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Le tissu osseux se caractérise par sa capacité de  renouvellement permanent à l'âge 

adulte, lui  permettant de faire face aux besoins métaboliques et mécaniques de l'organisme, 

en remplaçant localement des fractions d'os ancien par de l'os nouvellement formé. L'apport 

métabolique du tissu osseux à l'organisme vient d'une autre de ses caractéristiques, la 

minéralisation de sa matrice organique (le matériau osseux est par conséquent biphasique). 

Ainsi, selon les besoins, le tissu osseux peut relarguer ou stocker les composants de son 

minéral, que sont le calcium et le phosphore, essentiels au métabolisme. La demande 

mécanique est assouvie grâce à une structure osseuse adaptable, permettant d'apporter à 

l'organisme la protection de ses organes, la locomotion grâce aux attaches musculo-

tendineuses, et son soutien face à la gravité terrestre et aux contraintes mécaniques 

environnementales, de manière appropriée. La majorité de ces contraintes ont été montrées 

comme étant de faibles amplitudes se répétant à un rythme élevé, ce qui peut facilement être 

conceptualisé comme des vibrations. 

Ce matériau biphasique accompli son remodelage permanent et essentiel à l'organisme grâce à 

l'activité coordonnée dans l'espace et dans le temps des cellules adhérentes qui le constituent. 

La composition du matériau osseux étant modifiée au cours du remodelage, ces cellules se 

voient confrontées à différentes matrices extracellulaires (MEC), notamment dans leur 

contenu en minéral. Ce dernier a été montré comme ayant un impact direct sur la morphologie 

et l'activité des cellules osseuses. La relation existant entre le matériau et la cellule osseuse 

apparaît ainsi primordiale pour son fonctionnement propre mais aussi pour celui des autres 

cellules impliquées dans le remodelage. L'étude in vitro est essentielle à la compréhension 

unitaire des phénomènes biologiques, les cellules étant ainsi mises hors de toute régulation 

systémique. Mais dans ce type d'études, la relation que la cellule établie avec son 

environnement naturel est souvent omise. En effet, la majorité des expérimentations menées 

in vitro se déroulent sur des boîtes de cultures composées de polystyrène traité afin de faciliter 

l’adhérence cellulaire, ce qui constitue, pour des cellules adhérentes, une des principales 

limitations de ces études. Afin d'étudier le comportement des cellules osseuses dans un 

environnement mimant le tissu osseux, il faut disposer d'un substratum d’étude biphasique 

dont le contenu en minéral puisse être variable.  

Par ailleurs, afin de permettre l'adaptation mécanique du tissu osseux, les cellules osseuses 

sont capables d'intégrer et d'adapter leurs réponses en fonction des informations mécaniques 

environnementales perçues dans un phénomène appelé mécano-traduction, sous dépendance 

de la signalisation des intégrines et de la dynamique du cytosquelette. Si le tissu osseux est 

ainsi en renouvellement permanent en fonction de la demande mécanique, il se va de 
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concevoir que les vibrations, signaux osseux prépondérants, puissent avoir un effet, au moins 

de stabilisation, sur la qualité et la quantité du tissu osseux, et donc sur l'activité des cellules 

osseuses. 

 

Dans ce contexte où le matériau osseux varie dans son degré de minéralisation et dans 

l’intégrité de son collagène durant son activité de remodelage, on remarque que les types 

cellulaires confrontés à ces substrats changent de morphologies et ont des activités très 

différentes. Nous avons ainsi émis l’hypothèse que les variations du contenu minéral de 

matériaux mimétiques de l'os pourraient moduler la capacité de mécano-traduction des 

ostéoblastes, et en particulier moduler les réponses cellulaires selon la fréquence des signaux 

mécaniques imposés. Partant de cette hypothèse, nous introduirons différents chapitre de 

bibliographie qui permettront de faire un point sur : 

- Les différentes matrices rencontrées au cours du remodelage osseux et l'influence du 

support de culture sur le comportement des cellules osseuses. 

- Les structures impliquées dans la mécano-traduction et l'effet des contraintes 

mécaniques, particulièrement des micro-vibrations, au niveau tissulaire et cellulaire. 

 

Puis nous présenterons nos résultats en trois parties: 

- Relation cellule ostéoblastique-matrice ostéo-mimétique variant dans le degré de 

minéralisation de son collagène de type I, recréant les phases du remodelage osseux. 

- Modification des capacités de mécano-traduction des cellules ostéoblastiques 

cultivées sur matériaux ostéo-mimétiques et différenciation de cellules souches 

mésenchymateuses sur ces matériaux. 

- Effet des micro-vibrations sur les cellules ostéoblastiques en environnement ostéo-

mimétique. 
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Chapitre I. Du tissu osseux à ses cellules 

1. Le tissu osseux: un organe remodelé 

L'os, tissu conjonctif spécialisé constituant l'endosquelette des vertébrés, joue un rôle : 

- métabolique dans le maintien de l’équilibre phosphocalcique : en effet notre squelette 

renferme 99% du calcium et 90% du phosphore de l'organisme, qui jouent un rôle biologique 

prépondérant dans la vie cellulaire, la transmission nerveuse et la coagulation sanguine. 

- hématopoïétique, la moelle osseuse située au sein de l'os contenant les cellules 

hématopoïétiques; c’est le lieu de fabrication des cellules sanguines. 

- mécanique dans la protection des organes vitaux qu'il procure et dans le soutien de 

l'organisme. Le système nerveux central est en effet protégé par la boîte crânienne et les 

vertèbres, tandis que le cœur et les poumons le sont grâce à la cage thoracique. Le rôle de 

soutien du tissu osseux est assuré à la fois par sa solidité et sa résistance, mais aussi, dans une 

certaine mesure, par son élasticité. Ces caractéristiques physiques sont étroitement liées à la 

nature, à la structure ou à l'association des différents éléments qui compose les os. Les 

propriétés mécaniques du tissu osseux lui permettent de supporter les effets de la pesanteur (la 

plupart des animaux terrestres s'affaisseraient sous leur propre poids s'ils n'avaient pas de 

squelette pour soutenir leurs tissus mous), de résister aux contraintes mécaniques externes et 

de résister également aux forces de contraction musculaires aux attaches tendineuses, 

permettant ainsi de générer le mouvement, autre rôle mécanique joué par le  tissu osseux.  

 

Ces différents rôles sont assurés tout au long de la vie grâce à la capacité du tissu osseux à se 

remodeler selon les besoins de l'organisme et les exigences environnementales, en retirant des 

fractions de matrice osseuse devenues métaboliquement ou mécaniquement inadaptées et en 

les remplaçant par des fractions capables de remplir ces rôles à nouveau. 

 

1.1. Structure osseuse 

Divers types osseux peuvent être observés dans un squelette de vertébré supérieur sur le plan 

anatomique: les os courts (os du carpe, os du tarse), les os plats (omoplates, crâne) et les os 

longs (humérus, fémur). Ces os sont, au cours de leur croissance, tout d'abord composés de 

tissu osseux primaire (os tissé ou fibreux appelé "woven bone"), remplacé par la suite par du 

tissu osseux secondaire (os lamellaire), à l'organisation plus élaborée. Ce tissu osseux 



B. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE - Chapitre I. Du tissu osseux osseux à ses cellules 

 6 

lamellaire peut alors prendre deux formes structurales: l'os cortical (ou compact) et l'os 

trabéculaire (ou spongieux). Chacun de ces types d'os a une répartition topographique 

spécifique (cf. B. Chapitre I-1.1.1.3. Différents types d'os - le cortical et le trabéculaire) mais 

ils ont en commun les constituants de leur MEC, formée d'une phase organique et d'une phase 

minérale caractéristique, ainsi que les cellules synthétisant et érodant cette matrice dans 

l'activité de remodelage osseux. Deux membranes de tissus conjonctifs délimitent de plus le 

tissu osseux: le périoste, situé à la périphérie de l'os, servant d'ancrage aux ligaments et 

tendons et servant de géniteur de cellules osseuses, assurant ainsi la croissance de l'os en 

épaisseur, et l'endoste, tapissant les parois de toutes les cavités vascularisées du tissu osseux et 

renfermant également des cellules osseuses, assurant donc, lui aussi, la croissance de l'os en 

épaisseur. 

 

1.1.1. La matrice extracellulaire 

1.1.1.1. La phase organique 

Elle représente 30% de la masse osseuse. Les composants de cette phase sont déposés 

majoritairement par les ostéoblastes au cours de la phase active de leur existence. Parmi les 

premiers composants déposés au cours de l'ossification primaire, se trouvent la fibronectine, 

dont le réseau servira de moule à la mise en place ultérieure des molécules de collagène (Leiss 

et al., 2008; Mao and Schwarzbauer, 2005a). Sont aussi déposés à ces stades précoces d'autres 

molécules matricielles comme la ténascine (Mackie and Tucker, 1992) et le réseau des 

fibrillines (Kitahama et al., 2000). C'est sur cette matrice primaire que sera alors déposé un 

réseau de fibres de collagène, essentiellement de type I. Cette protéine constitue la majorité 

des protéines de la phase organique osseuse (90%) et c'est l'organisation des fibres de 

collagène de type I qui donnera son caractère tissé ou lamellaire au tissu osseux. Si les fibres 

de collagène sont largement désorganisées, on sera en présence de tissu osseux tissé, 

immature et peu résistant, présent chez l'enfant, lors de la réparation des fractures et lors de 

pathologies comme la maladie de Paget. Si, au contraire, les fibres sont organisées 

parallèlement, on sera en présence de tissu osseux lamellaire, mature et résistant. Les fibres de 

collagène de type I confèrent à l'os sa résistance à l'étirement. Il est à noter que la liaison de 

l'intégrine α2β1 (cf. B. Chapitre II-1.1.3.1. Les intégrines) des ostéoblastes au collagène de 

type I générera des signaux stimulant l'expression de Runx2, facteur de transcription 
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déterminant pour la différenciation terminale des ostéoblastes (Franceschi et al., 2003; Jikko 

et al., 1999; Xiao et al., 1998). 

Le collagène est une glycoprotéine fibreuse, rigide, formant une triple hélice d’une longueur 

de 3000Å et de 50Å de diamètre, riche en proline et hydroxyproline (on y trouve en fait une 

répétition du motif Gly-X-Y, où un tiers des X sont des prolines et un tiers des Y sont des 

hydroxyprolines). Le collagène est synthétisé sous la forme de tropocollagène constitué de 

trois sous unités. Cinq molécules de tropocollagène sont ensuite agencées en microfibrilles 

ordonnées séquentiellement en longueur avec une période de 640Å. Une fibrille est ensuite 

constituée par l'assemblage régulier de microfibrilles de 100 à 300Å de diamètre visible au 

microscope électronique sous la forme d’une alternance de bandes sombres et de bandes 

claires. 

 

La fraction organique de la matrice osseuse est en fait caractérisée par ses éléments non 

collagéniques. Il existe en effet plusieurs protéines non collagéniques (PNC), constituant la 

substance fondamentale du tissu osseux mature, représentant ainsi de 10 à 15% du contenu 

protéique osseux.  Ces protéines ont un rôle essentiel sur le plan fonctionnel, du fait de leur 

participation à l’organisation macromoléculaire du tissu osseux, mais aussi parce qu’elles 

pourraient intervenir dans de nombreux aspects encore obscurs de la physiologie osseuse 

comme les mécanismes de la minéralisation, le chimiotactisme cellulaire ou encore les 

phénomènes de couplage entre résorption et formation osseuses. On peut les classer en trois 

groupes:  

- Les PNC osseuses proprement dites, quantitativement les plus importantes, qui font partie 

intégrante de la matrice osseuse. Certaines sont spécifiques du tissu osseux comme 

l’ostéocalcine.  

- Les protéines plasmatiques, synthétisées dans d’autres organes et qui s’accumulent dans l’os 

à partir du plasma et des liquides interstitiels. L’α2-HS glycoprotéine (fétuine) et l’albumine 

sont les plus abondantes de ces protéines adsorbées par l’os. 

- Les facteurs de croissance dont certains ont pu être isolés dans la matrice osseuse, comme le 

TGF-β. Beaucoup d’autres sont synthétisés par les ostéoblastes (IGF (Insulin-like Growth 

Factor), BMP (Bone Morphogentic Protein), PDGF (Platelet-Derived Growth Factor), etc.). 

 
Nous citerons ici quelques PNC osseuses (Tableau 1), comme l'ostéonectine, ou SPARC 

(Secreted Protein Acidic and Rich in Cysteins), qui présente une grande affinité pour le 

collagène de type I et le calcium (Termine et al., 1981) et est un modulateur de l'adhésion 
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cellulaire (Murphy-Ullrich, 2001), et l'ostéocalcine ou BGP (Bone Gla-Protein), exprimée par 

les ostéoblastes en différenciation terminale (cette protéine constitue ainsi le marqueur 

phénotypique le plus spécifique des cellules ostéo-formatrices, d'autant plus qu'elle est 

dosable dans le sang (Brown et al., 1984)). Si le gène de l'ostéocalcine est éteint, une 

augmentation de la formation osseuse se produit, laissant supposer de son rôle inhibiteur sur 

cette formation (Wolf, 1996) . Ces deux dernières PNC sont les plus abondantes dans le tissu 

osseux. Nous trouvons aussi la famille des SIBLINGS (Small Integrin Binding N-linked 

Glycoproteins) qui contient notamment l'ostéopontine (OPN), montrée comme ayant un rôle 

anti minéralisant (Hunter et al., 1996; McKee and Nanci, 1996), et la sialoprotéine osseuse 

(BSP), montrée comme pro minéralisante (Gordon et al., 2007; Hunter et al., 1996). Citons 

également la MGP (Matrix Gla-Protein), protéine apparentée à l'ostéocalcine dont le  rôle 

anti-minéralisant à clairement été établi par l'extinction de son gène (Luo et al., 1997). On 

trouve par ailleurs des protéoglycannes, qui sont des glycoprotéines auxquelles sont rattachées 

une ou plusieurs chaînes polysaccharidiques (glycosamynoglycanes), formant des éléments 

fondamentaux de la MEC. Parmi les protéoglycannes matriciels, la famille des SLRP (Small 

Leucin Rich Proteoglycans), dont font partie la décorine et le biglycane, joue un rôle dans 

l'organisation des molécules de collagène (Corsi et al., 2002).  

 
Tableau 1: Protéines non collagéniques présentes dans le tissu osseux, et leur concentration en % 
approximatif du poids total des protéines non collagéniques. 
 

PROTEINES COLLAGENIQUES OSSEUSES 

Ostéonectine (SPARC) 15-25% 

Ostéocalcine (Bone Gla protein, BGP) 15-25% 

SIBLINGS 10% 

Matrix Gla Protein (MGP) 2% 

Protéoglycannes 4% 

Phosphoprotéines 9% 

PROTEINES PLASMATIQUES 

α2-HS glycoprotéine (fétuine) 5-10% 

Albumine 3% 

Immunoglobulines <1% 

Autres 20-30% 

FACTEURS DE CROISSANCE <1% 
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Cette phase organique est ainsi formée d'éléments collagéniques et non collagéniques 

interagissant les uns avec les autres dans des régulations complexes afin de former l'ostéoïde, 

matrice qui sera ensuite minéralisée. 

 

1.1.1.2. La phase minérale 

Elle représente 70% de la masse osseuse. Le processus de minéralisation est établit par les 

ostéoblastes en différenciation terminale et les chondrocytes hypertrophiques. Ces cellules 

vont minéraliser la matrice organique à des moments et des emplacements précis, le processus 

de minéralisation primaire commençant une dizaine de jours après le dépôt de l'ostéoïde (Hill, 

1998). Les composants minéraux déposés sont principalement des sels de calcium et des 

phosphates présents sous forme de cristaux d’hydroxyapatite (HAP), déposés le long des 

fibres de collagène ou à l'intérieur de celles-ci, sous forme de plaques ou d’aiguilles. Les 

apatites sont des composites isomorphes qui cristallisent dans le système hexagonal, de 

formule générale Ca5(PO4)3(X), X pouvant être du chlore (Chlorapatite), du fluor 

(Fluorapatite) ou un groupe hydroxyl. Ce dernier cas est celui de l'HAP, dont la formule est 

Ca5(PO4)3(OH), usuellement écrite Ca10(PO4)6(OH)2 pour souligner le fait que la maille de la 

structure cristalline comprend deux molécules (HAP, rapport Ca/P = 1,67) (Posner, 1985).  

Deux mécanismes sont établis quant à la formation de ces cristaux. Le premier fait intervenir 

des vésicules cellulaires excrétées (Anderson, 1995; Thouverey et al., 2009). Ces vésicules 

contiennent des minéraux phospho-calciques amorphes formés par association (Wu et al., 

1995) du phosphate inorganique cytoplasmique (Wuthier et al., 1977) et du calcium 

mitochondrial (Brighton and Hunt, 1976). Les complexes phospho-calciques maturent ensuite 

en HAP par association avec certains composant lipidiques des vésicules (Wuthier, 1975).   

Enfin, la membrane des vésicules est rompue par des phospholipases (Balcerzak et al., 2006) 

et par la croissance des cristaux, permettant la libération de l'HAP dans la MEC. Le deuxième 

mécanisme considère la nucléation des cristaux entre les molécules de collagène (Landis et 

al., 1996), au niveau de résidus spécifiques (Landis and Silver, 2009), régulée par les PNC 

associées (Glimcher, 1989) (cf. B. Chapitre I-1.1.1.1. La phase organique).  

Quoiqu'il en soit, les deux visions, qui ne s'excluent pas, font intervenir la phosphatase 

alcaline, une enzyme retrouvée dans les ostéoblastes et les chondrocytes, sous forme 

membranaire et excrétée (Anh et al., 1998), ainsi qu'à l'intérieur des vésicules matricielles où 

peuvent se former les cristaux (Thouverey et al., 2009). Cette hydrolase identifiée en 1923 

(Robison, 1923), est capable de rompre les liaisons organophosphates et ainsi de relarguer des 
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sels de calcium (Bellows et al., 1991), capables de s'agréger au niveau de sites de nucléation. 

Comme la minéralisation de la matrice osseuse est centripète, on peut supposer que les 

phosphatases alcalines peuvent diffuser à travers les fibres de collagène ou qu'elles sont 

enfouies  au cours de la phase de synthèse de l'ostéoïde.  

La minéralisation primaire décrite ci-dessus permet le dépôt de 75% de la charge minérale 

tissulaire maximale (Meunier and Boivin, 1997). Une longue minéralisation secondaire 

permettra ensuite la maturation des cristaux d'HAP (Bala et al., 2009) ainsi que 

l'augmentation de leur nombre et de leur taille (Glimcher, 1987). 

 

La minéralisation de la MEC confère ainsi à l'os sa résistance à la rupture, de part la dureté 

qu'elle lui procure (Buckwalter and Cooper, 1987). La phase minérale a de plus un grand rôle 

dans l'homéostasie phosphocalcique car les ions Ca2+ et PO4
3- sont situés en surface des 

cristaux d'HAP et participent à de rapides échanges avec le liquide interstitiel et le sang, sous 

l'influence de facteurs exogènes et endogènes. 

 

1.1.1.3. Différents types d'os - le cortical et le trabéculaire 

Comme évoqué précédemment, le tissu osseux lamellaire se divise en deux catégories (Figure 

1). L'os cortical représente 80% de la masse totale osseuse. Il constitue l'enveloppe des os 

plats et courts et la périphérie de la diaphyse des os longs, où il délimite un canal central 

occupé par la moelle osseuse ("moelle rouge", occupé par des progéniteurs hématopoïétiques 

chez l'enfant et "moelle jaune", occupée principalement par du tissu adipeux, chez l'adulte).  

C'est un os dense, organisé en structures cylindriques orientées le long de l'axe principal de 

l'os et construites autour des vaisseaux sanguins. Ces structures, appelés ostéons, ou systèmes 

de Havers, résultent de l'activité de modelage au cours de la croissance et de l'activité de 

remodelage chez l'adulte. Chaque ostéon, dont le diamètre varie entre 200 et 300µm, est 

composé de lamelles concentriques de collagène de type I minéralisées (de 5 à 20) qui 

délimitent un canal central nommé canal de Havers, de 50µm de diamètre. Ils sont orientés, 

dans les os longs, parallèlement à la diaphyse, conférant ainsi à l'os cortical une résistance 

optimale aux contraintes mécaniques, du fait que les ostéons suivent les lignes de forces 

exercées sur l'os. Les ostéons servent aussi de passage à des capillaires, artérioles, nerfs 

amyéliniques et canaux lymphatiques. Chaque paquet neuro-lympho-vasculaires s'anastomose 

alors avec l'endoste et le périoste par les canaux de Volkmann, orientés perpendiculairement 

ou obliquement par rapport aux canaux de Havers. 
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La densité de l'os cortical en fait un réservoir important de calcium mais il représente 

seulement 20% des surfaces accessibles aux échanges, ce qui explique qu'il soit 

métaboliquement peu actif. 

 

L'os trabéculaire, représentant 20% de la masse totale osseuse, est formé d'un réseau en trois 

dimensions de plaques osseuses reliées entre elles ("paquets osseux") et dont l'orientation est 

générée par les forces mécaniques qui s'exercent sur l'os, phénomène connu depuis plus de 

100 ans (Wolff, 1892). Ces travées osseuses sont entourées de tissu adipeux et du tissu 

hématopoïétique richement vascularisé constituant la moelle osseuse. La géométrie et la 

distribution des plaques confèrent à l'os trabéculaire résistance et flexibilité. Sa localisation au 

sein des pièces osseuses souligne ce rôle mécanique; on le retrouve en effet principalement au 

niveau des métaphyses et des épiphyses des os longs, où les charges mécaniques sont les plus 

importantes, et dans les parties centrales des os courts et des vertèbres. Le maillage de l'os 

trabéculaire permet à une large surface osseuse d'être en contact avec le micro-environnement 

osseux, autorisant de nombreux échanges avec le liquide interstitiel et le sang. Ce type osseux 

représente en effet 80% de la surface osseuse totale. Cette zone de haute activité métabolique 

est la principale cible des hormones. 

 

 
Figure 1: Localisation et structure des différents types osseux: le cortical et le trabéculaire. 
A gauche: subdivisions d'un os long. Au centre: répartition de l'os cortical et de l'os trabéculaire dans un os long. 
A droite: grossissement de la zone métaphysaire d'un os long, montrant les ostéons de l'os cortical desquels 
émanent les paquets neuro-lympho-vasculaires, et les paquets osseux de l'os trabéculaire, entourés de moelle 
osseuse et adipeuse. 
Source: A gauche et au centre: adapté de Atlas d'anatomie et de physiologie, fascicule 1, deuxième édition, 
Seguy B., à droite: adapté de Gray's anatomy, 35th edit Longman Edinburgh, 1973. 
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1.1.2. Les cellules osseuses 

Il est aujourd'hui bien établi que la moelle osseuse est la principale source de cellules 

ostéoprogénitrices. Deux grands groupes de cellules ostéoprogénitrices apparaissent. D'une 

part les progéniteurs de la lignée mésenchymateuse (MSC, Mesenchymal Stem Cells), 

donnant naissance aux ostéoblastes, chondroblastes, adipocytes ou myocytes selon 

l'expression de certains facteurs de transcription, et d'autre part les progéniteurs de la lignée 

hématopoïétique (HSC, Hematopoietic Stem Cells), donnant naissance aux différentes 

cellules du sang et du système immunitaire, notamment aux cellules myéloïdes (cellules 

dendritiques, macrophages) desquelles dérivent les ostéoclastes (Figure 2). 

 

 
Figure 2: La moelle osseuse renferme les progéniteurs des cellules osseuses.  
Sous le contrôle de différents facteurs de transcription, les progéniteurs mésenchymateux (MSC) vont pouvoir 
engager la différenciation de cellules vers la voie ostéoblastique, chondroblastique, fibroblastique, adipocytaire 
ou musculaire. De même, les progéniteurs hématopoïétiques pourront engager la différenciation des cellules vers 
la voie lymphoïde (CLP), ou myéloïde (CMP), débouchant sur l'ostéoclaste, selon les signaux du micro-
environnement. 
Abréviations: MSC: Mesenchymal Stem Cells, HSC: Hematopoïetic Stem Cells, MPP: MultiPotent Progenitor 
stem cells, CLP: Common Lymphoid Progenitor, CMP: Common Myeloid Progenitor, MKEP: Megakaryocyt 
Erythroid Progenitor, GMP: Granulocyte/Macrophage Progenitor, OC: OsteoClast, SNO cells: Spindle Shaped 
N-cadherin+ nCD45- osteoblastic cells, TBA: Trabecular Bone Area. 
Source: http://www.biology-online.org/js/tiny_mce/plugins/imagemanager/files/boa002/JCI0628568-f1.jpg 
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1.1.2.1. Les cellules ostéoblastiques 

Elles prennent naissance à partir des cellules souches mésenchymateuses de la moelle mais 

aussi à partir de cellules souches du périoste (Owen and Friedenstein, 1988). L'expression des 

facteurs de transcription Runx2 (Runt-related transcription factor-2) connus aussi sous le nom 

de cbfa1 (core binding factor α1) ou encore osf2 (osteoblast  specific factor-2) (Ducy et al., 

1997; Komori, 2008; Otto et al., 1997), Dlx5 (Distal-less homeobox-5) (Robledo et al., 2002) 

et Msx2 (msh homeobox homolog-2) (Bendall and Abate-Shen, 2000) est nécessaire pour 

l'engagement des précurseurs vers la voie ostéoblastique, aux dépens des voies adipocytaires 

(nécessitant les facteurs de transcriptions PPARγ, Peroxysome Proliferator-Activated 

Receptor γ, cEBPα, ccaat/Enhancer Binding Protein α) ou chondrocytaires (nécessitant le 

facteur de transcription Sox9). Le pré-ostéoblaste est une cellule de petite taille (10 à 20µm) 

synthétisant alors du collagène de type I et de la BSP. Un engagement plus poussé dans la 

voie ostéoblastique nécessite alors le maintien de l'expression de Runx2 (Ducy et al., 1997), 

l'expression d'ostérix (osx) (Nakashima et al., 2002) et divers composants de la voie de 

signalisation wint (Wnt) (Hu et al., 2005). L'ostéoblaste mature synthétise alors du collagène 

de type I, de l'ostéocalcine et de la phosphatase alcaline, permettant la minéralisation de la 

MEC (cf. B. Chapitre I-1.1.1.2. La phase minérale). A la fin de la phase active de synthèse de 

l'ostéoïde, les ostéoblastes peuvent suivre quatre chemins différents. i) Soit ils se font 

emmurer dans la matrice osseuse et deviennent des ostéocytes, ii) soit deviennent inactifs et se 

transforment en cellules bordantes, iii) soit meurent par apoptose ou encore iv) se 

transdifférencient en cellules déposant du cartilage (Li et al., 2004). Il est ainsi communément 

admis qu'entre 10 et 30% des ostéoblastes matures se font emmurer dans l'ostéoïde qu'ils 

synthétisent (Franz-Odendaal et al., 2006), et émettent alors de longs prolongements 

cytoplasmiques qui leur permettent de rester en communication avec les cellules de surface. 

Ils expriment alors E11, un marqueur précoce de l'ostéocyte (Wetterwald et al., 1996). Les 

cellules à ce niveau sont considérées comme des ostéocytes immatures. Lorsque la MEC est 

minéralisée, l'ostéocyte prisonnier exprime alors de nouveaux marqueurs comme DMP-1 

(Dentin Matrix Protein-1) (Feng et al., 2003), MEPE (Matrix Extracellular 

PhosphoglycoproEin) (Nampei et al., 2004) et SOST (sclérostine) (van Bezooijen et al., 

2004), ce dernier étant reconnu comme un modulateur important de la formation osseuse 

(Poole et al., 2005) (Figure 3). 
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Figure 3: Différenciation ostéoblastique. 
La voie communément admise de différenciation ostéoblastique débute par l'engagement de précurseurs 
mésenchymateux et finit par l'emmurement des ostéocytes, état de différenciation terminal des ostéoblastes. 
Abréviations: Col I: collagène de type I, BSP: Bone SialoProtein, OC: OsteoCalcin, Alk Phos: Alkaline 
Phosphatase, Dmp-1: Dentin matrix protein-1, Mepe: Matrix extracellular phosphoglycoprotein, Sost: sclerostin. 
Source: (Robling et al., 2006) 

 

1.1.2.1.1. Les ostéoblastes 

Les ostéoblastes matures sont des cellules mononuclées de 20 à 50µm de diamètre, alignées et 

attachées sur la matrice osseuse qu’elles synthétisent (cf. B. Chapitre I-1.1.1.1. La phase 

organique) et minéralisent (cf. B. Chapitre I-1.1.1.2. La phase minérale). Le cytoplasme de 

ces cellules est fortement basique et très riche en organites spécialisés dans les synthèses 

protéiques (réticulum endoplasmique très important), ce qui témoigne d’une intense activité 

de synthèse protéique. Trois étapes rythment la vie d'un ostéoblaste. En début de vie, les pré-

ostéoblastes vont proliférer (ce sont les seuls membres de la lignée ostéoblastique à pouvoir le 

faire). Suivra une phase de synthèse active de MEC organique par les ostéoblastes matures et 

une phase de minéralisation de cette MEC (Beck, 2003) (Figure 4). Cette séquence est 

contrôlée par les facteurs de transcription précédemment cités (cf. B. Chapitre I-1.1.2.1. Les 

cellules ostéoblastiques), mais aussi par le micro-environnement osseux, faisant intervenir les 

relations intercellulaires, comme les cadhérines (Mbalaviele et al., 2006) et les relations 

cellule-matrice, comme les intégrines (Xiao et al., 2000)) (cf. B. Chapitre II-1.1.3.1. Les 

intégrines). La séquence de différenciation est aussi régulée par de multiples facteurs locaux 

et hormonaux comme l'hormone parathyroïdienne (PTH) (Krishnan et al., 2003), les 

hormones sexuelles (Kousteni et al., 2007), les glucocorticoïdes (Canalis, 2005) ou la 

vitamine D (van Driel et al., 2004). Le contrôle de la séquence à différents niveaux permet 

une régulation dans l'espace et dans le  temps de l'expression et de la synthèse des protéines 

de la MEC. 
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Figure 4: Diagramme représentant les trois grandes étapes de la vie de l'ostéoblaste (exemple des MC3T3-
E1, lignée pré-ostéoblastique murine immortalisée capable de se différencier en ostéoblaste minéralisant). 
En début de vie (0 jour), les pré-ostéoblastes prolifèrent jusqu'à devenir confluents et sortir du cycle cellulaire. A 
ce moment, les ostéoblastes entre dans une phase active de synthèse de la matrice organique (7 jours), avec la 
synthèse de protéines comme le collagène de type I (Col-I), la phosphatase alcaline (ALP), la sialoprotéine 
osseuse (BSO), l'ostéopontine (OPN) et l'ostéocalcine (OSC). La chronologie de synthèse de ces molécules de la 
MEC est indiquée. Suit alors une phase de minéralisation (14 jours). 
Source: (Beck, 2003). 

