G) et (H) éponge; formée d'un
empilement de feuillets de collagéne séparés par de nombreux et larges pores. Les feuillets
constituent des murs épais autour des pores.
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Résultats Caractérisation des Matériaux

Figure 32 : Matrices fibrillaires et éponge en MEB. Légende page précédente.
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Résultats Caractérisation des Matériaux

Figure 33 : Matrices fibrillaires et éponge en MET.  Légende page suivante.
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Figure 33 (page précédente) : Matrices fibrillaires et éponge en microscopie électronique a
transmission.

(A) et (B) matrice 1MG ; les fibrilles sont disposées de facon non ordonnée au coeur du matériau et
présentent la striation transverse caractéristique de fibrilles de collagene. (C) et (D) matrice 5MG ; les
fibrilles apparaissent plus longues mais d’'un diameétre similaire a celles observées dans les matrices
1MG et présentent également la striation transverse. (E) et (F) matrice 40MG ; a faible grandissement
ces matrices présentent de larges domaines denses aux électrons entourés d'éléments fibrillaires
moins distincts. Ces domaines correspondent a de larges faisceaux de fibrilles striées. (G) et (H)
éponge ; un mur de collagéne et un pore. A plus fort grandissement le mur est constitué de
microfibrilles de ~20nm de diameétre. Coupes contrastées a I'acide phosphotungstique.

4. Notions et mesure de porosité

Pour des matériaux destinés a la reconstructicseus®, leur capacité a étre
rapidement et profondément colonisé par les callde'héte est cruciale pour la réparation
de la lésion. Ainsi, la porosité de tels matériast présentée comme un pré requis et la
majorité des études dans ce domaine proposent d&siaux a haut degré de porosité avec
des gammes de taille de pores allant de la dizaplesieurs centaines de micrometres. Afin
de pouvoir démontrer la nature poreuse des matfibaBaires et de justifier le choix de
notre technique de mesure de porosité il nous dlgeimportant de définir ici la notion de

pores et de porosité, avant la présentation defats

Le dictionnaire en ligne du CNRS « Trésor de lagienFrancaise » propose au mot
« pore » la définition et les exemples suivants :

« tres petit orifice de la surface d'un corps, péste cavité d'un corp®ores du bois,
de la coquille des oeufs, d'une éponge, d'un fitthen mortier, d'une pierre, du sol, du sucre,
de la terre. Les pores absorbans des parois du élibeentaire ou intestinal.amarck, Philos.
zool.,t.2, 1809, p.133)La magnésie (...) reste pulvérulente et remplitdeses du ciment

(cLereT DE LANGAVANT, Ciments et béton4 953, p.77). »

Les observations structurales précédentes mortgrentette définition s’applique totalement

aux larges espaces délimités par les feuilletsotlagéne décrits dans les éponges. A ce titre,
nous avons utilisé le mot « pore » lors de leucdeson et donné une taille moyenne de leur
section. Les matrices fibrillaires de collageneaapssent sous la forme d’un matériau solide
formé de fibres entrelacées de maniére plus ou snmmpacte et ordonnée en fonction de
leur concentration. Des espaces existent entrédekes des matrices sans que ceux-Ci ne
possedent une forme clairement définie et donctdisdote. Nous pouvons, de la méme facon

gue pour les éponges, considérer que les espasesvéb entre les fibrilles de collagene
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constituent des orifices, non dans la matiere pjugsdu matériau, mais dans la globalité de
sa structure finie. Ainsi, les matrices fibrillaree collagéne peuvent étre décrite comme un
matériau poreux, sans qu'un pore particulier puétse de facon spécifique mis en évidence

et de ce fait quantifié en terme de taille ou dewe.

5MG A0MG Surface tqtale
analysée
% surface occupé par 5,81% (+/- 16,08% (+/- 2
objet > 50nm 0,92) 1,54) 3200um
% surface occupé par 5,14% (+/- 16,00% (+/- 800UMm?
objet > 25nm 0,93) 2,90) H

Tableau 1-1 : Analyse du volume poreux des matrices 5MG et 40MG.

Pourcentage de surface occupé par le collagéne dans chacune des matrices mesuré sur coupes
ultrafines en MET. Il en résulterait qu’environ 95% du volume des matrices 5MG et 84% du volume
des matrices 40MG serait libre de tout matériel d'une taille supérieur a 25nm

De part cette analyse il semble plus justifié deéegpgoour les matrices fibrillaires d’un
volume global libre de tout matériel. Un tel voluipeut étre mesuré de fagcon grossiére en
comparant les masses seches et hydratées de matnigar la technique de porosimétrie au
mercure. N'ayant pas eu acces a cette dernieres, amns analysé non pas le volume libre
mais la surface libre de matériel collagénique #irpde coupes ultrafines des matrices
observées en microscopie électronique a transmiskies résultats sont présentés dans le
tableau 1. On constate que les fibrilles de colieagéoccupent un espace extrémement
restreint au sein des matrices puisqu’elles nesgmtent qu’environ 5% des matrices 5MG et
16% des matrices 40MG. Par extrapolation, et dulaia faible dispersité des mesures, nous
pouvons proposer un volume poreux aux environsb8é Pour les matrices 5SMG et de 84%
pour les matrices 40MG.

5. Interaction ostéoblastes-matériaux de collagériecourt terme : test d’adhésion

Les matériaux présentés précédemment sont deatimésragir a long terme avec des
cellules osseuses. Comme premiéere approximatioteutecompatibilité avec du matériel
biologique, un test d’adhésion a court terme (6rémua été réalisé. Les matrices 5MG,
40MG et les éponges ont été ensemencées a lewcsuplr des ostéoblastes humains

transformeés (cellules FHSO-6). Afin d’évaluer ateux les capacités adhésives intrinseques
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de chacun des matériaux, des lames de verre, dsrtapacités d’adhésion cellulaire sont
faibles, sont également ensemencées. Le nombreeltides adhérées sur les différents
matériaux est compté aprés 30min, 3 heures eti@éee culture.

Adhésion FHSO-6 sur matériaux collagéne et verre
B 5MG
100 W 40MG
W Eponge
B Lame de verre
7]
[}
'L
Q
ey
©
@
%]
Q
=
O
O
S
Temps 30min 3h 6h
Figure 34: Test d'adhésion d'ostéoblastes humains transformés sur les matériaux de

collagéne et des lames de verre.
Les cellules FHSO-6 sont ensemencées sur la face supérieure des matériaux et dénombrées apres
30min, 3h et 6h. Les lames de verre sont utilisées comme témoin d’adhésion non spécifique.

Plus de la moitié (56.1% +/- 9.3) des cellules B8t ont adhéré a la surface des
matrices 5MG dés 30min apres ensemencement. Dam&nee période de temps, les matrices
40MG et les éponges présentent toutes les deuourtgntage d’adhésion d’environ 30%
(31.2% +/- 11.7 et 27.7% +/- 9.1 respectivemeng).nhaximum d’adhésion sur les matrices
5MG est obtenu apres 3h d’interaction (71.9% +/611Ce taux reste plus ou moins constant
jusqu’a la fin de I'expérimentation soit 6h aprésemencement (69.2% +/-8.0).

On observe de la méme facon un plateau dans I'exthées cellules aprés 3h (52.7% +/-
19.3) et 6h (53,9% +/- 6.6) sur les matrices 40M&.taux de cellules adhérées sur les
éponges de collagéne restent plus ou moins coratardurs de I'expérimentation (27.7% +/-
9.1; 25.4% +/- 3.4 et 20.1% +/- 3.5 respectiven@deBOmin, 3h et 6h), la valeur maximale de

cellules adhérées a leur surface maximum étannholdeés les premieres trente minutes. A
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l'inverse, nous observons une augmentation corestardgc le temps des cellules adhérées sur

les lames de verre avec un maximum de 53.9% (6)-afres 6H.

Ainsi, a la fin de I'expérimentation, soit 6h aprénsemencement, les matrices 5MG
présentent le plus fort taux de cellules adhéréas matériaux confondus. Au méme point
temporel, les matrices 40MG présentent un pourgentie cellules adhérentes similaire a

celui dénombré sur les lames de verre, les épangesurcentage inférieur.

6. Conclusions

Au cours de ce chapitre nous avons décrit lect@iatiques structurales des matrices
et des éponges a l'aide de plusieurs techniquemidescopie couvrant une large gamme

d’échelle métrique.

Les matrices se présentent sous la forme de géfates aux dimensions adoptées par
les solutions de collagene dans leur moule. De rgt@is mécaniques élastiques, elles se
rigidifient avec 'augmentation de leur concenwatien collagene. Pour une concentration
faible (Img/mL) et moyenne (5mg/mL) en collagéms, matrices sont constituées en surface
comme dans leur épaisseur d’'un réseau plus ou rdeimse de fibrilles de collagenes. Dans
ces matrices, les fibrilles ont un diametre homegéde 100nm environ et possedent la
striation traverse des fibrilles natives. Les nuasi 40MG, les plus concentrées, sont
compactes, constituées de larges faisceaux ddldbrstriées de plusieurs centaines de
nanometres de diametre. Une analyse de la porositdére que 95% du volume des matrices
5MG et 86% du volume des matrices 40MG est corgstifespaces libres potentiellement

colonisables par des cellules.

Les éponges de collagene sont structuralemerdéreliffes des matrices. Formées par
lyophilisation de solutions de collagéne, elleststyagiles, irréguliére en surface et se
contractent au cours de leur réhydratation. Ellest sonstituées de feuillets épais de
collagéne qui délimitent des larges pores d’'unaideza une centaine de microns en diametre.
Au sein des feuillets, les molécules de collagéioes agrégées sont la forme de fines fibrilles

non structurées d’au maximum 20nm de diamétre.
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Chapitre II

Etude in vitro a long terme d’ostéoblastes

humains sur les matrices fibrillaires

Dans l'objectif d’utiliser les matrices fibrillaise de collagene pour la réparation
osseuse, nous avons premierement évalué le comyaorte d’ostéoblastes humains
ensemencés a la surface des matrices 5MG et 40M¢ailtdtés in vitro pendant quatre
semaines. Deux lignées d’ostéoblastes humaing tramsformée par le virus SV-40 (cellules
FHSO-6) I'autre primaire (cellules F27), ont étediées.

Afin d’évaluer au mieux les apports des matriéeslfaires pour la réparation osseuse
des éponges de collagéne ont également été ensmsepar les lignées d’ostéoblastes et

utilisées comme matériau de collagene de référence.

Les caractéristiques histologiques et cytologigdes deux lignées de cellules sont
analysées et interprétées aprés chaque semaingdtdes.clLe phénotype ostéoblastique des
cellules sur les divers matériaux est analységarise en évidence de 'activité minéralisante
des cellules et par la détection de I'expressiosn m@rqueurs ostéoblastiques que sont la

phosphatase alcaline (ALP) et le collagene de kype
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1. Analyse morphologique

a) Lignée d’ostéoblastes humains transformés (eslltHSO-6)

En premiére observation nous constatons que léglexlFHSO-6 ensemencées a
semi-confluence a la surface des matrices 5MG, 4@¥@es éponges ont adhéré et survécu
sur les trois matériaux pendant les 4 semainesiitigre (figure 35).

Plus spécifiguement, sur les matrices 5MG lesiEsIse sont organisées en surface en
une monocouche épithélioide. Les ostéoblastes mmtfarme cubique avec un large noyau
qui n'apparait pas polarisé (figure 35 A et B). Cagctéristiques structurales, qui sont celles
décrites pour les ostéoblastes a la surface dealsice osseusén vivo, sont conservées
pendant les 4 semaines d’expérimentation a la cartees matrices 5MG. Par MET nous
retrouvons a 7 jours (figure 36 A) et 28 jours (ffig 36 C) la forme cubique et le large noyau
comme observé en histologie. De plus ['observatidirastructurale révele que les
ostéoblastes FHSO-6 sont en étroite interaction begematrices 5MG (figure 36 B et E). Les
cellules présentent un réticulum endoplasmique (B&) développé autour du noyau (figure
36 C et D). On observe a l'intérieur du RE des éldw fibrillaires d'une dizaine de
nanometre de diameétre qui pourraient étre des miel€cle procollagene en cours de synthése
(figure 36 B). Par dénombrement des cellules supes histologique on constate que celles-
ci proliferent pendant les 28 jours de culture ji&qune densité 6 fois supérieur a la densité

d’ensemencement initiale (figure 37).

Des cellules sont également observées a lintérgag matrices 5MG. Elles se
présentent sous une forme différente des cellulesugface avec une morphologie en fuseau
bipolaire et leur corps cellulaire plus concentuéoar du noyau (encarts figure 35 A et B).
Une telle morphologie fusiforme est souvent assoaiéa migration cellulaire. Cependant on
n'observe pas de traces de digestion de la maauteur des cellules et la détection par
immunohistologie des métalloprotéases MMP-9 et MMPs’est révéelée négative. Les
cellules dans les matrices 5MG représentent un tamstant de ~3% du nombre total de
cellules pendant les 4 semaines d’expérimentaGmmme on observe une augmentation du
nombre total de cellules, le taux constant de le=la I'intérieur des matrices 5MG indique

gue les cellules pénétrent de fagcon continue dammhtrices.
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Résultats Ostéoblastes in vitro a Long Terme

Figure 35: Vue sur coupe histologiques des ostéobla  stes FHSO-6 a 7 et 28 jours sur les
matrices fibrillaires et les éponges.

(A), (C) et (E) ostéoblastes apres 7 jours de culture sur les matériaux de collagene. (B), (D) et (F)
apres 28 jours de culture. (A) et (B) matrices 5MG : les cellules apparaissent a la surface sous une
forme carrée arrangées en une monocouche épithélioide. Des cellules en fuseau bipolaire sont
également observées dans la matrice (encarts). (C) et (D) matrices 40MG ; les ostéoblastes a la
surface de ces matrices présentent une morphologie plate et allongée de cellules bordantes. (E) et (F)
éponge ; méme morphologie bordante adoptée par les cellules FHSO-6 a la surface des éponges.
Barre 50um, encart 25um. Coloration (A-B) hémalun de Masson, (C-F) trichrome de Prenant.

115



Résultats Ostéoblastes in vitro a Long Terme

Figure 36 : Ultrastructure des cellules FHSO-6 sur  les matrices 5MG a 7 et 28 jours de culture

(A) Aprés 7 jours, les cellules sont cubiques voir ovoides avec un large noyau et présentent de larges
vésicules. (B) A un plus fort grandissement on visualise des éléments fibrillaires de ~10nm de
diamétre dans les vésicules (fleche). (C) A 28 jours les cellules sont toujours en étroites interaction
avec la matrice, le réticulum endoplasmique est développé de part et d’autre du noyau (fleches). (D)
grandissement du RE observé en (C), les fleches indiquent la membrane associée aux ribosomes. (E)
grandissement d’'une zone d’interaction cellule — matrice observée en (C).

Contraste (A-B) acétate d’'uranyle et citrate de plomb, (C-E) acide phosphotungstique.
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Evolution de la densité des cellules FHSO-6
sur les matériaux de collagéene
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Figure 37 : Variations de la densité cellulaire sur les matrices 5MG, 40MG et les éponges

pendant 4 semaines in vitro.

Au terme de I'expérimentation, on dénombre 6 fois plus de cellules sur les matrices 5MG et le taux de
cellules FHSO-6 sur les éponges est ~2 fois supérieur a la densité initiale. Le nombre des cellules sur
les matrices 40MG est resté plus ou moins constant pendant les 4 semaines.