 

1.1.2.1.2. Les cellules bordantes 

Appelées aussi ostéocytes de surface, ostéoblastes inactifs, cellules bordantes de l'endoste, ou 

cellules mésenchymateuses aplaties (Miller and Jee, 1987), ce sont des ostéoblastes qui 

deviennent progressivement aplatis et forment une couche cellulaire attachée et alignée le 

long des surfaces osseuses inactives (sans ostéogénèse ni ostéoclasie). Leur noyau est ovoïde 

et aplati, et leur cytoplasme pauvre en organites. Elles sont unies entre elles et aux ostéocytes 

par des systèmes jonctionnels de "gap junctions" (Miller et al., 1989) et se comportent comme 

une barrière fonctionnelle entre la moelle osseuse et l'os calcifié. Un rôle important dans le 

remodelage osseux leur est attribué, comme nous allons le voir par la suite (cf. B. Chapitre I-

1.2. Le remodelage osseux). En bref, elles jouent un rôle déterminant dans la préparation de 

l'activité de résorption ostéoclastique (Chambers et al., 1985; Chambers and Fuller, 1985), 

mais aussi ostéoblastique (Everts et al., 2002), tout en délimitant une zone dans laquelle a lieu 

le remodelage, le BRC (Bone Remodeling Compartment) (Hauge et al., 2001). Les cellules 

bordantes seraient également une source de cellules ostéoblastiques de réserve car seraient 

capables de se dédifferencier en cellules ostéogéniques (Dobnig and Turner, 1995). 
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1.1.2.1.3. Les ostéocytes 

Ce stade de différenciation terminal de l'ostéoblaste représente plus de 90% des cellules du 

tissu osseux, mais seulement un ostéoblaste sur 10 deviendra un ostéocyte, ce qui implique 

que les ostéocytes aient une durée de vie bien plus importante que les ostéoblastes (qui ne 

vivent que trois mois chez l'homme) (Manolagas, 2000). La décision de l'engagement vers 

l'ostéocyte peut être faite par un profil d'expression génique spécifique de certains 

ostéoblastes ou par des contacts privilégiés de l'ostéoblaste avec les autres cellules osseuses 

(Candeliere et al., 2001). La présence du minéral environnant en lui-même (Irie et al., 2008) 

ou la diminution de la pression partielle en oxygène (l'emprisonnement dans la MEC 

minéralisée génère des conditions hypoxiques) (Hirao et al., 2007) ont aussi été suggérées 

comme des facteurs pouvant engager l'ostéoblaste dans sa maturation finale. Cette transition 

d'un ostéoblaste mature à un ostéocyte se fait par "enterrement" progressif dans la MEC, 

minéralisée par la suite. En effet, au début de sa transition, l'ostéoblaste se fait emmurer dans 

la MEC organique. On le nomme alors ostéocyte ostéoblastique ou pré-ostéocyte de type I. Ce 

type de cellule a les mêmes caractéristiques morphologiques que l'ostéoblaste. Puis la MEC 

organique va l'entourer de plus en plus, ce qui en fera un ostéocyte de l'ostéoïde ou pré-

ostéocyte de type II. Lorsque la cellule sera totalement emmurée dans le MEC organique, elle 

deviendra un préostéocyte de type III. La minéralisation de la MEC verra la différenciation de 

l'ostéocyte jeune en ostéocyte mature, type le plus représenté (Franz-Odendaal et al., 2006).  

 

Au sein de la MEC, l'ostéocyte se trouve alors dans une logette appelée ostéoplaste, à partir de 

laquelle il émettra de longs prolongements cytoplasmiques à travers un réseau de canalicules 

(Figure 5), lui permettant de rester en contact avec les autres ostéocytes et avec les cellules de 

surface (Palumbo et al., 1990) par des systèmes de "gap junctions" (Civitelli, 2008). Ces longs 

prolongements, atteignant une longueur totale de 1mm/cellule, permettent par ailleurs à 

l'ostéocyte d'augmenter sa surface de contact avec son micro-environnement, possible moyen 

employé pour mieux pouvoir appréhender les stimuli pouvant en émaner (Sugawara et al., 

2005). La transformation de l'ostéoblaste en ostéocyte aboutie alors à une diminution finale de 

70 % de la taille du corps cellulaire (Palumbo, 1986), mais à une augmentation du rapport 

nucléo-cytoplasmique (Aarden et al., 1994) ainsi qu'à une diminution de la constante 

d'élasticité de la cellule (Sugawara et al., 2008), faisant de l'ostéocyte une cellule "plus molle" 

que l'ostéoblaste.  
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Figure 5: Morphologie de l'ostéocyte. 
A gauche: image de microscopie électronique montrant un ostéocyte dans son ostéoplaste. Le marquage tout le 
long de la logette ostéocytaire et entre la logette et la membrane plasmique de l'ostéocyte signale la présence de 
sclérostine (barre=1µm). A droite: marquage fluorescent (anticorps OB7.3, en vert) d'un réseau d'ostéocytes, 
permettant de voir les longs prolongements cytoplasmiques (1mm au total/cellule). 
Source: A gauche: (Irie et al., 2008), à droite: (Kamioka et al., 2001) . 
 
Outre ces modifications morphologiques importantes, l'ostéocyte à un profil d'expression 

génique (Paic et al., 2009) et protéique (Aarden et al., 1996; Franz-Odendaal et al., 2006) 

différent de celui de l'ostéoblaste. Notamment, une chute dans la production de collagène de 

type I et de phosphatase alcaline, ainsi qu'une production augmentée d'ostéopontine se 

produit. Il est intéressant de noter que l'ostéocyte est aussi capable d'ostéolyse, et ainsi de 

participer au maintien de l'homéostasie phospho-calcique (Teti and Zallone, 2009). Malgré 

son emprisonnement, l'ostéocyte serait de plus une cellule dotée d'une grande mobilité (Dallas 

et al., 2009). 

Un rôle de "chef d'orchestre" des ostéocytes a pu être rendu évident dans une étude visant a 

supprimer la majorité des ostéocytes in vivo (Tatsumi et al., 2007). Dans ces conditions, la 

vitesse de minéralisation de l'ostéoïde est diminuée et la résorption ostéoclastique augmentée 

que ce soit dans le compartiment cortical ou trabéculaire. Il en résulte d'importantes 

modifications de l'architecture osseuse. De plus, ces expériences montrent le rôle primordial 

des ostéocytes dans la réponse osseuse face aux contraintes mécaniques, l'ablation 

ostéocytaire abolissant les modifications osseuses liées à un modèle de décharge (cf. B. 

Chapitre II-2.2.2.1. Cellules ostéoblastiques). De part ce rôle de chef d'orchestre, un rôle 

important lui est attribué dans le remodelage osseux  (Heino et al., 2009). 

 

1.1.2.2. Les cellules ostéoclastiques 

Elles prennent naissance à partir des cellules hématopoïétiques de la moelle osseuse, mais 

aussi de la rate (Fuller and Chambers, 1987). L'ostéoclastogénèse débute lorsqu'une cellule 
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souche hématopoïétique est stimulée par le M-CSF (Macrophage Stimulating Growth Factor), 

pour générer une cellule mononuclée qui deviendra un pré-ostéoclaste dans la moelle osseuse, 

puis sera introduit dans la circulation sanguine et exprimera l'antigène de surface 

macrophagique F4/80 (Lean et al., 2000). Les précurseurs circulants sortiront alors de la 

circulation périphérique au niveau du site, ou proche du site devant être résorbé, et 

fusionneront les uns avec les autres afin de former un ostéoclaste immature multinucléé, sous 

l'influence du M-CSF et de RANK-L (Receptor Activator of Nuclear factor κb Ligand) encore 

appelé TRANCE (Tumor necrosis factor-Related Activation-iNduced Cytokine), ODF 

(Osteoclast Differentiation Factor) ou OPG-L (OsteoProteGerin Ligand) (Arai et al., 1999), 

molécule se liant aux récepteurs RANK (Receptor Activator of Nuclear factor κb ) de la 

surface ostéoclastique (Hsu et al., 1999) (nous verrons plus en détail le système 

RANK/RANK-L/OPG dans B. Chapitre I-1.2. Le remodelage osseux). Ces ostéoclastes 

immatures expriment alors la TRAcP (Tartrate Resistant ACide Phosphatase), une enzyme 

nécessaire à l'activité de résorption des ostéoclastes matures. Cette enzyme permet par ailleurs 

de caractériser les ostéoclastes (Ballanti et al., 1997). Le récepteur à la calcitonine (CTR) 

permet aussi de différencier les ostéoclastes (dès le stade immature), des macrophages (Quinn 

et al., 1999). Sous l'influence continue de RANK-L et l'expression de certains gènes comme 

NFAT-c1 (Nuclear Factor of Activated T-cells calcineurin dependent-1) (Takayanagi et al., 

2002) ou encore c-fos (Grigoriadis et al., 1994), l'ostéoclaste mature pourra prendre place, 

maintenant l'expression de nombreux marqueurs de l'ostéoclaste immature (Figure 6).  

 
Figure 6: Différenciation ostéoclastique. 
La différenciation ostéoclastique débute par l'engagement de précurseurs hématopoïétiques, qui par l'intervention 
de nombreux acteurs, va pouvoir se différencier en 'un ostéoclaste capable de résorber les surfaces osseuses. 
Abréviations: M-CSF: Macrophage Colony Stimulating Factor, RANK-L: Receptor Activator of Nuclear factor 
κb Ligand, Trap: Tartrate acid resistant phosphatase, CTR: CalciTonin receptor, β3: intégrine β3, NFAT-c1: 
Nuclear Factor of Activated T-cells calcineurin dependent-1, MITF: Microphtalmia-assocIated Transcription 
Factor. 
Source: (Robling et al., 2006). 
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L'ostéoclaste mature est une cellule géante (environ 100µm de diamètre) dont l'activité de 

résorption et la survie sont dépendantes de la présence de RANK-L (Jimi et al., 1999). C'est 

une cellule polarisée, avec un pôle apical faisant face à la moelle osseuse et un pôle basal en 

contact avec l'os. L'ostéoclaste mature adhère à la surface osseuse, notamment grâce à ses 

intégrines β3 (McHugh et al., 2000), qui délimitent un compartiment spécialisé entre la 

membrane de l'ostéoclaste et l'os, la zone de scellement ("sealing zone") (Saltel et al., 2004; 

Vaananen and Horton, 1995). Cette dernière délimite une membrane spécialisée dans l'activité 

de résorption, la membrane plissée ou bordure en brosse ("ruffled border"). Dans ce 

compartiment seront déversés des ions H+, résultant de l'activité d'une anhydrase carbonique 

(Lehenkari et al., 1998), permettant de dissoudre le minéral par l'acidité engendrée. S'ensuivra 

une dégradation protéique de la MEC déminéralisée, grâce à différentes protéases comme les 

MMP 9 (Matrix MetalloProteinase 9 ou gélatinase B) (Tezuka et al., 1994) ou la cathépsine K 

(Drake et al., 1996), déversées sous la membrane plissée. Les produits de dégradation sont 

évacués par transcytose, vers le pôle apical de la cellule et son domaine de sécrétion (Figure 

7). L'activité de résorption laissera alors une lacune de Howship, zone localisée érodée du 

tissu osseux, et libérera dans le milieu extracellulaire plusieurs facteurs circulants, qui peuvent 

avoir un rôle dans le remodelage osseux (cf. B. Chapitre I-1.2. Le remodelage osseux).  

 
 

 
Figure 7: Schéma d'un ostéoclaste mature. 
Des zones membranaires spécifiques et des trafics vésiculaires très présents sont caractéristiques d'un ostéoclaste 
actif. Les trafics vésiculaires permettent l'exocytose sous la membrane plissée de protéases telles la cathépsine K. 
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L'anhydrase carbonique de l'ostéoclaste permet aussi le relargarge d'ion H+ vers le pôle basal, permettant, avec le 
relargage d'ions chlore, la dissolution du minéral. Les lyses protéiques occasionnées par la TRAcP (TRAP5b) 
vont permettre la transcytose des produits de dégradation de la MEC vers le pôle apical de la cellule et son 
domaine sécréteur. La zone de scellement de l'ostéoclaste adhère à la MEC via des intégrines αVβ3. 
Source: (Anginot et al., 2008). 
 

1.2. Le remodelage osseux 

Afin de faire face aux exigences environnementales de résistance aux contraintes mécaniques 

et de besoins métaboliques systémiques du maintien de l'équilibre phospho-calcique, le tissu 

osseux, et plus exactement les cellules le composant, sont capables de répondre à différents 

stimuli (Figure 8), permettant de maintenir constante la masse osseuse adulte. Pour répondre 

de manière appropriée à ces stimulations ou besoins (Figure 8), une fine régulation de 

l'activité des cellules osseuses, dans l'espace et dans le temps, à due se mettre en place au 

cours de l'évolution.  

 
Figure 8: Facteurs influant sur l'homéostasie osseuse. 
La masse osseuse est maintenue constante à l'âge adulte malgré un renouvellement permanent de fractions d'os, 
sous l'influence de plusieurs acteurs affectant l'activité des cellules osseuses. En noir sont représentés les facteurs 
physiologiques et en rouge les acteurs pharmacologiques influant sur les activités de formation (à gauche) ou de 
résorption osseuse (à droite) (l'impact de chacun des acteurs est représenté par l'épaisseur de la flèche/la flèche 
en pointillée indique un traitement supposée à l'époque mais de plus en plus confirmé de nos jours (Graham et 
al., 2008)).  
Abréviations: BMP: Bone Morphogentic Proteins, SOST: Sclerostin, LRP5: Low-density lipoprotein-Receptor-
related Protein 5, Wnt: Wint, PTH: ParaThyroid Hormon, SERMs: Selective Estrogen Receptor Modulators. 
Source: (Harada et al., 1995). 
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1.2.1. Les différentes phases 

 Les différents acteurs cellulaires décrits précédemment prennent tous une place dans le 

phénomène de remodelage osseux (Sims and Gooi, 2008), faisant du squelette un tissu 

dynamique. En fait, une coopération cellulaire va prendre place au sein d'une unité 

multicellulaire de remodelage: la BMU (Bone Multicellular Unit). De plus, dans cette BMU, 

la fraction osseuse enlevée par les ostéoclastes, pour raison de mauvais rendement mécanique 

ou besoin métabolique, sera égale à celle déposée par les ostéoblastes, montrant la 

coordination des activités cellulaires. Quatre grandes phases peuvent être décrites dans le 

remodelage osseux: la phase de résorption, la phase d'inversion, la phase de formation et la 

phase de quiescence (Figure 9). 

 

Un cycle de remodelage osseux débute, à l'état physiologique, par une étape de résorption de 

la MEC minéralisée. La localisation du site à remodeler par les ostéoclastes ainsi que leur 

activation s'effectue probablement par l'intervention des ostéocytes, dont l'apoptose liée à des 

sites osseux micro-fracturés (Cardoso et al., 2008; Verborgt et al., 2002), génère des corps 

apoptotiques capables d'activer la résorption ostéoclastique (Kogianni et al., 2008), et ainsi 

d'activer le remodelage osseux (Noble et al., 2003). Le ciblage direct des précurseurs 

ostéoclastiques de la moelle osseuse par les ostéocytes est possible car il a été montré que 

certaines extensions cytoplasmiques de l'ostéocyte arrivaient jusque dans la moelle osseuse 

(Kamioka et al., 2001). De plus, ce ciblage des ostéoclastes au site nécessitant un remodelage 

osseux peut dépendre de facteurs déposés dans la MEC au cycle de formation précédent, et 

relargués par l'apoptose ostéocytaire et/ou  les ostéoblastes. En effet, le collagène de type I, 

l'α2-HS glycoprotéine ou encore l'ostéocalcine (cf. B. Chapitre I-1.1.1.1. La phase organique) 

sont des chémo-attractants pour les ostéoclastes (Malone et al., 1982). La préparation de la 

surface osseuse à résorber par les cellules bordantes, grâce au relargage de collagénase, 

permettant de dissoudre la fine couche d'ostéoïde non minéralisée (lamina limitans) et 

d'exposer le minéral sous jacent (Chambers et al., 1985; Chambers and Fuller, 1985), pourrait 

aussi permettre le recrutement de précurseurs par ce moyen. Ces facteurs pourraient 

également permettre, par résorption de la matrice, le recrutement de plus de précurseurs 

ostéoclastiques au site considéré. En effet, un recrutement permanent de précurseurs 

ostéoclastiques est nécessaire durant la phase de résorption car la durée de vie moyenne d'un 

ostéoclaste est de 12,5 jours (Hill, 1998). 
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Comme nous l'avons vu précédemment, les précurseurs ostéoclastiques, qui prennent 

naissance notamment dans la moelle osseuse, forment des ostéoclastes multinucléés par 

l'interaction de leur récepteur de surface RANK avec le RANKL (cf. B. Chapitre I-1.1.2.2. 

Les cellules ostéoclastiques).  Les cellules de la lignée ostéoblastique jouent un rôle critique 

dans ce phénomène, puisqu'elles expriment RANKL (Suda et al., 1999). Le contrôle de 

l'ostéoclastogenèse par les cellules ostéoblastiques ne s'arrête pas là étant donné que ces 

cellules peuvent aussi produire OPG (ostéoprotégérine), un récepteur leurre de RANKL, qui 

empêche son interaction avec le récepteur RANK de la surface ostéoclastique, et altère ainsi 

l'ostéoclastogénèse qui s'ensuit  (Bucay et al., 1998; Vidal et al., 1998). De plus, le M-CSF, 

permettant l'engagement des préostéoclastes, est lui aussi exprimé par les cellules 

ostéoblastiques (Yao et al., 2002), faisant en sorte que cette communication ostéoblaste-

ostéoclaste puisse pleinement assurer l'ostéoclastogenèse.  

Les ostéoclastes matures adhèrent alors au site osseux cible par leurs intégrines β3 (cf. B. 

Chapitre I-1.1.2.2. Les cellules ostéoclastiques), interagissant avec des protéines de la MEC 

comme l'ostéopontine ou la BSP  (cf. B. Chapitre II-1.1.3.1. Les intégrines), déposées lors du 

cycle de formation précédent. Le site osseux considéré est alors résorbé, par l'action des 

ostéoclastes matures, alternant entre des phases de migration durant lesquelles il n'y a pas 

d'activité de résorption et des phases statiques de résorption (Saltel et al., 2004). Nous 

pouvons penser qu'à ce niveau, la longueur de l'activité statique de résorption sera dictée par 

la quantité de minéral mis en solution. En effet, des quantités trop importantes de calcium 

entrainent la rétraction des ostéoclastes de la surface osseuse (Zaidi et al., 2004), pouvant 

permettre leur migration (Boudot et al., 2010) vers un site proche dans la BMU (Libouban, 

2008). A la fin de leur activité de résorption, les ostéoclastes mourront par apoptose (Hill, 

1998). 

 

Dans la zone où les fractions d'os sont résorbées, les cellules bordantes, présentes en 

permanence, vont former une barrière isolant la BMU du reste de l'os, en formant un toit au 

niveau de la moelle osseuse, en coupant les liens qu'elles avaient ("gap junctions") avec les 

ostéocytes, créant ainsi un BRC (Bone Remodeling Compartment) (Hauge et al., 2001). Ce 

compartiment procure un micro-environnement propice aux couplages entre les cellules 

osseuses. De plus, ce compartiment est décrit dans l'étude de Hauge et al. comme étant 

vascularisé, permettant l'arrivée permanente de progéniteurs ostéoclastiques durant la phase 

de résorption. L'arrivée de cellules mésenchymateuses dans ce compartiment est plus difficile 

à expliquer. Cependant, il a été montré que les péricytes de la micro-circulation de la moelle 
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pouvaient être une source de précurseurs ostéoblastiques (Diaz-Flores et al., 2009). D'autres 

pensent que les cellules de la canopée elle-mêmes sont capables de se différencier en 

ostéoblastes (Parfitt, 2001). 

Après le départ des ostéoclastes, des cellules mononucléées d'origine inconnue (Domon et al., 

2001) arrivent sur la surface osseuse durant la phase d'inversion. Ces cellules ont été 

suggérées être des phagocytes mononucléés (Tran Van et al., 1982) ou des cellules de la 

lignée ostéoblastique (Everts et al., 2002; Mulari et al., 2004). Elles permettent de compléter 

la résorption osseuse et d'apposer une matrice riche en ostéopontine (McKee and Nanci, 1996) 

et pauvre en collagène de type I (Skedros et al., 2005) à l'interface osseuse. Cette matrice est 

connue sous le nom de ligne cémentante ("cement line") ou ligne de reversion ("reversal 

line").  

 

Cette interface, faite de molécules contenant des motifs RGD (Arg-Gly-Asp), propices à 

l'adhésion cellulaire (Bernards et al., 2008; Durrieu et al., 2004; Le Guillou-Buffello et al., 

2008), pourra favoriser l'attachement des ostéoblastes. Il a de plus été montré que le dépôt de 

cette matrice était critique pour la formation d'os lamellaire organisé (Everts et al., 2002; 

Romano et al., 1997). Durant cette phase, le BRC se retire partiellement (les deux-tiers 

recouvrent l'ostéoïde déminéralisé (Hauge et al., 2001)). Les cellules ostéoformatrices vont 

alors pouvoir synthétiser des fractions d'os à nouveau mécaniquement compétentes aux zones 

érodées, en formant une unité structurale osseuse (BSU: Bone Structural Unit). En effet, 

l'ostéoblaste a la capacité de déceler la topographie des zones érodées (Boyan et al., 2003; 

Dalby et al., 2006; Gray et al., 1996; Mulari et al., 2004) et/ou peut être stimulé par des 

facteurs chimiques laissés par les ostéoclastes (Dodds et al., 1995; Karsdal et al., 2008; Martin 

and Sims, 2005) ou libérés lors de la résorption (Sheu et al., 2003; Sheu et al., 2002), et d'y 

apposer de nouvelles fractions osseuses. Ainsi, la qualité physico-chimique de la MEC laissée 

par les ostéoclastes et les cellules de la phase de réversion pourra contrôler la formation 

osseuse, de manière appropriée aux besoins. De plus, la sclérostine, molécule produite par les 

ostéocytes, inhibant la voie des BMP et la formation osseuse (van Bezooijen et al., 2004; 

Winkler et al., 2003) en altérant la signalisation de la voie Wint (van Bezooijen et al., 2007), 

peut moduler, sous l'influence des contraintes mécaniques (Robling et al., 2006) ou 

d'hormones comme la PTH (Bellido et al., 2005), l'activité de formation des ostéoblastes. 

 

A la suite de cette phase de formation, les ostéoblastes deviennent aplatis et cessent leur 

activité de synthèse lors de la phase de quiescence. Ils deviennent alors des cellules bordantes 
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(d'autres meurent par apoptose et d'autres suivent la voie de différenciation ostéocytaire, 

comme énoncé plus haut (cf. B. Chapitre I-1.1.2.1. Les cellules ostéoblastiques)). Certaines de 

ces cellules bordantes formeront probablement la BRC du cycle de remodelage suivant 

(Hauge et al., 2001). La MEC sera alors minéralisée une dizaine de jours après le dépôt de 

l'ostéoïde (Hill, 1998), processus pouvant également être contrôlé par la signalisation des 

ostéocytes  (Feng et al., 2006).  

 

Un cycle de remodelage osseux prend ainsi fin, et aura vu une coopération étroite dans 

l'espace et dans le temps entre les différentes cellules osseuses d'une BMU (les ostéoclastes 

travaillant  de façon isolée et les cellules ostéoblastiques travaillant en association), afin que la 

zone à éroder et à remplacer soit ciblée. 

 
Figure 9: Le remodelage osseux. 
Le cycle de remodelage osseux est ici représenté de gauche à droite de manière temporelle. L'activation des 
ostéoclastes est initiée par interaction de cellules souches hématopoïétiques avec les cellules ostéoblastiques. La 
phase de résorption prend alors place, avec résorption de fractions d'os ayant atteint la fin de leur vie 
fonctionnelle. Cette étape dure chez l'homme environ deux semaines (Hadjidakis and Androulakis, 2006). Suit à 
cette phase une phase de réversion où des cellules mononucléées finissent le travail de résorption et préparent la 
surface pour la formation osseuse. Cette phase dure chez l'homme quatre à cinq semaines (Hadjidakis and 
Androulakis, 2006). Après cette phase vient l'étape de formation, durant chez l'homme environ quatre mois 
(Hadjidakis and Androulakis, 2006), au cours de laquelle une matrice organique est déposée par les ostéoblastes, 
sous contrôle des produits relargués par les ostéoclastes. S'ensuivra alors la minéralisation de la matrice osseuse. 
Durant la durée du cycle de remodelage, l'unité multicellulaire de remodelage (BMU), comprenant les 
différentes cellules osseuses, est recouverte par un "toit" de cellules bordantes, permettant une 
compartimentalisation de la zone en remodelage: c'est le compartiment de remodelage osseux (BRC). 
Source: adapté de (Raisz, 2005). 
 

Durant le cycle de remodelage, la matrice osseuse voit aussi évoluer son degré de 

minéralisation, entre les différents BSU et même à l'intérieur d'un BSU (Follet et al., 2004; 
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Meunier and Boivin, 1997). Ces variations du degré de minéralisation dépendent de la vitesse 

du remodelage (Boivin and Meunier, 2002). En effet, de part la durée des différentes phases 

(la phase de formation est la phase la plus longue (Figure 9), on peut facilement concevoir que 

si le cycle de remodelage est rapide, les fractions osseuses ne pourront se minéraliser 

entièrement, alors que si le cycle est lent, la minéralisation pourra se dérouler dans sa totalité. 

Il en découle de même que plus les BSU sont anciennes, plus elles sont minéralisées, dans un 

contexte physiologique.  

Les cellules osseuses se trouvent ainsi dans un environnement tridimensionnel de matrice 

organique, principalement formée de collagène de type I, plus ou moins minéralisé, dont la 

structure est finement régulée au cours du remodelage osseux. On estime que 10% de la 

masse osseuse est renouvelée chaque année chez l'homme. Ceci provient d'un renouvellement 

de 2 à 5% de l'os cortical par an (Hajadikis) et de 25% de l'os trabéculaire par an (Libouban, 

2008). 

 

1.2.2. Différents remodelages selon le compartiment osseux 

Bien que la séquence de remodelage osseux décrite se produise dans les tissus osseux 

corticaux et trabéculaires, quelques différences entre ces deux compartiments existent. Ces 

différences concernent l'organisation des BMU. Dans le tissu osseux cortical, les ostéoclastes, 

situés à l'avant des BMU, forent des canaux circulaires, formant ainsi des tunnels appelés 

"cutting cone" (Parfitt, 1994). Les ostéoblastes se situant en arrière de la BMU se disposent de 

façon circulaire pour fabriquer un nouvel ostéon, comblant le tunnel formé, appelé "closing 

cone" (Parfitt, 1994). Ce type de remodelage est appelé remodelage ostéonal (Figure 10).  

Le remodelage du tissu osseux trabéculaire s'effectue en surface, les ostéoclastes creusant des 

tranchées dans une BMU. Les ostéoblastes remplacent alors les fractions osseuses érodées 

dans ces tranchées. Pour cette raison, ce type de remodelage est appelé hémi-ostéonal, 

puisqu'un aspect surfacique seulement est présent (Figure 10). Le nombre et la fréquence 

d'activation des BMU dans ce compartiment est vingt fois supérieure à ceux du tissu osseux 

cortical (Libouban, 2008), permettant d'établir un meilleur pourcentage de renouvellement 

dans ce compartiment osseux, comme signalé précédemment. Il est aussi à noter qu'à 

n'importe quel moment, 20% de l'os trabéculaire est en cours de remodelage (Hill). 
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Figure 10: Remodelage ostéonal et hémi-ostéonal des compartiments osseux corticaux et trabéculaires. 
Dans le tissu osseux cortical (a), les ostéoclastes d'une BMU creusent un tunnel, remplacé par des fractions 
osseuses nouvelles par l'action des ostéoblastes, à l'arrière du cône formé. Ces activités forment l'ostéon et le 
canal de Havers. Dans le tissu osseux trabéculaire (b), les activités cellulaires osseuses se produisent le long des 
travées osseuses, les ostéoclastes creusant des tranchées et les ostéoblastes les comblant avec des fractions 
osseuses nouvellement synthétisées. Du fait que le remodelage se fait en surface pour l'os trabéculaire, il est 
nommé remodelage hémi-ostéonal, pour signifier la similitude au remodelage ostéonal de l'os cortical, mais sur 
une moitié de la surface. 
Source: adapté de (Hernandez et al., 2000). 

 

2. Interactions matrice-cellules osseuses 

2.1. Les matériaux mimétiques de l'os 

Le tissu osseux est capable de se régénérer seul en cas de lésions, grâce au remodelage 

osseux. Cependant, si les défauts occasionnés dépassent une certaine taille, une intervention 

clinique s'avère nécessaire. Plusieurs types de matériaux ont été utilisés afin de combler les 

imperfections des greffes allo- ou autologues lors de réparations osseuses, notamment en 

terme de quantité de tissu disponible, d'infection et d'inflammation (VandeVord et al., 2005). 

Ces biomatériaux comptent les métaux, les céramiques et les polymères. Leur but ultime est 

de fournir un micro-environnement capable de stimuler les activités cellulaires, afin qu'ils 

soient remplacés par du tissu osseux nouvellement formé. Cependant, l'utilisation isolée des 

métaux, céramiques ou polymères génère plusieurs problèmes, inhérents aux qualités physico-

chimiques de chacun  d'entre eux. Les métaux, bien qu'étant très résistant dans une utilisation 

aux sites supportant les charges mécaniques, subissent une corrosion après implantation 

(Huber et al., 2009). Les céramiques, bien que bioactives et montrant une bonne résistance à 

l'érosion, se trouvent être peu résistante mécaniquement parlant (Raynaud et al., 2002). Les 

polymères, bien qu'étant flexibles et adaptables aux structures, ont des produits de dégradation 

toxiques (Eschbach, 2000). Ces différents points expliquent pourquoi ces biomatériaux ne 
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constituent que 10% des greffes osseuses, où les greffes allo- ou autologues restent 

majoritaires (Mano et al., 2004). 

 

Sont alors apparus les matériaux composites (Figure 11). La définition traditionnelle de ce 

type de matériau est un composé formé d'au moins deux phases: une phase continue et une 

phase dispersée. La phase continue permet de combler le volume et de transférer les charges à 

la phase dispersée. Cette dernière permettra d'augmenter une ou plusieurs propriétés du 

composite, notamment les propriétés mécaniques (Mano et al., 2004). Ainsi, dans un 

composite, une synergie des composants a lieu, permettant de surpasser les qualités des 

composants isolés. 

 
Figure 11: Evolution de l'utilisation des biomatériaux dans les greffes osseuses. 
Au cours du temps, les découvertes  ont permis d'améliorer les capacités d'ostéointégration des matériaux, 
jusqu'à atteindre des composés biomimétiques avec les composites et les nanocomposites. 
Abréviations: HA: HydroxyApatite, TCP: TriCalcium Phosphate, PLGA: polylactic-co-glycolic acid, PE: 
PolyEthylene, PLLA: poly-L-lactic acid. 
Source: (Stylios et al., 2007). 
 