Les cellules FHSO-6 adoptent a la surface des ceatrdOMG une morphologie
aplatie et allongée au cours des 28 jours de I&ftigure 35 C et D). Ce type de morphologie
suggere des cellules au repos et se rapproche d®oidghologie des cellules bordantes
décritesin vivo. Cette morphologie est confirmée par I'analyseasttucturale en MET
(figure 38 A et B). Les cellules sont étalées slusipurs dizaines de micrometres et
présentent de nombreuses mitochondries (figure,3&¢hes). Le phénotype bordant semble
étre confirmé par I'absence de vésicules du rétrauéndoplasmiques et par la présence de
vésicules lipidiques de réserve (figure 38 A epBlites fleches). Nous observons également
une prolifération faible voire nulle des cellules ses matrices, la densité cellulaire a 28 jour
étant similaire a la densité d’ensemencement lait{figure 37). Aucune cellule n'a été

observée a l'intérieur des matrices 40MG.
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Résultats Ostéoblastes in vitro a Long Terme

Figure 38 : Ultrastructure des cellules FHSO-6 sur  les matrices 40MG a 7 et 28 jours de culture

(A) et (B) Fragments consécutifs d'une méme cellule FHSO-6 sur une matrice 40MG (double fléche :
jonction A et B). Le corps cellulaire est étroit (~2,5um), des mitochondries (fleches) et des vésicules
lipidiques (petites fleches) sont présentes dans le cytoplasme. Contraste : acide phosphotungstique.

Ensemencées a la surface des éponges de colldgene]lules FHSO-6 adoptent la
méme morphologie allongée et aplatie que cellerebsesur les matrices 40MG (figure 35 E
et F). En revanche on observe une forte prolifénatellulaire lors des deux premieres
semaines de culture, avec une densité cellulairemade a 14 jours de ~5 fois la densité
initiale. La densité cellulaire diminue dans la xiéme partie de I'étude jusqu’a atteindre une
densité de ~2 fois la densité initiale apres 28gale culture (figure 37). Aucune cellule n'a
été observée a l'intérieur des éponges et ce migmesence de nombreux et larges pores en
leurs seins. La présence sur la face supérieulesazellules ont été ensemencées d’un feuillet
de collagéne dense et homogéne et sans apparamgxan avec le reste de I'éponge semble
avoir stoppé I'évolution des ostéoblastes dan®leme de I'éponge (cf. chapitre I, figures 29
et 32).
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b) Lignée primaire d’'ostéoblastes humains (cell&238)

Les caractéristiques morphologiques décrites fmsuostéoblastes de la lignée FHSO-
6 sont également observées avec la lignée prirk&ire(figure 39). En effet les ostéoblastes
de cette lignée ensemenceés sur les matrices 5MEemient une morphologie cubique avec un
large noyau et s’arrangent entre eux en une mombeode type épithéliale (figure 39 A et B,
et encart A). A nouveau, l'étude ultrastructurale ces cellules confirme les données
morphologiques de I'histologie (figure 40 A). EltEmontre également la présence d’'une
synthese protéique active par la présence d’'uoutétn endoplasmique (figure 40 B) et d’'un

systeme golgien extrémement développé (figure 40 C)

Les ostéoblastes primaires adoptent une morphotgellules bordantes a la surface
des matrices 40MG et des éponges comme observéderament avec les cellules de la
lignée transformée. De nouveau aucune cellule téaobservée a l'intérieur des matrices

40MG, ni des éponges.

Des cellules F27 ont pénétré dans les matrices Shi@me observé avec la lignée
FHSO-6 mais présentent une morphologie plus corapere ces derniéres. En effet, a défaut
d’'une morphologie bipolaire, les cellules F27 atBrieur des matrices 5MG présentent
plusieurs prolongements, plus ou moins longs, ganént a ces cellules un profil dendritique
(figure 39 A et B, et encart B). La présence de Imamx et longs prolongements dans
différentes directions de I'espace évoque de fagooublante les caractéristiques
morphologiques des cellules osseuses enchasséedatanles ostéocytes. Ainsi une étude
particuliere sur les cellules F27 dans les matriideglaires a été réalisée et sera présentée au

cours du chapitre IV,
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Résultats Ostéoblastes in vitro a Long Terme
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Figure 39: Vue sur coupes histologiques des ostéobl astes primaires a 7 et 28 jours

(A), (C) et (E) cellules F27 a 7 jours de cultures. (B), (D) et (F) cellules F27 a 23 jours de cultures. (A)
et (B) matrices 5MG ; en surface, les cellules sont de morphologie ostéoblastique sur la durée de
I'expérimentation. Des cellules dans la matrice présentent plusieurs prolongements fins (n = 3). (C) et
(D) matrices 40MG ; les ostéoblastes a la surface de ces matrices présentent une morphologie plate
et allongée. (E) et (F) éponge ; les cellules F27 présentent également une morphologie de cellule
bordante.
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Résultats Ostéoblastes in vitro a Long Terme

Figure 40 : Ultrastructure des cellules F27 sur les matrices 5SMG a 7 jours.

(A) cellule de morphologie ostéoblastique présentant une structure cubique avec un large noyau et de
nombreux organites intracellulaires. (B) Réticulum endoplasmique granulaire développé en connexion
avec des saccules golgiens. (C) Nombreux systémes vésiculaires autour des saccules golgiens.
L'ensemble de ces observations suggére une cellule en court de synthése de protéines a destiné de
'espace extra cellulaire. Contraste : acétate d'uranyle et citrate de plomb.
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2. Minéralisation des matrices en présence d’ostélatstes

Dans leur contexte physiologique, les ostéoblastathétisent la matrice osseuse puis
participent a sa minéralisation subséquente avegwrdaence d’un retard entre le front de
synthese du tissu ostéoide et le front de minétais. Bien que les acteurs moléculaires de la
minéralisation de la matrice osseuse soient awen@l connus, les ostéoblastes jouent une
part active dans ce processus. Ainsi, un des esit@lassiques de la confirmation du
phénotype ostéoblastiqua vitro est la mise en évidence de précipités de phosplate
calcium lorsqu’'une source de phosphate est ajcutémilieu de culture. De tels précipités

peuvent étre révelés par la coloration de von Kossgar le rouge Alizarine.

a) Lignée d’ostéoblastes humains transformés (esllBHSO-6)

Apres 28 jours de culture des cellules FHSO-8esutrois matériaux de collagéene, la
coloration von Kossa entraine I'apparition d’uneimée précipité noir, témoin de la présence
de sels de calcium (figure 41). La coloration elsservée sur l'intégralité de la section
(~2mm) des coupes des matrices 5MG et 40MG, avecduminution graduelle de la face
supérieure a la face inférieure (figure 41 A et Gh remarque également que le précipité
semble plus fin et plus dense sur les matrices 4@M&sur les matrices 5MG ou il apparait
plus éparse et grossier (figure 41 A et C, encdgs)revanche, sur les éponges de collagene
le minéral n’est détecté que sur une centaine deomitre de profondeur (figure 41 E).

Observé par MET, on constate que les différencedistgbution des précipités entre
les matrices 5MG et 40MG sont directement liées @dnsité en collagene du matériau
(figure 42 A et C). Le minéral est concentré danautour des fibrilles de collagéne et n'est
pas retrouvé dans les espaces libres entre fioriles éponges de collagene présentent des
zones denses aux électrons qui témoignent de s&meé de minéral. Celles-ci apparaissent
dispersées a l'intérieur et aux bords des mursotlagene mais absentes des pores (figure 42
D). A plus fort grandissement, les dépots minérausein des matrices 5MG ont I'aspect de
fines aiguilles agglomérées dans et autour dedldb(figure 42 B). Il est par contre difficile
de dissocier une quelconque structure du minénmas des matrices 40MG et les éponges
(figure 42 D et F). Pour ces deux matériaux, lasphainérale semble posséder une structure

amorphe, se distinguant du matériel organique p&orte densité aux électrons.
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Figure 41 : coloration von Kossa des matériaux apré s 28 jours avec et sans cellules FSHO-6.

(A, C, E) Matrices et éponges en culture avec les cellules. (B, D et F) Matrice et éponges sans
cellules. La forte coloration noire révéle la présence de dépdts minéraux a la surface et sur la section
de coupe des matrices 5MG (A), matrices 40MG (C) et des éponges (E). Le précipité semble plus fin
et plus dense sur les matrices 40MG que sur les matrices 5MG ou il apparait plus éparse et grossier
(encart A et C) . En absence de cellules les matrices 5MG (B) et 40MG (D) ne présentent qu’une
coloration superficielle non spécifique alors que les éponges présentent un dépdt noir intense sur
l'intégralité de leur surface (F) et encart. Barre : 50um ; encarts (A et B) : 25um ; encart (F) 0,5mm.
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Résultats Ostéoblastes in vitro a Long Terme

Figure 42 : Ultrastructure des matrices et des épon  ges minéralisées en présence de cellules.

(A) et (B) matrice 5SMG ; les dépbts minéraux sont exclusivement retrouvés dans et autour des fibrilles
gu’ils recouvrent complétement. A plus fort grandissement on voit apparaitre la striation transverse
des fibrilles recouverte par le minéral qui présente une structure de fines aiguilles. (C) et (D) matrice
40MG ; le minéral recouvre l'intégralité des fibrilles de collagéne mais il présente une structure plus
émoussée et moins bien définie. (E) et (F) éponge ; le minéral est présent sous la forme de zones
denses aux électrons et distribué en amas dans le feuillet de I'éponge. La structure, a fort
grandissement, apparait comme sur les matrices 40MG sans forme particuliére.
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Des matrices controles, vierges de toutes cellubes, été soumises aux mémes
conditions (milieu de culture, temps d’incubatiorB&°C) que celles ensemencées par les
cellules FHSO-6. En absence de cellules, les coumtslogiques des matrices 5MG et
40MG colorées au von Kossa présentent un tres Egauperficiel dépot noir a leur surface
(figure 41 B et D). Ainsi, il est possible de camel que la minéralisation observée sur ces
matrices en présence d’'ostéoblastes est directdiderit I'activité des cellules.

A l'inverse, un fort précipité noir est observé soute la surface des éponges en absence de
cellules (figure 41 F et encart). Les éponges diagene ont donc la capacité intrinséque de
minéraliser en présence de phosphate inorganiqueeceatribution cellulaire. La différence
d’intensité de la coloration von Kossa entre lesnges avec ou sans cellules semble
démontrer tout de méme une activité de minératisaties cellules FHSO-6 sur ce type de

support.

b) Lignée primaire d’ostéoblastes humains: ce#27

Apres 23 jours de culture des ostéoblastes pramaur les matériaux de collagéne la
coloration von Kossa réveéle la présence de présigitilciques sur les matrices 5MG et les
éponges mais pas sur les matrices 40MG (figure @8inme décrit précédemment, nous
observons la précipitation de minéral sur les épsngéme en absence de cellules, ce qui
rend a nouveau difficile I'évaluation de l'activitle minéralisation des cellules F27 sur les
éponges de collagéne.

Le dépbt de minéral en présence des cellules pamaur les matrices 5MG apparait
uniquement en surface (figure 43 A) alors gu'ilitttdbservé sur l'intégralité de la section
avec la lignée transformée. Il est cependant phugortant que le bruit de fond de la
coloration observée en absence de cellules suméeses matrices. La culture des cellules
F27 sur les matériaux de collagéne a été réalisé@3sjours, soit 5 jours de moins que celle
avec les cellules de la lignée transformée. Cattérence de cinétique peut expliquer les
différences de résultats de minéralisation entsedeux lignées sur les matrices 5MG et
40MG. Ces différences peuvent également s’expliguegr une différence de métabolisme
entre les cellules FHSO-6 et F27. Quoigu’il en ,slaitprésence de minéral sur les matrices
5MG est en adéquation avec la morphologie desleslfarimaires a leur surface et confirme

leur phénotype ostéoblastique.
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Figure 43 : coloration von Kossa des matériaux apré s 23 jours avec et sans cellules F27.

(A) matrice 5SMG ; apres 23 jours en culture avec les cellules F27 on observe un dép6t de colorant a la
surface des matrices. (B) matrice 40MG ; au terme de I'expérimentation les cellules F27 n’ont pas
minéralisé les matrices 40MG. (C) éponge ; la coloration von Kossa apparait la plus intense sur les
éponges mais une part est due a la précipitation passive du minéral indépendante de l'action des
cellules (cf. contrdle sans cellules figure 41 F).
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3. Expression des marqueurs moléculaires ostéoblagpies

a) Expression de la phosphatase alcaline

La phosphatase alcaline (ALP) est une protéine lonemaire dont le niveau
d’expression augmente avec le degré de maturitéostEnblastes. Cette protéine constitue
donc un marqueur de choix, classiquement utiliagr paettre en évidence la différenciation
ostéoblastique. Sur I'ensemble des 4 semaines Werecda présence de la phosphatase
alcaline n’a pas pu étre mise en évidence poucdisles FHSO-6 cultivées sur les matrices
40MG et les éponges. Les ostéoblastes sur lescemtEMG n’expriment la phosphatase

e

alcaline qu’a partir de la®4emaine de culture (figure 44). D’'un point de eheonologique,

la présence de phosphatase alcaline a la membeareetiules FHSO-6 sur les matrices 5MG
est concomitante avec la minéralisation décritegadémment. A I'inverse, la minéralisation
des matrices 40MG et des éponges a été réalisdlesastéoblastes sans expression de la

phosphatase alcaline.

b) Expression du collagene de type |

Les ostéoblastes sont les cellules qui synthétlaematrice osseuse, et de ce fait sont
des cellules spécialisées dans la synthese degeoade type I. Cependant, il n’a pu étre
montré d’expression de collagéne | par les cell&tldSO-6 ni les cellules F27 cultivées sur
les matrices ou sur les éponges de collagéne.\Eamche, cultivées a confluence pendant 14
jours sur boite de pétri, on détecte par immunouoegg la présence de molécules de
collagéne | autour des cellules. Il existe doncphgnomene d’inhibition de la synthése de
collagene pour les cellules cultivées sur des n@béide collagéne. Ainsi, les larges vésicules
observées en MET a l'intérieur des cellules FHS@uBivées sur les matrices 5MG qui
contenaient des éléments fibrillaires d’environd@n(figure 36 B) pourraient correspondrent

a des molécules de collagéne en rétention daisi¢ellum endoplasmique.
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Figure 44 : Expression de la phosphatase alcaline p ar les ostéobastes a la surface des

matrices 5MG.
(A) 7 jours ; a ce stade de culture les cellules FHSO-6 n’expriment pas la phosphatase alcaline. (B) 28

jours ; aprés 4 semaines sur les matrices 5MG on observe un marquage positif de la phosphatase
alcaline au niveau de la membrane plasmique des cellules. (C) contrdle négatif sans anticorps
primaire. Les noyaux ont été colorés au DAPI.
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4. Conclusions

Cette étuden vitro a long terme a permis de révéler les propriétédooenductrices des
matrices 5MG. Sur ce matériau, les ostéoblastamames et transformés adoptent leur
organisation et morphologie épithélioide caractiéue. Les cellules provoquent la
minéralisation des matrices 5MG au cours d€ lsefnaine de culture. Dans la méme période,
les ostéoblastes transformés expriment la phosghatdcaline a la surface de leurs

membranes plasmiques.

Les matrices de collagene les plus concentrées raippant moins favorable au
développement de cellules ostéoblastignegtro. Les cellules des deux lignées sont restées
aplaties et allongées a la surface des matrices&40&h une morphologie de cellules
bordantes tres faiblement proliférative. Les aredy$mmunohistologiques n’ont pas pu
révéler I'expression de I'ALP ou la synthése delag@ne de type | sur ce support. En
revanche, les cellules FHSO-6 ont minéralisé lesrices concentrées apres 28 jours de
culture. Toutefois, ces mémes résultats sont égaleobtenus avec les cellules cultivées sur

les éponges de collagene auquel on doit ajoutentééralisation en I'absence de cellules.

Nous avons également constaté que les cellulesapem et transformées étaient
capables de pénétrer dans les matrices les moinsewées alors qu’elles nont été
observées qu'a la surface des matrices 40MG etédenges. Leur entrée dans le réseau
fibrillaire des matrices 5MG s’accompagne d’'un af@ment de morphologie. Les cellules
FHSO-6 apparaissent sous la forme de fuseaux Imgsltandis que les cellules primaires
présentent plusieurs excroissances cytoplasmiqutesiradu corps cellulaire. Le chapitre IV
sera consacré a la description et l'analyse deéobkststes a l'intérieur des matrices

fibrillaires.

L’ensemble de ces résultats semble privilégierilidaition des matrices 5MG au
dépend des matrices 40MG comme matériau de sulBtitpsseuse. Bien qu’ayant démontré
in vitro des capacités ostéconductives faibles, les matd€MG ne sont pas apparues
délétéres pour les ostéoblastes, aussi bien tram&$oque primaires, et ont permis leur
minéralisation. La profusion de cellules et de dacs stimulant leur prolifération et leur
différenciation que I'on trouve dans un contextevivo laisse espérer un comportement

différent de ces matrices une fois implantées dlagmmal. Nos espoirs se verront justifiés
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dans le prochain chapitre ou les matrices 5MG 8t@Geront implantées dans un model de

craniotomie chez le rat.
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Chapitre III

Essai in vivo de réparation osseuse dans un

modele de craniotomie chez le rat

Lors des chapitres précédents nous avons cara&ctéxisstructure des matrices
fibrillaires a differentes échelles et décrit lludnce de leur organisation structurale sur le
phénotype de deux lignées d'ostéoblastes humalasiginentation de la concentration en
collagéne des matrices leur apporte une struclusegomplexe et augmente leurs propriétés
meécaniques. En revanche, les études de culinredtro montraient une diminution des

capacités ostéoconductives des matrices avec l'anigtion de leur concentration.

La culture de cellulesn vitro sur des matériaux a destinée clinique n’est pas un
prérequis mais un préalable a leur essai cheznfaniElle permet d’obtenir, pour des
conditions précises et controlées, des informatgnses capacités de guidage cellulaire du
matériau, mais ces conditions sdetfactotres limitées par rapport a I'ensemble des fasteur
que les matériaux rencontrent lorsqu’ils sont imf@da dans un animal. Les propriétés de
réparation osseuse des matrices fibrillaires SM@EGMG ont été évaluées dans un model

standardisé de craniotomie chez le rat.

L’expérimentation a été réalisée dans I'équipe dddan Louis Saffar a la faculté de
chirurgie dentaire de Montrouge, en collaboratioecale Dr Marie-Laure Colombier. Un
défaut de 5mm de diametre a été réalisé sur laesgagittale, au centre de I'os pariétal de
rats males adultes. Divisés en trois groupes dertwigeurs, le défaut osseux créé est comblé
par les matrices 5MG ou 40MG ou laissé vide (shamg.rats sont sacrifiés aprés 4 semaines
et la réparation de la plaie est évaluée par dansirie aux rayons X et sur coupes

histologiques.
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1. Analyse de la minéralisation du défaut par DEXA

La minéralisation des défauts est analysée par DERAal Energy X-ray
Absorptiometry), apres fixation des explants deaxdé contenant le défaut osseux et avant
leur inclusion pour I'histologie,. Les échantillorent placés a plat sur leur face externe et
balayés par un faisceau de rayons X. Cette techrdgune une image X de I'échantillon et
détermine la distribution territoriale des tissusus et du tissu minéralisé ce qui offre une
premiere évaluation du comblement du défaut. Deqpka@ts représentatifs de chaque groupe
sont présentés sur la figure 45. lls sont visusl®é leur face endocranienne a travers une
loupe binoculaire ou par DEXA. Le logiciel de I'appil de DEXA délimite le tissu
minéralisé entre les lignes jaunes (cf. Matérielsléthodes figure 28). L’'ensemble des tissus
(osseux, charnu, adipeux...) sans distinction ébimdé par les lignes bleues intérieures et

extérieures.

Vue
macro-
scopique

Figure 45 : Vue macroscopique des explants et terri  torialisation des tissus par DEXA

Deux échantillons représentatifs de chaque groupe sont visualisés sur leur face endocranienne a
travers une loupe binoculaire ou par DEXA. L'empreinte du défaut est visible sur la vue
macroscopique des explants. On distingue la masse blanche des matrices 40MG dans le défaut. Les
images de DEXA montrent une minéralisation du défaut plus importante avec les matrices fibrillaires
gu'avec les shams.

Sur la vue macroscopique on observe encore I'emigreiu défaut (fleches), comblée
partiellement dans son épaisseur et surmontéespanlis veineux. Les matrices 40MG sont
encore visibles dans la plaie et distinguablesedterde I'explant (tétes de fleche).

Les images DEXA sont difféerentes entre les mat&riaules shams. Ces derniers

donnent des résultats disparates, et pour les d&erdp la figure 45 ils présentent, au mieux,
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du tissu osseux sur une seule moitié de la plaigtré partie étant constituée de tissu mou ou
considérée vierge de tout tissu. Avec l'introductides matrices 5MG et 40MG le défaut
apparait comblé au centre, sur le trajet du simiseux. Latéralement, la minéralisation du
défaut est plus hétérogéne, pouvant étre partieherau totalement minéralisée. Des zones
(intérieur des lignes bleues) sont décrites péodeciel de DEXA comme n’étant ni du tissu
mou (adipeux ou charnu) ni du tissu minéralisé. gm®es sont donc « transparentes » aux
rayons X et sont observées avec les matrices 5MlBseshams et pas avec les matrices
40MG. Ces difféerences peuvent étre due a la fasteeentration en collagéne des matrices
40MG qui sont plus denses et donc qui absorberst Ipkirayons X que les matrices 5MG.

Une identification de ces zones sera plus aiséeaipes frontales des explants.

Une analyse chiffrée de la surface de tissu mirsérdfigure 46) et de la densité en
minéral (figure 48) dans le défaut a été realisgardir des données DEXA. La surface de
tissu minéralisé mesurée dans le défaut a été maepa la surface totale mesurée pour donner
le pourcentage de comblement du défaut (figure @@ntraint par le logiciel de I'appareil de
mesure, les données mesurées ne correspondentguasneent a la surface du défaue.(
un disque de 5mm de diametre) mais au carré egalué(ext.) et inclus (carré int.) au défaut

(cf. Matériels et Méthodes, figure 28).

Surface de tissu osseux
*

0,4 '

0,3
ﬁ (P —
_§_ ___* O 5MG
8 02 W 40MG
M
£ o B Sham
w

0,1 |

0
Carré ext. Carré int.

Figure 46 : Surface osseuse (bone area) détectée pa r DEXA dans le défaut

L'appareil de DEXA mesure la surface de tissu détectée comme de I'os dans les ROI externes (carré
ext.) et internes (carré int.) analysées. Les trois groupes sont comparées deux a deux par un test t de
Student et définis comme significativement différents pour p< 0,001.
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Les profils de la surface osseuberf{e areq sont similaires dans les limites internes et
externes du défaut (figure 46), seules les valabs®lues sont différentes et majorées dans le
carré externe par rapport au carré interne parditdogene de I'animal. L'introduction des
matrices dans la plaie entraine de facon signifieatp<0,001) une réparation de la Iésion
plus importante que la réparation spontanée obsgoe@r le groupe d’animaux contrdle.
Rapporté a la surface étudiée (figure 47), le cemiht de la plaie par de I'os néoformé avec
I'introduction des matrices représente plus de @#ts les limites externes et plus de 80%
dans les limites internes alors qu’en I'absencem@dériaux un comblement de seulement
36,7% (+/- 19,7) est obtenu dans les limites irgerdu défaut. La surface d’os néoformé est
légérement supérieure avec les matrices 40MG pggoora aux matrices 5MG, mais cette
différence n’est pas statistiquement significative.

La densité en minéral dans la partie interne daulé&arie de facon décroissante entre
les matrices 5MG, 40MG et les shams sans que d&gedices ne soient significatives
statistiguement (figure 48). La mesure de la dénsit minérale dans le carré ext. nivelle

intégralement ces différences.

Pourcentage de comblement du défaut par du tissu
osseux

120
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O 5MG
40MG
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% tissu osseux / surface analysée

Carré ext. Carré int.

Figure 47 : Pourcentage de comblement du défaut par de l'os

La surface d'os détectée dans la ROI est rapportée a sa surface totale. Les pourcentages de chaque
groupe sont comparés deux a deux par un test t de Student et définis comme significativement
différents pour p< 0,001.
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Densité en minéral de la surface osseuse
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Figure 48 : Densité en minéral dans le tissu osseux néoformé

La densité en minéral diminue progressivement entre les matrices 5MG, 40MG et les shams au centre
de I'implant. L’os endogéne du rat entraine une augmentation d’au moins 30% de la densité et nivelle
les valeurs entre les trois groupes.

L’ensemble de ces résultats indique donc que laradipn a été influencée par les
différents traitements, non seulement dans I'étendu comblement de la Iésion, mais
également, comme le suggeére les résultats de detsitminéral, dans la nature du tissu
synthétisé. Une analyse des échantillons en coigpsdyique nous permettra de conclure sur
ces résultats.

2. Observations morphologiques

Sur coupes frontales, la différence entre les shiiqsre 49 A) et les groupes 5MG
(B) et 40MG (C) est visible a faible grandissem@&utur chaque groupe, la plaie est délimitée
dans sa partie inférieure et médiane par le lamggssveineux (S) et sur les cbtés par les
berges osseuses de la calvaria trépanée (*). laudébt comblé par du tissu cicatriciel de
type conjonctif fibreux riche en cellules fibrotigsies.
La plaie des shams est comblée dans toute sarsetialu tissu cicatriciel lache dans lequel
baignent des nodules osseux de petites taillesoldsi dans le tissu conjonctif (figure 49 A ;
tétes de fleche). Au coeur de la plaie, enchasgésldaissu cicatriciel, on trouve les résidus

des matrices 5MG et 40MG, qui ont conserve leuntocylindrique. Les deux matrices n’ont
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Résultats Réparation cranienne chez le rat

pas été intégralement remaniées, le matériau etigist encore largement visible au cceur et
sur les cotés des matrices 5MG et dans toute laepsmpérieure des matrices les plus
concentrées (40MG) (figure 49 B et C ; fleches).

Figure 49 : Vue en coupe de la plaie des trois grou  pes d’animaux aprés 4 semaines

(A) Shams : la plaie est délimitée par les astérisques (*), elle est comblée par un tissu cicatriciel
fibreux dans lequel sont noyés trois nodules osseux de petites tailles (tétes de fleches). (B) Matrices
5MG : la forme ovale du matériau est visible au centre du défaut. On observe a la fois le matériau
résiduel en vert clair (fleches) et des zones plus sombres formées par la matrice osseuse minéralisée
(tétes de fleches). (C) Matrices 40MG : de 'os comble la face endocranienne de la plaie (tétes de
fleches), au dessus du sinus (S). Le matériau résiduel est important et bien visible (fleches).

De l'os a été apposé sur toute la longueur de da fendocranienne du matériau
résiduel. Pas ou peu d'os n’est retrouvé sur la fexocranienne des implants. Sur les
matrices 5MG un fin liseré d’os néosynthétisé dsteové alors que seul les berges des
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matrices 40MG présentent du matériel osseux sue ¢ate (figure 49 B et C; tétes de
fleche).

Apres 28 jours, la réparation spontanée du défsiuvariable suivant les individus
(figure 50 A et B), comme mentionné préecédemmentpalyse DEXA. Certains rats (n=2 /
8) présentent au site de la trépanation un tissatraiel fibreux riche en cellules
fibroblastiques au sein duquel apparaissent desszoellulaires plus denses qui donneront
naissance a un filot osseux (figure 50 A; flechd3ans la méme proportion que
précédemment (n=2 / 8), un comblement importariageaie par de larges nodules osseux a
été observé chez certains animaux (figure 50 B)s lnéoformé dans ces conditions apparait
riche en ostéoblastes actifs et en ostéocytesré€figd C). La matrice osseuse est compacte
avec quelques espaces médullaires. Ceux-ci appandises structurés avec un dépot de tissu
ostéoide important et possedent des cellules pesié la phosphatase alcaline (figure 50 D et
E). Cependant, la majorité des échantillons (n8)% la plaie posséde des nodules osseux de
petites tailles engoncés dans du tissu fibreux cemrasenté auparavant a la figure 49 A.

Pour les animaux implantés avec les matrices 5SMGg¢anstate que celles-ci sont
entourées par une ligne d’ostéoblastes synthétdanissu ostéoide distinguable du tissu
osseux minéralisé par sa teinte vert clair (figuteA et B ; fleche). L'os mature néosynthétisé
présente de nombreux ostéocytes (téte de flechedeam de la matrice osseuse et des espaces
meédullaires (*) a la jonction avec la matrice dellagene résiduelle. Par détection
enzymatique de I'activité phosphatase alcalinearstate que les cellules en périphérie et au
sein de la matrice de collagene sont essentiellerdens ostéoblastes engagés dans le
processus de différenciation ou matures (figureB5é&t C). A tres fort grandissement, par
coloration au bleu de toluidine, on distingue puss types cellulaires dans les espaces
médullaires (figure 51 D). Au centre on trouve dspaces vasculaires, délimités par les corps
cellulaires de cellules endothéliales (X). On obsea¥galement des cellules plurinucléées, de
grande taille, identifiées comme des cellules diglae blanche type macrophage (téte de
fleche) qui participent au remodelage de la matixes ostéoblastes apposent de la matrice
osseuse (fleche 1) comblant ainsi progressiveniespdce médullaire et enchassant des
cellules en son sein (fleche 2).
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Figure 50 : Réparation spontanée du défaut en absen ce de matériaux (Shams)

(A) et (B) Vue a faible grandissement de la plaie osseuse aprés 4 semaines. La réparation est
variable suivant les animaux, d’'une plaie comblée uniquement par du tissu conjonctif (A; n = 2) a de
larges nodules osseux (B ; n = 2). (C) L'os néoformé est compact, avec des espaces médullaires en
cours de comblement. (D) et (E) Les cellules dans et a la surface des nodules sont positives a la
phosphatase alcaline.
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Figure 51 : Réparation du défaut en présence des ma  trices 5MG

(A) La matrice est bordée en haut et en bas par une ligne d'ostéoblastes et de tissu ostéoide
(fleches). De la matrice osseuse est présente dans la moitié inférieure contenant des ostéocytes (tétes
de fleches). Des espaces médullaires sont présents entre I'os néoformé et la matrice résiduelle (*). (B)
Grandissement des espaces médullaires (*) et des ostéoblastes actifs sur la partie supérieure de la
matrice (fleche). (C) section contigué de (B) marquant les cellules positives a la phosphatase alcaline.
(D) A fort grandissement, les espaces médullaires colorés au bleu de toluidine présentent du tissu
ostéoide apposé sur la matrice (fleches 1) et un ostéocyte en formation (fleche 2). Des cellules
multinucléées (tétes de fleches) et des espaces vasculaires (x) sont également présents.
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Le tissu osseux apposé sur les matrices 40MG dpdwa compact et ordonné, |l
présente une ligne continue d’ostéoblastes etsde tistéoide sur sa partie inférieure et ses
berges (figure 52 A, fleches). En revanche, leéaidastes n'ont pas eu le temps d’atteindre
lintégralité de la face exocranienne de la matribes ostéocytes sont visible dans I'os
mature (tétes de fleche) et des espaces médullare®nt également observés a l'interface
entre la matrice de collagéne et I'os néosynthétisgématrice de collagene résiduelle est
importante et présente des infiltrations cellukifeetites fleches), prémice de la colonisation
du matériau. La révélation de I'activité phosphatakcaline confirme la présence dans les
espaces médullaires, ainsi que parmi les cellulidsrées dans la matrice 40MG, de cellules
ostéoblastiques matures ou engagees dans le preabsglifférenciation (figure 52 B et C).
Comme observé avec les matrices 5MG, les espacegllaiges présentent des ostéoblastes
en cours de synthése (figure 51 D, fleche), deacespvasculaires (x) et des cellules de la
lignée blanche (téte de fleche).