L'idée principale de conception de ces matériaux est l'approche biomimétique, cherchant à 

mimer une phase organique dans laquelle sont dispersés des minéraux composés de sels de 

phosphate de calcium. Ce concept d'analogue osseux a été introduit par le britannique William 

Bonfield, qui créa des matériaux formés de polyéthylène, un polymère formant la matrice, et 

d'hydroxyapatite (HAP) (Bonfield et al., 1981). Depuis, de nombreux autres composites ont 

vus le jour, la matrice pouvant être métallique (Friedman et al., 1995), céramique (Roualdes et 

al., 2010), polymérique (Dalby et al., 2002a; Rea et al., 2004) ou biologique (Wahl and 

Czernuszka, 2006), la phase dispersée étant le plus souvent de l'HAP (Bonfield, 1988), 
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compte tenu de ses propriétés biologiques, que nous verrons par la suite (cf. B. Chapitre I-

2.2.2. Effets de l'apatite ). Certains autres composites sont aussi formés d'un sandwich 

comprenant une couche externe de polyéthylène/HAP et un corps interne formé de fibres de 

carbones (Sousa et al., 2003), recréant les compartiments trabéculaires et corticaux du tissu 

osseux. Le plus grand avantage des matériaux composites est que l'on peut façonner leurs 

propriétés mécaniques et biologiques en variant la fraction de la phase discontinue (Dalby et 

al., 2002b; Di Silvio et al., 2002; Shishatskaya et al., 2006) ou la dimension des particules 

(Nazhat et al., 2000), modifiant ainsi l'acceptation du matériau au sein de l'hôte.  

Plus récemment sont aussi apparus les matériaux nanocomposites (les grains d'apatite sont 

alors à l'échelle nanométrique et non plus micrométriques), montrés comme augmentant 

l'adsorption protéique et l'adhésion cellulaire (Webster et al., 2000; Webster et al., 1999), ou 

encore l'expression protéique et l'activité de la phosphatase alcaline chez les ostéoblastes 

(Ngiam et al., 2009) ( 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 2). L'étude in vitro des matériaux composites ou nanocomposites est primordiale à la 

compréhension des effets observés à l'implantation et fait l'objet de nombreuses recherches. 

Différents composites à base de polymères contenant de l'HAP ont ainsi été utilisés, qu'ils soit 

naturels, comme la gélatine (Kim et al., 2005), ou synthétiques, comme le PLGA (Chou et al., 

2005a), le PCL (Rizzi et al., 2001), le PEG (Shu et al., 2003) et le PMMA (Dalby et al., 2001; 

Dalby et al., 2002b) (cf.  
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Tableau 2 pour les abréviations). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tableau 2: Matériaux utilisés en chirurgie orthopédique. 
Les céramiques sont des matériaux non métalliques, non organiques, nécessitant un traitement en pression et en 
température pour leur formation. La bioactivité est définie comme la propriété de permettre des réactions 
chimiques spécifiques, à l'interface matériau-tissu receveur, permettant d'établir un lien robuste. Cette 
caractéristique s'oppose à la bio-inertie. Un matériau biorésorbable est un matériau se dégradant au cours du 
temps, laissant place au tissu de l'hôte néoformé, et ne nécessitant ainsi pas de seconde intervention pour ôter le 
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biomatériau de son hôte. Les polymères peuvent se décomposer en trois catégories: les polymères naturels, les 
polymères non résorbables et les polymères résorbables. 
Quelques exemples sont recensés dans chacune des catégories. 
 

Métaux/Alliages 
TiAlV (Alliage titane-aluminium-vanadium) 
CoCrMo (Alliage cobalt-chrome-molybdène) 
Acier inoxydable 

Bioinerte Alumine 
Zircon 

Bioactive HAP (hydroxyapatite) Céramiques 

Biorésorbable TCP (tri calcium Phosphate) 
BCP (biphasic calcium phosphate=HAP+TCP)  

Naturels 

Collagène  
Fibrine 
Gélatine  
Hyaluronane 
Chitosane,  

Non résorbables 

PE (polyéthylène) 
PEEK (polyétheréthercétone) 
PAEK (polyaryléthercétone) 
PSU (polysulfone) 
PET (polyéthylènetéréphtalate) 
POM (polyoxyméthylène) 
PMMA (polyméthylméthacrylate) 
pHEMA (polyhydroxyéthylméthacrylate) 

Polymères 

Résorbables 

PHB (polyhydroxybutyrate) 
CPLA (copoly-L-lactide) 
PGA (polyglycolyc acid) 
PLGA (polylactic-co-glycolic acid) 
PLA (polylactic acid) 
PLLA (poly-L-lactic acid) 
PCL (polycaprolactone) 
PEG (polyéthylène glycol) 

Composites/Nanocomposites 

(nano-) HAP/collagène 
(nano-) HAP/gélatine 
(nano-) HAP/chitosane 
(nano-) HAP/PLLA 
HAP/alginate 
HAP/PLGA 
HAP/PE 
HAP/Ti 
HAP/Co-Cr 

 
Par ailleurs, de nombreuses études s'intéressant au comportement des cellules osseuses 

négligent la composante matricielle et dimensionnelle du tissu osseux, le support de culture in 

vitro par excellence restant le polystyrène traité pour la culture cellulaire. Cependant, 

certaines études ont utilisées des supports naturels, comme les surfaces osseuses dévitalisées, 

la dentine ou l'ivoire. La préparation et le maniement de ces supports biologiques s'avère 

cependant difficile. Divers supports de culture "ostéo-mimétiques" ont alors été créés, 

permettant de contrôler différents aspects, comme le contenu de la phase organique ou la 

qualité de la phase minérale. On peut compter des supports commercialisées comme BD 

Biocoat Osteologic™ (phosphate de calcium déposé sur différents supports) (Ariyoshi et al., 
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2008) ou BONITmatrix® (87% de calcium phosphate et 13% d'oxyde de silice) (Muller et al., 

2008) et de nombreux supports non commercialisés dont les méthodes de fabrication 

diffèrent. Nous citerons l'ACC (Apatite Collagen Complex, apatite déposée sur du collagène 

de  type I) (Shibutani et al., 2000), utilisé dans nos études. 

 

2.2. Ostéoblaste et matrice 

2.2.1. Effets des caractéristiques physiques de surface  

L'ostéoconduction est la capacité d'un matériau à recevoir la repousse osseuse, par ces 

capacités à induire l'attachement, la prolifération, la migration et l'expression phénotypique 

des cellules osseuses. L'ostéoinduction est la propriété d'un matériau à induire la 

différenciation de progéniteurs pour finalement former du tissu osseux, pouvant se produire 

de façon ectopique (cf. B. Chapitre I-2.3. Cellules souches mésenchymateuses et matrice). La 

bioactivité est définie comme la propriété d'un matériau à développer un lien avec le tissu de 

l'hôte. Ces quelques définitions (Ben-Nissan and LeGeros, 2008) illustrent la biocompatibilité 

d'un matériau, largement dépendante de ces propriétés physico-chimiques. Les ostéoblastes 

doivent en effet intégrer les informations biochimiques, mais aussi les informations 

mécaniques provenant de leur environnement, afin d'établir une réponse appropriée.  

 

En termes de topographie, il est bien établi que les ostéoblastes répondent à la rugosité ainsi 

qu'à l'organisation des anfractuosités de leur support de culture. L'augmentation de la rugosité 

permet une augmentation de l'adhérence cellulaire (Anselme, 2000; Keller et al., 2003), de la 

différenciation (Hatano et al., 1999), de la production de facteurs de croissance (Kieswetter et 

al., 1996) et de protéines de la matrice chez les cellules ostéo-formatrices (Lincks et al., 1998; 

Marinucci et al., 2006). Cette rugosité a aussi été montrée comme influant sur l'expression 

génique globale des ostéoblastes (Brett et al., 2004). Par ailleurs, l'organisation des 

anfractuosités du support de culture fait débat puisque certaines études montrent, avec la 

diminution d'organisation, une augmentation de la prolifération (Anselme et al., 2002) et de 

l'adhérence (Bowers et al., 1992), alors que d'autres montrent une diminution de la 

prolifération (Anselme et al., 2000; Ball et al., 2008) et de l'activité métabolique (Ball et al., 

2008). Ces différences reflètent le fait que les conditions de culture et de surface ne sont 

jamais parfaitement les mêmes entre les études (Bachle and Kohal, 2004). 
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La rigidité du support est aussi susceptible d'influer sur le comportement ostéoblastique. La 

vitesse de migration, la prolifération, et la différenciation augmentent en effet avec la rigidité 

du support de culture, les supports les plus mous laissant apparaître un cytosquelette d'actine 

(cf. B. Chapitre II-1.1.1.1. Les microfilaments) peu organisé, à l'inverse des supports rigides 

(Khatiwala et al., 2006). Il a été montré par la même équipe que l'effet différenciant de la 

dureté du support de culture passait par la phosphorylation d'un membre de la famille des 

MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinase) (Khatiwala et al., 2007), famille de protéines 

connues pour leur rôle régulateur dans la différenciation ostéoblastique (Jaiswal et al., 2000; 

Xiao et al., 2000). Ce mécanisme est sous la dépendance de petites protéines de la famille des 

GTPases, appelées RhoA (Khatiwala et al., 2009), impliquées dans la réponse à 

l'environnement mécanique (Putnam et al., 2003). Ces observations concernant la rigidité du 

support de culture amènent à la notion de durotaxie (ou mécanotaxie), notion qui n'est pas 

restreinte aux ostéoblastes (Engler et al., 2004; Lo et al., 2000; Pelham and Wang, 1997). 

Cependant, les effets de la rigidité du support de culture dépendent aussi de la qualité de la 

matrice qui peut y être déposée. En effet, la migration, par exemple, devient biphasique 

lorsque les supports sont recouverts par une haute densité de collagène de type I, puisque 

faible pour les supports les plus rigides et les plus mous, et élevée pour les supports 

intermédiaires, laissant présager d'une intégration mécano-chimique au niveau cellulaire 

(Khatiwala et al., 2006). 

Une autre notion à prendre en compte est l'énergie de surface (mesurée par l'angle de contact 

d'un liquide et ainsi directement liée à la mouillabilité). Celle-ci augmente avec l'hydrophilie 

du matériau. Il a été montré que l'adhérence des ostéoblastes augmente avec l'énergie de 

surface du matériau (Keselowsky et al., 2004; Lai et al., 2010). 

On peut aussi noter l'effet de la dimensionnalité du micro-environnement, la tri-

dimensionnalité se rapprochant plus des tissus natifs que les boîtes de culture bi-

dimensionnelles (Pampaloni et al., 2007). La morphologie des ostéoblastes est en effet 

hautement affectée lorsqu'ils sont cultivés en trois dimensions. Ils émettront de longs 

prolongements cytoplasmiques dans le dernier cas, les faisant ressembler à des ostéocytes 

(Boukhechba et al., 2009; Karsdal et al., 2002; Murshid et al., 2007) et changeront leurs 

productions géniques vers un modèle ostéocytaire, notamment en diminuant leur expression 

de collagène de type I (Boukhechba et al., 2009). Dans le cas d'environnements 

tridimensionnels intervient la notion de porosité du matériau. La porosité du tissu osseux natif 

n'est en effet pas un élément à négliger, puisqu'elle représente 50 à 90% du volume osseux 

trabéculaire, et 3 à 12% du volume osseux cortical (cités dans (Karageorgiou and Kaplan, 
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2005)). La porosité des matériaux implantés est en effet nécessaire à la synthèse de tissu 

osseux néoformé (Kuboki et al., 1998). In vivo, ce sont les porosités élevés qui permettent 

l'ostéogénèse (Kruyt et al., 2003; Roy et al., 2003). In vitro, une faible porosité permettrait la 

différenciation alors qu'une forte porosité permettrait une meilleure prolifération, facilitant le 

transport de l'oxygène et des nutriments (Takahashi and Tabata, 2004).  

 

Ainsi, la MEC, en plus d'être un support structural, fournit de nombreux signaux mécaniques 

à la cellule adhérente, régulant la prolifération, la différenciation, la morphologie et l'apoptose 

cellulaire (Vogel and Sheetz, 2006). On pourrait parler de ces signaux en termes de niche 

mécanique (Discher et al., 2009), une niche étant le micro-environnement régulant la survie et 

la différenciation des cellules in vivo. 

 

2.2.2. Effets de l'apatite  

Comme mentionné plus haut, le cycle de remodelage affectera, selon sa durée, le degré de 

minéralisation de la matrice osseuse entre et à l'intérieur des différents BSU (Follet et al., 

2004; Meunier and Boivin, 1997) (cf. B. Chapitre I-1.2. Le remodelage osseux). Par ailleurs, 

l'HAP est largement utilisée en chirurgie orthopédique (Chambers et al., 2007; Oonishi, 1991) 

et dentaire (Browaeys et al., 2007; Iezzi et al., 2009), parmi les matériaux phospho-calciques, 

du fait qu'il ne déclenche pas de réaction immunitaire majeure,  comparé aux allogreffes 

(VandeVord et al., 2005) et du fait de son excellente biocompatibilité en termes 

d'ostéoconduction (Boyde et al., 1999; Nandi et al., 2008; Soballe et al., 1991) et 

d'ostéoinduction (Habibovic et al., 2006; Lin et al., 2009), permettant sa bioactivité 

(Kamitakahara et al., 2007). Ainsi, physiologiquement et cliniquement, les cellules 

ostéoblastiques sont confrontées au minéral osseux. 

 

Afin de mieux comprendre les caractéristiques de bioactivité de l'HAP, de nombreuses études 

se sont attachées à comprendre les mécanismes d'action de l'HAP sur l'ostéoblaste. Leur 

différenciation est augmentée en présence d'HAP (souvent mesurée par l'expression ou 

l'activité de la phosphatase alcaline), mais selon les études, cette différenciation est (Dalby et 

al., 2001; Dalby et al., 2002b; Kim et al., 2005; Matsumura et al., 2009; Zambonin et al., 

2000) ou n'est pas (Chou et al., 2005b; Ramires et al., 2001; Shu et al., 2003; Sibilla et al., 

2006) couplée à une augmentation de la prolifération. Ces différences  illustrent 

probablement, ici aussi, l'absence de similitude parfaite entre les conditions de culture et de 
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surface.   L'activité des ostéoblastes est augmentée sur les supports contenant de l'HAP, en 

termes de consommation d'oxygène (Rizzi et al., 2001), de synthèse de collagène de type I 

(Ramires et al., 2001) ou d'ostéocalcine (Matsumura et al., 2009; Shu et al., 2003) et de 

synthèse de métalloprotéinases, protéines permettant la dégradation de la MEC (Zambonin et 

al., 2000). Des changements morphologiques ont aussi été décrits lors de la culture 

d'ostéoblastes sur HAP, avec l'apparition de protrusions cytoplasmiques (Chou et al., 2005b; 

Richard et al., 2006; Xu et al., 2008), semblables à celles obtenues en environnement 

tridimensionnel.  Il est aussi largement reconnu que l'HAP permet l'adsorption des protéines 

(El-Ghannam et al., 1999; Kilpadi et al., 2001; Woodruff et al., 2007), augmentant l'adhésion 

ostéoblastique (Dalby et al., 2002b). Cette augmentation de l'adhésion cellulaire est 

primordiale, car conditionne la biocompatibilité du matériau (Anselme, 2000; Brunton et al., 

2004). 

 

Le matériau HAP a aussi été montré comme légèrement cytotoxique pour les ostéoblastes 

(Chou et al., 2005b). Cette toxicité peut venir de la mise en solution trop importante d'ions 

calcium (Saunders et al., 2007). A l'inverse, les ions calcium ont aussi été montrés comme 

augmentant l'expression de la phosphatase alcaline, de l'ostéopontine et de la sialoprotéine 

osseuse (Jung et al., 2010). Le phosphore, composant lui aussi l'HAP, se trouve en solution 

sous forme de phosphates inorganiques, formes ioniques présentes lors de la formation des 

cristaux ou de leur désagrégement. Ces ions produisent eux aussi un effet non négligeable sur 

les productions matricielles de l'ostéoblaste. En effet, les phosphates inorganiques, libérés par 

l'activité de la phosphatase alcaline, augmentent l'expression et la synthèse d'ostéopontine par 

les ostéoblastes (Beck et al., 2000). Cette molécule ayant des propriétés anti-minéralisantes 

(Hunter et al., 1996; McKee and Nanci, 1996), un rôle physiologique d'arrêt de la 

minéralisation peut être attribué aux ions étudiés, si trop de phosphates inorganiques sont en 

solution. Il a aussi été montré que les phosphates inorganiques diminuaient l'expression de 

plusieurs types de collagènes, dont le type I (Beck et al., 2003). Ainsi, le phosphate 

inorganique, selon sa concentration et la durée d'exposition (Beck, 2003) (plus la durée 

d'exposition est longue, moins la concentration doit être élevée pour obtenir des effets), 

pourrait permettre de signaler à l'ostéoblaste la fin de sa phase de synthèse et le début de la 

minéralisation de la MEC. 
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2.3. Cellules souches mésenchymateuses et matrice 

L'apatite affecte aussi le comportement des cellules souches mésenchymateuses, précurseurs 

des ostéoblastes (cf. B. Chapitre I-1.1.2.1. Les cellules ostéoblastiques). Bien qu'étant 

légèrement cytotoxique ici aussi (Liu et al., 2007a), comparé aux conditions de culture 

standard sur polystyrène traité, la minéralisation augmente la différenciation ostéoblastique 

des cellules souches mésenchymateuses en terme de production (Oreffo et al., 1998), 

d'expression (Anada et al., 2008; Lin et al., 2009) ou d'activité de la phosphatase alcaline (Sun 

et al., 2008). En supplément a été observée une augmentation d'expression de ostérix, facteur 

de différenciation ostéoblastique (cf. B. Chapitre I-1.1.2.1. Les cellules ostéoblastiques) 

(Anada et al., 2008). La minéralisation du support de culture augmente aussi l'expression et la 

production d'ostéocalcine (Lin et al., 2009; Liu et al., 2007a; Muller et al., 2008; Okamoto et 

al., 2006), de collagène de type I (Anada et al., 2008; Lin et al., 2009; Muller et al., 2008) et 

d'ostéopontine (Sun et al., 2008) chez ces cellules, bien que cette augmentation de production 

de facteurs matriciels ne soit que tardive (Liu et al., 2007a). Ces études montrent que le 

minéral apatite possède un potentiel ostéoinducteur, tel qu'il a été définit par Friedenstein il y 

a 40 ans (Friedenstein, 1968). Le minéral diminue la prolifération de ces cellules (Anada et 

al., 2008; Oreffo et al., 1998; Rosa et al., 2003). Il a été montré que les propriétés de surface 

de l'apatite seule permettait la différenciation ostéoblastique, sans ajout de facteurs 

différenciant dans le milieu de culture (Muller et al., 2008). Le milieu conditionné de cellules 

souches cultivées sur apatite a aussi des propriétés différenciantes sur des cellules souches 

cultivés sur polystyrène traité, montrant qu'un facteur soluble pro-différenciant est relargué 

(Lin et al., 2009). 

 

Par ailleurs, deux études capitales ont montré l'influence de la morphologie cellulaire et de la 

rigidité de la surface de culture sur la différenciation des cellules souches mésenchymateuses 

(cf. B. Chapitre I-1.1.2. Les cellules osseuses). Tout d'abord, l'équipe de Christopher Chen a 

montré l'influence de la forme cellulaire et l'importance des petites protéines à activité 

GTPase sur la différenciation des cellules souches mésenchymateuses. En effet, cette étude 

montre que si une cellule souche est ronde, elle empruntera la voie de différenciation 

adipocytaire alors que si elle est étalée, la voie de différenciation ostéogénique sera employée. 

Ceci est sous la dépendance de RhoA (et dépendant de l'activation de la myosine de type II et 

la genèse de tension cellulaire qu'elle contrôle (cf. B. Chapitre II-1.1.1.1. Les 

microfilaments)), dont l'inhibition engage les cellules souches vers la voie adipocytaire et 



B. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE - Chapitre I. Du tissu osseux osseux à ses cellules 

 36 

dont la surexpression engage la différenciation ostéoblastique, quelque soit la forme cellulaire 

(McBeath et al., 2004).  

L'équipe de Dennis Discher a pour sa part montré l'influence de la rigidité du support de 

culture sur l'engagement des cellules souches mésenchymateuses dans une voie de 

différenciation. Les matrices molles engagent les cellules vers la voie neurogénique alors que 

les matrices dures les engagent vers la voie ostéogénique. Les matrices de rigidité 

intermédiaire engagent les cellules souches mésenchymateuses vers la voie musculaire. 

L'effet de la rigidité de ces différentes matrices est ainsi en accord avec la rigidité des 

différents tissus in vivo. De plus, cet effet différenciant passe aussi par la myosine de type II 

(cf. B. Chapitre II-1.1.1.1. Les microfilaments) (Engler et al., 2006). 

Que ce soit pour les ostéoblastes ou leurs précurseurs mésenchymateux, l'aspect mécanique de 

la cellule à la matrice semble ainsi revêtir une grande importance dans le comportement 

général et l'engagement dans les voies de différenciation. 
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Chapitre II. Aspects mécaniques de la cellule au 

tissu osseux 

1. La cellule: un centre d'intégration mécanique 

1.1. La mécanique cellulaire 

1.1.1. Le cytosquelette  

Bien que la présence de "fibres" comme éléments de base du vivant ait été suspecté depuis les 

philosophes présocratiques (Frixione, 2000), puis identifiés à l'intérieur des muscles au cours 

des siècles, notamment par Antoni Philips Van Leeuwenhoek (Van Leeuwenhoek, 1682), 

savant néerlandais, qui avait noté la hiérarchisation des structures sous forme de fibres, il 

faudra attendre la fin du 19ème siècle pour que Walther Flemming, biologiste allemand, fasse 

une des premières allusions à des fibres intracellulaires, dans ces travaux relatifs à la division 

cellulaire (Flemming, 1880). Ce ne fut alors qu'en 1931 que le terme de cytosquelette fut 

proposé par le français Paul Wintrebert. Cet embryologiste, s'interrogeant sur le fait que les 

œufs de crapauds gardaient leur organisation interne malgré leur parcours tortueux le long du 

tractus génital des femelles, conclura à la nécessité physique d'un squelette cellulaire 

(Wintrebert, 1931). L'arrivée de la microscopie électronique dans les années 1950 va alors 

permettre l'identification des composants de ce cytosquelette. Il regroupe plusieurs protéines 

formant un échafaudage dans le cytoplasme des cellules eucaryotes et même procaryotes 

(Shih and Rothfield, 2006). C'est une structure dense et dynamique présente dans la totalité du 

cytoplasme de la cellule qui permet de maintenir la forme de la cellule, permet ses 

mouvements (cf. B. Chapitre II-1.1.2. La migration cellulaire) et joue un rôle important dans 

les transports intracellulaires, les divisions cellulaires et la traduction d'un signal mécanique 

en signal biologique (cf. B. Chapitre II-1.2. La mécano-traduction). Trois grands types de 

structures le composent: les microfilaments d'actine, les microtubules et les filaments 

intermédiaires. Nous n'allons ici décrire que les deux premiers composants, les filaments 

intermédiaires ayant été écartés de notre étude de par leur contribution historiquement moins 

connue et moindre dans la dynamique cellulaire, que les deux autres constituants (Coulombe 

et al., 2000; Helfand et al., 2004). 
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1.1.1.1. Les microfilaments 

L'actine-G, protéine globulaire de 42kDA, est l'unité de base des microfilaments. C'est aussi 

une des protéines les plus représentées dans la plupart des cellules eucaryotes. Les 

monomères d'actine se polymérisent spontanément, dans des conditions physiologiques, et 

forment des oligomères, qui représentent des foyers de nucléation (Pollard and Cooper, 2009). 

Ces oligomères sont instables in vivo, et nécessitent l'intervention de différentes protéines 

liant l'actine (voir ci-dessous). Si la concentration en monomère d'actine dépasse un seuil 

critique, les foyers de nucléation d'actine-G permettent la formation de longs et stables 

filaments hélicoïdaux, nommés actine-F, ou actine fibrillaire, ayant un tour d'hélice de 13 

monomères et dont le diamètre se situe entre 3 nm et 8 nm. L'hydrolyse de l'ATP par l'actine 

elle-même, qui possède un site de fixation au sein de sa structure, résulte en la 

dépolymérisation des filaments. De plus, les filaments d'actine sont polarisés, car les sous-

unités d'actine-G sont orientées uniformément, proposant ainsi à  chacune des extrémités du 

filament une face différente de la molécule d'actine. En effet, le microfilament possède une 

extrémité à croissance rapide (extrémité + ou "barbed end", appelée ainsi en raison de la 

présence de têtes de myosine à sa surface, nous y reviendront) et une extrémité à croissance 

lente, qui est le siège préférentiel de la perte de monomères (extrémité – ou "pointed end") 

(Figure 12).  

 

 
Figure 12: Nucléation et élongation de l'actine. 
Les dimères et les trimères d'actine-G sont formés spontanément par nucléation mais sont instables (toutefois, ils 
peuvent être stabilisés par certaines protéines se liant à l'actine). Une fois stabilisés, les oligomères peuvent 
s'allonger en de plus long polymères hélicoïdaux qui croissent rapidement à l'extrémité +  et plus lentement à 
l'extrémité –. L'hydrolyse de l'ATP par l'actine permet la dépolymérisation des microfilaments. 
Source: (Dominguez, 2009). 
 
Le microfilament présente ainsi une capacité d'allongement à son extrémité +, grâce à une 

dépolymérisation de monomères provenant de l'extrémité -, suivant la concentration en 

monomère d'actine et la présence d'ATP. Ce phénomène est connu sous le nom de 

"treadmilling", ou tapis roulant (Wegner, 1976) (Figure 13). Les monomères actine-ADP sont 

dissociés de l'extrémité – tandis que les monomères actine-ATP sont associés au niveau de 
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l'extrémité +. L'hydrolyse de l'ATP est ainsi essentielle au maintient du mécanisme de 

"treadmilling" (Fujiwara et al., 2002). 

 
Figure 13: Mécanisme de "treadmilling" de l'actine. 
Mécanisme de polymérisation de l'actine en tapis roulant. Le désassemblage des monomères d'actine à 
l'extrémité -  contrôle la quantité d'actine-ATP et donc l'élongation de l'extrémité +. T: actin G-ATP, D: actin G-
ADP, Dpi: actin G-ADP+Pi. 
Source: (Pantaloni et al., 2001). 
 
Comme dit plus haut, la polymérisation, et même la dépolymérisation de l'actine sont 

contrôlées par différentes protéines. Il a été recensé près de 160 de ces  protéines, nommés 

ABP ("Actin Binding Proteins") (dos Remedios et al., 2003). Différentes classes 

fonctionnelles peuvent être établies, avec, entre autres, des protéines de coiffe (ARP2/3, 

formin) qui vont se fixer spécifiquement à l'une des extrémités du microfilament et ont un rôle 

dans la nucléation ou la polymérisation, des ABP stabilisatrices de filaments (tropomyosine), 

ou encore des ABP qui vont séquestrer l'actine-G, permettant ainsi de maintenir un pool de 

monomères (thymosine β4, profiline). Il existe également des protéines motrices (myosine), 

qui permettent de générer des déplacements (donc des forces) le long des microfilaments 

d'actine. Ces dernières protéines ont ainsi un rôle majeur dans la migration cellulaire et le 

transport d'organites ou de vésicules. D'un point de vu historique, l'actine a d'ailleurs en 

premier lieu été décrite par ses capacités de coagulation de préparations de myosine (Straub, 

1943).  

La myosine a en effet été découverte auparavant dans le muscle et son nom lui a été donné en 

1864 (Kühne, 1864), de part son omniprésence dans le muscle. Cette molécule, décrite par la 

suite dans d'autres types cellulaires (Pollard and Weihing, 1974), se déplace le long des 

microfilaments et génère des forces de tension grâce à l'hydrolyse de l'ATP. Basé sur l'analyse 

phylogénétique, 24 classes de myosines ont été catégorisées (Foth et al., 2006). La myosine 

de type II, ou myosine conventionnelle, catégorie la plus représentée et la plus étudiée dans 

les cellules musculaires et non musculaires, est une protéine formée de trois paires de peptides 
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(hexamère): deux chaines lourdes de 230 kDa (MHC pour Myosin Heavy Chains) contenant 

un domaine moteur à l'extrémité N-terminale (qui permet l'interaction avec l'actine), deux 

chaînes légères (MLC pour Myosin Light Chain) de 17 kDa dites essentielles (ELC pour 

Essential Light Chain ou MLC1), qui stabilisent la structure des chaînes lourdes et deux 

chaîne légères de 20 kDa dites régulatrices (RLC pour Regulatory Light Chain ou MLC2), qui 

régule l'activité ATPase de la myosine (Vicente-Manzanares et al., 2009) (Figure 14). 

L'interaction avec l'actine se fait au niveau des chaînes légères. Le fonctionnement de cette 

protéine est bloqué par la blebbistatine, qui inhibe plus particulièrement l'activité ATPase de 

la myosine de type II (Kovacs et al., 2004). 

 

 
Figure 14: Représentation schématique de la myosine II. 
La paire de chaîne lourde présente à son domaine N-terminal le domaine moteur, où se situe l'ATP, et 
l'interaction avec l'actine. Le cou de la protéine (neck) sert de bras de levier afin de générer le mouvement du 
domaine moteur. Les chaînes légères interagissent avec le cou de la protéine. La chaîne lourde est constituée de 
deux chaînes s'enroulant l'une autour de l'autre, jusqu'à finir par une zone non enroulée à l'extrémité C-terminale.  
Source: (Clark et al., 2007). 

 

L'organisation particulière que forment les arrangements serrés de microfilaments d'actine sur 

lesquels circule la myosine de type II est appelé "fibres de stress". Ces fibres sont, comme les 

fibres musculaires, dotées de capacités de contraction (Giuliano and Taylor, 1990). La 

fonction des fibres de stress dans une cellule n'est pas encore bien comprise, mais il est clair 

que leur formation est liée à un état de tension. En effet le détachement des cellules de leur 

support de culture va entraîner la disparition de ces structures. De même, les fibres de stress 

seront absentes dans les cellules migrantes, hormis aux points de génération de contraction 

(cf. B. Chapitre II-1.1.2. La migration cellulaire). Par ailleurs, les fibres de stress sont reliées à 

la membrane par leur association avec les plaques d'adhésion (cf. B. Chapitre II-1.1.3.2. Les 

plaques d'adhésion), leur conférant un rôle potentiel dans la traduction des signaux 

mécaniques en signaux biologiques (cf. B. Chapitre II-1.2. La mécano-traduction). L'état de 

tension des fibres de stress est dû à l'activation de la myosine, par la phosphorylation de sa 

chaîne légère régulatrice, MLC2 (Kamm and Stull, 1985; Moussavi et al., 1993), amenant à 
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l'augmentation de l'activité ATPase de la myosine en présence d'actine (Somlyo and Somlyo, 

2003). Cette phosphorylation s'opère principalement de deux manières: soit par l'intermédiaire 

d'une petite protéine de la famille des GTPases, RhoA, qui active sa kinase, nommée ROCK 

ou ROK (Rho Kinase) (Amano et al., 1996), soit par l'intermédiaire de la kinase de la 

myosine, appelée MLCK (Myosin Light Chain Kinase) (Hathaway and Adelstein, 1979) 

(Figure 15). Il est intéressant de noter que la régulation des fibres de stress se situe au centre 

de la cellule en cas d'activation par ROCK et en périphérie de la cellule en cas d'activation par 

MLCK (Totsukawa et al., 2000). 