L’observation morphologique sur coupe a été comgplgtar une mesure chiffrée de
I'épaisseur de I'os néosynthétisé et de la matlieeollagéne résiduelle. Ajoutés a I'étude
par DEXA, ces mesures permettent d’avoir une idédadréparation de la plaie dans le
volume de I'échantillon.

Les matrices 5SMG sont encore observables aprgau?8 dans le défaut osseux mais
'ensemble os synthétisé et matrice résiduelleésgrtaient une épaisseur plus faible que le
matériau initialement implanté. Une dégradatior6®% (+/- 25,0) de la matrice est mesurée
(figure 53), I'os apposé représentant 18,8% (+/b)lde I'épaisseur originelle de la matrice
(figure 54). Avec une concentration en collagenaspimportante, on constate que les
processus de dégradation des matrices 40MG onalétdis ou limités. Seul 38,2 % (+/- 8,7)
de la matrice 40MG ont été remanies, soit 2 foisnsigue les matrices 5MG. La quantité
d’'os néoformé sur les matrices 40MG est légeremseperieure a celle mesurée sur les
matrices 5SMG (mais non statistiquement significativeprésentant 20,8% (9,9) de la matrice
40MG implantée.
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Résultats Réparation cranienne chez le rat

Figure 52 : Réparation du défaut en présence des ma trices 40MG

(A) La matrice résiduelle est importante et distinguable de I'os apposé sur sa face endocranienne.
Une ligne d'ostéoblastes progresse vers la face supérieure du matériau (fleches) et des ostéocytes
sont présents dans I'os néosynthétisé. (B) et (C) Les cellules infiltrées dans la matrice et qui bordent
les espaces médullaires sont positives a la phosphatase alcaline. (D) Espaces médullaires a
l'interface os néoformé-matrice colorés au bleu de toluidine a fort grandissement. On trouve des
ostéoblastes synthétisant le tissu ostéoide (fleches), des cellules plurinucléées (tétes de fleche) et des
espaces vasculaires (x)

141



Résultats Réparation cranienne chez le rat

Pourcentage de dégradation des
matrices
100
80
c
.g - O5MG
< B 40MG
E L.
‘D)
S 4
.as
20
0
Matrices

Figure 53 : Pourcentage de dégradation des matrices apres 4 semaines

L'épaisseur résiduelle des matrices 5MG et 40MG aprés 4 semaines a été mesurée sur coupe puis
soustraite et rapporté a I'épaisseur des matrices introduites de la plaie. Le taux de dégradation est
plus important pour les matrices les moins concentrées.
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Figure 54 : Pourcentage de comblement de la plaie d  ans I'épaisseur aprés 4 semaines

L'épaisseur d'os néoformé a été mesuré sur coupe et rapporté a I'épaisseur initiale de la calvaria
trépanée (Lmm). La concentration en collagéne ne semble pas avoir influencé la quantité d’os apposé
a leur surface.
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3. Conclusions

En l'absence de matériaux, la réparation spontaheeéfaut s'est avérée variable
suivant les individus. Un comblement de 40% (+/} @@ la surface du défaut a été mesuré.
De facon évidente les matrices fibrillaires de agdne, indépendamment de leur
concentration, ont permis une réparation plus it@me du défaut et aucune réaction

immunitaire délétére n'a été observée.

Les matrices 5MG on été dégradées a 75% et per@ux de réparation supérieure a
80% en surface et de 20% dans leur épaisseur.ngofrmeé a été apposé en majorité sur la
face inférieure en communication avec le sinus a@inmais des lignes d’ostéoblastes en
cours de synthese de matrice osseuse étaient amranobservées sur I'intégralité de la face
exocranienne de la matrice. Le cceur de la matsteecupé par des espaces médullaires
contenant des ostéoblastes actifs, des celluletnptléées et des cellules vasculaires qui

participent tous les trois a la colonisation duédmau et a sa conversion en tissu osseux natif.

Seul ~40% de la matrice 40MG a été dégradé esabsemaines le recrutement des
ostéoblastes ne s’est pas réalisé sur le contousaddace supérieure. Cependant de
nombreuses cellules, positives a la phosphataséracont été retrouvées infiltrées dans la
matrice résiduelle. La quantité d’os apposée suada endocranienne des matrices 40MG
apparait légérement supérieure a l'intégralité’éigaisseur d’'os déposée sur les deux faces
des matrices 5MG. Il en résulte un pourcentageatebtement dans la section du défaut,
mais également dans la surface, légerement supénac les matrices 40MG que celui
obtenu avec les matrices les moins concentrées. hdmformé apparait quant a lui mieux

organisé et apposé plus réguliérement.

Ces résultats sont extrémement encourageantsmmetat pour les capacités
réparatrices des matrices 40MG aux vues des sgsi¢ifs ostéoconductivas vitro. lls
apportent également des informations importantas lesupotentiel qu’ont ces matrices,
notamment a 5mg/mL, a étre colonisées par deslegldupartir de leur surface. Ce sont ces

propriétés qui vont étre utilisées au cours dulpaotchapitre.
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Chapitre IV

Transitions morphologiques des
ostéoblastes dans un réseau fibrillaire de

collagene en trois dimensions

Au cours du chapitre 1l nous avons décrit et aalgscomportement d’ostéoblastes
humains cultivés pendant 4 semaines sur des mafitmdlaires plus ou moins concentrées.
Apres 7 jours de culture, des ostéoblastes étaibgérvés dans les matrices 5MG, leur
nombre croissant au cours des 4 semaines d’exp#atien, tandis que les cellules ne
pénétraient pas les matrices 40MG. Ce résultagatenu avec la lignée d’'ostéoblastes
transformés ainsi qu’avec la lignée primaire d'obtéstes. Toutefois, la morphologie des
deux lignées de cellules dans les matrices préselgs differences notables, d’autant plus
que les cellules primaires apparaissaient sousfamge dendritique singuliére qui rappelle

celle des ostéocytes.

Nous avons voulu, dans ce dernier chapitre de tedsulprésenter a l'aide de
différentes techniques de microscopie la morphelodiostéoblastes primaires dans un
contexte tridimensionnel. A ce jour, et malgré tiggatives de détection immunohistologique
de la sclérostine comme marqueur du phénotype @gtée, nous ne pouvons pas produire
de preuves moléculaires d’'un processus de diffeaBon des ostéoblastes en ostéocytes
lorgu’ils pénétrent dans les matrices. Les résupmésentés éclairent cependant I'intérét que
peut tirer la recherche fondamentale en biologikuleére a disposer de matériaux pour
I'étude des cellules dans un contexte tridimensstnn
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1. Morphologie des ostéoblastes dans un contextédimensionnel

A partir de la surface des matrices 5MG, des osiétés ont pénétré dans le réseau de
collagéne. Ceci a pour conséquence de changeemeinonnement, les cellules se retrouvent
englobées dans le maillage de fibres de collag@&tepeuvent interagir dans les trois
dimensions de I'espace. Ce changement d’environneme&galement eu pour conséquence
de changer leur morphologie (figure 55).

En surface, les cellules des deux lignées adoptantmorphologie cubique
caractéristique des ostéoblastewivo (figure 55 E, téte de fleche et figure 35 et 3Qptre
I). Lorsqu’ils sont dans le réseau fibrillaire d& matrice, les ostéoblastes transformés
s’allongent en fuseaux bipolaires (figure 55 A, {CEe fleches). Les deux péles du fuseau
constituent deux points d’ancrages qui permetemieplacement des cellules a travers le gel

fibrillaire dans une direction a +/- 45° de la veate.

On observe également un changement de morpholegiestéoblastes de la lignée
primaire lorsqu’ils sont a l'intérieur de la magridibrillaire. Leur corps cellulaire s’allonge,
mais a la différence des cellules FSHO-6 plusiénrs 3) prolongements fins et étendus en
émergent (figure 55 B, D et F, fleches). Ce prdéihdritique apparait moins compatible avec
la migration cellulaire que la morphologie bipogifa multiplicité des points d’ancrages dans
plusieurs directions de I'espace devrait limitee ysrocession unidirectionnelle. Cependant
nous n'avons pas observeé de cellules de la lignéeape sous la forme de fuseau bipolaire,
indiquant que leur pénétration dans la matricet $&te avec cette forme dendritique.

Quoi gu’il en soit, méme si les cellules primairgent en migration, leur morphologie
dendritique est significativement différente deBubtes transformées et suffisamment proche

de celles des ostéocytes pour étre étudiée pludg.ava

Ces résultats ont été obtenus avec des matricezminées a 5mg/mL, les cellules
n'ayant pas pénétré les matrices plus concentbEssmatrices fibrillaires ont été préparées a
partir de solutions de collagene a 1mg/mL (matridd§s) pour faciliter leur pénétration dans

le gel et obtenir un plus grand nombre de cellalémtérieur.
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Figure 55 : Ostéoblastes transformés et primaires e  n coupes dans les matrices 5MG.

(A), (C) et (E) : cellules FHSO-6 & 7 et 14 jours dans les matrices fibrillaires. Les cellules sont en
fuseau bipolaire, délimité par les fleches. Un ostéoblaste cubique est observé en surface (téte de
fleche). (B), (D) et (F) : cellules F27 & 7 et 14 jours dans les matrices fibrillaires. Des prolongements
émergent autour du corps cellulaire (fleches) qui donnent aux cellules un profil dendritique. Barre :
50pum.
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Résultats Ostéoblastes dans un réseau fibrillaire 3D

Figure 56 : Cellules primaires dans les matrices 5M G et 1IMG.

(A), (C) et (E) : matrice 5SMG et cellules F27 a 7 jours, méme champ d’observation. A la surface de la
matrice les cellules sont étalées avec un large noyau (téte de fleche). En pénétrant dans la matrice
apparait une cellules ramifiée qui était visible a la surface sous la forme d'un tache violacée
défocalisée (fleche). (B), (D) et (F): matrice 1MG et cellules F27 a 5 jours, méme champ
d'observation. Les cellules en surface (tétes de fleche) et les cellules dans la matrice (fleches)
présentent la méme morphologie qu’observée sur les matrices 5MG. On dénombre plus de cellules
dans ces matrices sur une durée plus courte.
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Aprés 7 jours de culture, les cellules F27 sorléétaa la surface des matrices 5MG et
présentent un large noyau (figure 56 A, tétes éehits). Dans le champ du microscope on
remarque des taches défocalisées du colorantaiefiudans I'épaisseur de la matrice (figure
56 A, fleches). En pénétrant dans la matrice pguede la platine du microscope, un corps
cellulaire apparait (figure 56 C, fleches), paré m®longements cytoplasmiques qui

s’étendent dans la profondeur de la matrice (fié€ et E).

Apres 5 jours de culture, les ostéoblastes préselasurface des matrices 1IMG sont
étalés avec un noyau ovoide comme décrit sur I&ésoem5MG a 7 jours (figure 56 B, téte de
fleche). Le changement du plan focal du microscupes fait pénétrer dans la matrice ou 'on
trouve plusieurs ostéoblastes ramifies (figure 56etDF, fleches). La morphologie des
ostéoblastes primaires dans les matrices 1MG et apfarait identique. La diminution de la
concentration en collagene permet d’obtenir plysdement un nombre plus important de
cellules dans la matrice. Elle augmente égalenmeritansparence des matrices ce qui est
important pour bien visualiser le développement geslongements cytoplasmiques et
I'éventuelle formation d’'un réseau de connexiodutake a partir d’'une observation par le
haut de la matrice a I'aide d’'un microscope. Pas avantages cinétiques et optiques, les
prochains résultats présentés auront été obteracsles ostéoblastes F27 entre 3 et 10 jours

de culture sur les matrices 1IMG.

2. Formation d’'un réseau de cellules connectées

Le cytosquelette d’actine des ostéoblastes en coatzec les matrices fibrillaires
1MG a été marqué a la phalloidine fluorescentebsevé a partir de la surface de la matrice

en microscopie de fluorescence.

Les ostéoblastes en surface présentent un cytestpudlactine bien développé. Les
cellules sont larges et étalées, les fibres d’actiétendent de facon radiale et corticale pour
étendre et ancrer la cellule sur la matrice parptengements courts de massifs (figure 57
A et C, téte de fleche). Dans la matrice, les dd&&bes ont un corps cellulaire tres ramassé de

~1um de diametre (figure 57 B et D, fleche).
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Figure 57 : Cellules F27 marquées a la phalloidine  en microscopie a fluorescence et apotomie.

(A) et (C) : cellules primaires en surface. Le cytosquelette d’actine bien développé ancre et étale les
cellules a la surface de la matrice. (B) et (D) : cellules primaires dans la matrice. Le corps cellulaire
est ramassé, étiré en de longs prolongements, les fibres d’actines ne sont plus présentes. (C) et (D) :
méme champ d’observation ou coexistent une cellule étalée en surface avec des cables d’'actine bien
définis (téte de fleche) et une cellule dendritique dans la matrice avec un marquage cortical de I'actine
(fleche). (E — G) : méme cellule que en (D) détaillée dans ces plans focaux par le systtme ApoTome
sur une profondeur de ~50um a partir de son extrémité la plus proche de la surface. Sept
prolongements émergent du corps cellulaire et se divisent a nouveau. Des excroissances de petite
taille terminent la pointe de chaque prolongement. Barre : 50pum
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Les cables d’actine ne sont plus distingués et ciesmarquage cortical diffus de la
phalloidine que I'on observe le long des prolongatsiest autour du corps cellulaire. Les
prolongements cytoplasmiques s’étendent dansdesdirections de I'espace se terminant en

une pointe massive et bourgeonnante avec une itgteesfluorescence plus importante.

Par lintroduction d’'une grille d’interférence (p@&dé ApoTome), des plans focaux
peuvent étre extraits de lintérieur de la matrice qui permet de s’affranchir des
perturbations de 'image liées a la profondeur lignep de la préparation. Les différents plans
focaux de la cellule dendritique présentée a laréigh7 D en microscopie de fluorescence
conventionnelle sont détaillés a partir de sonémmité la plus proche de la surface jusqu'a
celle la plus profonde (figure 57 E — H). On cotestqu’a partir du corps cellulaire, les
prolongements cytoplasmiques émergent et se divisgmdement en deux prolongements
plus longs et fins. Dans le plan, ils procurentaéllule une amplitude de ~150um par le
biais de leur différentes orientations. Dans I'épaur de la matrice, ceux-ci couvrent une

profondeur de plusieurs dizaines a une centaimeid®ns.

La technique de microscopie de fluorescence a ghatons nous a permis de détailler
'organisation des ostéoblastes dans le volumeadendtrice a partir de la surface. Une
acquisition des plans focaux est réalisée tousniesomeétres sur une distance de 80um de
profondeur. Le volume tridimensionnel est reconstrumériquement a partir des clichés des
cellules marquées a la phalloidine et est présanténe série d'image tous les 45° suivant une

rotation selon I'axe (x) (figure 58).