 
Figure 15: Voies principales de phosphorylation de la chaîne légère régulatrice de la myosine (20kDa) ou 
MLC2. 
La phosphorylation de la chaîne légère régulatrice de la myosine, de 20kDa, va permettre la genèse des fibres de 
stress et d'autres activités cellulaire. Cette phosphorylation est permise par ROCK (ou ROK) qui, activé par 
RhoA, va inactiver la phosphatase de la myosine (MLCP pour Myosin Light Chain Phosphatase) par 
phosphorylation de son site MYPT1 (Myosin Phosphatase Targeting Subunit). La phosphorylation de MLC2 
(RLC20)  peut aussi être effectuée directement par l'action de la MLCK (Myosin Light Chain Kinase) ou de 
ROK. 
Source: adapté de (Somlyo and Somlyo, 2003). 
 

1.1.1.2. Les microtubules 

Les microtubules ont été nommés comme tels en 1963 (Slautterback, 1963). Ce sont les plus 

grosses structures du cytosquelette puisqu'ils forment un cylindre creux de 15 à 25 nm de 

diamètre. Ce sont d'ailleurs les seules structures du cytosquelette à posséder une lumière 

centrale. Ce cylindre est constitué de protofilaments hétérodimériques (en principe 13), 

composés de sous-unités α et β de tubuline, dans lesquels la sous-unité β d'un dimère de 

tubuline est reliée à la sous-unité α du dimère suivant (Howard and Hyman, 2003). Les 
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tubulines α et β sont des protéines globulaires de 55 kDa qui peuvent s'associer au GTP, la 

tubuline α étant la seule à pouvoir l'hydrolyser en GDP (Nogales et al., 1999). Cette hydrolyse 

est nécessaire à la dépolymérisation du microtubule, la polymérisation étant uniquement 

permise par la grande affinité des dimères de tubuline-GTP vis-à-vis des extrémités (Hyman 

et al., 1992). 

A l'instar des microfilaments, et du fait de la polarisation des sous-unités de tubulines, la 

polymérisation des microtubules  est polarisée, avec une extrémité à croissance rapide (+), 

déterminée par la présence de tubuline β (Mitchison, 1993) et une extrémité à croissance lente 

(-), déterminée par la présence de tubuline α (Figure 16). Les microtubules oscillent ainsi 

entre des phases d'élongation et de raccourcissement dans un phénomène de "treadmilling" 

semblable à celui des microfilaments (Rodionov and Borisy, 1997) et un mécanisme nommé 

"instabilité dynamique" (Mitchison and Kirschner, 1984). Le "treadmilling" indique que la 

perte d'une sous-unité à une extrémité - est compensée par l'addition d'une sous-unité à 

l'extrémité +, alors que le phénomène d'instabilité dynamique désigne la perte et l'addition 

d'une sous-unité à la même extrémité (soit +, soit -). Ce dernier comportement voit alterner 

des phases dites de "catastrophe" (décroissance brusque) et des phases dites de "sauvetage" 

(croissance) (Howard and Hyman, 2003). 

 

 
Figure 16: Représentation d'un microtubule. 
Les extrémités +, déterminées par la présence de tubuline β, sont en croissance rapide et les extrémités – des 
protofilaments, déterminées par la présence de tubuline α, sont en croissance lente.  
Source: (Howard and Hyman, 2003). 
 
Par ailleurs, les microtubules peuvent regrouper leurs extémités – au niveau d'un centre 

organisateur (MTOC pour MicroTubule Organizing Center) dans les cellules animales. Le 

principal MTOC est appelé centrosome, structure microtubulaire importante dans la mitose, 

puisqu'à l'origine du fuseau mitotique, qui permet l'alignement des chromosomes puis leur 

ségrégation (Scholey et al., 2003). Il a été montré que seulement 10-20% des microtubules ont 

leur extrémité – fixé au centrosome (Waterman-Storer and Salmon, 1997).  

De plus, les microtubules sont associés à des protéines, autre similitude avec les 

microfilaments. En particulier deux familles de moteurs moléculaires, les dynéines et les 

kinésines (Hirokawa, 1998), présentent la capacité d'hydrolyser l'ATP. L'énergie qu'elles en 
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retirent leur permet de se mouvoir le long de ces polymères. Les dynéines sont des protéines 

de 1200 kDa se déplaçant vers l'extrémité -. A l'inverse, les kinésines, protéines de 380 kDa  

se déplacent vers l'extrémité +. Le long des rails fournis par les microtubules, ces molécules 

permettent ainsi le déplacement du noyau de la cellule, de complexes d'ARNm, d'organites, 

des filaments intermédiaires, etc. Les microtubules assurent donc aussi une fonction de 

transport, essentielle à la vie de la cellule. 

 

Il existe par ailleurs de nombreuses interactions entre les microtubules et les microfilaments. 

Ces deux structures présentent en effet un antagonisme certain, puisque l'inhibition de l'un 

engendre l'activation de l'autre (Danowski, 1989). Cet antagonisme peut être expliqué de 

plusieurs façons. Tout d'abord, les transports cellulaires liés aux microtubules peuvent 

délivrer des régulateurs de la dynamique du microfilament d'acto-myosine (Huang et al., 

1999a; Rodriguez et al., 2003). Les microtubules peuvent aussi séquestrer des activateurs de 

la contractilité (Chang et al., 2008). Ils sont aussi considérés comme des structures 

compressées, résistants aux structures générant les contractions que sont les microfilaments 

(Brangwynne et al., 2006), aspect plus amplement décrit par la suite (cf. B. Chapitre II-1.1.4. 

La tenségrité).  

Les microtubules et les microfilaments sont par ailleurs des structures indispensables à la 

migration cellulaire. 

 

1.1.2. La migration cellulaire  

La migration cellulaire est un processus aussi complexe que nécessaire à la vie des 

organismes, même les plus simples. Ce phénomène intervient dès les premières étapes et tout 

au long de la vie. En effet, la migration cellulaire débute lors de phénomènes aussi précoces 

que l'implantation et le développement de l'embryon. Durant la gastrulation par exemple, de 

larges groupes de cellules migrent de façon coordonnée pour former les trois feuillets 

embryonnaires (Thiery et al., 1985). Ensuite, les cellules migrent de ces feuillets afin 

d'atteindre une destination précise où elles vont trouver l'environnement pour se différencier 

et ainsi former les différents tissus et organes. Des phénomènes migratoires sont également 

observés dans les organismes adultes, notamment lors du renouvellement de la peau ou des 

intestins, dans la réparation des tissus lésés, dans la surveillance et la réponse immunitaire 

(Ridley et al., 2003). En effet, les leucocytes, par exemple, doivent posséder une grande 

capacité de migration pour pouvoir passer de la circulation aux différents tissus, soit lésés, 
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soit envahis de micro-organismes, afin de détruire les cellules infectées et/ou nettoyer les 

débris organiques. Lors du passage de la circulation aux tissus, dans le processus de 

diapédèse, les leucocytes doivent être capables de changer de forme et de se déplacer dans 

une certaine direction, en réponse aux signaux qu'ils reçoivent de leur environnement 

(hormones, facteurs de croissance, cytokines). 

Une régulation aberrante de la migration conduit à l'apparition de pathologies, comme les 

maladies cardiovasculaires (Schachter, 1997), les maladies d'inflammation chronique comme 

l'arthrite rhumatoïde ou la sclérose en plaques (Norman and Hickey, 2005) ou encore 

certaines pathologies mentales (Church et al., 2002). Les plus connus de ses mauvaises 

régulations de la migration sont certainement les cancers et leurs phénomènes associés, les 

métastases (Geiger and Peeper, 2009). Dans ce cas, les cellules tumorales se détachent de la 

tumeur primaire pour se disséminer à travers l'organisme via le réseau sanguin, et se 

réimplanter dans d'autres tissus. 

 

Les cellules adhérentes vont migrer en fonction de plusieurs particularités présentent dans leur 

environnement. En effet l'attraction de la cellule sera dictée de façon graduelle par la 

chémotaxie en réponse à des facteurs solubles, l'haptotaxie en réponse à des molécules 

d'adhésion de la MEC (Carter, 1965), l'électrotaxie en réponse aux champs électriques (Zhao, 

2009) ou encore à la durotaxie (Lo et al., 2000), en réponse à la rigidité du support de culture. 

Quoiqu'il en soit, la migration des cellules adhérentes peut être conceptualisée par un 

processus cyclique (Lauffenburger and Horwitz, 1996) dépendant de la dynamique du 

cytosquelette (Pollard and Borisy, 2003). La cellule, dans un premier temps, se polarise face à 

des signaux extracellulaires, en émettant des prolongements cytoplasmiques dans la direction 

de l'axe de migration. Ces protrusions, ou pseudopodes, sont formées par la polymérisation 

polarisée de l'actine où l'extrémité + du microfilament est dirigée vers la membrane 

plasmique, permettant l'extension de la cellule (Pollard and Borisy, 2003). Elles peuvent 

prendre la forme de feuillets, comme les lamellipodes, protrusions de plusieurs µm de largeur 

et de longueur et 0.1 - 0.2 µm d'épaisseur (Mogilner and Keren, 2009), formées par un réseau 

de filaments d'actine courts, ou alors d'extensions ressemblants à des doigts, comme les 

filopodes, protrusions de 0.2-0.4 µm de largeur, 5-35 µm de longueur et 0.1 – 0.3 µm 

d'épaisseur (Jacinto and Wolpert, 2001), formées de longs filaments d'actine parallèles et 

serrés. Les filopodes se trouvent souvent inclus dans le lamellipode ou s'étendent à partir de 

celui-ci (Lewis and Bridgman, 1992) mais peuvent aussi se former seuls (Steffen et al., 2006). 

C'est la présence de régulateurs de la polymérisation de l'actine (cf. B. Chapitre II-1.1.1.1. Les 
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microfilaments) qui déterminera quelle structure pseudopodiale sera mise en place (Chhabra 

and Higgs, 2007). Les extensions cytoplasmiques sont stabilisées, dans un deuxième temps, 

par des adhésions avec la MEC (cf. B. Chapitre II-1.1.3.2. Les plaques d'adhésion), par 

l'intermédiaire de récepteurs transmembranaires liés à l'actine, notamment les intégrines (cf. 

B. Chapitre II-1.1.3.1. Les intégrines). Ces points d'ancrages permettent, dans un troisième 

temps, l'établissement de sites de traction (Beningo et al., 2001), permettant à la cellule de se 

déplacer vers l'avant. De nouveaux contacts vont alors s'établir à l'avant de la cellule 

(turnover), avec le désassemblage d'autres sites d'adhésion en arrière de la cellule (Webb et 

al., 2002) permettant, en fin de cycle, la rétraction de la partie postérieure, grâce à des forces 

de traction liées à la myosine de type II des fibres de stress (Worthylake and Burridge, 2003; 

Xu et al., 2003) (Figure 17). 

 

 
Figure 17: Les différentes étapes de la migration cellulaire et les différentes protrusions. 
(a) La migration débute par la polarisation de la cellule avec l'établissement de protrusions à l'avant de la cellule, 
composées de lamellipodes et de filopodes. (b) Durant l'extension de la membrane plasmique, de nouvelle 
adhésions s'établissent sous l'avant de la cellule. (c) Ensuite, le noyau et le corps cellulaire sont translatés vers 
l'avant grâce aux forces générées par les filaments d'acto-myosine des fibres de stress sur le support de culture, 
via des sites d'adhésions. (d) Enfin, l'arrière de la cellule est rétracté grâce au désassemblage des adhésions à ce 
site. 
Source: (Mattila and Lappalainen, 2008) 
 
La structure des extensions cytoplasmique sous-tend leur fonction. En effet, les larges 

éléments de membranes plasmiques élaborés par les lamellipodes forment la base de la 
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migration directionnelle (Pollard and Borisy, 2003; Ponti et al., 2004). Au contraire, les fins 

prolongements des filopodes sont souvent décrits comme des antennes servant à la détection 

et à l'exploration de l'environnement (Davenport et al., 1993; Mattila and Lappalainen, 2008).  

 

Les Rho-GTPases, abordées précédemment (cf B. Chapitre II-1.1.1.1. Les microfilaments) 

sont des régulateurs centraux de la formation des protrusions. Cdc42 a notamment un rôle très 

important dans la polarisation de la cellule, étant donné que son inhibition ou son activation 

abroge la directionalité de la migration (Etienne-Manneville and Hall, 2002). De plus, Rac1 et 

cdc42, ont un rôle primordial dans l'élaboration des lamellipodes et des filopodes, 

respectivement (Ridley, 2006). Par ailleurs, une cellule présentant des fibres de stress à un 

endroit (cf. B. Chapitre II-1.1.1.1. Les microfilaments) ne peut présenter de protrusions dans 

cette même zone, car RhoA, générateur de fibres de stress, et rac, générateur de lamellipodes, 

s'inhibent réciproquement (Evers et al., 2000). Ainsi la formation de lamellipodes va inhiber 

la formation de fibres de stress à l'avant de la cellule, alors que le phénomène inverse se 

produit à l'arrière de la cellule (Worthylake and Burridge, 2003; Xu et al., 2003). 

Les microtubules jouent aussi un rôle important dans la migration cellulaire. En effet, ils 

participent largement à la définition de la polarité (Small et al., 2002; Small and Kaverina, 

2003), la protrusion elle-même pouvant être sous leur contrôle car leur polymérisation active 

Rac1 (Kunda et al., 2001; Waterman-Storer et al., 1999). L'apport de matériel membranaire à 

la protrusion en formation est aussi un rôle soutenu par les microtubules (Toomre et al., 

1999). De plus, en permettant le désassemblage des adhésions à l'arrière de la cellule, les 

microtubules initient l'étape de rétraction (Ballestrem et al., 2000). 

L'intervention des RhoGTPases et le jeu des microfilaments et des microtubules montrent 

ainsi que le processus de migration est fait de contrôles réciproques locaux, amenant à un 

comportement global de la cellule. 

 

Ce comportement migratoire cellulaire global est défini principalement par deux moyens: la 

vitesse et la directionalité de la migration (Gail and Boone, 1970). Le premier paramètre 

décrit simplement la distance parcourue par la cellule en un certain temps. Le deuxième est 

relatif au parcours de la cellule sur son support (Figure 18). Deux comportements de 

directionalité ont été décrits. On distingue la migration dite aléatoire de la migration dite 

persistante (Petrie et al., 2009). 



B. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE – Chapitre II. Aspects mécaniques de la cellule au tissu osseux 

 47 

 
Figure 18: Directionalité de la cellule. 
La chémotaxie définie une attraction de la cellule par un facteur soluble. Si ce facteur a une concentration 
uniforme dans le milieu environnant, la cellule présentera le comportement migratoire aléatoire représenté en (a) 
à trois temps différents. Si le facteur soluble présente une concentration graduelle dans le milieu environnant, la 
cellule présentera le comportement migratoire persistant représenté en (b) à trois temps différents. A chaque 
temps, la migration peut être définie par la distance parcourue entre les positions (path), par l'angle d'orientation 
de la migration (θ) et par la distance euclidienne, c'est-à-dire la distance parcourue à vol d'oiseau entre le point 
initial et le point final de la migration (displacement). Ces informations permettent de définir vitesse et 
directionalité de la migration, cette dernière étant définie par la distance euclidienne (displacement) divisée par  
la distance totale parcourue (Σpath). Ainsi, si une cellule migre de façon aléatoire, sa directionalité décroîtra, 
celle-ci augmentant en migration persistante. 
Source: (Petrie et al., 2009). 

 

Ces types de migrations dépendent de la présence de pseudopodes en avant de la cellule 

(Arrieumerlou and Meyer, 2005), eux mêmes sous contrôle des RhoGTPases (voir plus haut). 

Une augmentation du nombre de protrusions latérales va engendrer une migration aléatoire 

résultant en une capacité réduite de réponse directionnelle aux évènements environnementaux. 

A l'inverse, si les protrusions latérales sont restreintes, comme lorsque les cellules sont 

cultivées en "1D" (c'est-à-dire dans des lignes) ou sur des fibres matricielles orientées en "3D" 

(Doyle et al., 2009), un front cellulaire unique sera établi, autorisant une migration persistante 

permettant une réponse directionnelle rapide aux évènements environnementaux. De 

multiples facteurs de l'environnement vont déterminer le comportement migratoire de la 

cellule, comme mentionné en début de section (facteurs solubles, qualité de la MEC, champs 

électriques, rigidité ou topographie du support de culture) (Figure 19). La cellule intégrera 

ainsi ces différents signaux afin de privilégier un axe de migration. 
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Figure 19: Définition du type de migration suivant la localisation des lamellipodes. 
La localisation des lamellipodes, sous contrôle des RhoGTPases, va dicter le comportement migratoire de la 
cellule. (a) Si de multiples lamellipodes sont formés aléatoirement autour de la cellule, la cellule aura une 
migration aléatoire. (b) Si un lamellipode unique est formé au front de la cellule, une migration persistante sera 
observée. Plusieurs facteurs affectent la directionalité de la migration, dont les restrictions topographiques du 
support de culture. En effet, la culture bidimensionnelle (2D) engendre une migration aléatoire (plusieurs axes 
directionnels représentés par les lignes pointillés) alors que les cultures en environnement tridimensionnel (3D) 
ou unidimensionnel (1D) privilégieront une migration persistante (un seul axe directionnel). 
Source: (Petrie et al., 2009). 
 
Les cellules adhérentes présentent par définition des points de contacts avec leur support de 

culture, points de contacts dont l'assemblage et le désassemblage sont primordiaux dans la 

migration cellulaire, comme nous venons de le voir. 

 

1.1.3. L'adhésion cellulaire  

1.1.3.1. Les intégrines 

Les intégrines sont des complexes hétérodimériques glycoprotéiques transmembranaires 

composés d'une longue partie extracellulaire et d'une courte partie intracellulaire, permettant 

de lier le milieu extérieur (MEC, autre cellule) au cytosquelette (Figure 20).  
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Figure 20: Représentation schématique d'une intégrine. 
Les intégrines sont des complexes hétérodimériques avec une tête ("propeller/thigh" pour la sous-unité α et 
"βA/hybrid/PSI" pour la sous-unité β) supportée par des pattes ("Calf1/2" pour la sous unité α et les domaines 
"EGF".et "β-tail" pour la sous-unité β). La liaison au ligand se situe entre les domaines "propeller" et "βA". La 
tête et les pattes forment la région extracellulaire de l'intégrine. La région intracellulaire interagira avec le 
cytosquelette et les molécules associées. 
Source: (Askari et al., 2009). 
 
Bien qu'elles soient présentes dans les organismes métazoaire simples comme les éponges ou 

les coraux (Nichols et al., 2006), leur nombre et leur variété se sont largement agrandis au 

cours de l'évolution. Les intégrines sont formées d'une sous-unité α et d'une sous-unité β. 

L'homme compte 18 sous-unités α différentes et 8 sous unités β différentes dans son génome, 

permettant 24 combinaisons α/β (Hynes, 2002) (Figure 21). 

 
Figure 21: La famille des intégrines et une partie de leurs ligands. 
Les mammifères présentent 18 sous-unités α et 8 sous-unités β, formant 24 combinaisons d'hétérodimères 
possibles. Ces combinaisons ont une affinité préférentielle pour certains ligands de la MEC. 
Source: (Hynes, 2002), (Takagi, 2007). 
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Ces multiples combinaisons permettent une grande diversité de  reconnaissance de molécules 

de la MEC (Takagi, 2007). On peut notamment citer les intégrines spécialisées dans la 

reconnaissance des sites RGD (Arg-Gly-Asp) des protéines de la MEC, comme αVβ3, 

reconnaissant entre autre l'ostéopontine et la fibronectine, ou encore α5β1 reconnaissant la 

fibronectine (Figure 21). La liaison de ces intégrines à des molécules solubles contenant la 

séquence RGD, comme la molécule GRGDSPK (Gly-Arg-Gly-Asp-Ser-Pro-Lys), va ainsi 

empêcher l'interaction de la cellule avec la MEC (Hatakeyama et al., 2007). 

Les intégrines peuvent transmettre un signal de l'intérieur vers l'extérieur de la cellule, leur 

permettant de réguler leur adhésion, en modifiant les interactions intracellulaires entre les 

chaines α et β (Emsley et al., 2000; Takagi, 2007), amenant à un changement de conformation 

du site de fixation au ligand, ayant pour effet final l'activation des intégrines (Faull and 

Ginsberg, 1996): c'est la signalisation "inside-out". Elles peuvent aussi transmettre un signal 

de la MEC au cytoplasme, après regroupement ("cluster") et liaison à un ligand, contrôlant 

ainsi l'apoptose, l'expression spécifique de gènes, l'engagement dans le cycle cellulaire, la 

migration ou l'organisation du cytosquelette, par activation de certaines voies cellulaires, 

grâce aux multiples connections des intégrines avec d'autres constituants cellulaires (cf. B. 

Chapitre II-1.1.3.2. Les plaques d'adhésion) (Hynes, 2002): c'est la signalisation "outside-in" 

(Figure 22).  

 
Figure 22: Signalisation "outside-in" des intégrines grâce à des molécules partenaires 
Les signaux majeurs de transduction du signal par la signalisation "outside-in" des intégrines sont représentés, 
amenant à des effets majeurs sur la biologie de la cellule. Les principales molécules de liaison entre les 
intégrines et les voies de transduction sont représentées dans le pentagone violet, situé sous le regroupement 
intégrinique. 
Source: (Hynes, 2002) 
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Ainsi les intégrines ont de multiples rôles dans la transmission des informations vers et depuis 

l'environnement. 

 

1.1.3.2. Les plaques d'adhésion 

Les intégrines sont regroupées dans de larges complexes multiprotéiques reliant la MEC au 

cytosquelette, dénommés plaques d'adhésion. Des analyses moléculaires de ces sites 

d'adhésion ont dénombrées environ 160 composants différents, présentant de nombreuses 

interactions les uns envers les autres (Figure 23), laissant présager de nombreuses 

transductions de signaux à ce niveau. 

 
Figure 23: Le réseau formé au sein des plaques d'adhésion. 
De nombreuses interactions se produisent (environ 700) au sein des plaques d'adhésion, avec des molécules 
activatrices, inhibitrices ou se liant à d'autres molécules. Dans ce schéma sont distinguées les molécules faisant 
constamment partie des plaques d'adhésion (encadrées) des molécules transitoires (encadrées en pointillés). 
Source: (Geiger et al., 2009) 
 
Ces plaques ont été identifiées pour la première fois il y a une quarantaine d'années 

(Abercrombie et al., 1971). Certaines molécules du complexe multiprotéique permettent un 
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lien physique entre les intégrines et le cytosquelette et d'autre agissent comme molécules de 

transduction du signal (Yamada and Geiger, 1997), établissant les régulations inside-out et 

outside-in mentionnées plus haut (cf. B. Chapitre II-1.1.3.1. Les intégrines). 

Plusieurs familles de plaques d'adhésion peuvent être discernées selon leur morphologie et 

leur composition, dictées par leur état de maturation: les complexes focaux (FX), les contact 

focaux ou adhésions focales (FA), les adhérences fibrillaires (FB) et les adhérences 3D 

(Figure 24) (Cukierman et al., 2001; Zaidel-Bar et al., 2004; Zamir et al., 1999).  

 
Figure 24: Evolution des plaques d'adhésion cellulaires  
Ce schéma montre l'évolution temporelle de formation et réorganisation des plaques d'adhésion, commençant par 
une adhésion médiée par les hyaluronanes jusqu'à l'évolution en complexes focaux (FX), adhésion focale (FA) et 
adhésion fibrillaire (FB) impliquant les intégrines. Chaque type d'adhésion comporte des composants 
caractéristiques. 
Source: Zaïdel-Bar et al., 2004 
 

Les FX et les FA ont largement été décrits comme étant des mécano-senseurs, étant donné 

que leur morphologie se modifie en fonction des contraintes mécaniques reçues, qu'elles 

soient extra ou intracellulaire (Riveline et al., 2001), de part la participation, notamment, du 

complexe actine-myosine (Choi et al., 2008). Une des intégrines composant les FX/FA est 

αVβ3 (Zaidel-Bar et al., 2004). Dans ces complexes, ont peut aussi citer la vinculine, protéine 

de liaison entre les intégrines et le cytosquelette, permettant de les identifier (Ziegler et al., 

2006). Les FB permettent l'assemblage de la MEC, notamment de la fibronectine (Leiss et al., 

2008), et une des intégrines caractéristiques est α5β1 (Zaidel-Bar et al., 2004; Zamir et al., 

1999). Les adhérences 3D, structuralement et morphologiquement différentes des FX, FA et 

FB (Figure 25), se forment lorsque les cellules sont cultivées dans un environnement 

tridimensionnel, et sont ainsi plus proches de ce qui peut se trouver in vivo  (Cukierman et al., 

2001).  
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Figure 25: Composition moléculaire des plaques d'adhésion. 
L'astérisque indique que les composants se trouvent uniquement en périphérie de la structure. 
Source: adapté de (Cukierman et al., 2001). 

 

Un parallèle structural peut être établit entre les différentes structures multiprotéiques 

d'adhérence des fibroblastes, des ostéoblastes, et les podosomes ostéoclastiques (Block et al., 

2008) ainsi que les invadopodes des cellules invasives (Albiges-Rizo et al., 2009). 

La localisation des plaques d'adhésion suggère leur rôle d' "ancre", permettant de maintenir la 

forme de la cellule et sa position, de "pied", permettant la migration, et de "jauge" dans la 

réponse à l'environnement mécanique. La composante mécanique des FX/FA indique en effet 

que les cellules sont capables de sentir et transmettre les différentes tensions, et d'adapter la 

taille et la résistance de leurs structures d'adhérence en conséquence (Geiger et al., 2001; 

Ingber, 1991). Nous allons maintenant aborder deux modèles tentant d'expliquer la mécanique 

de la cellule face à son environnement. 

 

1.1.4. La tenségrité  

Le concept de tenségrité est apparu dans les années 1960 et est dû à Richard Buckminster 

Fuller, architecte américain (Fuller, 1961). Cet état caractérise la faculté d'une structure à 

s'équilibrer par le jeu de forces de tension et de forces résistant à la compression. Le mot 

d'origine, "tensegrity", est formé de la contraction des mots "tensional" et "integrity", 

indiquant l'état final de tension isométrique, c'est-à-dire de "pré-tension" dans laquelle les 

forces en présence ne modifient pas la longueur des structures. Ainsi un système mécanique 

comportant un ensemble discontinu de composants comprimés au sein d'un continuum de 
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composants tendus, peut se trouver dans un état d'auto-équilibre stable, indépendamment de la 

gravité terrestre (à l'inverse des structures résistant seulement à la compression, comme les 

arches de pierre). Ceci signifie, par exemple, qu'en reliant des barres par des câbles, sans 

relier directement les barres entre elles, on arrive à constituer un système rigide, par support 

local d'un élément par un autre. Les premiers modèles de tenségrité ont été réalisés par un 

étudiant de Fuller, le sculpteur américain Kenneth Snelson (Figure 26).  

         
Figure 26: Sculpture de Kenneth Snelson: "Triple crown" (à gauche) et grossissement d'une sculpture (à 
droite). 
Les sculptures sont formées de câbles, générant des forces de tension équilibrées avec les forces de compression 
des barres d'acier. 
Source: (Ingber, 2003a). 

 

Il y a près d'un siècle, D'Arcy Wentworth Thompson (On growth and form, 1917), biologiste 

et mathématicien écossais, observant que les cellules souches se développaient à l'intérieur de 

structures complexes, émis l'hypothèse qu'il existait de nombreuses et complexes forces, 

latentes ou actives, dans une cellule. Une soixantaine d'années après cette réflexion, le 

cytosquelette (cf. B. Chapitre II-1.1.1. Le cytosquelette) des cellules eucaryotes était identifié 

en totalité avec la découverte des filaments intermédiaires (Ishikawa et al., 1968). Il a été 

montré dans ces années que toutes les cellules nucléées, et pas seulement les cellules 

musculaires, étaient équipées d'un cytosquelette. Cette nouvelle vue d'une cellule "câblée" fit 

alors penser il y a 40 ans à Donald E. Ingber, médecin et scientifique américain, que les 

cellules pourraient être des structures dotées d'une tenségrité, grâce aux forces générées par 

les composants de leur cytosquelette, rappelant ainsi les spéculations de D'Arcy Thompson. 

Selon la théorie d'Ingber, les microtubules agissent comme des structures non compressibles 

résistants aux tensions contractiles des filaments d'actine (Ingber, 2003a), propriétés 

mécaniques démontrées expérimentalement (Mizushima-Sugano et al., 1983). Les filaments 

intermédiaires permettent dans ce modèle la stabilisation des microtubules et des 

microfilaments (Brodland and Gordon, 1990; Goldman et al., 1996). Par ailleurs, la MEC 

forme un système externe résistant aux tensions contractiles (via les plaques d'adhésion), dans 
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le cas où les microtubules sont absents, permettant aux forces de traction de la cellule 

(générées par les microfilaments) de remodeler le support de culture (Stamenovic et al., 

2002). Au final, le cytosquelette n'est plus considéré comme un amoncèlement de molécules 

avec leurs propriétés mécaniques propres, mais comme une architecture en harmonie, 

permettant à la cellule d'être en équilibre sur son support de culture (Figure 27). De même, la 

cellule n'est plus vue comme un ballon rempli de mélasse, mais plutôt comme une tente (la 

toile représentant la membrane), avec une armature (le cytosquelette) et des sardines (les 

intégrines) l'ancrant à son support. 

 

 
Figure 27: Le cytosquelette est un modèle de tenségrité. 
Cette représentation schématique montre l'équilibre existant entre les forces de tension des microfilaments 
d'actine (MFs), la résistance à la compression des  microtubules (MTs) et la stabilisation des structures apportée 
par les filaments intermédiaires (IFs) (en haut). Dans le cas d'absence de microtubules (en bas), les forces 
résistantes à la compression sont assurées par la matrice extracellulaire (ECM), permettant le remodelage de 
celle-ci par les forces de traction de la cellule. 
Source: (Ingber, 2003a). 
 

L'expérimentation a confirmée qu'un large nombre de cellules utilisent la tenségrité pour 

stabiliser leur forme et la structure de leur cytosquelette (Ingber, 1993; Ingber, 2003a; Ingber, 

2006), laissant entrevoir que la mécanique de la cellule pouvait influer sur son comportement 

global, par modulation de son état d'équilibre (Ingber, 1993).  

Une des principales caractéristiques découlant de la tenségrité est le maintien de la forme 

cellulaire. En effet, si l'équilibre des forces à l'intérieur de la cellule est altéré par des agents 

chimiques (Hubmayr et al., 1996; Wang et al., 2001), mécaniques (Kumar et al., 2006) ou en 

modifiant les propriétés mécaniques du support de culture (Pourati et al., 1998), il en résultera 

un changement de la forme cellulaire. La forme cellulaire (Huang and Ingber, 2000; McBeath 
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et al., 2004) et la qualité de la MEC (Engler et al., 2006) étant primordiales pour le devenir 

des cellules, la tenségrité cellulaire devient un concept important pour la compréhension du 

fonctionnement des organismes. 

 

Contrairement, aux modèles établis de soutien de la charge mécanique au niveau de la zone 

corticale des cellules (Evans and Yeung, 1989; Schmid-Schonbein et al., 1995), dans 

lesquelles les forces sont transmises uniquement par  des points de la surface cellulaire 

(cortex), le modèle de tenségrité prévoit que les contraintes mécaniques sont détectées par des 

réseaux moléculaires en pré-tension, pouvant se situer à n'importe quel point entre la surface 

cellulaire et l'intérieur du cytoplasme (Ingber, 2003a). Les molécules transmembranaires 

comme les intégrines se trouvent alors être des zones privilégiées du transfert de l'information 

mécanique (Wang et al., 1993).  Un parallèle peut être ici établi avec les cordes d'une guitare. 

Elles forment également un système en "pré-tension", permettant la genèse d'un son (grâce à 

la caisse de résonance) au moindre pincement. Par analogie, il se conçoit que le cytosquelette, 

notamment les fibres de stress démontrées en état de "pré-tension" (Kumar et al., 2006), va 

offrir à la cellule un système optimal de détection de l'environnement mécanique, grâce 

notamment aux intégrines (Katsumi et al., 2005) qui leurs sont reliées (cf. B. Chapitre II- 

1.1.3.2. Les plaques d'adhésion). Cette capacité de mécano-traduction  est un autre aspect 

important souligné par la tenségrité cellulaire (cf. B. Chapitre II-1.2. La mécano-traduction). 

 

De manière intéressante, Richard B. Fuller avait noté que les systèmes en tenségrité peuvent 

être construits comme des systèmes hiérarchisés dans lesquels les éléments de tension et de 

compression situés à un niveau sont eux-mêmes composés de composants multiples en 

tenségrité, à une échelle inférieure (Fuller, 1961). Le noyau cellulaire peut ainsi être considéré 

comme une structure en tenségrité, avec la chromatine, formé d'ADN enroulé, représentant 

des éléments en compression, résistants aux forces de tension de la matrice cellulaire 

environnante (Ingber, 1993). La même remarque peut être établie à une échelle supérieure, au 

niveau des organismes (Ingber, 2003a; Ingber, 2006). En effet, dans le système musculo-

squelettique, par exemple, les os sont en compression sous l'effet de la gravité terrestre  et des 

forces de tension des muscles, des tendons et des ligaments (Chen and Ingber, 1999) (Figure 

28). Ces structures hiérarchisées en tenségrité peuvent alors expliquer la  transmission des 

informations mécaniques et la réponse coordonnée d'un organe à un stimulus, par couplage 

mécanique (Ingber, 2003a). 
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Figure 28: Schéma de l'articulation du genou (à gauche) et sa simplification (à droite), montrant les forces 
en jeu dans l'os, les cartilages et les ligaments. 
Au niveau du cartilage, des forces de compression (C) apparaissent, générés par les forces gravitationnelles mais 
surtout par les forces de tension des ligaments, omniprésentes. 
Source: (Chen and Ingber, 1999). 
 
La vue classique de la biologie cellulaire est que le comportement de la cellule est régi par des 

facteurs solubles et des molécules d'adhésions insolubles, qui vont exercer leurs effets par 

liaison à des récepteurs de surface cellulaires, et ainsi activer diverses cascades de 

transduction du signal à l'intérieur de la cellule. Le modèle de la tenségrité inclut ces faits, 

mais intègre aussi un aspect mécanique dans lequel des modifications de l'équilibre 

cytosquelette-MEC, sous contrôle de récepteurs transmembranaires, vont pouvoir affecter le 

devenir des cellules (Ingber, 2003b). Ainsi, le terme de mécano-biologie prend toute son 

ampleur.  

 

1.1.5. La théorie du "clutch" = théorie de l'embrayage 

Cette théorie à été émise il y a 20 ans (Mitchison and Kirschner, 1988) pour rattacher la 

formation des protrusions cellulaires neuronales aux mécanismes contrôlant la dynamique de 

l'actine. La théorie fait notamment un parallèle imagé entre la cellule migrante, possédant 

donc des protrusions cellulaires (cf. B. Chapitre II-1.1.2. La migration cellulaire), et une 

voiture. Le flux d'actine, s'établissant en tapis roulant (Wang, 1985; Wegner, 1976), peut alors 

être comparé au moteur de la voiture, les plaques d'adhésion aux roues, et la MEC à la route.  

Le moteur tourne d'abord "dans le vide", ce qui correspond à un grand flux rétrograde de 

l'actine (cf. B. Chapitre II-1.1.1.1. Les microfilaments), car il n'existe pas de connection aux 

sites d'adhésions. Ceci correspond à une situation où la pédale d'embrayage est appuyée. 

Lorsque le flux rétrograde d'actine est ralenti par interaction avec des plaques d'adhésion, via 
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des protéines adaptatrices, formant ainsi un point d'attache, la polymérisation de l'actine en 

bout de pseudopode peut s'établir. Ceci correspond au relâchement de la pédale d'embrayage. 

La force générée est alors convertie en une traction sur le support de culture et une poussée de 

l'actine sur la membrane plasmique, formant une protrusion et permettant la formation de 

nouveaux sites d'adhésions (Figure 29). Une relation inverse a en effet été observée entre la 

vitesse du flux rétrograde de l'actine et la présence de protrusions membranaires (Jurado et al., 

2005; Medeiros et al., 2006), ces extensions cytoplasmiques se situant aux sites d'adhésions 

nouvellement formés (Alexandrova et al., 2008; Giannone et al., 2007).  

 
Figure 29: L'hypothèse du "clutch". 
Les sites d'adhésions forment une résistance au flux rétrograde de l'actine (la myosine est aussi représentée), 
permettant la naissance de protrusions cellulaires. 
Source: (Jay, 2000). 

 

La rupture du lien entre les plaques d'adhésion et l'actine peut aussi expliquer les cycles de 

rétraction des protrusions observés lors de la migration (Giannone et al., 2007). Ce lien 

permet, comme évoqué précédemment, la traction du support de culture, entrainant le 

remodelage de la MEC. Si la MEC est rigide, non remodelable, le flux rétrograde d'actine sera 

engagé dans le "clutch", mais rapidement désengagé, du fait que la matrice ne soit pas 

compliante. Dans ces conditions, le flux rétrograde d'actine restera rapide (forte tension) et 

seules de faibles forces de traction sur la matrice apparaîtront, ce qui constitue le modèle de 

"frictional slippage" ou "patinage de friction" de l'embrayage. A l'inverse, si la MEC est 

remodelable, le flux rétrograde d'actine, générant alors de faibles tensions, sera ralenti 

fermement, et les forces de traction sur la matrice seront élevées, jusqu'à ce que la tension ne 

soit plus supportée par le "clutch", ce qui constitue le modèle de "load and fail" ou charge et 

décharge de l'embrayage (Aratyn-Schaus and Gardel, 2008; Chan and Odde, 2008) (Figure 

30).  
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Figure 30: "Clutch" et remodelage de la matrice. 
L'actine (F-actin) est en relation avec la MEC au travers d'un "clutch" moléculaire. Les forces de tension 
générées au sein de l'actine par des protéines motrices comme la myosine sont transmises au "clutch" et à la 
MEC. Sur une matrice molle, remodelable, la faible tension générée dans le "clutch" maintient un taux de 
dissociation lent de ces constituants (flèche marron fine) et de fortes tractions du support (étirement de la ligne 
bleue en vague, "load"). A une tension critique, le "clutch" ne peut plus supporter les forces et se rompt ("fail"), 
résultant en une diminution du flux d'actine (chevron rose foncé à gauche) et de la traction de la MEC. Sur une 
matrice rigide, non remodelable, les forces de tension se forment rapidement, résultant en une dissociation 
augmentée des constituants du clutch (flèche marron épaisse), une force de traction minimale et une progression 
incessante du flux d'actine ("frictional slippage") 
Source: (Aratyn-Schaus and Gardel, 2008). 
 
De plus, la maturation des complexes adhésifs (cf. B. Chapitre II-1.1.3.2. Les plaques 

d'adhésion) peut être vue dans ce modèle comme le passage à une vitesse supérieure, puisque 

de plus en plus de forces vont pouvoir être appliquées au support de culture, et ainsi bloquer 

encore plus efficacement le flux rétrograde d'actine  (Giannone et al., 2009). 

Il est à noter que la nature du point d'attache permettant le ralentissement du flux rétrograde 

de l'actine (par engagement de l'embrayage/pédale relâchée) sera différente en fonction de 

l'état des interactions cellule-support de culture (Figure 31). A un haut niveau de tension 

(fibres de stress), comme lors de la culture sur des boîtes de Pétri, l'embrayage sera externe, 

c'est-à-dire que la protrusion membranaire sera définie par un mécanisme de ralentissement 

du flux rétrograde de l'actine par les plaques d'adhésion, comme décrit précédemment. A un 

faible niveau de tension (absence de fibres de stress), comme lors de la culture dans un gel de 

collagène (plus généralement en culture tridimensionnelle) ou lorsque la tension cellulaire est 

inhibée par de la blebbistatine (inhibiteur de la myosine), les protrusions deviennent alors 

largement dépendantes de la présence des microtubules. Dans ces conditions, le flux 

rétrograde de l'actine sera ainsi ralenti par les microtubules, représentant un embrayage 



B. REVUE BIBLIOGRAPHIQUE – Chapitre II. Aspects mécaniques de la cellule au tissu osseux 

 60 

interne (Rhee et al., 2007), permettant la polymérisation de l'actine et générant au final des 

protrusions, par activation de molécules comme Rac1 (Waterman-Storer et al., 1999).  

Ces différences dans le mécanisme du "clutch" peuvent expliquer pourquoi les protrusions 

sont lamellipodiales sur des boîtes de Pétri ou des lamelles de verre (regroupement 

d'intégrines en guise d'embrayage, donc protrusion globale), et filopodiales voire dendritiques 

dans des matrices de collagène (microtubules discrets pour embrayage, donc protrusion 

locale) (Rhee et al., 2007). 

 
Figure 31: Le "clutch" selon l'état matriciel. 
A un haut niveau de tension matricielle, le "clutch" est externe et est représenté par les plaques d'adhésion alors 
qu'à un faible niveau de tension matricielle, le clutch est interne et représenté par les microtubules. 
Source: (Rhee and Grinnell, 2007). 

 

La tenségrité prévoit que les forces de compression des microtubules s'équilibrent avec les 

forces de tension des filaments d'actine. Or, si on bloque la tension de cellules cultivées en gel 

de collagène par de la blebbistatine (inhibiteur de myosine), les protrusions ne deviennent pas 

moins dépendantes des microtubules, au contraire (Rhee et al., 2007), montrant qu'aucun 

équilibre ne se produit. Le modèle du "clutch" de la mécanique cellulaire complète ainsi le 

modèle de la tenségrité. 
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1.2. La mécano-traduction 

 
Les cellules eucaryotes sont, pour bon nombre, capables de percevoir les modifications de 

leur environnement mécanique, et d'y répondre de façon appropriée: c'est la mécano-

traduction. En effet, les cellules endothéliales (Wung et al., 1999), les myocytes cardiaques 

(Li et al., 1999), les cellules du rein (Ingram et al., 1999) ou des poumons (Kulik and 

Alvarado, 1993), pour citer quelques organes, sont capables de répondre à leur environnement 

mécanique. Il existe aussi des cellules spécialisées dans la réceptions des signaux mécaniques, 

comme les cellules ciliés de l'oreille interne (Corey et al., 2004). Cette aptitude des cellules 

d'organismes complexes est le fruit d'une conservation de l'évolution face aux nombreuses 

contraintes physiques environnementales, étant donné que les organismes plus simples, 

formés d'une seule cellule, comme Escherichia Coli, ont déjà cette capacité (Sukharev et al., 

1997).  Les cellules osseuses sont elles aussi capables de répondre aux modifications de leur 

environnement mécanique, permettant l'adaptation de l'os à la contrainte mécanique, connue 

depuis plus de 100 ans (Wolff, 1892). Dans leur micro-environnement, les cellules osseuses 

sont en effet soumises à différents stress mécaniques (Rubin et al., 2006) (Figure 32), les 

forces exercées sur le squelette lors des activités journalières générant des déformations de la 

surface de la MEC (étirement), des modifications dans la pression à l'intérieur de la moelle 

osseuse, des modifications dans les forces de cisaillement liquidiennes ou encore dans les 

champs électriques (potentiels de flux ou "streaming potentials" se formant lorsque qu'un flux 

liquidien est forcé à traverser un capillaire, ou piézo-électricité, reflétant la génération d'un 

signal électrique suite à la déformation de cristaux) lorsque les fluides rencontrent les 

minéraux osseux. 

 
Figure 32: Les contraintes mécaniques reçues par la cellule osseuse dans son micro-environnement. 
Les contraintes sur le squelette vont générer des déformations des tissus durs atteignant la surface où se trouvent 
les cellules osseuses (strain), mais aussi des modifications dans la pression de la cavité intramédullaire 
(pressure), des changements dans les forces de cisaillement liquidiennes (shear stress), notamment au niveau des 
canalicules ostéocytaires ou des altérations des champs électriques lorsque les fluides rencontrent les cristaux 
d'apatite (electric fields/streaming potentials, piézo-électricité). 
Source: (Rubin et al., 2006) 
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Il est cependant difficile de discriminer les effets de telle ou telle autre caractéristique 

physique in vivo (et même in vitro), la cellule recevant toutes ces stimulations après qu'un 

signal mécanique ait été appliqué au tissu osseux. Quoiqu'il en soit, cette "cacophonie 

physique" est perçue au niveau cellulaire par plusieurs structures, permettant au final une 

réponse intégrée de la cellule. Différents candidats ont en effet été proposés à la réception des 

signaux mécaniques environnementaux. Un point commun à ces différentes structures est leur 

lien entre l'intérieur et l'extérieur de la cellule, condition nécessaire au transfert de 

l'information environnementale (Figure 33).  

Les premiers "mécano-senseurs" décrit furent les canaux ioniques (Guharay and Sachs, 1984), 

dont l'activité est stimulée par des contraintes d'étirement (Duncan and Hruska, 1994) ou de 

cisaillement (Ryder and Duncan, 2001) chez les ostéoblastes. Un autre type de canaux, les 

connexines, sont des protéines membranaires permettant des échanges entre deux cellules 

adjacentes au sein des jonctions communicantes ("gap junctions"). Il a été suggéré (Donahue, 

2000) et démontré (Jekir and Donahue, 2009) que ces jonctions permettent la transmission de 

l'information mécanique à des cellules éloignées de la source d'information. En plus d'être 

impliquées dans les connexions intercellulaires, les connexines sont aussi des liens entre la 

cellule et son environnement extracellulaire. Ces canaux, appelés hémi-canaux sont aussi 

impliqués dans la réception des signaux mécaniques (Siller-Jackson et al., 2008). 

La couche de preotéoglycanes (glycocalyx) est la première structure de la cellule en contact 

avec l'environnement extérieur qui peut transmettre les forces à la membrane plasmique 

(Tarbell et al., 2005). La membrane cellulaire est elle formée d'une bicouche 

phospholipidique incluant les cavéoles. Ces structures ont aussi été montrées comme des 

éléments critiques de l'intégration des informations mécaniques à la surface cellulaire 

(Anderson, 1998). Leur importance dans la mécano-traduction vient de leurs associations 

multiples avec des éléments discrets de signalisation (GTPases, kinases, calcium). Le 

désassemblage des cavéoles inhibe en effet la transduction du signal mécanique (Rizzo et al., 

1998). 

Enfin, le candidat par excellence pouvant transmettre à l'intérieur de la cellule les évènements 

mécaniques externes sont les intégrines, et plus globalement les plaques d'adhésion (Katsumi 

et al., 2004) (cf. B. Chapitre II-1.1.3.2. Les plaques d'adhésion). Les intégrines sont en effet 

des mécanorécepteurs dans de nombreux types cellulaires comme les myocytes (Aikawa et 

al., 2002), les fibroblastes (Tadokoro et al., 2003), les cellules endothéliales (Shyy and Chien, 

2002), les chondrocytes (Millward-Sadler and Salter, 2004) et les cellules osseuses (Salter et 

al., 1997).  
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Figure 33: Les mécano-senseurs cellulaires. 
Plusieurs structures peuvent percevoir l'environnement mécanique, comme les canaux ioniques, certaines 
structures membranaires, les intégrine et le cytosquelette, au sein des plaques d'adhésion. Ces structures sont 
capables d'activer des voies de transduction intracellulaires. 
Source: (Rubin et al., 2006) 

 
Cette capacité leur vient de leurs interactions avec de nombreuses molécules 

intracytoplasmiques et leur lien avec le cytosquelette (Figure 34), leur permettant de 

transmettre efficacement les signaux mécaniques (Liu et al., 2000). 

 
Figure 34: Transmission des forces de la MEC aux molécules de signalisation à l'intérieur de la cellule. 
Les forces mécaniques appliquées à la MEC (A) ou directement à la surface cellulaire (B) sont transmises au 
cytosquelette par les intégrines à l'intérieur des plaques d'adhésion. S'ensuivra une cascade de signalisation, 
permettant au final la réponse de la cellule par intégration des signaux au niveau du noyau. 
Source: (Ingber, 2003b). 
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Avec la diversité des signaux mécaniques, il est évident que la réception et la transmission des 

stimuli n'est pas l'apanage d'un seul type de récepteur. Ces récepteurs interagissent 

probablement les uns avec les autres afin d'établir une transmission intégrée de l'information, 

donnant lieu à de nombreuses voies de signalisation biochimiques (Figure 35). Ainsi, la 

cellule fournira une réponse appropriée au signal reçu, en termes de prolifération, 

différenciation ou survie, grâce notamment à la sécrétion de facteurs de croissance. 

 

 
Figure 35: Les voies de mécano-traduction des cellules ostéoblastiques. 
Ce schéma montre les multiples voies pouvant être sollicitées lors d'un stress mécanique, aboutissant à une 
réponse cellulaire intégrée. 
Source: (Liedert et al., 2006). 

 

Le modèle de tenségrité de la mécanique cellulaire (cf. B. Chapitre II-1.1.4. La tenségrité) est 

en parfait accord avec une transmission de l'information mécanique jusqu'au cytosquelette, 

grâce au préstress continuellement présent au sein de la structure cellulaire. Ainsi quelque soit 

la nature du signal mécanique (étirement, stress de cisaillement, pression…), la tenségrité 

permet le transfert des forces d'un point à un autre de la cellule. Ensuite, une enzyme donnée 

peut, par exemple, changer de conformation par ce transfert d'énergie mécanique, et 

finalement modifier son taux de conversion d'un substrat en produit (Ingber, 2003b). 

Le modèle du "clutch" (cf. B. Chapitre II-1.1.5. La théorie du "clutch" = théorie de 

l'embrayage) a lui aussi été montré comme pouvant être impliqué dans la traduction de 
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l'information mécanique (Chan and Odde, 2008), les intégrines étant en contact avec les mico-

filaments, puisque ralentissant le flux rétrograde d'actine. Si l'embrayage est intermittent dû à 

un mauvais renouvellement des molécules faisant le lien entre les plaques d'adhésions et le 

flux d'actine, l'embrayage patinera ("slippage clutch") et l'information mécanique sera moins 

bien transmise (Wang, 2007) (Figure 36). 

 

 
Figure 36: Les adhésions focales engagées dans un "clutch" permettent la transmission de l'information. 
(A) Lorsque les molécules établissant le lien entre les plaques d'adhésion et le flux d'actine (fibre orange) sont 
renouvelées constamment (pentagone bleu foncé et étoile noire remplaçant le pentagone bleu ciel et l'étoile 
grise), l'embrayage est engagé (pédale relâchée) et le transfert de la tension est effectuée avec la polymérisation 
de l'actine monomérique (rose). (B) En revanche, si ce renouvellement n'est plus effectif (pentagone bleu ciel et 
étoile grise tout au long du temps, de gauche à droite), le transfert des informations mécaniques sera de moins 
bonne qualité dû au désengagement de l'embrayage (pédale enfoncée de temps en temps), occasionnant un 
patinage de l'embrayage ("slippage clutch"). 
Source: (Wang, 2007). 
 

La mécano-traduction du signal mécanique sous-tend aussi l'intégration des voies de 

transduction au niveau morphologique (Figure 37). En effet, des différences morphologiques 

drastiques peuvent être observées entre des fibroblastes cultivés dans des matrices 

collagéniques, qui émettent un réseau dendritique de protrusions cytoplasmiques, et des 

fibroblastes cultivés sur des lames recouvertes de collagène (Grinnell et al., 2003). 
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Figure 37; De l'appréhension de la surface à la réponse cellulaire. 
La cellule va d'abord "sentir" son environnement, mécanique, ici sa surface de culture, puis transmettre le 
message reçu avant d'établir une réponse appropriée. Ici est montré l'exemple des différences morphologiques 
engendrées par différents supports sur des fibroblastes humains, après 4 heures de culture. 
Source: (Vogel and Sheetz, 2006). 
 

Ainsi, la mécano-traduction osseuse, c'est-à-dire la traduction d'une information physique en 

information biologique, bien qu'encore mal comprise, se décompose en quatre étapes (Duncan 

and Turner, 1995): 

1) Le couplage mécanique, dans lequel la force mécanique appliqué à l'os est transformée en 

un signal mécanique local, perçu par une (ou des) cellule(s) cible(s). 

2) Le couplage biochimique, dans lequel le signal mécanique local est converti en signal 

biochimique et finalement en activations protéiques multiples. 

3) La propagation du signal, effectuée au sein d'une population cellulaire mais aussi des 

cellules cibles aux cellules effectrices, c'est-à-dire celles qui vont avoir une action concrète 

sur le tissu osseux. 

4) La réponse des cellules effectrices, qui sera appropriée au signal mécanique initial perçu. 

 

Nous allons maintenant voir quels signaux biologiques caractéristiques les cellules osseuses 

(notamment les ostéoblastes) émettront en réponse à une stimulation mécanique. 

 

1.3. Les marqueurs de mécano-sensibilité 

Les marqueurs de mécano-sensibilité sont des molécules dont la production est modulée par 

les signaux mécaniques, à une étape de la mécano-traduction. Après un stress mécanique et 

lors de la transduction du signal, l'oxyde nitrique (NO) et les prostaglandines (PGs) sont des 
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molécules de signalisation rapidement secrétées (Ajubi et al., 1999; Bacabac et al., 2004), leur 

suppression empêchant la réponse à la contrainte (Chow and Chambers, 1994; Turner et al., 

1996). Nous allons aussi voir dans cette section que certaines protéines de la MEC voient leur 

expression/production augmentée sous stress mécanique (Vascular Endothelial Growth 

Factor, Ostéopontine, Fibronectine, Collagène). 

 

Le NO, un radical libre hautement réactif, a de nombreuses implications biologiques (système 

cardiovasculaire, immunitaire, nerveux, tractus gastrointestinal et axe gonadique). Il est 

généré à partir de la L-arginine par les "Nitric Oxide Synthases" (NOS I=nNOS ou NOS 

neuronale, NOSII=iNOS ou NOS inductible et NOSIII=eNOS ou NOS endothéliale (Schmidt 

et al., 1992)), enzymes ubiquitairement distribuées dans l'organisme et notamment présentent 

dans l'os et les cellules osseuses (Fox and Chow, 1998; Helfrich et al., 1997).  Les effets du 

NO peuvent passer par l'activation de la guanylate cyclase (par association à sa partie 

hémique), augmentant ainsi la production du second messager GMP cyclique (Gross and 

Wolin, 1995) et l'activation de protéines kinases dépendante du GMPc (par exemple PKG) ou 

passer par la nitrosylation, modifiant les interactions entre protéines (Matsumoto et al., 2003). 

Le NO a un effet biphasique sur les cellules osseuses; capable d'augmenter la prolifération et 

l'activité de la phosphatase alcaline des ostéoblastes (Mancini et al., 2000) et de permettre la 

résorption ostéoclastique (Brandi et al., 1995) à faibles concentrations (concentrations 

physiologiques), il est cytotoxique à  fortes concentrations (concentrations pathologiques) 

pour les cellules ostéoformatrices (Mancini et al., 2000) et les précurseurs ostéoclastiques 

(van't Hof and Ralston, 1997), inhibant ainsi la résorption (Kasten et al., 1994; MacIntyre et 

al., 1991). Depuis le début des années 1990, un rôle en tant que modulateur de la réponse des 

cellules osseuses aux stimuli mécaniques lui a été attribué (Pitsillides et al., 1995). Il a été 

montré en effet qu'il était impliqué in vivo et in vitro dans la transduction du signal 

mécanique. L'une des premières études à ce sujet a révélé que l'inhibition des NOS in vivo 

inhibait la réponse de formation osseuse induite par la contrainte mécanique in vivo (Turner et 

al., 1996). Le NO agit en fait comme médiateur précoce de la formation osseuse en réponse à 

la contrainte mécanique (Fox et al., 1996), suggérant l'implication des nNOS et eNOS, 

constitutivement présentes (eNOS et nNOS forment le groupe cNOS).  

 

Les acides gras insaturés sont transformés par une série d'étapes  en acide arachidonique et en 

acide écosapentaenoïque, précurseurs des prostaglandines (PGs). La prostaglandine E2 

(PGE2) est largement présente dans l'os (Norrdin et al., 1990). Deux isoenzymes, COX1 
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(CycloOxygénase constitutive) et COX2 (CycloOxygénase inductible), sont associées aux 

PGE2 synthétases afin de réguler la synthèse de la PGE2. La PGE2 agit par fixation à ses 

récepteurs couplés aux protéines G (EP1-4), affectant la production de seconds messagers 

(calcium, AMPc). Les PGs ont des effets inhibiteurs, mais aussi activateurs sur les 

ostéoblastes (Fall et al., 1994; Woodiel et al., 1996) et les ostéoclastes (Lader and Flanagan, 

1998; Quinn et al., 1997). Cette diversité de fonctions est probablement le résultat de voies de 

transductions différentes des récepteurs aux PGs (Raisz, 1999). La production de PGs 

augmente après stimulation mécanique in vivo (Thorsen et al., 1996) et in vitro (Bakker et al., 

2003; Mitsui et al., 2005; Nauman et al., 2001). 

 

Le VEGF ou VEGF-A (Vasular Endothelial Growth Factor), est une cytokine angiogénique 

secrétée par les ostéoblastes en réponse à une modification mécanique de leur environnement 

(Thi et al., 2007). L'expression des ARNm et des protéines du VEGF-A augmente en effet 

sous stimulation mécanique chez l'ostéoblaste (Dumas et al., 2009; Thi et al., 2007), avec une 

préférence d'isoforme, donnant lieu à des protéines solubles ou matricielles (Ferrara et al., 

2003), suivant la qualité de la stimulation (Faure et al., 2008). Le VEGF a en fait un effet 

global sur le métabolisme osseux (Gerber et al., 1999; Harada et al., 1995) et la 

vascularisation (Tombran-Tink and Barnstable, 2004), et est ainsi important dans le 

développement et la réparation osseuse (Towler, 2008). Il a d'ailleurs été montré que suite à 

un exercice physique chez le rat, l'expression du VEGF et de son récepteur VEGF-R1 

augmentait, permettant l'accroissement de la masse et de la vascularisation osseuse (Yao et 

al., 2004). Le VEGF-A se lie à ses récepteurs VEGF-R1 (flt-1) ou VEGFR-2 (KDR) afin 

d'établir ses effets (Ferrara et al., 2003). Ils sont exprimés par les ostéoblastes (Deckers et al., 

2000) et les ostéoclastes (Aldridge et al., 2005). Le VEGF-A stimule par ailleurs la migration 

ostéoblastique (Midy and Plouet, 1994), est anti-apoptotique pour ces cellules (Street, 2006) 

et augmente la survie et l'activité de résorption ostéoclastique (Nakagawa et al., 2000; Niida et 

al., 1999; Yang et al., 2008).  

 

Enfin, les stimulations mécaniques sont capables d'induire chez les ostéoblastes la synthèse de 

certaines molécules de la MEC. Nous pouvons citer parmi les protéines caractéristiques de la 

réponse à la contrainte mécanique l'ostéopontine (Kubota et al., 1993; Morinobu et al., 2003; 

You et al., 2001a) dont l'expression est dépendante de la présence de microfilaments 

(Carvalho et al., 2002; Toma et al., 1997), la fibronectine (Carvalho et al., 2002; Dumas et al., 

2009; Faure et al., 2008), la sialoproétine osseuse (BSP) (Carvalho et al., 2002; Kesavan et 
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al., 2005; Mitsui et al., 2005) ou encore le collagène de type I (Harter et al., 1995; Kaspar et 

al., 2000a), dont l'augmentation d'expression liée à la contrainte mécanique dépendra du stade 

de différenciation (Roelofsen et al., 1995). De plus, l'expression de la phosphatase alcaline, 

enzyme secrété par les ostéoblastes permettant la minéralisation de la MEC, grâce à 

l'hydrolyse des liaisons organophosphate, augmente également sous stimulation mécanique 

(Kesavan et al., 2005; Roelofsen et al., 1995). 

 

1.4. Le mécanostat 

Les capacités de perception, d'analyse et de réponse à l'environnement mécanique par les 

cellules osseuses permettent au final l'adaptation du tissu osseux à la contrainte mécanique 

(Frost, 1964). De nombreuses données illustrent en effet les capacités d'adaptation osseuse 

aux contraintes mécaniques, avec des travaux effectués chez l’animal comme chez l’homme, 

montrant un gain de masse osseuse (régimes ostéogéniques) après certains entraînements 

physiques (dans lesquels le squelette reçoit une charge) (Karinkanta et al., 2009; Umemura et 

al., 2008; Zouch et al., 2008) et une perte de masse osseuse après immobilisation à long terme 

(alitement prolongé) (Spector et al., 2009; Thomsen et al., 2005) ou exposition à la  

microgravité (Vico et al., 2000). Il est à noter que le gain osseux ne se produit que dans des 

conditions ou le signal est dynamique (cyclique), les signaux statiques n'entraînant pas de 

réponse tissulaire (Akyuz et al., 2006; Lanyon, 1992; Lanyon and Rubin, 1984), et ceci 

uniquement jusqu'à un certain niveau, au-delà duquel des effets délétères, comme les fractures 

de fatigue, surviennent (Verheyen et al., 2006). Cette capacité d'adaptation de l'os a été 

dénommée "mécanostat" par Harold Frost (Frost, 1987). Ce mécanostat est divisé en plusieurs 

fenêtres d'adaptation, fonction des niveaux de contraintes reçues par le tissu osseux (Figure 

38). 
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Figure 38; Le mécanostat. 
Les changements d'activité des cellules osseuses, suivant le niveau de contrainte, mènent à différents profils de 
réponses au niveau tissulaire, avec les bas niveaux de contraintes causant une perte osseuse (ostéoporose par 
immobilisation) et les hauts niveaux de contraintes permettant un gain osseux (adaptation), jusqu'à un seuil au-
delà duquel des fractures surviennent (surutilisation). Il existe aussi une fenêtre de contrainte dans laquelle le 
tissu osseux est à l'équilibre (confort), l'activité de résorption osseuse étant au même niveau que l'activité de 
formation osseuse. 
Source: (Lafage-Proust et al., 1999). 
 