La vue du volume a 90° permet d’appréhender au xmiienganisation des cellules
dans l'espace. Au moins trois ostéoblastes sontreés dans la matrice et présentent de
nombreux prolongements fin et étendus. A partiladgirface on observe une cellule tres fine,
concentrée autour de son corps cellulaire qui mtbtal’abord verticalement puis
horizontalement dans la matrice. Cette celluleessttontact avec une autre en surface et
egalement avec une cellule tres dendritique pludopde (figure 58 90°, fleches). Cette
derniere présente de nombreux prolongements, ésatdns les trois directions de I'espace

mais aucune cellule ne semble suffisamment prockde dpour permettre un contact.

151



Cependant, on constate I'existence de relatiorede$r cellules de la surface et les cellules les

plus profondes.

Figure 58: Organisation des ostéoblastes primaires dans le volume de la matrice par
microscopie de fluorescence a deux photons et recon struction 3D numérique.

Un volume de la matrice contenant des ostéoblastes marqués a la phaloidine est reconstruit par des
images tous les 1um sur 100um de profondeur a partir de la surface. Le volume reconstruit est
présenté suivant une rotation de 360° (axe x, antih oraire) a partir de la projection en (z) de la face
supérieure.
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Un tel constat soutient I'analogie morphologiquee gion peut faire avec les
ostéocytesn vivo. En plus de la présence de nombreux prolongensirttsur des corps
cellulaires des cellules, ceux-ci semblent é&tremoyen pour les cellules de se connecter
entres elles pour former un syncytium fonctionnBlar microscopie électronique en
transmission nous avons analysé I'organisatiorastitucturale des cellules dans les matrices
afin, notamment, de mettre en évidence des jorsticgllulaires qui confirmeraient les

contacts observés précédemment.

Qu'ils soient en surface ou dans la matrice legaiBastes sont métaboliquement
actifs avec un réticulum endoplasmique dévelopmuré 59 A, téte de fleche). Le corps
cellulaire est constitué d’'une fine bande de cysple de ~1um d’épaisseur qui entoure le
noyau. Des contacts entre cellules dans la masoce observés entre les corps cellulaires
(figure 59 A, fleche) ou entre corps cellulairepatlongements (figure 59 B, fleche). Avec
un plus fort grandissement au niveau du contace eaflules, on mesure un espace de ~20nm

entre les membranes plasmiques (figure 59 C, gncart

Une zone de contact étroite apparait sous la fafomee structure moléculaire dense
aux électrons qui relie les cellules sur ~300nntodgueur en traversant les deux membranes
plasmiques (figure 59 C, fleche). Cette structwrat@tre apparentée a une jonction de type
communicantedap junction car aucun élément du cytosquelette n'apparaiéthd associé
de part et d’autre de la membrane plasmique. disbien entendu important de confirmer la
présence de connexines, que ce soit moléculairemeptr ultrastructure, au niveau de ces
jonctions pour valider leur nature de type commanie. Cependant, la présence de ces
structures reste en accord avec les précédentesptiess morphologiques sur des échelles
métriques plus grandes et tend a valider I'aspegarosé des cellules entre elles dans le

volume des matrices fibrillaires.
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Résultats Ostéoblastes dans un réseau fibrillaire 3D

s

Figure 59 : Ultrastructure des ostéoblastes dans la matrice fibrillaires et des connexions
cellulaires.

(A) et (B) : le corps cellulaire des ostéoblastes dans la matrice se résume au noyau entouré d'une
bande de cytoplasme de ~0,5 a 1um d'épaisseur. Les cellules dans la matrice, comme celles en
surface, présentent un RE développé (téte de fleche). Dans la matrice des contacts ont lieux entre
cellules par leurs corps cellulaires ou par des prolongements (fleches). (C) et insert : contacts
cellulaire a plus fort grandissement. Les membranes se lient étroitement, laissant un espace de
~15nm. Une jonction cellulaire de type communicante (gap junction) relie les corps cellulaires de deux
ostéoblastes (fleche). On note I'absence d'éléments du cytosquelette associé a la structure de
jonction. Barres (A) et (B) : 5um ; (C) et insert : 0,5um.
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3. Conclusions

Les ostéoblastes utilisés pour cette étude somtbbeg de migrer a travers les matrices
les moins concentrées ce qui entraine un changednastique de leur morphologie. Les
ostéoblastes de la lignée transformée sont prédantsla matrice sous une forme en fuseau
bipolaire. Cette morphologie fusiforme apparaite émn adéquation avec une migration
cellulaire de type mésenchymateuse bien qu’aucatieité lytique de la matrice n'ait été

mise en évidence.

Les ostéoblastes primaires qui pénetrent dans ksices fibrillaires apparaissent
dendritiques, leur corps cellulaire réduit et camioe autour du noyau duquel s’échappe de
nombreux prolongements cytoplasmiques. Cette mdogle rappelle tres fortement la
morphologie des ostéocytes enchassés dans la enasseuse. A partir du corps cellulaire les
prolongements cytoplasmiques se ramifient et s’arssent pour sonder un volume important
de matrice autour d’eux.

Par I'étude combinée de différentes microscopiespparait qu’'un réseau cellulaire
s’organise entre les cellules en surface et damsakaice. Les observations en ultrastructure
révelent un réticulum endoplasmique développé ptéaence d’édifices moléculaires denses
aux électrons a travers les membranes plasmiqueslidées contigués. L'absence d’éléments

du cytosquelette associés a ces structures leseclpstentiellement dans les jonctions

cellulaires de type communicantes.
L’ensemble des ces descriptions morphologiqgues vdahs le sens dune

différenciation en ostéocytes, des ostéoblastessguietrouvent a l'intérieur des matrices

fibrillaires dans un contexte tridimensionnel.
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Discussion

Au parcours de ce manuscrit, nous avons présestéaectéristiques structurales,
macroscopiques et microscopiques, de matériawilldibes moyennement et fortement
concentrés en collagéne. Ces matériaux ont endtdtévaluésn vitro etin vivo dans leur
capacité a soutenir le phénotype de cellules oktstipues humaines et a favoriser la
reconstruction osseuse. leitmotiv de nos expérimentations, et qui représente laethés
soutenue, était que l'utilisation de matériaux a@dlagene de concentration élevée serait
bénéfique pour les cellules osseuses en leur paopasy environnement proche de celui

gu’elles rencontrerih situ.

Méme si la démonstration du potentiel clinique ohedrices fibrillaire a représenté le
theme central de cette étude, nous avons constamgaedé a l'esprit le fait que ces
matériaux constituaient également des supportsmieigsionnels de nature proche des
matrices extra cellulaires conjonctives. Les éléseanus permettant d’étayer cette hypothése
sont apparus malgré nous, comme cela arrive soul@atue nous avons observé que les
ostéoblastes qui pénétraient dans le réseau degenkt des matrices fibrillaires subissaient
une transformation morphologique qui pouvait lepagipnter a des ostéocytes. Nous avons a
la suite de cette observation employé plusieutsnigcies de microscopies afin de caractériser
cette morphologie et tenter de confirmer le phépetystéocytaire des ostéoblastes enchassés

dans les matrices fibrillaires.

Ces deux aspects vont étre a présent discutés]aragt nos résultats des données de
la bibliographie afin de conclure sur les potest®iniques des matrices fibrillaires denses de
collagéne et sur leur utilisation comme modéle ks tdimensions des matrices extra

cellulaires par la biologie cellulaire fondamentale
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| Matrices fibrillaires de collagéne : des implantsosseux en devenir ?

1. Apport de la nature fibrillaire pour I'ingénieri e osseuse

Les polymeres naturels constituentpriori un matériau de choix pour l'ingénierie
tissulaire car ils sont le substrat naturel suuétdes cellules peuvent adhérer, proliférer et
exprimer leur phénotype (Logeart-Avramogletial, 2005). Parmi ceux-ci le collagéne est
retrouvé dans de nombreuses especes animalesspldareurs tissus au sein d'une méme
espece. Le collagéne, en tant que matiere premé&nreateriaux pour la clinique, a trouve de
nombreuses applications et donne des résultatsgpteums dans la reconstruction des dermes
et épidermes de grands brulés (ketal, 2001).

Les matériaux a base de collagene sont cependsmntfaiblement utilisés pour la
reconstruction osseuse. lls sont décrits comme tagiaa propriétés mécaniques faibles
(Giannoudiset al, 2005), et a ce titre, non compatibles avec légeexxes du tissu osseux. La
SELECTION NATURELLE a conservé cette molécule dans un grand nombpdhyla du régne
animal, ou elle est la molécule majoritaire desuss conjonctifs auxquels elle procure
cohésion, élasticité et résistance aux contraintésaniques (Boot-Handford et Tuckwell,
2003). Le collagene représente également 90% uhatfdace organique de I'os ou il assure la
résistance aux forces de tractions et de torsidoskgeyet al, 1999).

Ces données peuvent laisser a penser que ce nepaentes propriétés mécaniques

intrinseques du collagéne qui sont en cause, naiforsulation dans les matériaux. Les

éponges de collagéne représentent la majorité désriaux a base de collagéne utilisés a ce
jour en clinigue ou développés dans les laborataeerecherches (Let al, 2001 ; Glowacki

et Mizuno, 2007). Elles sont obtenues par lyopdii®s) (procédé de déshydratation par

sublimation du solvant) de solutions acido soluble€ollagéne ou de tissus dermiques.

Nous avons pour cette étude, préparé des épongeslldgéne a partir de solutions
acido solubles & 5mg/mL et nous les avons compaaé&s matrices fibrillaires 5MG,
préparées a partir de la méme solution de collgggfirede mettre en évidence le gain que

peut apporter le collagéne sous forme fibrillaire.
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a) Mise en ceuvre, aspect et manipulation des épaigies matrices 5MG

Les éponges que nous avons préparées se présanietid forme d’un empilement de
feuillets de collagéne denses, séparés par desla@es plus ou moins connectés entre eux
(cf. chapitre I, figures 31 et 32). Par microscaoflectronique a transmission, on constate que
des murs épais délimitent les pores, constituésied’'agglomération des molécules de
collagene sous la forme de microfibrilles -nonéss- de 10 a 20nm de diametre (figures 33).
Ces caractéristiques structurales macroscopiquesmi@bscopiques sont en accord avec
'abondante littérature qui concerne les épongesli@ et al, 1986 ; Burget al, 2000 ; Leeet
al, 2001 ; Glowacki et Mizuno, 2007). Cependant,aipgs études décrivent la présence de
fibrilles striées isolées parmi des microfibrillds ~10nm de diamétre que nous n’avons pas
observées (Anselmat al, 1990).

Du point de vue du chirurgien, les modalités deparation, les facilités d’'usage et de
manipulation, ainsi que les effets secondairesnpieis des matériaux, sont des parametres
essentiels (Kneset al, 2006).

Les éponges de collagéne que nous avons préparasstuent un matériau fragile,
gui nécessite d’étre manipulé avec précaution puiter qu'’il s’écrase ou se déchire. De par
la nature de leur procédé d’obtention (lyophilisa}i elles se présentent sous la forme d’'un
matériau déshydraté et doivent donc étre réhydsatdeant contact avec du matériel
biologique (cellulesn vitro ou implantén situ). Nos expériences montrent que cette étape de
réhydratation est extrémement délicate et entraiime modification importante de leur
structure initiale. En effet, sous l'influence de rhasse du liquide et des phénomenes de
capillarité, les éponges s’affaissent et nous awrservé une diminution de 50% de leur
volume (figure 29).

Pour renforcer leur structure, augmenter la répaadlalaire et diminuer leur cinétique de
dégradation, les procédés d’obtention des épongesolfagéne doivent étre complexifiés.
Dans le cas de notre étude, nous avons utiliséolume de solution deux fois supérieur a
celui des matrices 5SMG afin d’'obtenir aprés réhtatran un matériau de surface et de
volume équivalent. Dans d’autres études, les émosget couramment supplémentées par des
polymeéres synthétiques (acides poly lactique/gigea, Hosseinkhanet al, 2006) et des
molécules de la matrice extra cellulaire (collagate type IllI, glyco-amino-glycanes,
chitosane, (Vaissieret al, 2000 ; Berthocet al, 1996 ; Anselmeet al, 1990). Pour retarder
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leur dégradation, la majorité des éponges utiliggegivo sont réticulées par des agents
chimigues comme le glutaraldehyde (Lestyal 1986), le formaldehyde (Vaissiegt al,

2000) ou par rayonnement ultra violet (Miyatal, 1971 ; Torikai et Shibata, 1999). La
nécessité de l'utilisation de ces molécules chimsguaux pouvoirs toxiques et allergenes

notoires, apparait problématique pour leur impléoiechez le patient.

Les matrices fibrillaires sont obtenues a partisdieitions acido solubles de collagéne
qui sont gélifiées par neutralisation du pH. EBesprésentent sous la forme d’un gel hydraté,
solide, qui conserve la forme initiale du moule sldmquel la solution de collagene a été
coulée (figure 29). Ces caractéristiques présentdgg avantages de préparation et
d’utilisation évidente.

Tout d’abord, l'utilisation de précurseurs en slntpermet d’obtenir des matériaux
de formes et de tailles choisies, définies par leulsn dans lequel les solutions sont
introduites. Ainsi, un matériau singulier peut &réparé aisément, pour s’adapter au mieux a
la forme du défaut a réparer. Leur manipulation péa présenté de problémes particuliers.
Les dimensions des matrices fibrillaires ont pe @hodifiées pour étre implantées dans un
défaut cranien de 5mm de diameétre sans que ceffect@ ni leur manipulation ni leur
structure microscopique (figure 25). Il faut cepamidpréciser que la bonne tenue mécanique
des matrices et leur facilité de manipulation njgas uniquement due a l'organisation des
molécules de collagene en fibrilles striées, pgrospion a la structure microfibrillaire des
molécules de collagéne dans les éponges. La coatienten collagéne des matériaux est
également un facteur important. Nous avons obsqwén deca d’'une concentration en
collagéne de ~1mg/mL les matrices fibrillaires @ewvient molles et doivent étre manipulées
délicatement pour ne pas étre percées ou déchjiigase 29). Toutefois, a concentration

égale, les matrices fibrillaires se sont avérées faciles a utiliser que les éponges.

Le procédé d’obtention des matrices fibrillaires pae transition de type sol/gel
donne un matériau hydraté qui les rendent direatenoempatibles avec le matériel
biologique, sans nécessiter d’'étapes supplémesitdigeréhydratation, qui se sont avérées
problématiques avec les éponges. La neutralisationpH par diffusion de vapeurs
d’ammoniaque permet de conserver la concentraties cbnstituants des solutions et
n’introduit pas de substances réactives chimiquémpeavant se lier de facon covalente avec

les molécules de collagéne. En effet, FTammoniagsteune molécule volatile (T° ébullition
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d’'une solution de Nka 30% dans I'eau : 38°C) et soluble (limite daubdité dans I'eau a

0°C : 900g/L) qui est aisément éliminée par rincaggec des solutions aqueuses tamponnées.

b) Comportement Cellulaire

Méme si le comportement global du matériau face@d chirurgical est important

(Kneseret al, 2006), les capacités de I'implant a interagircales cellules de I'héte et a

favoriser la réparation du tissu lésé sont prinmeied.

Eponges de collagéne

La structure poreuse des éponges de collagénerésstappréciée en ingénierie
tissulaire, car elle permet une pénétration rapiele cellules au coeur du matériau ou elles
vont proliférer et combler les espaces vacantgayhthése d'une nouvelle matrice (Anselme
et al, 1990; Berthodet al 1996 ; Mizuno et Glowacki, 1996). Au cours de nos
expérimentation#n vitro a long terme, les ostéoblastes ont été ensemeanieésurface des
éponges ou ils ont proliférés et adoptés une mdéoghoplate et allongée de cellules au repos
de type bordants (figure 35 et 39). Aucune syntlieseollagéne | n'a été mise en évidence,

ni I'expression de la phosphatase alcaline.

De plus, un des résultats important que nous awirenu avec l'utilisation des
éponges de collagéne est I'absence d’ostéoblasdtiestaieur des éponges et ce, malgre leur
structure poreuse. Les études montrant la coloarsdtéponges de collagene, que ce Boit
vitro ouin vivo, par des fibroblastes et des ostéoblastes omégliéées avec des éponges de
collagéne supplémentées par des molécules de la, MiECréticulées chimiquement
(Vaissiéereet al, 2000; Berthockt al, 1996; Anselmet al, 1990).

Les éponges que nous avons préparées présentdiariedace collagene/air une surface
dense et brillante que I'on peut définir comme arwite. Elle apparaissait en microscopie a
balayage pleine et sans connection avec le résgauwpsous-jacent (figure 29 et 32). Doillon
et collaborateurs, dans leurs travaux sur l'infeeedu pH de la solution de collagene et de la
température de lyophilisation sur la structure éesnges, ont décrit pour nos conditions de

préparation des éponges, la présence de telletwstrs a I'interface collagene/air (Doill@h
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al, 1986). D’autres études rapportent, pour des tiondi de température et de pH différentes
des nétres, la formation « d’une peau brillantaat poreuse a l'interface collagene/air » qui
a empéché la colonisation par les cellules desggsoimplantées en sous cutané chez le rat
(Mizuno et Glowacki, 1997).

Matrices fibrillaires de collagéne

Pour les mémes conditions de cultures, les ostst@slaprimaires et transformés
ensemencés a la surface des matrices 5MG s’orgargse une monocouche épithélioide
(figures 35 et 39). Elles se présentent sous ladade cellules cuboides avec un large noyau
et la présence d’'un systeme réticulum endoplasnyicaepareil de Golgi développé (figures
36 et 40). Ces caractéristigues morphologiques sefies décritesin vivo pour les
ostéoblastes matures a la surface des piéces ess@isom et Fawcett, 1968 ; Mackie,
2003). Aprés 4 semaines de culture, les ostéoblasteriment la phosphatase alcaline a leur
membrane plasmique (figure 44).

Ces résultats démontrent les propriétés osteoctimdsaes matrices fibrillaires 5SMG
in vitro, par rapport au comportement bordant qu'adop&sntoktéoblastes a la surface des
éponges. Cependant, comme sur les éponges, nousns'gpas observé la sécrétion de
collagéne de type | a la surface des matrices. Big la synthese de collagéne par les
ostéoblastes soit essentielle pour leur rble biglegy et constitue un marqueur de leur
maturité, une diminution de son expression a éppadée pour des fibroblastes (type
cellulaire également spécialisé dans la synthésmliigene) et des ostéoblastes cultivés sur
un réseau de collagene par rapport a leur cultureogite de Pétri (Nusgeret al, 1984 ;
Lynch et al 1995). Nous pouvons supposer a partir de ces é&snrgu’avec des
concentrations en collagéne supérieures, commesaadls matrices fibrillaires, la synthese de
collagene ait pu étre inhibée.

Alors que la structure poreuse des éponges deantier leur colonisation par les
ostéoblastes, I'organisation monolithiqumeilk structurg@ des matrices fibrillaires apparaissait
a priori étre une limite a leur colonisation (Karageorgieu Kaplan, 2005). L'analyse
ultrastructurale qualitative et quantitative destrmnas 5MG a montré que ~95% de son
volume était libre de tout matériel avec des ingtathces entres fibrilles de collagéne de

environ 1-5um (figures 32 et 33, tableau 1). Cqzaess se sont averés suffisant pour
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permettre aux ostéoblastes de pénétrer de facdmgerdans les matrices 5SMG durant les 4
semaines de cultuia vitro (figures 35 et 39). L'absence de travées autosrcadules dans

la matrice et de synthése de metalloprotéases (MMPMMP-13) indique que les cellules se
sont déplacées a travers le réseau fibrillaire Eadggrader. Ces résultats, dans une certaine
mesure, remettent en cause les prérequis de moaEstimplants osseux ou un diametre de
pores supérieur a 300um est attendu pour permatpénétration des ostéoprogéniteurs et
des cellules endothéliales (Karageorgiou et Kaf2a05).

Minéralisation des matrices et des éponges in vitro

Comme l'expression de la phosphatase alcaline ogykdhése de collagéne, la
minéralisation est également un marqueur de la&rdificiation ostéoblastique. L’ajout de
phosphate inorganique (0 dans le milieu de culture a entrainé la formatiendép6ts de
phosphate de calcium dans les matrices 5MG avegradient décroissant a partir de la

surface (figure 41).

Une minéralisation des éponges est également aesenais les dépbts minéraux ne
sont observés que sur une profondeur limitée d®i0a partir de la surface. De plus, en
'absence d’ostéoblastes, les éponges présentatenégnt la formation d’'un précipité de
phosphate de calcium a leur surface qui n’a, arancoment, été observé pour les matrices
fibrillaires cultivées dans les méme conditionsllatares. La structure du collagéne dans les
éponges sous forme de microfibrilles de diametre~86nm semble donc favoriser la
nucléation et la croissance spontanée de minérang sécessiter d’activité cellulaire. A
linverse, le collagene sous forme de fibrillesiésts nécessite la présence et I'action des
ostéoblastes pour provoquer leur minéralisation.nliaéralisation ectopique d'éponges de
collagéne a déja été rapportée lors de leur imglimmt sous cutanée chez I'animal (Van de
Putte et Urist, 1965 ; Lewst al, 1986 ; Alselmeet al, 1990).

Alors que ces phénomeénes de minéralisation spontdeg matériaux sont delétéres
pour la réparation tissulaire lorsque ceux-ci samplantés dans des tissus non minéralisés
(exemple des valves cardiaques oustentsvasculaires), ils pourraient apparaitre bénéfiques
dans la réparation du tissu minéralisé qu’est l©@spendant, la nature spontanée de cette
minéralisation la placee factohors d’'un processus biologique normal, comme d&esias

dans I'os ou les ostéoblastes synthétisent la ceatriganique qu’ils minéralisent par la suite.
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On attend d’'un matériau implanté dans un tissul qguide I'activité cellulaire afin de
reproduire sa physiologie et non de la supplatierc¢h, 2008). De part ces considérations, la
minéralisation spontanée des éponges ne peut dppacmmme un avantage dans le

développement de matériaux pour le reconstructsoiod.

2. Bénéfices d’'une concentration élevée en collagen

Nous venons de voir que l'organisation des mokxdee collagene en fibrilles striées
dans les matrices 5MG améliore le comportement nigga global du matériau et lui confére
des propriétés ostéoconductives tres intéressa@itdte concentration de 5mg/mL, comme
utilisé avec les matrices 5MG, représentent la eotmation la plus élevée rencontrée dans la
littérature pour la préparation de gels hydratésalagéne (Elsdale et Bard, 1972 ; Mizweto
al, 1997 ; Wiesmanat al, 2003).

A ce jour, I'os de cadavre déminéralisé représkngysteme acellulaire de réparation
osseuse qui donne les meilleurs résultats (Btist, 1965; Burget al, 2000 ; Rah, 2000) ce
qui indique I'importance de la composition biochyme et de I'organisation structurale du
matériau pour favoriser la réparation du tissu wsseAvec l'augmentation de la
concentration, les molécules de collagéne en solgiorganisent en des textures cristallines
liquides qui reproduisent I'arrangement des moksuans les tissus de soutien comme le
derme ou l'os (Giraud-Guille, 1996 ; Giraud-Guillet al 2005). Ces organisations
moléculaires peuvent étre stabilisées, pour donagsance a un matériau fibrillaire solide
qui possede une organisation proche du tissu aaefBesseau et Giraud-Guille, 1995). Des
études récentes de diffusion des rayons X et emosuopie électronique a transmission
montrent que ces architecturesdbane-like» sont obtenues pour des concentrations en
collagéne supérieures a 60mg/mL pour les moléaresolution (Gobeaust al, 2007) et des
concentrations au moins trois fois supérieures pesirmolécules sous forme de fibrilles
(Gobeauxet al, 2008).

L'utilisation de matériaux dense en collagene ptaurreconstruction osseuse est
relativement nouvelle et peu référencée (Buxabal, 2008). Pour des raisons de plus grande
facilité, de rapidité et de contréle dans I'obtentide tels matériaux, nous avons préparé des

matrices fibrillaires de collagéne a partir de solu concentrée a 40mg/mL pour former les
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matrices 40MG. Cette concentration est inférieureeles attendues pour obtenir une
organisation cholestérique du collagene, commereésedans I'os, mais elle entraine déja
une modification importante de la structure et’deghnisation des fibrilles par rapport aux
matrices 5MG (cf. Chapitre ).

Les bénéfices que peuvent apporter la concentraticcollagene pour la réparation de

I'os ont été évalués par une étudevitro a long terme et dans un modéle de craniotomie chez

le rat, en comparant les résultats obtenus aveunatisces 5SMG et 40MG.

Comportement in vitro

En culturein vitro a long terme, les ostéoblastes ensemenceés dda@esyies matrices
40MG adoptent une morphologie de cellules bordacaeactérisée par des cellules plates et
allongées, ne présentant pas de systeme RE-Galgiogpé en ultrastructure et n’exprimant
pas la phosphatase alcaline (figures 35, 38 et 8@pendant, I'ajout de phosphate
inorganique au milieu de culture entraine la forarat’'un précipité de phosphate de calcium
dans la matrice qui est directement liée a l'aivnétabolique des ostéoblastes, comme
vérifié pour les matrices 40MG cultivées dans desdiions acellulaires (figure 41).
Toutefois, a la vue des résultats obteimugtro, les matrices 40MG présentent des propriétés

ostéoconductives moindres que les matrices 5MG.

L’augmentation de la concentration en collagenenaainé plusieurs changements
dans la structure et I'organisation des matriceBI@Qpar rapport aux matrices 5MG. La
surface est devenue plus compacte avec des fibplies larges (figures 30-33). Ceci a eu
pour effet d’augmenter la rigidité du support, aé gst recherché pour obtenir de bonnes
propriétés mécaniques. Mais cela a également ndodiftopographie de surface, le nombre
des sites d'adhésions disponibles pour les ostsi@slaainsi que leur distribution. Ces
parametres structuraux ont une influence directdasigualité de I'adhésion des cellules et
donc sur leur capacité a proliférer et a se difféier (Anselme, 2000). La densité en
collagéne et la rigidité du support agissent decednsur I'étalement des cellules. Un
étalement maximal a ainsi été observé pour desleglmusculaires lisses sur des matériaux
présentant la plus grande rigidité et la plus fdgasité en molécules de collagene par rapport

a une rigidité moindre avec le méme nombre de gitadhésion ou l'inverse (rigidité
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maximale, adhésion minimale) (Englet al, 2004). Ces données pourraient expliquer les

différences de morphologies observées entre lescaabMG et les matrices 40MG.

Les ostéoblastes ont été cultivés sur les matedans des conditions minimales, sans
l'ajout de molécules stimulants la différenciationostéoblastiques (BMP, TG-
dexaméthosone...) ou ['utilisation de systemes defupens ou de bioréacteurs qui
permettent le maintien du phénotype (Megeral, 2006). Les systémas vitro sont par
définition des systémes modeéles qui ne reflétel@gpartie les conditions rencontrées par les
cellulesin situ. Ainsi nous supposions -et espérions- un compamérplus favorable, quant
au maintien du phénotype ostéoblastique, des reatrdOMG soumises aux actions
stimulatrices des nombreux facteurs que I'on traavevo, et en particulier sur le site d’'une

plaie osseuse.

Comportement in vivo

Apres 4 semaines dans un défaut cranien de 5Smnadete chez le rat, les matrices
fibrillaires 5MG et 40MG ont favorisé la formatiotios néosynthétisé par rapport a la
réparation spontanée du défaut (figures 49-52)s Bk 80% de la surface du défaut a été
comblée, les animaux traités avec les matrices 40pEsentant un pourcentage de
comblement Iégerement supérieur (statistiquement significatif) a ceux ayant recu les
matrices 5SMG. En l'absence de matériau, seul 25%amémaux ont réparé spontanément,
donnant une moyenne de comblement inférieure a 4Dé6. résultats sont extrémement
positifs au regard de ce que I'on peut trouver dangtérature. Pour les mémes conditions
expérimentales que les nétres, les éponges degendanon réticulées implantées dans des
défauts craniens ne sont plus observées apresalrsmmet n'ont pas eu le temps d’avoir une
activité régénératrice (Laforgt al, 1998 ; Colombieret al 1999). L’autre extréme est
eégalement observé dans le traitement de largesitdéfarge bone defectsdans un os long
(tibia) avec un matériau a base d’hydroxyapatitecéliométrique qui n’a quasiment pas été
dégradé par I'organisme et se retrouve associé l&néoformé jusqu’a 7 ans apres son
implantation (Quartet al, 2001 ; Marcaccet al, 2007).
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Les matrices ont été plus ou moins dégradées @tidarde leur concentration, le taux
de dégradation maximal étant observé avec les ceatfies moins concentrées (77% de
dégradation pour les matrices 5MG, 39% pour lesricest 40MG). La dégradation des
matériaux implantés est primordiale pour permettne patient d’acquérir un tissu
néosynthétisé integre, sans résidus dont le coeperit n’est pas maitrisable dans le temps
(LeGeros, 2002 ; Griffith, 2002 ; Kneset al, 2006). Cependant, la dégradation doit étre
progressive, I'implant devant fonctionner comme arehitecture temporaire pour les cellules
jusqu’a ce que la lésion soit réparée (Cancedad 2007).

La quantité d’os néoformé étant légerement superiauec les matrices 40MG et la
guantité de matrice a remanier restant plus imptetgue celles des matrices 5MG, on peut
supposer quén fine c’est un os plus épais qui sera reconstruit dargefaut traité avec les
matrices les plus concentrées.

Quoigu’il en soit, on constate qu’il est possibke mhoduler la vitesse de dégradation des
matrices fibrillaires par la concentration en cgélae, et sans que celle-ci ne limite la synthese

d’'un nouveau tissu.

De fagon globale, et en comparaison aux résultaenasin vitro, les matrices 40MG
ont montré des propriétés ostéoconductives et ioshéctives tres intéressantes. Leur
concentration élevée en collagene n'a pas empéalrécblonisation par les éléments du
systeme vasculaire et les précurseurs ostéoblastiqui ont seulement été retardés dans leur
progression par rapport a ce qui est observé agematrices 5MG. Il apparait méme que ce
retard a eu une influence favorable sur la nateréa$ néoformé qui apparait plus compact

alors que des espaces meédullaires relativemermdagnt observés avec les matrices 5SMG.