Si la surutilisation et l'immobilisation sont définies comme une augmentation et une 

diminution des contraintes auxquelles le tissu osseux est habitué (ou adapté), il ne peut exister 

de fenêtres bornées pour l'ensemble des individus. En effet, un haltérophile compétiteur aura 

une masse osseuse plus importante qu'un individu témoin ne faisant pas de compétition 

sportive (Suominen, 2006).  Dans  son cas, un arrêt de ses activités de compétition, tout en 

continuant son sport par plaisir, entraînera une perte osseuse, même si les contraintes que son 

squelette subi sont supérieures à celles d'un individu lambda (Karlsson et al., 1995). A 

l'inverse, si la personne lambda effectue les activités de l'haltérophile retiré de la compétition, 

il ne subira pas de perte osseuse mais plutôt un gain. Les régulations régies par le mécanostat 

surviennent en fait lorsque le squelette est soumis a des activités inhabituelles (Skerry, 2008), 

afin de résister à la fracture dans le cas d'une augmentation du stress mécanique subi par l'os, 

ou alors afin d'économiser de l'énergie dans le cas d'une diminution de ce stress mécanique. 

Ainsi, différents individus et différents sites osseux n'auront pas le même mécanostat, ce 

dernier dépendant des activités habituelles de l'organisme (Skerry, 2006) ou du site osseux 

(Alwis et al., 2008; Kannus et al., 1995) considéré, de l'âge (Jarvinen et al., 2003), du sexe 

(Martin, 2002) ou encore des facteurs circulants individuels (Chow et al., 1998). C'est par un 

mécanisme de rétrocontrôle permanent que le mécanostat permet d'ajuster la masse et 

l'architecture osseuse d'un individu (Figure 39:). 
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Figure 39: Ajustement de la masse et de l'architecture osseuse par les contraintes mécaniques. 
La diminution des contraintes qu'un sujet perçoit par rapport à leurs niveaux habituels entraînera une perte de 
masse/architecture osseuse alors qu'une augmentation des contraintes par rapport à ce niveau de base entraînera 
un gain de masse/architecture osseuse. 
Source: (Skerry, 2006). 

 

De façon intéressante, nous pouvons établir un parallèle entre le mécanostat et l'apoptose des 

ostéocytes, cellules osseuses suspectées comme étant des récepteurs spécialisés des signaux 

mécaniques (Burger and Klein-Nulend, 1999) (Figure 40). En effet, le groupe de l'écossais 

Brendon Noble a décrit, en établissant une "carte de contraintes" de l'os cortical, que les 

ostéocytes apoptotiques se situent aux faibles et hauts niveaux de contraintes (Noble et al., 

2003), niveaux induisant une perte osseuse selon le mécanostat. Cette équipe a démontré par 

ailleurs que les corps apoptotiques des ostéocytes enclenchent le remodelage osseux en 

activant la résorption ostéoclastique (Kogianni et al., 2008); une autre équipe a pu mettre en 

évidence que la fatigue osseuse (liée à une surutilisation) induisait une apoptose ostéocytaire 

contrôlant la résorption intracorticale (Cardoso et al., 2008). Ces deux derniers éléments sont 

ainsi en accord avec le mécanostat. Il a aussi été démontré que les contraintes mécaniques 

intermédiaires diminuaient in vivo la production de SOST, le gène codant pour la sclérostine 

(Poole et al., 2005), une protéine ostéocytaire inhibant la formation osseuse et permettant 

ainsi le maintient ou l'adaptation de l'os à la contrainte mécanique (Robling et al., 2008) (on 

peut penser que l'effet ostéogénique de la contrainte mécanique dans la partie haute de la zone 

intermédiaire de contrainte peut venir d'un effet direct du signal mécanique sur la production 

matricielle des ostéoblastes). 
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Figure 40: Relations entre le niveau de contrainte et l'apoptose des ostéocytes (/mm²) dans la zone 
corticale osseuse – Parallèle ave le mécanostat. 
Les hauts et les faibles niveaux de contraintes corrèlent avec l'apoptose ostéocytaire et les pertes osseuses 
décrites dans la théorie du mécanostat (ligne en pointillés). A l'inverse, la présence des ostéocytes aux niveaux 
intermédiaires de contraintes corrèle avec les gains osseux du mécanostat. Ainsi est établit une relation en "U" 
voire en "J" entre l'apoptose ostéocytaire et les niveaux de contrainte reçus par le tissu osseux. 
Source: adapté de (Noble et al., 2003). 
 
Nous allons voir par la suite que certains signaux défient la théorie du mécanostat. 

2. Vers de nouveaux signaux mécaniques 

Au 18ème siècle, Hermann von Meyer, un anatomiste allemand, et Karl Culmann, un 

compatriote ingénieur en chemins de fer, comparèrent des images d'arrangement trabéculaires 

de fémurs humains avec des profils mathématiques de stress dans certaines structures. Leur 

travail attira l'attention du chirurgien allemand Wilhelm Roux (Roux, 1895), qui le premier, 

fit allusion à une adaptation fonctionnelle du tissu osseux, avant que l'allemand Julius Wolff 

formule sa loi reliant la forme et la structure osseuse (Roesler, 1981). La loi de Wolff   définit 

que tout changement de forme et de fonction d'un os est suivie par des altérations secondaires 

dans  son architecture externe et interne, en accord avec des lois mathématiques (Wolff, 

1892). On sait depuis cette époque que les activités physiques, dites à impact, permettent 

d'augmenter la masse osseuse (changement de "forme" pour une fonction de résistance). Le 

tissu osseux est en effet  doté d'une capacité d'adaptation remarquable, grâce au remodelage 

osseux, lui permettant de faire face aux stress mécaniques qu'il peut subir, comme décrit plus 

haut. Ces observations ont débouchées sur la caractérisation de plusieurs signaux mécaniques 

ostéogènes de fortes amplitudes et de basses fréquences et l'élaboration du mécanostat (cf. B. 

Chapitre II-1.4. Le mécanostat). Mais depuis le récent passage à un nouveau millénaire, 

d'autres types de signaux ont été montrés ostéogènes: les signaux de basses amplitudes et de 
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hautes fréquences, ainsi en contradiction avec les lois du mécanostat. Ces signaux sont 

extrêmement intéressants du fait qu'ils peuvent être appliqués aux personnes ostéoporotiques, 

souvent âgés et ne pouvant plus effectuer d'activité physique, leur permettant ainsi d'entretenir 

leur capital osseux. Par ailleurs, dans un contexte d'ingénierie du tissu osseux, ces signaux 

trouvent leur utilité, car sont non destructifs des matériaux (Dumas et al., 2009).  

 

2.1. Quelques notions physiques 

Plusieurs paramètres qualifient un signal mécanique et peuvent définir la réponse osseuse: 

amplitude, fréquence, durée et forme du signal.  

In vitro, la forme des signaux mécaniques expérimentés est contrôlée, pour  tenter de 

comprendre l'importance d'un paramètre physique par rapport à l'autre. Les signaux dits de 

formes complexes sont en fait des sommes de signaux simples, de formes sinusoïdales. Dans 

un signal purement sinusoïdal et périodique, l'amplitude et la fréquence du signal sont 

regroupées dans une même équation, décrivant le mouvement de l'objet: 

 

(1) Y=Asinωt 

 

avec ω=2Πf  

Y représente un point isolé du mouvement. 

A en mètre (m), représente l'amplitude maximale du mouvement. 

f en hertz (Hz), représente la fréquence du mouvement, soit le nombre de répétition du signal 

périodique par seconde. 

 

De cette formule découle les équations de la vitesse et de l'accélération du mouvement. En 

effet, la vitesse représente les variations de positions d'un  point isolé par rapport au temps, 

donnée en m.s-1 dans le système international (SI). Ainsi, la formule de la vitesse d'un 

mouvement sinusoïdal périodique se définie comme la dérivé du mouvement (1): 

 

(2) V=Aωcosωt 

 

L'accélération du mouvement représente les variations de vitesse par rapport au temps, donné 

en m.s-² dans le SI (1g=9.81m.s-²). Ainsi, la formule de l'accélération d'un mouvement 
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sinusoïdal périodique se détermine par la dérivée de la vitesse (2), ce qui, en valeur absolue, 

est déterminé par la formule: 

 

(3) G=Aω²sinωt 

 

Un autre paramètre défini les variations d'accélération par rapport au temps, donné en m.s-3 

dans le SI. Ce paramètre, le jerk, se détermine donc par la dérivée de l'accélération (3), 

déterminé par la formule: 

 

(4) J=Aω3cosωt 

 

Les signaux mécaniques, qu'ils soient sinusoïdaux ou non, peuvent être définis par la force ou 

le déplacement qu'ils vont occasionner au niveau de l'objet contraint. Une mesure courante de 

la force est le Newton, noté N. Si cette force est ramenée à une surface, on parlera de 

pression, exprimée en Pascal (Pa). Le déplacement qu'une force provoque sur un matériau 

est quantifié en strain, noté ε, avec 1ε=100% de déformation du matériau soit 1000µε=0.1% 

de déformation. Cette unité est couramment utilisée dans le champ du tissu osseux. 

 

2.2. Des stimulations de hautes amplitudes et de basses fréquences 

(ha/bf) 

2.2.1. A l'échelle tissulaire  

L'exercice physique lié aux sports dit "à impacts" (dans lesquels une charge est reçue par le 

squelette, comme dans l'haltérophilie ou la course à pied), est le modèle par excellence de 

l'étude des effets des contraintes de fortes amplitudes et de basses fréquences (ha/bf), même si 

les effets purs de la contrainte mécanique sur l'os dans ces activités sont difficiles à discerner, 

du fait que ces dernières engendrent de nombreuses modifications physiologiques (cardio-

vasculaires, ventilatoires, métaboliques et hormonales), toutes susceptibles de modifier la 

réponse osseuse. Néanmoins, de nombreuses données illustrent la capacité ostéogénique de 

ces exercices, dont le déplacement est supérieur à 1000µε et la fréquence inférieure à 5Hz.  

En effet, des rats soumis a des séances de tapis roulant présentent une augmentation du 

volume osseux, d'intensité différente suivant les régions tibiales considérées (Bourrin et al., 

1995). De jeunes athlètes pratiquant l’haltérophilie présentent une densité minérale osseuse 
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(BMD) plus importante que des sujets contrôles de même âge à tous les sites osseux et 

présentent même une BMD plus importante que des sujets adultes dans la colonne vertébrale 

et le col fémoral (zones de fortes surcharges mécaniques chez l’haltérophile) (Conroy et al., 

1993). Une étude portant sur des sports à raquette (tennis, squash) montre que l’augmentation 

du contenu minéral osseux (BMC) se restreint aux sites osseux contraints (augmentation de 

12,18% pour le bras dominant par rapport au bras non dominant) (Kannus et al., 1995).  

Les exercices physiques dans lesquels aucun impact évident ne se produit ne montrent en 

revanche aucun effet ostéogénique; une étude portant sur des athlètes de différents sports 

(triathlètes, nageurs, cyclistes) montre que seuls les triathlètes ont une BMD plus importante 

que les individus contrôles (Maimoun et al., 2004), laissant supposer que la composante 

course à pied de leur sport leur est bénéfique.  D'autres données illustrent ce manque 

d'efficacité de la natation (Taaffe et al., 1995) et du cyclisme (Stewart and Hannan, 2000) sur 

le tissu osseux.  

Ainsi, seulement les sports "à impact", c'est-à-dire ceux dans lesquels des ha/bf sont 

présentent (Fritton and Rubin, 2001; Granhed et al., 1987), permettent un gain osseux, si 

toutefois la pratique de l'activité physique est soutenue dans le temps (Nordstrom et al., 2005). 

Cette réponse est alors contrainte-dépendante (Rubin and Lanyon, 1985; Vainionpaa et al., 

2006) jusqu’au domaine évoqué précédemment (cf. B. Chapitre II-1.4. Le mécanostat) où des 

effets délétères surviennent (Rockwell et al., 1990). 

 

2.2.2. A l'échelle cellulaire 

Les études traitant de l'impact des contraintes mécaniques au niveau cellulaire se sont 

quasiment toutes intéressées à l'impact de très hautes amplitudes, amplitudes qui causeraient 

la fracture si elles étaient appliquées à l'os entier, car seules ces amplitudes étaient capables, 

pensait-on, d'induire une réponse cellulaire (Brand et al., 2001; You et al., 2000). Les stimuli 

comprennent généralement des paramètres supra-physiologiques, avec un déplacement 

largement supérieur à 1000µε et une fréquence généralement inférieure à 1Hz. Par ailleurs, 

afin de tenter d'isoler l'influence d'un type de contrainte par rapport à un autre, différents 

appareils de stimulations mécaniques ont été créés (Brown, 2000) générant des pressions 

hydrostatiques (Burger et al., 1992), des déformations du substrat (David et al., 2007), un 

stress de cisaillement  (Kido et al., 2009) ou encore des champs électriques (Chang et al., 

2006; Denaro et al., 2008). 
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2.2.2.1. Cellules ostéoblastiques 

Il a largement été montré que ces contraintes mécaniques ha/bf modifiaient le comportement 

ostéoblastique: elles induisent une augmentation de la prolifération (Kapur et al., 2004; 

Kaspar et al., 2000a) selon l'état de maturation des cellules (il faut que les cellules soient 

différenciées pour observer une augmentation de la prolifération, sinon l'inverse se produit) 

(Weyts et al., 2003) ainsi qu'une stimulation de la différenciation dans la majorité des 

expérimentations (David et al., 2007; Jackson et al., 2006; Kokkinos et al., 2009), bien que 

certaines études évoquent l'inverse (Brighton et al., 1991; Kaspar et al., 2000b). Ces 

contraintes induisent aussi une augmentation de la production matricielle (Kaspar et al., 

2000a; Liu et al., 2004; Liu et al., 2005) et de la production de molécules impliquées dans la 

coopération ostéoblaste-ostéoclaste (en faveur de la formation osseuse), en permettant une 

augmentation, dépendant de l'amplitude de déformation, de la production d'OPG, de façon 

concomitante à une diminution de production de RANKL (Tang et al., 2006).  Ces contraintes 

engendrent aussi une augmentation de la production d'IL12 (interleukine inhibant la formation 

des ostéoclastes) (Garcia-Lopez et al., 2005). De plus, ces stimuli mécaniques induisent une 

augmentation du nombre et de la taille des plaques d'adhésions  (Boutahar et al., 2004) avec 

une augmentation de marquage de la vinculine (Meazzini et al., 1998) (protéine des adhésions 

focales (cf. B. Chapitre II-1.1.3.2. Les plaques d'adhésion)), et provoquent des réorganisations 

cytosquelettiques impliquant aussi bien les microtubules (Rosenberg, 2003) que les 

microfilaments (Qi et al., 2005), essentiels à la mécano-traduction (1.2. La mécano-

traduction). Finalement, la majorité des travaux in vitro montrent que les contraintes 

mécaniques ha/bf ont un effet ostéogénique. Ainsi, les contraintes peuvent stimuler la 

synthèse matricielle, la sécrétion des facteurs du remodelage osseux, et avoir des effets plus 

ou moins marqués sur la prolifération et la différenciation ostéoblastiques selon le modèle et 

le support de culture utilisé. 

 

Les ostéocytes sont les cellules présumées spécialisées dans la perception des contraintes 

mécaniques (Burger and Klein-Nulend, 1999), notamment par leur nombre, leur localisation 

et leur connections multiples au sein du minéral osseux. Cependant, leur étude est difficile in 

vivo, dû à leur localisation au sein de l'os, les rendant largement inaccessibles. Toutefois, la 

première étude montrant que les ostéocytes répondaient à ce type de contrainte mécanique 

date d'il y a 20 ans, montrant que in vivo, le nombre d'ostéocytes actifs (marquage glucose-6-

phosphate déshydrogénase) augmentait sous contrainte (Skerry et al., 1989). Une étude plus 
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récente a montrée que l'ablation spécifique des ostéocytes du tissu osseux conduisait à une 

perte osseuse et que ce tissu osseux, démuni d'ostéocyte, n'était plus sensible à la décharge 

mécanique, montrant le rôle essentiel de l'ostéocyte dans la perception des signaux 

mécaniques (Tatsumi et al., 2007). Depuis la création de lignées cellulaires ostéocytaires, 

MLO-Y4 (Kato et al., 1997), préostéocytaires MLO-A5 (Kato et al., 2001), HOB-01-C1 

(Bodine et al., 1996) et les protocoles d'isolation d'ostéocytes primaires (van der Plas and 

Nijweide, 2005), plusieurs études in vitro ont pu voir le jour, sur l'effet du stress fluidique 

ha/bf, puisqu'il est supposé se produire au sein des canalicules ostéocytaires (Bonewald and 

Johnson, 2008). Ainsi il a été montré que l'ostéocyte relargue du NO en réponse à ces 

contraintes (Klein-Nulend et al., 1995; Tan et al., 2007), ce qui lui permet de se protéger 

contre l'apoptose (Tan et al., 2008). Son rôle principal en réponse à la stimulation mécanique 

est probablement celui d'un chef d'orchestre du remodelage osseux, harmonisant les activités 

de formation ostéoblastiques et de résorption ostéoclastiques, aboutissant alors à une réponse 

ostéogénique en stimulant les ostéoblastes et en inhibant les ostéoclastes. En effet, sous flux, 

le ratio RANKL/OPG des ostéocytes diminue, ce qui a pour conséquence de diminuer 

l'ostéoclastogénèse (You et al., 2008). De plus, il a été montré que le milieu conditionné 

d'ostéocytes soumis à des flux inhibait la prolifération mais activait la différenciation 

ostéoblastique (Taylor et al., 2007; Vezeridis et al., 2006). Par ailleurs, il a été suggéré que les 

ostéocytes, de par leur morphologie sphérique, seraient capables de percevoir des contraintes 

bien, plus faibles que ce que l'on pensait  (Bacabac et al., 2008). Il est aussi à noter que les 

extensions cytoplasmiques des ostéocytes, dont le nombre augmente sous stimulation 

fluidique (Ponik et al., 2007), ont été montrées comme plus sensibles que le corps cellulaire à 

une déformation locale (Adachi et al., 2009). 

 

2.2.1.2. Cellules ostéoclastiques 

L'effet des contraintes mécaniques au niveau ostéoclastique n'est que peu connu, de part la 

difficulté d'obtention d'un nombre suffisant d'ostéoclastes purs à partir de moelle osseuse pour 

des études biochimiques ou de biologie moléculaire, l'inexistence de lignées commercialisées 

jusqu'à peu et la difficulté de cultiver ces cellules sur un substrat minéralisé (substrat naturel 

des ostéoclastes) en conditions dynamiques. En résumé et indifféremment du support de 

culture (dentine, ivoire, minéral, support recouvert de collagène de type I, lames de verres), 

ces quelques travaux ont montré que les stimuli mécaniques ha/bf diminuaient l'activité 

ostéoclastique (diminution de la formation d'ostéoclastes multinucléés et de la résorption) 
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lorsque ces cellules sont en coculture avec des cellules mésenchymateuses (culture de cellules 

de moelle ou cultures primaires) (Kim et al., 2006; Klein-Nulend et al., 1990; Rubin et al., 

1997; Rubin et al., 1999; Rubin et al., 1996; Rubin et al., 2000), ainsi en accord avec le 

potentiel ostéogénique de ces stimulations. A l'inverse, cette activité est augmentée 

(augmentation de marqueurs ostéoclastiques, de la résorption ou de la production de 

molécules activant le métabolisme cellulaire) en culture enrichie en ostéoclastes (Chen et al., 

2007; Kurata et al., 2001; Liu et al., 2007b; McAllister et al., 2000; Zhang et al., 2006b; 

Zhang et al., 2006c; Zhang et al., 2007). Cependant, certaines études sont en contradiction 

avec cette classification, avec une inhibition de fusion et d'activité de résorption de culture 

enrichies en ostéoclastes (Kadow-Romacker et al., 2009) ou induction de l'apoptose et 

inhibition de la différenciation (MacQuarrie et al., 2004), le dernier résultat étant retrouvé 

chez une lignée de monocytes pouvant se différencier en ostéoclastes (RAW264.7) (Suzuki et 

al., 2008).  

Quoiqu'il en soit, les ostéoclastes, comme l'indiquent avec quasi certitude les cultures 

enrichies (il est peu probable que la faible fraction de cellules non ostéoclastiques persistante 

puisse procurer l'effet observé), pourraient ainsi être dotés, à l'instar des ostéoblastes, des 

ostéocytes (Cowin et al., 1991) et de nombreuses autres cellules conjonctives (Wang and 

Thampatty, 2006), d'une capacité de perception de l'environnement mécanique leur 

fournissant une régulation directe par des modifications de l'environnement mécanique.  

 

2.3. Aux stimulations de basses amplitudes et de hautes fréquences 

(ba/hf) – les micro-vibrations (adapté de la revue (Vico et al., 2008)) 

Le potentiel de ce type de signal mécanique à modifier la morphologie osseuse à été suspecté 

dans une étude datant de 1990 (Rubin et al., 1990) utilisant des jauges fixées sur les membres 

de différents animaux (mises au point bien avant (Evans, 1953; Lanyon, 1973; Lanyon et al., 

1975; Lanyon and Smith, 1970). Il a été montré par cette étude et d'autres que les stimuli 

mécaniques rencontrés lors de la locomotion (marche, course), ou lors d’une phase statique 

(sujet debout, assis), induisaient des signaux de hautes amplitudes (500-2000µε) se produisant 

à basses fréquences (<2Hz), mais aussi des signaux de basses amplitudes (<300µε) se 

produisant à hautes fréquences (10-50Hz) (Fritton et al., 2000; Rubin et al., 1990; Turner et 

al., 1995b). À noter que plus les signaux ont une faible amplitude, plus ils présentent une 

haute fréquence et plus ils sont représentés au cours d’activités journalières (des milliers de 

fois), à l'inverse des signaux de hautes amplitudes, faiblement représentés, et ce quelque soit 
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l'espèce ou le site osseux étudié (Fritton et al., 2000). Par ailleurs des études ont montré 

qu’une force appliquée à haute fréquence (10-20Hz) était plus ostéogène que la même force 

appliquée à plus basse fréquence, comme la fréquence locomotrice (1Hz) (Hsieh and Turner, 

2001; Rubin and McLeod, 1994). Connaissant cette propriété des hautes fréquences et 

connaissant la prépondérance des signaux de basses amplitudes au cours d'activités 

journalières, un fort intérêt dans la compréhension des rôles de ces signaux sur le tissu osseux 

émerge.  

 

2.3.1. A l'échelle tissulaire 

L'origine de ces signaux n'est pas claire. Les hautes fréquences observées pourraient être des 

harmoniques des signaux de hautes amplitudes (qui se produisent à basses fréquences). 

Cependant, il a été montré, chez l'homme que ces harmoniques n'excédaient pas 15Hz 

(Antonsson and Mann, 1985). Ces signaux pourraient aussi provenir de l’activité musculaire, 

car ils se produisent avant l’impact de la patte au sol chez le cheval et le chien (Rubin et al., 

1990; Turner et al., 1995b). De plus, des stimuli de ba/hf imposés au muscle (la contraction 

musculaire subséquente induit au niveau osseux des signaux de 200µε, 30Hz) permet de 

retarder l’apparition d’une ostéopénie (réduction de la masse minérale osseuse précédant 

l'ostéoporose) chez le rat suspendu par la queue (modèle d'hypocontrainte induisant une 

hypodynamie/hypokinésie du train arrière de l’animal) (Midura et al., 2005). Une autre 

donnée illustre cette hypothèse; une sarcopénie des fibres de type II est observée chez les 

personnes âgées, ce qui engendre d’une part une diminution de la force musculaire, mais aussi 

une diminution, dans l’activité musculaire, des fréquences allant de 30 à 50Hz (Huang et al., 

1999b). La perte osseuse liée à l’âge pourrait ainsi puiser une de ces sources dans  la perte  

des stimuli de basses amplitudes-hautes fréquences générés par le muscle (Rubin et al., 

2002a), via leur attache tendineuse. Une autre hypothèse quant à la provenance de ces signaux 

est la filtration que les signaux de hautes amplitudes, basses fréquences pourraient subir lors 

de leur transition à travers la matrice extracellulaire osseuse.  

 

Différentes études se sont donc attachées à étudier l'effet des signaux ba/hf sur le tissu osseux. 

Les plus illustratives sont celles de Rubin et al. (Rubin et al., 2001a; Rubin et al., 2002a; 

Rubin et al., 2002b). Cette équipe a montré que des sessions de 20min de signaux de faible 

amplitude (0,3g  5µε), haute fréquence (30Hz) appliqués pendant un an aux membres 

postérieurs de brebis adultes, étaient capables d’augmenter la densité osseuse trabéculaire du 
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fémur proximal, mesurée par microtomographie, de 34,2% (Rubin et al., 2001a). Cette 

dernière augmentation est permise grâce à une augmentation de 32% du volume osseux 

trabéculaire, de 45% du nombre de travées osseuses et grâce à un doublement du taux de 

formation osseuse par rapport aux animaux non stimulés (Rubin et al., 2002a). 

L’augmentation de ces différents paramètres permet une élévation de 12,1% de la rigidité de 

l'os et de 26,7% de la force nécessaire à sa fracture, dans l'axe d'application du stimulus 

(Rubin et al., 2002b). Bien que ces changements soient restreints au compartiment 

trabéculaire (Rubin et al., 2002a), les différentes données illustrent le fort potentiel anabolique 

du stimulus mécanique considéré, en augmentant la quantité et la qualité du tissu osseux, les 

effets étant toutefois dépendant du site osseux considéré (pas d'effet de ces contraintes dans 

les vertèbres ou le fémur) (Christiansen and Silva, 2006). Par ailleurs, un signal simulant une 

activité physique (signal sinusoïdal; 3N-2Hz) couplé à des signaux de basses amplitudes 

(0,3N)-hautes fréquences (0-50Hz) appliqués sur deux jours consécutifs, 30s/jour sur des ulna 

murins in vivo a été montré comme augmentant le taux de formation osseuse d'environ 4 fois, 

par rapport au signal de simulation  d'exercice physique seul (Tanaka et al., 2003a). De plus, 

dans le squelette en croissance, il a aussi été montré que les signaux ba/hf (45Hz-0.3g-

5min/jr) étaient capables d'inhiber l'activité ostéoclastique trabéculaire (Xie et al., 2006).  

Le modèle de Whalen avait remarqué la relation inverse existant entre le nombre de cycles 

d'un signal et la force appliquée, afin de maintenir la masse osseuse (Cullen et al., 2001; Qin 

et al., 1998; Rubin et al., 2001c; Whalen et al., 1988), annonçant l'effet ostéogénique de 

hautes fréquences, si elles étaient appliquées à basses amplitudes (plus un signal à une haute 

fréquence dans un certain temps, plus son nombre de cycles est élevé). 

 

Deux modèles de perte osseuse montrent que le potentiel ostéogénique des signaux de basses 

amplitudes-hautes fréquences est aussi observé dans des cas de déséquilibre du métabolisme 

osseux, et peut restaurer l'équilibre perdu. Un signal de 0,25g (correspondant à une amplitude 

inférieure à 10µε) appliqué à 90Hz 10min/jour pendant 4 semaines, double le taux de 

formation osseuse du tibia proximal de rats adultes, et prévient la perte osseuse due au modèle 

de décharge du train arrière, alors qu’une activité normale 10min/jour chez ces rats suspendus 

n’a aucun effet sur la prévention de la perte osseuse (Rubin et al., 2001b). Des signaux de 3g 

(correspondant, dans le système utilisé, à une amplitude d'environ 5µε) appliqués à 45Hz, 

30min/jour sur 90 jours à des rattes ovariectomisées inhibent la résorption endocorticale (donc 

inhibe l'augmentation du diamètre intramédullaire) et le déclin des propriétés mécaniques de 

l'os dus à l'ovariectomie, et augmentent la formation osseuse périostée (montrant que les 
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signaux d'intérêt sont aussi actifs sur le compartiment cortical) par rapport à des individus 

contrôles et aux rattes ovariectomisées non stimulées (Oxlund et al., 2003). 

Chez l’être humain, on conçoit tout l’intérêt qu’il y aurait à utiliser ce type de régime 

mécanique, non invasif, non pharmacologique pouvant être appliqué de manière passive, 

d’autant plus si les sujets sont fragiles voire handicapés, et non compliants pour pratiquer de 

manière régulière un exercice physique. Chez 70 femmes ménopausées une étude prospective, 

randomisée, en double aveugle d’une durée d'un an montre que des épisodes inférieurs à 20 

minutes où les sujets se tiennent debout sur  des tables vibrantes (<0.3g, 20-90Hz) sont 

capables de diminuer la perte osseuse aux sites lombaire et fémoral. La compliance est 

d’autant plus élevée que les sujets sont frêles (Rubin et al., 2004).  Une autre étude de ce type, 

intéressant aussi des femmes ménopausées qui font trois séances par semaine pendant 6 mois 

sur des tables vibrantes (35-40 Hz, 2.28-5.09g) et pratiquent des flexions de genou montre 

qu’il y a un gain osseux du fémur proximal et une augmentation de la force musculaire 

isométrique et dynamique (Verschueren et al., 2004). Enfin, tout récemment, des effets osseux 

à tendance positive ont aussi été mesurés chez des femmes avant la ménopause, soumises à un 

régime de 0.2 g à 30Hz, 2 × 10min/jour pendant un an. Le bénéfice sur l’activité des muscles 

des membres inférieurs est aussi noté chez des sujets plus jeunes (Roelants et al., 2006). A 

l'inverse de ces données, une étude récente ne montre aucun bénéfice des signaux ba/hf chez 

le rat âgé (22 mois), au contraire de l'individu adulte (7 mois) (Lynch et al., 2010) ou en 

croissance (souris de 8 mois) (Xie et al., 2008). 

 

2.3.2. A l'échelle cellulaire 

Peu d'équipes ont étudié l'effet des signaux ba/hf au niveau cellulaire. Les rares études relatant 

d'effets in vitro des ba/hf se sont intéressées aux ostéoblastes. Tanaka et al. (Tanaka et al., 

2003b), reprenant le couplage de signaux qu'ils avaient utilisé in vivo (Tanaka et al., 2003a), 

de haute amplitude (3000µε)-basse fréquence (3Hz) avec les signaux ba (300µε) hf ("bruit " 

de 0 à 50Hz) ont montré que les ostéoblastes (lignée murine MC3T3-E1) cultivés à l'intérieur 

de gels collagéniques sont plus sensibles au signal couplé qu’au signal sinusoïdal seul 

(application 3min/jour pendant 3 ou 7 jours), par une augmentation d'expression des ARNm 

de l'ostéocalcine (molécule de la matrice extracellulaire osseuse, marqueur terminal de 

différentiation ostéoblastique) à 8 jours de culture. Une augmentation de l'expression des 

ARNm codant pour la MMP9 (métalloprotéinase dégradant certains composants de la matrice 

extracellulaire osseuse, marqueur de remodelage osseux) est observée à 4 jours de culture 
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pour les cellules seulement stimulées par le signal ba/hf. Il est de plus à noter que le signal 

sinusoïdal ha/bf seul n'a aucun effet sur les différents paramètres étudiés dans ces travaux.  