Une concentration en collagene de 40mg/mL a pediaisiéliorer le comportement
meécanique global du matériau et d’obtenir une rstantion d’'os significative dans un
défaut cranien. Bien que cette concentration sitement inférieure a celles nécessaires pour
obtenir l'organisation hélicoidale des fibrilles d®llagéne, comme observé dans l'os
compact, ces résultats démontrent les apports inéeéf que peuvent avoir des matériaux
fibrillaires denses en collagene. lls valident dbimtérét a utiliser des matériaux de collagéne
denses et structurés pour la réparation osseuss/aluation de I'apport d’'une phase

cholestérique au sein de ces matériaux devra étrepeise.
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Il Matrices fibrillaires de collagéne : modele tridimensionnel de matrice extra cellulaire

Les organismes pluricellulaires sont constituéscelkules associées a une matrice
extra cellulaire leur servant de support. Les tadpcifiques, assurées par les tissus au sein
d’'un étre vivant, doivent étre considérées comraetibn synergique des interactions qui
existent entre le couple cellules-matrices. La propn de ces deux acteurs varie en fonction
des tissus et dans le temps. D’'un extréme a |'aommetrouve les tissus conjonctifs ou les
cellules sont noyées a l'intérieur d’'une matriceratante, et les tissus épithéliaux ou les
cellules s’organisent en monocouches cohésiveslatigées, soutenues par le fin feuillet de
la membrane basale.

Dans les tissus, les interactions des cellulesreestles, et avec la matrice
extracellulaire, ont lieu dans les trois dimensiolesl’espace. A l'inverse, la majorité des
connaissances de la biologie cellulaire proviendentétude de cellules vitro cultivées sur
des supports en plastique, parfois supplémentésotiecules de la MEC, mais qui constituent
un environnement en deux dimensions. L'utilisati@eente de supports tridimensionnels
pour I'étude de cellulem vitro a montré des différences, dans I'organisationydastjuelette
(Grinnell, 2003) et dans la transduction des sign@ukiermanet al, 2002), par rapport a
leur corollaire en deux dimensions.

Les ostéocytes sont les cellules majoritaires o knviron 10 fois plus nombreuses
gue les ostéoblastes (Parfitt 1990). Leurs fonstieinleurs régulations restent cependant mal
comprises. Leur localisation dans la masse ossenshassées dans les lacunes ostéocytaires
et entourées par de la matrice osseuse calcifargriloue trés fortement aux difficultés de
'étude de leur fonctionnement. L’établissementligaées d'ostéocytes a partir de souris
génetiqguement modifiées par I'antigene grand T idusVSV-40 a permis des avanceées, mais
il est encore a ce jour difficile de conserver lepotype d’'ostéocytes en culture vitro
(Katoet al, 1997 et 2001). Ainsi la majorité des informatialosit nous disposons aujourd’hui

sur ce type cellulaire proviennent d’observationgivo.

Ces considérations indiquent la nécessité de peopess matériaux qui reproduisent
la composition et I'architecture tridimensionnedles matrices extra cellulaires pour pouvoir
étudier des cellulesn vitro au plus proche de leur contexte physiologique.slade nos
expérimentationsn vitro de culture a long terme d’ostéoblastes sur lesiceatfibrillaires,

un certain nombre de cellules ont pénétré dansiégsces. Le changement d’environnement,
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entre la surface et l'intérieur, a entrainé un geament dans la morphologie des cellules.
Depuis la morphologie osteoide de départ, les bkstes de la lignée transformée prenaient
une allure en fuseaux bipolaires alors que lesobsdétes de la lignée primaire adoptaient une
morphologie dendritique. Nous discuterons deux @spela question de la migration des
ostéoblastes dans les matrices fibrillaires etecelé leur différenciation éventuelle en

ostéocytes.

1. Migration des ostéoblastes dans les matrices fillaires

A la surface des matrices fibrillaires 5MG, leséodtlastes de la lignée transformée
gue nous avons utilisé sont de forme cubique etresgs en une monocouche épithélioide
(figure 35). Ces caractéristiques morphologiqued selles classiquement décrites pour les
ostéoblastes a la surface de la matrice osseuse/o (Mackie, 2003). Aprés 7 jours de
culture, des ostéoblastes sont retrouvés dans aéscaes 5SMG et leur nombre augmente au
cours de I'expérimentation, tout en restant miamet par rapport aux cellules en surface, a
savoir 3% du total des ostéoblastes. Les ostéellakins les matrices fibrillaires ont une
forme en fuseau bipolaire de type fibroblastiquem@senchymateuse (figure 35 et 55). Cette
morphologie correspond a un phénotype migratoire.

En effet, le changement de morphologie entre ldéobtastes en surface et les
ostéoblastes dans la matrice, peut étre apparamé &ansition épithélio-mésenchymateuse.
Ce phénomeéne biologique, originellement défini late la formation des cellules
mésenchymateuses a partir des épithéliums embriyeanast associé a un phénotype
migratoire. Il est notamment rencontré au courgiéweloppement embryonnaire, lors de la
délamination des cellules de la créte neurale,eladquisition d’'un caractére invasif par des
cellules tumorales (Thiery, 2003 ; Thiery et Slean2006).

Deux types de migration cellulaire sont décrits migration amiboide et la migration
mésenchymateuse. La premiére est observée polymphocytes qui vont se déformer pour
se glisser a travers le maillage de la matriceaegtllulaire qu’ils doivent traverser, en
adoptant une morphologie arrondie ou elliptique.seeond mode de migration est employé
par les cellules stromales (type fibroblastes)estdellules des tumeurs solides. Suivant ce

mode de migration les cellules s’allongent en fuseamportant deux ou trois prolongement
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qui servent de points d’ancrages et de tractions patrainer le déplacement de la cellule
(Friedl et Brocker, 2000 ; WokHt al, 2007). Nos observations morphologiques corresgaind

a ce mode de migration cellulaire. Cependant, lgration de type mésenchymateuse est
associée a une synthése de protéases et a un eemeanide la matrice que nous n’avons pas
observé pour nos cellules. En effet, aucune tracdigestion de la matrice n’a été observée,
ni sur le parcours ni autour de la cellule (figgEg, et les détections immunohistologiques des
metalloprotéases MMP-9 et MMP-13 étaient négatives.

Cependant, les ostéoblastes ne sont pas définisneodes cellules migrantes ou
invasives, et leur implication dans le remaniendia matrice osseuse par la synthese de
métalloprotéases n’intervient que dans certainesliions physiologiques, notamment lors
de l'application de pressions mécaniques importa(@®daet al, 2008 ; Changt al, 2008).

Il est possible qu'une digestion discrete de larivatait eu lieu, permettant le passage des
ostéoblastes a travers le réseau fibrillaire deficea 5SMG sans que ce remaniement ne
puisse étre détecté. Ce manque d'activité lytiqoerqait également expliquer I'absence de

migration des ostéoblastes dans les matrices 4@M@,le maillage plus dense et le diamétre

des fibrilles plus important (figure 31-33) nécessl’étre dégradé plus activement. C’est ce

qui a été observé avec des fibroblastes dermiqumsiins, qui sont pour leur part des cellules

a caractere invasif, lorsqu’ils ont été ensemerstsles mémes matrices denses a 5 et 40
mg/mL (Hélaryet al, 2005 et 2006).

Des ostéoblastes de la lignée primaire ont égalerpénétré dans les matrices
fibrillaires 5MG et subi un changement de morphaod=n revanche, cette morphologie
apparait totalement différente de celle observéas pes cellules de la lignée transformée
(figure 55). Leur forme dendritique avec de nomkrptolongements, orientés dans les trois
directions de I'espace, ne semble pas compatilde ame migration unidirectionnelle et ne
correspond ni au modéle de migration amiboide mhadéle de migration mésenchymateuse.
Elle rappelle plutét les ostéocytes retrouvés rtdlieur de la masse osseuse et nous avons
entrepris de confirmer ce phénotype.

Cependant, les ostéoblastes ayant été ensemenaésueace des matrices, ils ont
nécessairement migré a travers le réseau fiballde collagéne pour se retrouver a des
profondeurs atteignant jusqu’'a 500um. Pourtantcsdisiles dans la matrice n'ont pas été
observées sous une forme en fuseau bipolaire. Nsesneations, a partir de la surface des
matrices, semblent indiquer la présence de proloegés qui se ramifient vers l'intérieur de

la matrice pour des cellules dont le corps celtalast encore a la surface (figure 56).
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Nous n'avons pas, a ce jour, d’interprétations ¢uaux processus qui ont permis aux
ostéoblastes de la lignée primaire de se retroavkintérieur des matrices fibrillaires de

collagéne.

2. Différenciation des ostéoblastes en ostéocytes

Bien que lorigine des ostéocytes a partir d'undfédenciation continue des
ostéoblastes soit connue depuis la seconde maitXéIX¥°® siécle, de nombreuses questions
restent irrésolues sur leur processus de difféaéinai et leur réle dans la physiologie de l'os.
Du fait de leur présence au cceur de la matriceussesminéralisée, les connaissances de la
biologie des ostéocytes sont essentiellement repitéss par des études en histomorphométrie
et en ultrastructure (Knothe Tage al, 2004). Les ostéocytes sont majoritairement ptésen
dans la matrice osseuse de I'os compact, enchassé&gin des lacunes ostéocytaires, et
connectés avec les ostéoblastes en surface etti@gcygtes environnants par un réseau de
longs prolongements qui sont projetés a traverschaslicules (Mackie, 2003 ; Franz-
Odendaakt al, 2006).

Au fur et a mesure que les ostéoblastes maturessegple tissu ostéoide, certains
d’entre eux se retrouvent prisonniers de cette iogatet entament le processus de
différenciation en ostéocyte. L’étude en microseoglectronique a transmission de coupes
sériées de tibia d'embryons de poulets a révélétrdmsformation des ostéoblastes
« rondouillards » flump, qui se retrouvent piégés dans le tissu ostéadepstéocytes
« étoilés » gtellar) dont des prolongements cytoplasmiques émergembas cellulaire en
direction de la matrice minéralisée. La formati@nags prolongements s’accompagne d’'une
réduction d’environ 70% de la taille du corps delite, qui se retrouve réduit au noyau et a
une fine bande de cytoplasme (Palumbo, 1986).

Dans nos échantillons, la transition morphologigpérée par les ostéoblastes de la
lignée primaire présents a lintérieur des matriddésillaires, apparait équivalente au
processus de différenciation vivo des ostéoblastes en ostéocytes. Une différenableot
toutefois, est que les cellules ne se sont passfagicouvrir par une matrice de collagéne mais
ont pénétré d’elles-mémes a l'intérieur. Nous avolnservé pour ces cellules la présence de
prolongements qui émergent du corps cellulaireeetasnifient rapidement dans les trois
directions de I'espace, leur donnant une morphelagndritique (figures 55 et 56). Une

diminution de la taille de leur corps cellulairet eésgalement observée, résultant trés
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certainement d’'un transfert de cytoplasme versdmétion des prolongements. Leur analyse
ultrastructurale montre que le corps cellulaire réstuit au noyau et a une fine bande de
cytoplasme de quelques dizaines de nanomeétresissépa. Nous avons également observé
gue les cellules a l'intérieur de la matrice préaemt un réticulum endoplasmique développé
associé aux ribosomes (figure 59 A et B). Les asfi&s sont des cellules peu actives, dont la
durée de vie est estimée a une vingtaine d’ann@st(FL963 ; Franz-Odendaatl al, 2006).
Cependant, tout comme il existe un processus aortn différenciation des ostéoblastes
jusqu'a leur pleine maturité, les ostéocytes sehiségalement une maturation au fur et a
mesure de leur enfouissement et de la minéralisad® la matrice néosynthétisée. Les
ostéocytes les plus jeunes présentent un réticeloplasmique abondant (Palumbo et al,
2004 ; Knothe Tatet al, 2004).

L’implication des éléments du cytosquelette dangolanation et le maintient des
prolongements cellulaires des ostéocytes a étéééimidsitro a partir d’ostéocytes purifiés
d’embryons de poulets (Tanaka-Kamiokiaal, 1997 ; Kamiokaet al, 2004) ou de cellules
ostéoblastiques de souris différencigesitro sur des gels contenant du collagene IV et de la
laminine (Matrigel) (Vukicevic et al, 1990). Ces études de différenciatinrvitro montrent
une réorganisation du cytosquelette d’actine lertadransition ostéoblaste-ostéocyte, avec la
perte des fibres de stress présents chez l'ossieblet leur développement dans les
prolongements cellulaires. L’ajout d’inhibiteurs ldepolymérisation de 'actine (Latrunculine
B et Cytochalasine D) entraine la rétraction dedomgements autour du corps cellulaire,
alors que la perturbation des microtubules pardeddazole est sans effet sur la morphologie
des ostéocytes (Tanaka-Kamioka et al, 1997).

Nous avons également observé, par marquage fleesie I'actine, la perte des
fibres de stress entre les ostéoblastes en swgfatans la matrice (figure 57). Le marquage de
'actine apparait dans les prolongements et lepscoellulaires diffus et cortical, délimitant
essentiellement les contours des cellules dansataa@. || n'apparait pas évident, au regard
de nos résultats, que le cytosquelette d’actinetaitredéployé sous la forme de fibres de

stress, dans les prolongements cellulaires.

Une des caractéristiques des osteéocytes, est d’éli€s entre eux et avec les
ostéoblastes a la surface de I'os par leurs preloegts, formant ainsi un réseau de cellules
dans lintégralité d’'une piece osseuse. L'idée qaeréseau serait sensible aux contraintes

meécaniques, par modification du flux ionique patskams les canalicules, est proposée. Ceci
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permettrait de déclencher un remodelage ciblé deeszprofondes de I'os par le recrutement
des cellules en surface (Marotti, 2000 ; StainGieitelli, 2005). Les études en ultrastructure
des ostéocytetn vivo ont montré que ceux-ci étaient reliés entre eux des jonctions
communicantesg@p junction¥ a I'extrémité de leur prolongemenen(-to-endl ou sur leurs
cOtés et leurs corps cellulaireside-to-sidg (Doty, 1981 ; Palumbet al 1990 a et b). Les
jonctions communicantes sont des canaux organises/érs les membranes plasmiques de
deux cellules adjacentes. Formées par 'assemimtagémérique des protéines connexines,
celles-ci forment un pore étroit qui permet le pgesde molécules de masse moléculaire
inférieure a 1-1,5kDa (Xin Jiargg al, 2007). La présence de ces jonctions permetisitrde
petites molécules a activité de signalisation taile, comme les ions calcium ou l'inositol
phosphate. La présence de jonctions communicamige & réseau continu d’'ostéocytes
transforme ce systeme cellulaire en un syncytiunctionnel qui permet I'existence d’un
dialogue direct entre les ostéoblastes en surfadesecellules les plus enfouies dans la
matrice osseuse, ce qui renforce le role des ogEcomme cellules de garde de l'os
(Donahue, 2000).

Les observations des ostéoblastes a I'intérieumakgsices fibrillaires ont également
révélé que les cellules pouvaient étre en contactqurs prolongements cellulaires (figure
56). Par reconstruction tridimensionnelle des imsagequises tous les 1um sur une
profondeur de 80um, nous avons observé trois esllutliées entre elles, a partir d’'un
ostéoblaste en surface jusqu'a une cellule extr&memamifie¢e en profondeur, par
'intermédiaire d’'une cellule plus filiforme dana matrice (figure 58). De plus, I'analyse en
microscopie électronique a transmission montre rizsgnce de contacts étroits entre les
cellules dans la matrice, une jonction de type camoante a également pu étre mise en

evidence (figure 59).