Bacabac et al. (Bacabac et al., 2006), utilisant des signaux sinusoïdaux dont la fréquence 

s'étale jusqu'à 100Hz (et les accélérations jusqu'à 30g, générant des amplitudes de 

déformation du support négligeables, ceci pendant 5 min), ont montré, sur la même lignée 

ostéoblastique (MC3T3-E1), que le paramètre discriminant dans la réponse ostéoblastique à la 

contrainte mécanique pourrait être le jerk (dérivée de l'accélération, c'est-à-dire le "taux" 

d'accélération exprimé en m/s3), grâce à une très forte corrélation entre ce paramètre et la 

sécrétion de NO (r=0,95), et une corrélation inverse avec la sécrétion de prostaglandine E2 

(PGE2) (r=-0,99), 5 min après des stimulations de 5min.  

Enfin, nous pouvons noter l'étude de Patel et al. (Patel et al., 2009) qui, s'intéressant aux pré-

ostéoblastes murins 2T3, ont montré que les stimuli ba/hf (0,1-0,4g à 30Hz pendant 10-

60min/jr durant 21 jours) augmentaient la différenciation ostéoblastique (augmentation de 

l'activité de la phosphatase alcaline et de la minéralisation) et prévenait la diminution de 

l'activité de la phosphatase alcaline et de minéralisation induite par un système de simulation 

microgravitaire, décrit par ailleurs (Pardo et al., 2005).  

Ainsi, les ostéoblastes seraient capables de percevoir, d'analyser et de répondre aux signaux 

ba/hf. 

 

2.3.3. Effets sur d'autres systèmes 
Les signaux ba/hf n'ont pas qu'un effet sur le tissu osseux (Prisby et al., 2008). En effet des 

signaux de 0,2g à 90Hz appliqués pendant 15 min durant 15 semaines à des souris mâles sont 

capables de réduire l'adipogénèse de 27% ainsi que de réduire les facteurs à risque impliqués 

dans le diabète de type II (acides gras libres non saturés, triglycérides dans le foie) (Rubin et 

al., 2007). Plus précisément, une étude récente à montré que ces derniers signaux vont 

orienter les cellules souches mésenchymateuses vers la voie de différenciation ostéoblastique 

au dépend de la voie de différenciation adipocytaire (Luu et al., 2009). Il a aussi été montré un 

effet au niveau musculaire, avec une augmentation de la section du muscle soléaire après 

application de signaux ba/hf chez la souris (Xie et al., 2008), ou une augmentation de la force 

et de la masse musculaire de la cuisse après un an de micro-vibrations chez des personnes 

âgées, de même ordre que des exercices de fitness (Bogaerts et al., 2007), ce qui peut 

engendrer un effet au niveau osseux, de part les forces de tractions exercés aux attaches 

tendineuses. En général, le renforcement de l'appareil neuro-musculaire par les contraintes 
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ba/hf (Bosco et al., 2000) permet une amélioration de l'équilibre chez des personnes atteintes 

de maladies neuro-dégénérative (Novak and Novak, 2006; Schuhfried et al., 2005) ou chez 

des personnes âgées (Cheung et al., 2007). Une augmentation du flux sanguin (Lohman et al., 

2007; Maloney-Hinds et al., 2008), du flux lymphatique périphérique et du drainage veineux a 

aussi été observé sous micro-vibrations (Stewart et al., 2005), entraînant non seulement un 

meilleur apport nutritif aux cellules osseuses, mais aussi une augmentation des stress de 

cisaillements, stimulant les cellules osseuses (cf. B. Chapitre II-1.2. La mécano-traduction). 

Enfin, sous stimuli ba/hf, il a été reporté que le système endocrinien pouvait lui aussi être 

affecté avec augmentation des taux plasmatiques d'hormone de croissance et de testostérone et 

diminution du taux plasmatique de cortisol (Bosco et al., 2000). Comme l'hormone de 

croissance (Monson et al., 2002) et la testostérone (Devogelaer et al., 1992) sont critiques 

pour le maintient de la masse osseuse et que le cortisol a des effets activateurs sur la 

résorption osseuse ainsi qu'inhibiteurs sur la formation osseuse (Manelli and Giustina, 2000), 

on conçoit que l'impact de ces modulations sur le remodelage osseux suivant des stimulations 

ba/hf soit non négligeable. L'effet des stimulations ba/hf sur le tissu osseux peut ainsi être le 

résultat de multiples interactions entre différents systèmes (Figure 41). 

 
Figure 41: Effet des micro-vibrations sur différents systèmes et relations existantes entre ces systèmes. 
Les micro-vibrations ont un impact sur (A) l'os, (B) le muscle, (C) le réseau endocrinien, (D) le système nerveux 
et (E) l'appareil vasculaire. Ces différentes influences peuvent engendrer des réponses indirectes sur le tissu 
osseux, via les multiples interconnections entre les différents systèmes. 
Source: (Prisby et al., 2008). 

 

D'autre part, ces interactions expliquent peut être pourquoi  aussi peu d'études ont pu relater 

des effets des signaux de basses amplitudes et de hautes fréquences in vitro, une intégration 

globale des micro-vibrations par différents systèmes de l'organisme pouvant être utile à leur 

potentiel ostéogénique.  
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2.4. A la recherche du déterminant mécanique de la réponse 

osseuse  

L'aspect ostéogénique des contraintes de basses amplitudes et de hautes fréquences est 

contraire à la loi du mécanostat, qui établit que seules des contraintes inhabituelles sont 

capables de modifier la masse osseuse. Les contraintes de ba/hf sont en effet les contraintes 

les plus expérimentées au cours d'activité journalière (Fritton et al., 2000), laissant penser que 

d'autres paramètres que l'amplitude (seul paramètre physique considéré dans le mécanostat) 

ont une importance. L'amplitude et la fréquence sont en fait considérées comme les deux 

variables les plus importantes pouvant affecter l'adaptation osseuse (Turner, 1998). Mais ce 

serait plus le rapport entre l'amplitude des contraintes et le temps dans lequel elles sont 

appliquées (la fréquence), appelé le "taux" de contrainte ou "strain rate" (c'est-à-dire la pente 

de la courbe d'équation Y=Asinωt, soit sa dérivée en un point, appelée vitesse (cf. B. Chapitre 

II-2.1. Quelques notions physiques), qui serait le facteur déterminant la réponse des cellules 

osseuses (Bacabac et al., 2004; Mosley and Lanyon, 1998; Turner et al., 1995a; You et al., 

2001b). Ce fait expliquerait pourquoi la formation osseuse ne peut se produire que lorsque le 

stimulus est dynamique. De plus, l'influence du "taux" implique que les signaux mécaniques 

de basses amplitudes et hautes fréquences pourraient stimuler autant les cellules osseuses que 

les signaux de hautes amplitudes et de basses fréquences (à "taux" de contrainte équivalent) 

(Figure 42) donnant une explication mécanique au maintient, voire à la stimulation, de la 

formation osseuse par les micro-vibrations. 

 
Figure 42: Le taux de contrainte ou "strain rate" serait un paramètre physique important de la réponse 
osseuse. 
Les différents graphiques représentent le mouvement sinusoïdal d'un objet en fonction du temps. En (A), les 
mouvements de deux objets différents ont la même amplitude. Dans ce  cas, si la fréquence d'un des deux objets 
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est augmentée, cela engendrera une augmentation de son "strain rate" (le "strain rate" maximum est représenté 
par la pente de la courbe en son point d'inflexion, pente supérieure pour la courbe avec la plus haute fréquence, 
en pointillés). De même (B), lorsque deux objets ont la même fréquence, la diminution de l'amplitude engendrera 
une diminution du "strain rate" maximum (pente inférieure pour la courbe en pointillés). En (C) sont représentés 
deux signaux ayant la même pente, c'est-à-dire le même "strain rate" maximum, bien que l'un des signaux soit de 
haute amplitude et de basse fréquence alors que l'autre est de plus basse amplitude et de plus haute fréquence. 
Source: adapté de (Bacabac et al., 2004). 
 
D'autres données suggèrent l'importance du nombre de cycle dans le signal (Qin et al., 1998) 

ou des phases de pauses entre des signaux successifs (Robling et al., 2002; Srinivasan et al., 

2002). Par ailleurs certains ont supposé que l'accélération ou même le jerk (Bacabac et al., 

2006), seraient les déterminants majeurs de la réponse osseuse. Hors, ces paramètres ne sont 

que des dérivés de l'équation du mouvement initial (1), ce qui ne fait qu'augmenter les 

corrélations entre les observations et ces paramètres, étant donné que ces corrélations seront 

affectées au carré ou au cube (cf. B. Chapitre II-2.1. Quelques notions physiques, équation 4). 

Cette supposition nous semble donc être basée sur un artéfact mathématique. 

Ainsi, du fait de la complexité des signaux physiques expérimentés par le tissu osseux, il 

s'avère difficile d'isoler un paramètre "roi". C'est probablement la combinaison d'un ou 

plusieurs paramètres qui affectera le remodelage osseux et déterminera la réponse osseuse au 

stress mécanique. Ainsi, ces différents paramètres sont à inclure dans la théorie du mécanostat 

(Figure 43). 

 
Figure 43: Régulation supposée améliorée de la masse osseuse par l'amplitude des contraintes 
Le stimulus de contrainte regroupe différents paramètres tels l'amplitude, la fréquence, l'accélération la durée du 
signal, des répétitions… Ces différents paramètres ont tous un rôle dans la réponse osseuse et doivent donc être 
inclus à la théorie du mécanostat. 
Source: (Skerry, 2006) 
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2.5. Hautes ou basses amplitudes…Un paradoxe… 

Les contraintes générées in vitro sur les cellules osseuses doivent être bien supérieures à 

celles employées in vivo pour générer une réponse biologique du tissu osseux. Ce paradoxe 

peut être expliqué de deux manières opposées dans leur conception:  

- la première vise à accréditer les fortes contraintes mécaniques nécessaires à développer une 

réponse biologique in vitro; en effet, in vivo, les cellules osseuses subissent un flux liquidien 

qui peut  amplifier la contrainte reçue (Cowin and Weinbaum, 1998; Han et al., 2004). Ainsi, 

la contrainte mesurée au niveau tissulaire par des jauges, peut être largement amplifiée par ce 

flux au niveau cellulaire. Selon cette théorie, seules de fortes contraintes mécaniques peuvent 

stimuler les cellules osseuses. 

- la deuxième accrédite les plus faibles contraintes mécaniques nécessaires à développer une 

réponse biologique in vivo; comme nous l'avons vu, le microenvironnement des cellules 

osseuses est tridimensionnel et a une composition particulière, que l'on ne retrouve pas dans 

les boîtes de culture utilisées in vitro. Dans leurs lacunes, les ostéocytes ont ainsi une 

morphologie sphérique, éloignée de leur morphologie in vitro (Murshid et al., 2007; Tanaka-

Kamioka et al., 1998; Vatsa et al., 2008). Bacabac et al. ont pu montrer qu'un ostéocyte 

sphérique (donc présentant un cytosquelette décontracté) est capable de sentir de très faibles 

contraintes mécaniques (Bacabac et al., 2008). Selon cette théorie, une cellule osseuse peut 

ainsi être stimulée par de faibles contraintes mécaniques. 
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La matrice osseuse variant au cours du cycle de remodelage, notamment dans son contenu en 

minéral, et le support de culture influant sur le comportement cellulaire, nous avons voulu 

connaître l'effet de différents degrés de minéralisation du collagène de type I sur le 

comportement de cellules ostéoblastiques, recréant ainsi les matrices rencontrées lors du 

remodelage osseux. 

Nous avons utilisé un support biphasique formé d'un revêtement de collagène de type I 

complexé à du minéral de structure apatitique dont on peut faire varier la fraction. Ce 

matériau nommé ACC (Apatite Collagen Complex), a été utilisé pour diverses études 

concernant les ostéoclastes (Destaing et al., 2005; Doï et al., 1996; Lees et al., 2001; Saltel et 

al., 2004; Shibutani et al., 2000). Nous avons choisi le modèle du pré-ostéoblaste MC3T3-E1 

afin de cibler l'influence du micro-environnement sur les évènements précurseurs à la phase 

de formation. 

 

Nous  avons étudié en premier lieu la relation que pouvait établir le pré-ostéoblaste avec ces 

supports de collagène minéralisé. Nous avons pour cela investigué la morphologie, l'activité, 

l'adhésion et la migration  ostéoblastique en fonction du degré de minéralisation, donnant un 

aperçu de la fonctionnalisation du matériau opéré par les pré-ostéoblastes, éléments relatés 

dans un premier article. 

 

Les modifications morphologiques engendrées par le degré de minéralisation du collagène de 

type I nous ont amenées à considérer l'aspect de mécano-traduction et plus globalement de 

modifications de mécanique cellulaire des pré-ostéoblastes cultivées dans ces mêmes 

conditions. Ces éléments font l'objet d'un deuxième article. En supplément de cette étude 

vient la capacité de différenciation vers la voie ostéoblastique de cellules souches 

mésenchymateuses cultivées en conditions "permissives", sur matériaux minéralisés. 

 

Enfin, les modifications de morphologie et de mécanique cellulaire des pré-ostéoblastes 

cultivés sur supports de collagène minéralisé nous ont amenés à étudier l'influence des micro-

vibrations sur les pré-ostéoblastes cultivées sur ACC de différents degrés de minéralisation. 
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Chapitre I. Le degré de minéralisation du collagène 

augmente de façon dose-dépendante le dépôt d'une 

matrice similaire à une ligne cémentante par des 

cellules pré-ostéoblastiques (Article I). 

Article accepté dans Bone, 18 mars 2010, sous presse. 

 

Présentation de l'Article I: 

La matrice osseuse, principalement composée de collagène de type I et d'apatite, est 

continuellement modifiée au cours du remodelage osseux, mettant les cellules osseuses au 

contact de différentes proportions minéralisées de collagène. Par ailleurs, les supports formés 

de collagène minéralisé ont été montrés comme augmentant les activités ostéoblastiques, 

notamment en chirurgie orthopédique et dentaire. Nous avons émis l'hypothèse que de tels 

effets pouvaient passer par  une sécrétion rapide de facteurs de croissance et/ou le dépôt de 

protéines matricielles spécifiques, soit une fonctionnalisation spécifique du matériau.  

 

Article I:  

Apatite content of collagen materials dose-dependently increases pre-

osteoblastic cell deposition of a cement line-like matrix. 
 

A. Perriera,b, V. Dumasa,b, M.T. Linossiera,b, C. Fourniera,b, P. Jurdicc, A. Rattnera,b, L. Vico 
a,b, A. Guignandona,b 
 

a: Université de Lyon, F42023, Saint-Etienne France 
b: INSERM U890, Laboratoire de Biologie du Tissu Osseux, IFR143, F42023 Saint-Etienne 

France 
c: IGFL, Lyon France 
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Abstract: 

 

Bone matrix, mainly composed of type I collagen and apatite, is constantly modified during 

the bone remodeling process, which exposes bone cells to various proportions of mineralized 

collagen within bone structural units. Collagen-mineralized substrates have been shown to 

increase osteoblast activities. We hypothesized that such effects may be explained by a rapid 

secretion of specific growth factors and/or deposition of specific matrix proteins. Using 

MC3T3-E1 seeded for 32 hours on collagen substrates complexed with various apatite 

contents, we found that pre-osteoblasts in contact with mineralized collagen gave rise to a 

dose-dependent deposit of Vascular Endothelial Growth Factor-A (VEGF-A) and RGD-

containing proteins such as osteopontin (OPN) and fibronectin (FN). This RGD-matrix 

deposition reinforced the cell adhesion to collagen-mineralized substrates. It was also 

observed that, on these substrates, this matrix was elaborated concomitantly to an increased 

cell migration, allowing a homogeneous coverage of the sample. This particular surface 

activation was probably done firstly to reinforce cell survival (VEGF-A) and adhesion (OPN, 

FN) and secondly to recruit and prepare surfaces for subsequent bone cell activity. 

 

 

Key-words: Apatite, pre-osteoblast, osteopontin, VEGF-A, migration 
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Introduction: 

 

Bone is a biphasic material comprising an organic part for which the major component is type 

I collagen, and a mineral part presenting similarities with hydroxyapatite (HA) (Posner, 

1985). This mineralized matrix is renewed during life by a physiological process called bone 

remodeling (Parfitt, 1982), and through which organisms respond to metabolic (calcium-

phosphate metabolism) and mechanical demands. A bone remodeling cycle is accomplished 

by bone multicellular units (BMUs), in which bone cells interact with matrices with various 

degrees of mineralization (d.o.m.), between and within basic structural units (Follet et al., 

2004; Meunier and Boivin, 1997), depending on the rate of bone remodeling (Boivin and 

Meunier, 2002).  

 

Since the 90's (Mehlisch et al., 1990), collagen, the natural polymer of bone, has been 

increasingly used (Hsu et al., 2005; Wahl and Czernuszka, 2006; Wang et al., 2008) in 

association with HA as implants. During new bone formation in the host, guided by these 

resorbable implants (Langstaff et al., 2001), bone-forming cells encounter various d.o.m. of 

the scaffold. As it has long been known that the d.o.m. varies during the bone remodeling 

cycle and after scaffold implantation - in both cases predominantly in a collagen matrix - it is 

surprising that the osteoblast behavior under these conditions has been so rarely studied. 

Nevertheless, increasing the d.o.m. has been shown to, in association with 

polymethylmethacrylate, increase osteoblast adhesion plaques (Dalby et al., 2002b) and, in 

association with polyethylene, increase osteoblast proliferation and differentiation (Di Silvio 

et al., 2002). Furthermore, increasing the d.o.m. without any organic substrate has led to a 

raise in the osteogenic differentiation of stromal cells as well as to a decrease of their 

attachment (Anada et al., 2008). Studies on HA/collagen surfaces have been found to enhance 

osteoblast proliferation and differentiation (Chen et al., 2008) and also improve filopodial 

extensions (Zhu et al., 2006), and altered spreading (Hanagata et al., 2007).  

 

The present article puts forward the hypothesis that the positive effects of mineralized 

materials on osteoblast activities may be explained by a rapid secretion of specific growth 

factors and/or matrix deposition of specific matrix proteins. Actually, it has been 

demonstrated that extracellular matrix proteins can initiate the osteogenic differentiation of 

mesenchymal stem cells (Huang et al., 2009b) and that RGD-containing proteins are critically 

involved in osteoblast survival (Globus et al., 1998), adhesion (Bernards et al., 2008) and 
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differentiation (Gordon et al., 2007). In this context, the effects of the d.o.m., in vitro, on the 

ability of osteoblastic cells to functionalize materials have been assessed. For this purpose, a 

substrate that has previously been used for osteoclast studies was chosen, i.e., the Apatite 

Collagen Complex (ACC). In this substrate, the deposition of the mineral phase, characterized 

to be apatite crystals similar to bone by X ray diffraction (Saltel et al., 2004; Shibutani et al., 

2000), on a type I collagen coating can be precisely controlled. ACCs with various collagen 

d.o.m. were characterized and the pre-osteoblastic cell growth, viability, matrix protein-

integrin expression, attachment behavior and migration on these osteomimetic substrates were 

examined. We showed that pre-osteoblastic cells, when plated on ACCs of increasing d.o.m., 

rapidly and proportionally increased their secretion of Vascular Endothelial Growth Factor-A 

(VEGF-A), their expressions of RGD-containing matrix proteins, notably osteopontin (OPN) 

and its ligand β3-integrin, leading to an improved adhesive behavior. Moreover, a 

homogenous matrix deposition was observed concomitantly to an increased cell migration on 

the collagen-mineralized substrates.  



D. RESULTATS & DISCUSSION - Chapitre I. Article I 

 94 

Materials and Methods: 

 

Reagents and antibodies: 

 

35-mm culture-treated dishes were obtained from Falcon. Goat anti-rabbit alexa fluor 488 

antibody and a PicoGreen DNA quantitation kit were purchased from Invitrogen. The 

Live/Dead Viability/Cytotoxicity Assay Kit for mammalian cells was received from 

Molecular probes, and the murine VEGF ELISA development kit was from AbCys. All other 

reagents were purchased from Sigma. 

 

Apatite Collagen Complexes (ACCs): 

 

ACCs were prepared using a previously described method (Shibutani et al., 2000) with slight 

modifications. Briefly, 35-mm cell culture-treated dishes (TCPS), coated with a 0.1mg/ml calf 

skin type I collagen (buffered in 0.1M acetic acid), were immersed in various baths based on 

Tris-Buffered Saline (TBS), pH=8.5. The first bath contained alkaline phosphatase and egg 

yolk phosvitin (0.13 mg/ml) at 37°C, and the second contained calcium β-glycerophosphate (6 

mM) at 37°C. The dishes were finally washed with water and the ACCs were dried and stored 

at 4°C before use. This successive immerging induced the deposition of an apatite-mimicking 

bone mineral on the plates (Doï et al., 1996; Shibutani et al., 2000). The duration and the 

number of successive incubations determined the amount of apatite mixed with the collagen.  

 

The choice was made to study three d.o.m., ranging from 0 (pure collagen coating=ACC0) to 

50% apatite complexed with collagen. By varying the durations of the first and the second 

baths, it was possible to control the amount of apatite mixed with collagen. A 3-10h (first 

bath-second bath) cycle provided an ACC where 25% of the collagen surface was mixed with 

apatite; it is hereafter denoted ACC25. A 3-20h cycle, repeated twice, provided an ACC 

where 50% of the collagen surface was mixed with apatite; hereafter named ACC50. In the 

following, ACCX is used when referring to either ACC25 and ACC50. The determination of 

the d.o.m. is explained in the image analysis section. TCPS was used as a control substrate. 
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Cell culture: 

 

The MC3T3-E1 pre-osteoblastic cell line derived from C57BL/6 mouse calvaria was obtained 

from ATCC (CRL-2593). MC3T3-E1 cells (within passage 18) were maintained in T75 flasks 

in αMEM supplemented with 10% fetal calf serum (ATGC Biotechnologies, Marne-la-Vallée, 

France, batch 916996), 2-mM L-glutamine and antibiotics (50U/ml penicillin, 50 µg/ml 

streptomycin) in a humidified atmosphere of 5% CO2 at 37°C.  

 

Cells in T75 were rinsed with citrate buffer and trypsinized upon subconfluence using 1X 

trypsin-EDTA and seeded in 2 ml of the medium used for the cell maintenance. Cell seeding 

was normalized to 2×104 cells/cm2 on TCPS, ACC0, ACC25 and ACC50, to reach an 

identical cell number regardless of the substrate, 32h after seeding. 

 

Cell growth: 

 

The 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay was used to 

evaluate population growth. MTT was converted by a mitochondrial enzyme, active only in 

living cells, to yield a dark blue/purple formazan product. The density of the product 

determined at 570 nm was directly related to the number of viable cells. Samples were 

incubated (37°C, 5% CO2) with 0.5 mg/ml MTT for 2 hours, after which 2 ml of DMSO was 

added for crystal solubilization before reading with a multiwell plate spectrophotometer 

(Multiskan spectrum microplate spectrophotometer).  

 

Viability: 

 

The viability of the cells on the various substrates was evaluated using the Live/Dead 

Viability/Cytotoxicity Assay Kit (Chou et al., 2005b). Briefly, staining was used to 

distinguish dead cells (red cells, stained with ethidium homodimer) from live ones (green 

cells, stained with calcein AM). The culture media was aspirated, and the dishes were rinsed 

once with sterile PBS. 150 µl of the live/dead stain working solution was added into each 

culture dish. After 30 min of incubation at room temperature, the dishes were washed, 

immersed in PBS and observed with a fluorescence microscope (Leitz DMRB). Images were 

acquired with a Roper Scientific CoolSnapfx camera using the Meta Imaging series 4.6.6. 

software. Subsequently, the number of living and dead cells was counted. 
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VEGF ELISA: 

 

The VEGF content was measured in sample lysates (matrix-bound VEGF) and medium 

(soluble VEGF) with an ELISA kit, according to the manufacturer's instructions. Briefly, 

samples were lysed in lysis buffer composed of PBS with 0.5% Nonidet 40, and 1% PIC 

(proteases inhibition cocktail). Each sample was run in duplicate in the assay and 

fluorescence was determined with a multiwell plate spectrophotometer (Multiskan spectrum 

microplate spectrophotometer). The data were corrected for fresh lysis buffer values, 

determined from a standard curve and normalized with regard to the DNA content of the cell 

lysate, measured with a PicoGreen DNA quantitation kit. 

 

DNA measurement: 

 

The PicoGreen DNA quantitation kit was used to measure double-stranded DNA 

concentrations in solution. All reagents (dsDNA reagent, TE buffer: 200mM Tris-HCl, 20mM 

EDTA, pH7.5 and lambda DNA standard) were obtained from the kit and the assay was 

performed as outlined in the protocol from the manufacturer. The data were corrected for cell 

free values. Samples were placed in a black 96-well plate and excited at 485 nm. The 

emission was measured at 538 nm using a fluorometer (Fluoroscan Ascent, Thermo 

Labsystems). 

 

RNA extraction and RT-PCR: 

 

To isolate total RNA for quantitative RT-PCR, samples were lysed with the Trizol buffer 

(Roche, Hague Road, Indianapolis). The cell lysate was transferred to QiaShredder (Qiagen, 

Inc., Valencia, CA) columns for RNA purification. RNase-Free DNase (Roche) was used to 

eliminate DNA contamination of the RNA samples. Purified RNA was dissolved in RNase-

free water and its concentration was assessed at 260 nm. The RNA quality was verified on a 

2% agarose gel with 1 µg/ml ethidium bromide. Samples were stored at -80°C until use. 

Complementary DNA (cDNA) was synthesized from 2 μg of total RNA with the 1st strand 

cDNA synthesis Kit for RT-PCR (AMV, Roche, Hague Road, Indianapolis). 
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8 μl of a cDNA mixture diluted 1:20 in water were subjected to real-time PCR using SYBR 

Green I dye (Lightcycler faststart DNA master SYBR green I, Roche, Penzberg, Germany). 

Reactions were performed in a 20 μl PCR mixture containing 4 μl 5x Master Mix (dNTP 

mixture with dUTP instead of dTTP, MgCl2, SYBR Green I dye, Taq DNA Polymerase and 

reaction buffer), 2 μl of 10 μM primers. The primer sequences of vascular endothelial growth 

factor A (VEGF-A), fibronectin (FN), osteopontin (OPN), α1 procollagen (Coll I), β3 

integrin (β3) and β1 integrin (β1) are listed in Table 1. Cyclophilin was used as a control. 

Standard curves were obtained from 10-fold dilutions of total RNA from an RNA sample 

extracted from MC3T3-E1 cell cultures. Amplified products were examined for size 

estimation on a 2% agarose gel with 1 µg/ml ethidium bromide and DNA molecular weight 

markers. The results were expressed as the increase in fold of gene expression on TCPS, after 

normalization on cyclophilin values. 

 

Detachment tests: 

 

For mechanical detachment testing, samples were rinsed 32 hours after seeding, immersed in 

PBS and subjected to vertical sinusoidal vibrations (30 Hz, 15 g max) using a vibration 

generator (TIRAvib Gmbh) during 2 min at ambient temperature. For soluble RGD peptide 

detachment testing, GRGDSPK (50 µM) was added to the fresh medium 24 h after seeding 

for 8 h. Following the detachment tests, the cells were rinsed with PBS and fixed with 4% 

formalin. DAPI staining was carried out and the cells were counted using the ImageJ 

software. 

 

DAPI staining: 

 

The samples were rinsed in PBS, fixed in 4% formalin, permeabilized with 0.1% Triton 

X100 and incubated with 1-µg/ml DAPI for 45 minutes at 37°C in order to label the nuclei. 

The samples were examined with a Leitz DMRB fluorescence microscope, and images were 

acquired with a Roper Scientific CoolSnapfx camera using the Meta Imaging series 4.6.6. 

software. The nuclei were subsequently counted or their area measured using the ImageJ 

software. 

 

Fibronectin immunostaining: 
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The samples were rinsed in PBS, fixed with 4% formalin for 30 min at room temperature and 

incubated with rabbit anti-human fibronectin (1:100 diluted) for 2h at 37°C, followed by an 

incubation with goat anti-rabbit alexa fluor 488 (1:250 diluted) for 1h at 37°C. The 

fibronectin area was subsequently analyzed by means of the ImageJ software. 

 

Image analyses: 

 

Image analyses were performed with the ImageJ free software (http://rsb.info.nih.gov/ij) in 

order to determine the percentage of mineral mixed with collagen, to count the nuclei after 

detachment tests, and to determine the area of samples covered by fibronectin as well as the 

area of nuclei. All analyses were performed after background removal and thresholding of the 

image. To determine the percentage of mineral mixed with collagen, 10 contrast light 

microscopic fields (100× magnification) of 5 independent samples were analyzed with the 

area fraction parameter of the particle analyzer, which allowed to discriminate between black 

areas (mineral) and grey areas (collagen), finally giving the area fraction of apatite mixed with 

the  collagen coating. In order to count cell nuclei for the detachment tests, 10 microscopic 

fields (100× magnification) of 3 or 2 independent samples labeled with DAPI were analyzed 

using the count parameter of the particle analyzer for chemical and mechanical or soluble 

RGD detachment tests. To determine the fibronectin area and nuclei area of the same fields 

(double labeling), 10 microscopic fields (200× magnification) of 3 independent samples were 

investigated using the total area or mean area parameter, respectively, of the particle analyzer.  

 

Time-lapse phase-contrast imaging: 
 

Images of MC3T3-E1 cells were obtained under a phase-contrast videomicroscope (Carl 

Zeiss, Jena, Germany, model Cell Observer, HSDi, 100× magnification) with a CCD video 

camera (AxioCam MR, Zeiss, Jena, Germany). Fifteen hours post seeding, an image was 

acquired every 15 min over a period of 17 hours. The temperature (37°C) and CO2 

concentration (5%) were kept constant over the entire duration of the experiment. The 

resultant image sequences were then analyzed through specialized image analysis software 

(running on ImageJ) in order to quantify the cell motility, directionality and total as well as 

Euclidian walking distances. First, the cell nuclei were tracked using a manual tracking plug-

in in ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/plugins/track/track.html) and quantitative parameters as 
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well as graphic representations were collected using the chemotaxis plug-in developed by 

IBIDI; http://www.ibidi.de/applications/ap_chemo.html. An average number of 60 tracks 

were used for each condition (two separate experiments). As illustrated by the provided 

supplementary material, movies were generated from these sequences to enable a rapid 

viewing of the cell behavior for the duration of the experiments. 

Statistical analyses: 

 

Statistical analyses were performed with the STATISTICA7.1 software (Statsoft Inc). All data 

were explored by one-way analysis of variance (ANOVA). When F-values for a given 

variable were found to be significant, comparisons among individual samples were assessed 

by the post-hoc method of Fisher. Results were considered to differ significantly when 

p<0.05. All data are presented as mean ± SEM. 
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Results: 

 

Substrate characterization: 

 

We wanted to characterize various ACC d.o.m and their reproducibility by image analyses. 