Des analyses génétiques récentes chez 'homme setulds ont mis en évidence la
sclérostine comme étant spécifiguement exprimée lgmrostéocytes. Cette protéine est
retrouvée mutée chez les individus atteints de déadie de Van Buchem qui se traduit par
une hyper ostéose, et apparait avoir une actiahifribe sur la synthése de la matrice osseuse
par les ostéoblastes (van Bezooignal, 2005 ; Zhanget al, 2006). Dans nos échantillons,
I'utilisation par immunohistologie d’anticorps, wjés contre cette protéine, n’a pas permis de
révéler sa présence dans les cellules enchassdastéaeur des matrices fibrillaires.
Toutefois, cette absence de marquage, malgré degives répétées avec plusieurs anticorps

dirigés contre la sclérostine humaine, semble pli#é a des problémes de mises au point
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meéthodologiques, la détection de la sclérostines des ostéocytes de coupes contréles d’os

humains, étant également négative.

A la vue des données décrites pour les ostéocwies ld littérature, nos observations
morphologiques des ostéoblastes primaires dansésces de collagenes, apparaissent en
adéquation avec leur différenciation en ostéocyt@s.sclérostine reste a ce jour le seul
marqueur identifié comme étant spécifiguement astéire. A défaut de pouvoir en tester
d’autres, la morphologie dentrique, avec la présetecprolongements connectés entre eux ou
avec les corps cellulaires par des jonctions conicantes, reste aujourd’hui un moyen

pertinent pour identifier les ostéocytes (Knothée®d al, 2004 ; Franz-Odendaet al, 2006).
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Conclusion Géneérale

Lorsque cette étude a été initiee, il existait d&scences quant a l'utilisation de
matériaux denses de collagene pour la reconstruoseuse. Leur structure monolithique et
'absence de pores apparaissaient rédhibitoires Ipau colonisation par les cellules osseuses
et celles du systeme vasculaire. La molécule degse était cependant reconnue comme
biocompatible et résorbable, et déja utilisée deesains cas cliniques sous la forme
d’éponges préparées a partir de solutions de esidyophilisées. Ce procédé permet
d’obtenir un matériau trés poreux, mais nous ajansonstater qu’'en plus de propriétés
meécaniques faibles, leur structure poreuse n’a @&s suffisante pour permettre leur
colonisation par les ostéoblastes du fait de lamédion d’une crodte rigide a leur surface, sans
connexion avec les pores du matériau. Des solutinhété mises en ceuvre pour surpasser les
défauts des éponges mais pas sans inconvénieaveetdes procédés de fabrication plus

complexes.

Notre motivation a utiliser des matériaux densesalagene résidait tout d’abord en
I'amélioration des propriétés mécaniques globalemdtériau obtenu a fortes concentrations.
Les caractéristiques mécaniques d'un matériau &indées clinique sont non seulement
essentielles pour son implantation dans un tissunoe I'os, mais également nécessaires pour
faciliter I'acte du chirurgien. Sur le plan mécargg le procédé de formation d’'un matériau a
partir de solutions acides de collagene neutraig@e diffusion de vapeurs s’est avéré plus
performant que la lyophilisation, et ce a concdittnaégale en collagene. L’augmentation de
la concentration améliore la tenue mécanique deérraax préparés suivant peocesset la

fluidité des solutions permet de donner au matdadarme choisie.

Un second objectif dans l'utilisation de concentiag importantes en collagene était,
a terme, d'obtenir un matériau dont I'organisatmitroscopique, et a grande distance, des
fibrilles de collagene serait proche de celle obserdans I'os compact. Méme si des
différences importantes dans l'organisation desémdes et fibrilles de collagéne ont été
observées entre les matrices les moins et lescplusentrées, I'organisation rencontrée dans
la matrice osseusm vivo n'a pas été reproduite dans nos matériaux. Lsatilon d’'une

concentration en collagene de40mg/mL pour la ctutigth des matrices les plus concentrées
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était un choix délibéré. Une concentration au maing fois supérieure aurait été requise
pour obtenirin vitro une phase cholestérique stabilisée. Dans cettaigne approche,
correspondant a nos premiers essais de ces matériguwésence d’'ostéoblastes, et liée a des
considérations rationnelles d’obtention et de rdpotibilité du matériau, nous sommes restés

a des concentrations inférieures a celles rencemtténs la matrice de I'os compact.

Les résultats de reconstruction d'un défaut osszérien avec les matrices 40MG
sont prometteurs et leur colonisation par les tEdluvasculaires et les progéniteurs
ostéoblastiques indique que la concentration gastune limite a la pénétration des cellules.
Ces résultats permettent d’ouvrir la voie dans d&bation du comportement de cellules
osseuses en contact avec une matrice cholesté@#mseun contexta vitro ouin vivo.

Toutefois, le modele de réparation osseuse dangllées matrices fibrillaires ont été
testées reste encore éloigné des attentes réellasndédecine de reconstruction de I'os. Une
étude de ces matériaux dansauitical size defecti.e. ne pouvant se réparer spontanément)

s’avere nécessaire pour nous renseigner sur léenggel d’utilisation clinique.

Il est tout de méme plaisant de constater que paste défaut supposé des matrices
fibrillaires (i.e. colonisation cellulaire) qu’a été obtenu un désultats les plus excitants de
cette étude. Les ostéoblastes en culilmirgtro, ensemenceés en surface, ont pénétré dans les
matrices 5MG et ont changé de forme. Les ostéasatt la lignée transformée utilisée dans
cette étude sont apparus, a l'intérieur des matriaeec une morphologie en fuseau bipolaire
de type mésenchymateuse, en adéquation avec umtppénmigratoire. Les ostéoblastes
primaires présents dans les matrices 1IMG et 5MQG apparus avec une morphologie

dendritique tout a fait différente.

La description morphologique des ostéoblastes prasgui se sont retrouvés dans un
contexte tridimensionnel a montré la formation denbreux et longs prolongements autour
d’un corps cellulaire plus ramassé. De plus, nmesig pu mettre en évidence la présence de
jonctions communicantes entre les cellules en cbnt€es résultats apparaissent
suffisamment en accord avec les données de laatiti®, pour émettre I'hypothése que les
ostéoblastes qui se sont retrouvés entourés pasdéau fibrillaire des matrices de collagéne
ont déclenché leur processus de différenciatiomalten ostéocyte. Toutefois, I'absence de

preuves moléculaires du phénotype ostéocyte deatiees ne nous permet pas de I'affirmer.
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Des expériences supplémentaires, tres certainermeet un nombre plus important
d’ostéoblastes ensemencés a la surface des maulee®nt étre entreprises pour voir se
former un réseau étendu de cellules connectéangttte en évidence I'expression par ces
cellules de la sclérostine. Des études par vidéamsoopie permettraient également de
comprendre les mécanismes de pénétration et defdramation de ces cellules dans les

matrices fibrillaires.

Au parcours de ce manuscrit on retiendra l'intad&me organisation structurale
spécifique du collagéne dans la constitution denbigriaux pour leurs propriétés mécaniques
et fonctionnelles. Nous montrons que l'augmentattonséquente de la concentration en
collagéne et sa nature fibrillaire permet d’obtedes matériaux avec un réel potentiel
thérapeutique pour la reconstruction osseuse. Etgdél faudra bien sur amplifier dans

I'avenir et approcher d’'un modéle clinique.

La nature fibrillaire du collagene crée un rése@navers lequel les cellules peuvent se
déplacer et se retrouver dans un contexte tridirmensl équivalent a celui qu'elles
connaissentin vivo. Le fait de disposer de matériaux pouvant coretitdes modeles
tridimensionnels de matrices extra cellulaires g@tude de cellulegn vitro apparait de plus
en plus nécessaire. Ces matrices, et notammeplugsienses, pourront étre utilisées dans la
détermination du caractere invasif de cellules tates, ou dans I'étude du remodelage

0sseux par les ostéoclastes sur des matricedditas minéralisées.
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ADDENDA

Les productions des sciences, des arts, et des lettres, sont trés souvent
liées au contexte social qui les voit naitre. De la démonstration de la
rotondité de la Terre, a la compréhension des forces de l’'atome, chacune de
ces découvertes a dépassé la sphére scientifique pour étre exploitée par les
pouvoirs publics selon leurs besoins. En ce début du XXle siécle, la
meédecine régénératrice apparait comme un des pans de la science dont la
société attend, a juste titre, des avancées qui modifieront leurs modes de vie.
Comme toute technologie, la part obscure de l'ingénierie tissulaire est bien
réelle. Je souhaite terminer ce manuscrit, en toute humilité, par la
reproduction du texte de la scéne finale du « Dictateur » de Charles Chaplin.
Ce monologue, écrit lors des heures les plus sombres du XXe siécle,
représente a mon sens la vision la plus forte et la plus pertinente des
apports de la science pour 'Homme, et de ce que ’homme peut en faire.

A la suite dun quiproquo, le petit barbier juif, confondu avec le
despote Adenoid Hynkel, gravi les marches de l'estrade frappée en lettres
gothiques du nom de LIBERTE, pour un discours improbable sur la fraiche
conquéte de I’'Osterlich. Mais une fois face a la foule, par une transfiguration
mémorable, ce n’est plus le timide barbier, mais Charles Chaplin qui
s’exprime au Monde par ces mots :

I’'m sorry, but | don’t want to be an Emperor—that’s not my business—I don’t
want to rule or conquer anyone. | should like to help everyone if possible, Jew,
gentile, black man, white. We all want to help one another, human beings are like
that. We want to live by each other’s happiness, not by each other’'s misery. We don’t
want to hate and despise one another. In this world there is room for everyone and
the good earth is rich, and can provide for everyone. The way of life can be free and
beautiful. But we have lost the way. Greed has poisoned men’s souls—has
barricaded the world with hate; has goose-stepped us into misery and bloodshed. We
have developed speed but we have shut ourselves in. Machinery that gives
abundance has left us in want. Our knowledge has made us cynical, our cleverness
hard and unkind. We think too much and feel too little. More than machinery, we
need humanity; More than cleverness, we need kindness and gentleness. Without
these qualities, life will be violent, and all will be lost. The aeroplane and the radio
have brought us closer together. The very nature of these inventions cries out for the
goodness in men, cries out for universal brotherhood for the unity of us all. Even now
my voice is reaching millions throughout the world, millions of despairing men,
women and little children, victims of a system that makes men torture and imprison
innocent people.
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To those who can hear me | say “Do not despair.” The misery that is now upon
us is but the passing of greed, the bitterness of men who fear the way of human
progress: the hate of men will pass and dictators die and the power they took from
the people will return to the people, and so long as men die liberty will never
perish....

Soldiers—don't give yourselves to brutes, men who despise you and enslave
you—who regiment your lives, tell you what to do, what to think or what to feel, who
drill you, diet you, treat you like cattle, use you as cannon fodder. Don't give
yourselves to these unnatural men, machine men, with machine minds and machine
hearts. You are not machines. You are not cattle. You are men. You have the love of
humanity in your hearts. You don’'t hate—only the unloved hate, the unloved and the
unnatural. Soldiers—don’t fight for slavery, fight for liberty. In the seventeenth chapter
of Saint Luke it is written “the kingdom of God is within man"—not one man, nor a
group of men—but in all men—in you. You the people have the power, the power to
create machines, the power to create happiness. You the people have the power to
make life free and beautiful, to make this life a wonderful adventure. Then in the
name of democracy let's use that power—Ilet us all unite. Let us fight for a new world,
a decent world that will give men a chance to work, that will give you the future and
old age and security. By the promise of these things, brutes have risen to power, but
they lie. They do not fulfill their promise, they never will. Dictators free themselves but
they enslave the people. Now let us fight to fulfill that promise. Let us fight to free the
world, to do away with national barriers, to do away with greed, with hate and
intolerance. Let us fight for a world of reason, a world where science and progress
will lead to all men’s happiness.

Soldiers—in the name of democracy, let us all unite!

Hannah. Can you hear me. Wherever you are, look up Hannah. The clouds
are lifting—the sun is breaking through. We are coming out of the darkness into the
light. We are coming into a new world. A kindly world, where men will rise above their
hate, their greed, and brutality. Look up Hannah! The soul of man has been given
wings—and at last he is beginning to fly. He is flying into the rainbow—into the light
of hope—into the future, the glorious future, that belongs to you, to me, and to all of
us.

Look up Hannah! Look up!
Charles Chaplin, “The Great Dictator” (1940)
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MATRICESFIBRILLAIRES DE COLLAGENE : MATERIAUX POUR LA REPARATION OSSEUSE
ET L’E TUDE D’O STEOBLASTES EN TROIS DIMENSIONS

L'os, tissu conjonctif minéralisé, assure les fanmtd de protection, de support et de motilité. De
nombreuses pathologies osseuses requiérent Editdis d'implants naturels ou synthétiques et le
vieillissement de la population accroit cette detiearLa these a eu pour objet d’évaluer les potentie
de reconstruction osseuse de matériaux préparéstia ¢e solutions de collagéne de concentration
moyenne (5mg/mL) et haute (40mg/mL). Ces matérifibsillaires, simple a fagonner, ont été
caractérisés par microscopie photonique et élegmenet comparés aux éponges de collagene déja
utilisées en thérapeutique. En cultimevitro a long terme, des ostéoblastes humains, primaires o
transformés, se multiplient et s’organisent enmo@ocouche épithélioide sur les matrices a 5mg/mL,
ou en cellules plates et allongées sur les matdacd®mg/mL. La minéralisation des matrices, en
conditions standard, n'a lieu qu’en présence daidtistes tandis que les éponges minéralisent de
facon spontanée. Dans un défaut cranien engendeéleat, les matrices ont permit son comblement
a plus de 80%. Elles sont colonisées par les osigépiteurs qui se différencient et synthétisent de
'os minéralisé ; leur concentration module leugm@é&ation. En contact en 3D avec le réseau
fibrillaire les otéoblastes primaires apparaissiandritiques et s’organisent en syncytium, reliés p
des jonctions communicantes. Cette transition nuggfique est décritén vitro par une approche
combinée de microscopies. Ces travaux validentit&utdes matrices fibrillaires de collagéne pour
l'ingénierie de l'os. lls confirment également témét que peut tirer la recherche fondamentale de
disposer de matrices extracellulaires modéles.

Mots-clefs: Collagéne, Matériaux Denses, Ingénierie Tissejd@stéoblaste, Ostéocyte, Matrice 3D.

DENSE COLLAGEN FIBRILLAR MATRICES : MATERIALS FOR BONE HEALING AND
FOR THE STUDIES OF OSTEOBLASTS IN THREE DIMENSION

Bone tissue ensures the continuity and strengtth@fskeleton, so as an essential role in mineral
homeostasis. Many pathologies, associated with lbesection, require materials to fill the defect.
This thesis evaluates the bone healing properfiesaterials made with collagen solutions at medium
(5mg/mL) and high (40mg/mL) concentrations. Thege $caffolds are structurally described by light
and electron microscopy and compared with clasgiceded freeze-dried collagen sponges. In long
term in vitro culture, transformed and primary o$tests proliferate, present a cuboidal shape snd a
arranged in monolayer at the surface of the Smg#malrix, instead of a more resting morphology on
the 40mg/mL scaffolds and sponges. In presenceafianic phosphate, both fibrillar matrices are
mineralised by the activity of osteoblasts, desgtenges exhibited spontaneous mineralization. When
added inside a rat skull defect, collagen matragsanced the healing up to 80% of the surfacéyfill
new bone, compared with 40% without treatment. &m@h density modulates the degradation of the
scaffolds, but both are colonized by vascular calid osteprogenitors that synthesise new bone. With
combined microscopy techniques, we observed thatapy osteoblasts, inside the three dimensional
collagen fibrils network duringn vitro cultures, follow a morphological transition. Odtsts inside

the matrix exhibit long cytoplasmic processes amdcannected together, and with the surface, by gap
junctions and thus could be related to osteocyfhis work enlightens the potential of the collagen
dense fibrillar matrices for bone repair as welE&M models foin vitro studies.
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