As can be seen in the contrast light microscopy image in Fig. 1A, the apatite mineral (black 

spots) could be distinguished from the collagen (grey surfaces), and the black spots covered a 

larger surface for ACC50 than for ACC25. The collagen (ACC0) was undistinguishable from 

TCPS (grey surfaces). Fig. 1B presents the percentage of minerals that was mixed with 

collagen as evaluated using the ImageJ free software. ACC25 presented 27.33±1.50% of the 

collagen surface mixed with apatite, whereas ACC50 presented 54.28±0.48% of the collagen 

surface mixed with apatite. These results showed the high reproducibility of the process of 

mineralization of ACCX, rendering it possible to discriminate the role of the collagen d.o.m. 

on cell behavior. We also examine the Calcium/Phosphate atomic ratio by way of 

microanalysis on ACC25. We found a value of 1,69±0,03 (4 independent preparation of 

ACC25), a mean value close to the theoretical 1,67 ratio found for bone hydroxyapatite. 
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Figure 1: Substrate characterization in terms of degrees of mineralization (the number after ACC refers to the 
percentage of collagen surface mixed with apatite). (A) 100× magnification of representative substrates (arrow: 
apatite aggregate) and (B) quantification (n=50).  
 

Biocompatibility of ACC substrates: 

 

The global cell morphology was appreciated 32 hours after seeding with contrast light 

microscopy and the images are presented in Fig. 2A. The cells cultured on either TCPS or 
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ACC0 were normally spread, but as the collagen d.o.m. increased, the cells were more 

retracted and gave rise to more numerous cell projections, causing the cells to become smaller 

and thinner (Fig. 2A).  

 

As these morphologies were not conventional for two-dimensional osteoblast cultures, the cell 

viability and proliferation were verified under the conditions in question. It was found that 

there was a good cell viability until 72h post seeding, with a cell death of less that 10% (Fig. 

2B). Moreover, the cell growth was maintained regardless of the substrate (Fig. 2C). The 

rapid and slight increase in toxicity as well as the defect in spreading with the increase in 

collagen d.o.m., in the presence of a normal cell growth, led to the speculation that a rapid 

adaptation mechanism took place on ACCX. Consequently, investigations were carried out on 

how the mRNA and proteins of the anti-apoptotic agent VEGF-A, as well as the mRNAs of 

the matrix and adhesion proteins were modulated on the substrates, for which cell adhesion 

was a critical parameter when considering the biocompatibility of a surface (Brunton et al., 

2004).   
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Figure 2: The biocompatibility of the various substrates. (A) Contrast light microscopy images (400× 
magnification) showing the MC3T3-E1 cell morphology on different substrates, 32 hours after seeding 
(arrowhead: apatite aggregate, arrow: cell projection). (B) The cell viability assessed using a commercial kit and 
by counting dead cells normalized to the total number of cells. (C) Growth curves for the various substrates 
evaluated by MTT assay (*: difference vs. 24h, #: difference vs. 48h (for ACC25 only in the growth curves 
graph), a: difference vs. TCPS, b: difference vs. ACC25, c: difference vs. ACC50, p<0.05, n=30 for cell viability 
and n=3 for growth curves). 
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Phenotypic expressions of MC3T3-E1 on the different substrates: 

 

Thirty two hours after seeding MC3T3-E1 cells the VEGF-A mRNA expression increased in 

a dose-dependent manner on ACC25 and ACC50 (4.5-fold and 6.5-fold, respectively) with no 

difference between ACC0 and TCPS (Fig. 3A). At the protein level, matrix-bound VEGF 

(Fig. 3B), which was undetectable on TCPS, was found to be 0.43±0.10 pg VEGF/ng DNA 

on ACC0 and presented a dose-dependent increase on ACC25 and ACC50 (4.51±0.33 and 

6.32±0.37 pg VEGF/ng DNA, respectively). Soluble VEGF (Fig. 3C) showed a tendency to 

increase on ACC0 vs. TCPS (15.77±2.33 and 6.09±2.49 pg VEGF/ng DNA, respectively) and 

presented a dramatic increase on ACCX (56.66±1.43 and 49.55±7.00 pg VEGF/ng DNA for 

ACC25 and ACC50, respectively). 

 

Since RGD motifs are major cell-binding domains provided by FN, OPN and Coll I, 

investigations were performed to determine whether the mRNA of these proteins were 

modified by the mineralized substrates. The analyses were carried out 32 hours post seeding, 

and revealed a dramatic increase of FN mRNA on ACC25 and ACC50 (Fig. 3D, 7-fold and 

8.5-fold, respectively), as compared to unmineralized substrates which showed no differences 

between them. OPN mRNA was also dramatically increased on ACC25 and ACC50 (Fig 3E, 

50-fold and 40-fold, respectively) as compared to unmineralized substrates. Coll I mRNA 

decreased in collagen substrates, with a more pronounced decreased on ACCX (Fig. 3F, 0.7-

fold and 0.2-fold on ACC0 and ACCX, respectively). Since extracellular matrix expression by 

MC3T3-E1 cells was increased on mineralized substrates, we wanted to determine whether 

integrin receptors expression could vary to the same extend. β3 mRNA increased on ACC25 

and ACC50 (3-fold and 4-fold, respectively) with no difference between unmineralized 

substrates (Fig. 3G). In contrast, β1 mRNA was down-regulated but remained stable on ACCs 

(Fig. 3H, 0.7× for ACC0 and ACCX).  

 

These results pointed to the fact that mRNA of RGD-containing proteins, such as OPN and 

FN, as well as their receptor on cell surfaces, were dramatically up-regulated on ACCX, 

leading to speculations of whether the cell adhesion would be greatly enhanced on these 

substrates. Attempts were thus made – by way of mechanical and chemical detachment tests - 

to verify how the cell attachment would be modified. 
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Figure 3: Phenotypic expressions of MC3T3-E1 on the various substrates: VEGF-A mRNA expression (A) 
quantified by RT-PCR (The values were normalized to cyclophilin mRNA level). (B) Matrix bound and (C) 
soluble VEGF protein dosage on the substrates. Quantitative RT-PCR results of fibronectin (D, FN), osteopontin 
(E, OPN), type I collagen (F, Coll I), β3 integrin (G, β3) and β1 integrin (H, β1) mRNA expressions. The values 
were normalized to the cyclophilin mRNA level. Results were obtained after culturing of MC3T3-E1 during 32 
hours on the different substrates (mean +/- SEM, ND: non-detectable, a: difference vs. TCPS, b: difference vs. 
ACC0, c: difference vs. ACC25, p<0.05, n=9 for RT-PCR results and n=5 for matrix-bound and soluble VEGF 
protein dosage). 

 

Mechanical and soluble RGD detachment tests: 

Using a vibration generator, a vertical sinusoidal vibration (30Hz, 15g) was applied, 32 hours 

after seeding, demonstrating a collagen and d.o.m.-dependant resistance to vibration 

treatment. Indeed, after a 2 min treatment, almost all cells were detached on TCPS (4.59±0.82 
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% of cells resisted treatment), but 29.00±5.77 %, 56.17±11.84 % and 75.14±6.44 % of cells 

resisted treatment on ACC0, ACC25 and ACC50, respectively (Fig. 4A), thus demonstrating 

that cell adhesion was stronger in the presence of collagen, and further increased with the 

d.o.m..  

 

The implication of RGD-containing protein-dependant adhesion was verified using the 

soluble RGD peptide GRGDSPK. An 8 hour treatment 24 hours post seeding revealed a dose-

dependant detachment of cells on ACC25 and ACC50 (respectively 61.08±8.60% and 

11.07±1.76% remained on the substrates). ACC0 did not differ markedly from TCPS with any 

effect of the treatment (Fig. 4B). These results confirmed that, when increasing the collagen 

d.o.m., cells dose-dependently favored RGD-dependent adhesive mechanisms, most likely 

linked to OPN, FN and β3 integrin, in order to adapt to the surface. Given that the cells were 

smaller on ACCX (same cell number; cf. Materials & Methods), as shown by contrast light 

microscopy (Fig. 2A), it was believed that the RGD-matrix could be deposited in packets onto 

ACCX. 
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Figure 4: Mechanical and soluble RGD detachment tests on the various substrates. MC3T3-E1 were cultured for 
32 hours on the substrates and were (A) subjected to a 30-Hz, 15-g max vertical sinusoidal vibration signal 
during 2 min. (B) MC3T3-E1 were cultured on the various substrates for 24 h and the medium was 
supplemented with GRGDSPK for 8h. Results are expressed as the percentages of cells remaining on each 
substrates after treatment (mean+/-SEM, *: difference vs. respective control, a; difference vs. TCPS, b: 
difference vs. ACC0, c: difference vs. ACC25, p<0.01, n=30 for mechanical detachment tests and 20 for soluble 
RGD detachment tests). 

 

Fibronectin matrix deposition: 

 

Surprisingly, 72h post seeding, the FN deposition was observed to be uniformly distributed 

through the sample regardless of the substrate, with an increased deposition on ACCX (Fig. 

5A). However, this result was in accordance with RT-PCR data (Fig. 3D). The FN staining 
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area was quantified (normalized by the mean nucleus area in double labeling), and a 3-fold 

increase in deposition on ACCX was demonstrated (Fig. 5B), with no difference between 

ACC0 and TCPS. Since the matrix depositions were uniform, it was speculated that an 

increased cell migration on ACCX allowed the cells to functionalize the entire substrate. 
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Figure 5: Fibronectin matrix deposition. (A) 200× magnification of a representative fibronectin immunostaining 
(Inset: respective DAPI staining, 200× magnification) and (B) quantification of the fibronectin area normalized 
by the nucleus area, 72 hours after seeding. The results are expressed as the increase in fold of the TCPS 
substrate values (mean +/- SEM, a: difference vs. TCPS, b: difference vs. ACC0, c: difference vs. ACC25, 
p<0.05, n=30). 
 

Cell migration: 

 

Cell tracking under time-lapse microscopy in the first hours post seeding revealed an increase 

in speed of cell migration on ACCX (0.7±0.21 and 0.9±0.27  µm/min for ACC25 and ACC50, 

respectively), with no difference between unmineralized substrates (Fig. 6A, supplementary 

data movies). Moreover, the Euclidian distance migration (i.e., the shortest distance between 

the initial and the final point of the migration path) increased on ACCX (225±76 and 300±92   

µm for ACC25 and ACC50, respectively), with no difference between unmineralized 

substrates (Fig. 6B). Following the displacement of single cells by time lapse microscopy, it 

was found that cells on TCPS and ACC0 presented a low speed profile whereas on ACCX, 

they alternated between high speed and low speed phases (Fig. 6C). It was concluded from 

these data that the cells migrated faster and farther on ACCX, through a particular migration 

behavior. 
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Figure 6: Cell migration on various substrates. (A) The mean migration velocity, (B) mean euclidian distance 
and (C) instant migration velocity of the cell (a representative profile over 11h is shown for each condition) 
(mean+/-SEM, a: difference vs. TCPS, b: difference vs. ACC0, c: difference vs. ACC25, p<0.01, n=60). 
 



D. RESULTATS & DISCUSSION - Chapitre I. Article I 

 107 

Discussion: 

 

An interesting question was whether different d.o.m. of type I collagen could control pre-

osteoblastic cell activity, adhesion and migration, leading to substrate functionalization that 

could explain the positive effects of HA on the osteoblast activities. The choice to employ 

collagen d.o.m. in this study (0 to 50%) was based on a theoretical model demonstrating that 

the upper possible volume fraction of mineral that could be incorporated in collagen could not 

exceed 42% in fully mineralized bone (Jager and Fratzl, 2000). Focus was placed on the first 

events of interaction of cells with the surface, since the gene expression was modulated by 

HA as early as 24h post exposition (Song et al., 2008; Xie et al., 2004). This indicated that 

cell adaptation to HA was rapid. Other data indicate that these hours of initial contact 

conditioned subsequent cell behavior (Anselme, 2000). Furthermore, the duration of this 

study was limited due to in vivo bone remodeling data indicating that the particular phase of 

cleaning/functionalization of resorption lacunae (mononuclear cells) was short as compared to 

the bone formation phase carried out exclusively by mature osteoblasts (Hill, 1998).  

 

When collagen d.o.m. increased, the pre-osteoblasts became smaller and thinner with multiple 

cytoplasmic extensions on ACCX, which was in accordance with a large number of studies 

involving osteoblasts cultured on HA (Chou et al., 2005b; Kizuki et al., 2006). Cell 

projections are characteristic of cells cultured in a three-dimensional environment (Murshid et 

al., 2007) and it was thus possible that this morphology on HA was a cell adaptation favoring 

cell interconnection and environmental exploration as already described for fibroblasts 

(Grinnell et al., 2003). 

 

Literature has shown discrepancies concerning osteoblast proliferation, i.e., it has either 

increased (Kim et al., 2005; Matsumura et al., 2009) or not (Shu et al., 2003; Sibilla et al., 

2006) when cultured on HA. Moreover, the presence of HA has been found to be slightly 

cytotoxic for osteoblasts (Chou et al., 2005b). Under the conditions presented herein, pre-

osteoblast growth was maintained regardless of the substrate, but a slight increase in toxicity 

with high collagen d.o.m. was seen, with a cell death never exceeding 10%, for up to 72h post 

seeding. These data represent indirect evidence of pre-osteoblasts increasing their 

proliferation on the mineralized substrates and of the occurrence of an adaptative mechanism 

to collagen/HA surfaces. In order to counteract a potential cytotoxic effect of HA, the cells 

develop strategies by secreting high amounts of VEGF-A, which has been shown to have an 
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anti-apoptotic effect on osteoblasts (Street and Lenehan, 2009). The VEGF-A entrapment, 

supported by specific matrix-bound isoform expressions, is often correlated to FN 

upregulation in osteoblasts (Dumas et al., 2009; Faure et al., 2008). Since VEGF-A 

entrapment and FN expression were found to dramatically increase on ACCX, it can be 

speculated that there was an attachment of VEGF to FN (Wijelath et al., 2002). However, one 

cannot exclude the implication of proteoglycans in such a process. Hence, in order to adapt to 

these substrates, the cells synthesized their own matrix. Moreover, it was found that the Coll I 

expression decreased when pre-osteoblasts were cultured on collagen and dropped on ACCX, 

which contradicts results from studies on bone marrow stromal cells (Anada et al., 2008) and 

osteoblasts cultured on HA (Ramires et al., 2001). Nevertheless, the present results are in 

accordance with a nicely conducted recent investigation using osteoblasts cultured on three-

dimensional mineralized particles, which demonstrated a down-regulation of Coll I as well as 

other osteoblastic differentiation markers concomitantly with an engagement into osteocyte 

differentiation (Boukhechba et al., 2009). Furthermore, the decreased β1 integrin expression 

on ACCs was in accordance with its ligand expression. 

 

Furthermore, according to the collagen d.o.m., an increased expression of RGD-containing 

peptides, such as OPN and FN, was demonstrated, which was in agreement with studies 

showing enhanced osteoblast activity on HA substrates (Moursi et al., 2002; Rizzi et al., 

2001). Notably, a dramatic increase in OPN expression on ACCX was shown, in accordance 

with its anti-mineralization role in vitro (Hunter et al., 1996). This increase could not be due 

to soluble phosphate implication (Beck et al., 2000) since the phosphate levels in the medium 

of either of the substrates were below those required for OPN gene expression modulations in 

the timing used (Beck, 2003) (data not shown). The dramatic increase in β3 integrin 

expression with the collagen d.o.m. was in accordance with the corresponding ligand 

expressions.  

 

RGD coating of surfaces has been largely employed in tissue engineering as a cell adhesion 

enhancer (Le Guillou-Buffello et al., 2008), with an enhance potential on HA substrates 

(Okamoto et al., 1998). By employing a mechanical detachment test, an enhanced adhesion on 

ACCs was confirmed. Such a d.o.m.-dependent resistance to cell detachment can be explained 

by the widely recognized adsorption of proteins on HA (Dalby et al., 2002b; El-Ghannam et 

al., 1999; Woodruff et al., 2007). This is the best explanation of the resistance to detachment 

of cells cultured on ACCX, given that soluble RGD treatment led to them becoming dose-
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dependently detached. Based on the above-mentioned morphological observations, cells 

seeded on ACCX behaved similarly to in 3D conditions, which might indicate that the ACCX 

were no longer flat. So, an additional explanation of the increased resistance to mechanical 

detachment could be attributed to the substrate roughness of ACC, which is known to promote 

cell adhesion (Anselme, 2000; Ismail et al., 2006; Keller et al., 2003). Additionally, the 

resistance to mechanical detachment of cells cultured on ACC0 can be explained by a 

mechanical anchorage mechanism where cell extension entanglement could occur on 

collagen, giving rise to an integrin-independent component of adhesion (Jiang and Grinnell, 

2005) 

 

Under the conditions presented herein, pre-osteoblastic cells revealed an early enhancement 

of their adhesive potential via an RGD-β3 integrin mechanism. OPN, the major matrix protein 

found in cement lines (McKee and Nanci, 1996), was deposited during the reversal phase of 

bone remodeling by mononuclear cells that cleaned the resorption lacunae from bone matrix 

leftovers by osteoclasts. This phase has been shown to be critical for subsequent bone 

formation (Everts et al., 2002; Romano et al., 1997), and consequently, the mimicry of such a 

matrix may be of particular importance in biological activation of biomaterials. It seems that 

the obtained pre-osteoblastic cells facing mineralized surfaces used the same functionalization 

protein as cells of the reversal phase. Interestingly, cement line deposition has already been 

attributed to cells belonging to the osteoblastic lineage (Everts et al., 2002). Furthermore, 

cement lines have been described to be a collagen-deficient matrix (Skedros et al., 2005), 

which is also in agreement with the present results.  

 

The present paper showed that cells on ACCX were smaller, but nevertheless achieved a 

homogeneous RGD-matrix deposition, probably by adopting a specific migratory behavior on 

ACCX, characterized by quick migration/arrest cycles. It can be speculated that the cells 

explored the surface (quick migration phases) and deposited the matrix when they came into 

contact with other cells or apatite aggregates (migration arrest). Given that cells have 

numerous projections, the increased motility of osteoblastic cells on HA has been suspected in 

several studies. Nevertheless, no measurements of migration parameters have been performed 

(Ngiam et al., 2009; Zhu et al., 2006). A modified motility on mineralized substrates of 

mesenchymal stem cells has also been documented (Leonova et al., 2006). This specific 

migratory behavior explains how osteoblastic cells, as small as they can be on HA, could 

explore the entire area of the sample and homogeneously deposit the matrix. Furthermore, 
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VEGF is a strong inducer of osteoblast migration (Midy and Plouet, 1994), and it can be 

speculated that high levels of soluble and matrix-bound VEGF can play a determining role in 

MC3T3-E1 migration in the presented conditions.  

 

Interestingly, pre-osteoblasts cultured on ACC revealed characteristics similar to those of 

osteoclasts: morphological adaptations (Saltel et al., 2004), as well as an increased adhesion 

(personal data) and activity (Destaing et al., 2005), observations that we could rely to the 

same mechanical niche (Discher et al., 2009) represented by collagen-mineralized substrates, 

that could affect bone cell general behavior and fate (Engler et al., 2006). Moreover, as VEGF 

is dose-dependently increased on mineralized collagen substrates, and possesses a pivotal role 

in angiogenesis-bone regeneration coupling (Schipani et al., 2009; Yu et al., 2009), ACCs 

provide an interesting model for coculture of osteoblastic cells, osteoclasts and endothelial 

cells in the study of bone remodeling in osteomimetic environments in vitro. Furthermore, the 

pre-osteoblastic matrix formed on ACCX seemed to mimic a cement line. A functionalized 

ACC material could be interesting in tissue engineering applications, favoring vascularization 

(increased VEGF-A), interface stability (increased OPN and FN) and biomaterial colonization 

(increased migration).   

 

Conclusions: 

 

Altogether, the presented results have demonstrated that pre-osteoblasts in contact with 

mineralized collagen actively deposit signaling VEGF-A and RGD-containing proteins such 

as OPN and FN. Most probably, this specific surface activation is performed firstly to 

reinforce cell survival and adhesion and secondly to recruit and prepare surfaces for 

subsequent bone cell activity, roles that are physiologically attributed to cement lines.  
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Principaux résultats/discussion de l'Article I: 

La maîtrise des matériaux ACC, permet l'utilisation contrôlée de trois degrés de 

minéralisation (d.o.m.): 0% d'apatite complexé au collagène (ACC25), 25% d'apatite 

complexé au collagène (ACC25), 50% d'apatite complexée au collagène (ACC50). 

 

Morphologie 

cellulaire/biocom-

-patibilité des 

matériaux 

Expression génique et 

synthèse de protéines 

matricielles 

Adhérence Migration 

Cellules de plus en 

plus petites avec 

l'augmentation du 

d.o.m. avec 

maintient de la 

croissance 

cellulaire. 

- ↑ VEGF-A en fonction du 

d.o.m. (↑↑ VEGF-A soluble) 

- ↑↑ OPN 

- ↑ FN 

- ↑ intégrine β3 en fonction du 

d.o.m. 

- ↓ Coll I 

↑↑ en fonction 

du d.o.m. => 

implication des 

sites RGD 

- ↑ vitesse 

- ↑ distance (en 

fonction du d.o.m.) 

- Profil 

caractéristique de 

migration en vague 

(alternance de 

phases 

d'exploration et  de 

phases d'arrêt) 

 

Les pré-ostéoblastes exposés à des matériaux de collagène minéralisé augmentent avec le 

d.o.m leur activité de synthèse protéique,  leur adhérence (liée aux sites RGD des protéines) et 

leur migration (en termes de vitesse et de distance), permettant une fonctionnalisation 

homogène du support de culture, malgré la diminution de la taille cellulaire observée avec le 

d.o.m. 

 

Ces activités pourraient être effectuées pour protéger la cellule de l'apoptose (VEGF-A)  dans 

un premier temps, puis pour recruter d'autres types cellulaires au lieu de fonctionalisation, par 

l'intermédiaire du VEGF-A (molécule pro-migrante et angiogénique), de l'OPN et de la FN 

(sites d'adhérence privilégiés pour les cellules osseuses). Ces observations nous font ainsi 

penser que des pré-ostéoblastes cultivés sur des surfaces minéralisés synthétisent une matrice 

similaire à celle pouvant être trouvée dans les lignes cémentantes (riche en OPN et pauvre en 

Coll I). Par ailleurs, un parallèle peut être dressé entre les pré-ostéoblastes et les ostéoclastes 
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cultivés sur ACC, les deux types cellulaires augmentant leur activité et leur adhésion, tout en 

modifiant leur morphologie. 
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Chapitre II. La décontraction cellulaire de cellules 

ostéoblastiques cultivées sur des supports ostéo-

mimétiques stimule leur machinerie de mécano-

sensation (Papier II). 

Article soumis à Bone. 

 

Présentation de l'Article II: 

La capacité de fonctionnalisation des supports minéralisés par les pré-ostéoblastes pourrait 

provenir d'une modification initiale de la façon dont les cellules ostéoblastiques perçoivent 

ces supports de culture, que nous appellerons mécano-sensation. En effet, les modifications 

morphologiques entraînées par les supports de collagène minéralisés pourraient engendrer des 

changements dans la mécanique intime de la cellule. Nous proposons ainsi que les 

augmentations d'activité des cellules ostéoblastiques par les supports minéralisés 

proviendraient d'une modification initiale de la capacité des cellules à percevoir leur micro-

environnement, par activation de leur machinerie de mécano-sensation/mécano-traduction.  

 

Article II: 

Cellular relaxation of osteoblastic cells cultured on osteo-mimetic substrates 

stimulates their mechanosensing machinery 

 
A. Perriera,b, M.T. Linossiera,b, C. Fourniera,b, V. Dumasa,b, M. Thomasa,b, P. Jurdicc, A. 

Rattnera,b, L. Vico a,b, A. Guignandona,b 

 
a: Université de Lyon, F42023, Saint-Etienne France 
b: INSERM U890, Laboratoire de Biologie du Tissu Osseux, IFR143, F42023 Saint-Etienne 

France 
c: IGFL, Lyon France 

Supprimé : stimulates 
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Abstract: 

 

Osteoblasts interact in vivo with collagen-containing matrices that differ in their mineral 

content. Mineralized substrates have been shown to increase osteoblast activities in vitro. The 

present article proposes that the morphological changes induced when osteoblastic cells are 

cultured on mineral substrates lead to an activation of the mechanosensing machinery, which 

could explain the widely known positive effects of apatite on these cells. MC3T3-E1 cells 

were seeded on collagen substrates complexed with various apatite contents and were 

compared to blebbistatin-treated MC3T3-E1 cells, given that mineralized substrates induced a 

cytoskeletal relaxation state. In both treatments, observations included a stress fiber 

disappearance, a microtubule persistence, cell projections, and enhanced focal adhesion (FA)-

related gene expressions, i.e., genes implicated in mechanotransduction, as compared to 

fibrillar adhesion (FB)-related genes, implicated in cell adhesion. This FA/FB expression 

pattern was in agreement with the observed up-regulation of two particularly 

mechanosensitive genes in osteoblastic cells, osteopontin (OPN) and vascular endothelial 

growth factor (VEGF-A), on collagen-mineralized substrates. By means of vinculin 

transfection, it was demonstrated that the FA number and the turnover of osteoblastic cells 

were increased over time on collagen-mineralized substrates as compared to on a non-

mineralized substrate. This could explain the observed enhancement in mechanotransduction, 

by reactivation of integrins.  

 

 

Key-words: Apatite, osteoblastic cell, mechanotransduction, focal adhesion, clutch
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Introduction: 

 

During bone remodeling, bone cells interact with collagen matrices with varying degrees of 

mineralization (Boivin and Meunier, 2002). The mineral of bone, i.e., apatite, has been shown 

to induce morphological alterations in osteoblastic cells (Chou et al., 2005b; Richard et al., 

2006; Xu et al., 2008). The continual feedback between cell shape and mechanosensing 

(Vogel and Sheetz, 2006) may explain the positive effect of apatite on the osteoblast activity 

(Moursi et al., 2002; Thian et al., 2006).  

 

The mechanosensing apparatus has been attributed to the cytoskeleton and integrins which 

transmit external forces in the cell by a process known as mechanotransduction (Ingber, 

2006). However, recent findings have exposed that a round cellular morphology, supporting a 

less stiff cytoskeleton, is more mechanosensitive than a flat cellular morphology, supporting a 

stiffer cytoskeleton (Bacabac et al., 2008). This interesting observation has led to the 

hypothesis that the dynamics of integrins, their localization and/or activation may be different 

when the cells present a soft cytoskeleton.  

 

Integrins are transmembrane heterodimeric cell surface receptors present in adherent cells 

such as osteoblasts. They recognize specific ligands of the extracellular matrix (Takagi, 

2007), forming a link between the cell and its environment in subcellular frameworks known 

as adhesion complexes. This permits adhesion and probing of the environment (Geiger and 

Bershadsky, 2002). A variety of adhesion complexes have been described, according to their 

maturation stage, making their molecular content change (Cukierman et al., 2001). Focal 

complexes are nascent cellular adhesions that evolve in focal adhesions (FAs), ultimately 

growing in fibrillar adhesions (FBs) (Zaidel-Bar et al., 2004). It has been recognized that FAs, 

localized at the cell leading edge (von Wichert et al., 2003), are implicated in 

mechanotransduction (Shemesh et al., 2005), making them grow from focal complexes 

(Riveline et al., 2001). It has also recently been demonstrated that the αVβ3 integrin, a 

specific integrin of FA, was responsible for adhesion reinforcement and mechanotransduction 

and that the α5β1 integrin, a more specific integrin of FB, was responsible for adhesion 

strength (Roca-Cusachs et al., 2009).  

 

The motivation behind the present study was to determine whether there exists a link between 

osteoblastic cell morphology alterations on mineral substrates with varying degrees of apatite 
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content, and their mechanotransduction potential following their FA/FB ratio. This was 

investigated  by way of the expression of specific integrins and the expression of 

mechanosensitive genes, such as fibronectin (FN) (Dumas et al., 2009; Faure et al., 2008), 

osteopontin (OPN) (Kubota et al., 1993; Morinobu et al., 2003), and vascular endothelial 

growth factor (VEGF-A) (Thi et al., 2007).  

 

Osteoblastic cells were plated on collagen-mineralized substrates denoted ACC (Apatite 

Collagen Complex) (Saltel et al., 2004; Shibutani et al., 2000) and quantifications by RT-PCR 

were carried out of the expression of the β1 integrin subunit and its preferential ligand, type I 

collagen (Coll I), representative of FB, on the one hand, and the β3 integrin subunit and its 

preferential ligand, osteopontin (OPN), representative of FA, on the other hand. A preferential 

increase in FA-related genes on the mineralized substrates was found and this increase was 

linked to the fact that the cytoskeleton was relaxed, given that blebbistatin-treated cells also 

put the balance in favor of mechanosensing machinery-related genes. As a result of the 

enhanced mechanosensibility, mechanosensitive genes were stimulated on collagen-

mineralized substrates. Furthermore, a time-lapse recording of vinculin-transfected cells 

showed that FAs were highly dynamic on these substrates. Increased mechanosensitive gene 

expressions under such conditions led to ACCs being proposed as mechanomimetic materials. 

Supprimé : that of 

Supprimé : ir
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Materials and Methods: 

 

Reagents and antibodies: 

 

35-mm culture-treated dishes were obtained from Falcon. Rabbit anti-MLC2 antibody was 

purchased from Cell Signalling Technologies (Ozyme). Goat anti-rabbit alexa fluor 488 

antibody and rhodamine-phalloidin was received from Invitrogen. All other reagents were 

purchased from Sigma. 

 

Apatite Collagen Complexes (ACCs): 

 

ACCs were prepared by carrying out slight modifications to a previously described method 

(Shibutani et al., 2000). Briefly, 35-mm cell culture-treated dishes (TCPS) were coated with a 

calf skin type I collagen solution overnight at room temperature. The dishes were then 

immersed in various baths based on Tris-Buffered Saline (TBS), pH=8.5. The first bath 

contained alkaline phosphatase and egg yolk phosvitin (0.13 mg/ml) at 37°C, and the second 

comprised calcium β-glycerophosphate (6 mM) at 37°C. The dishes were finally washed with 

water and the ACCs were dried and stored at 4°C before use. The successive immersions 

induced the deposition of an apatite-mimicking bone mineral on the plates (Doï et al., 1996; 

Shibutani et al., 2000), and the duration of the successive incubations determined the amount 

of apatite mixed with the collagen.  

 

The choice was made to study three d.o.m., ranging from 0 (pure collagen coating=ACC0) to 

50% apatite complexed with collagen. By varying the durations of the first and second baths, 

it was possible to control the amount of apatite mixed with collagen. A 3-10h cycle provided 

an ACC where 25% of the collagen surface was mixed with apatite, hereafter denoted 

ACC25. A 3-20h cycle, repeated twice, provided an ACC where 50% of the collagen surface 

was mixed with apatite, hereafter named ACC50. A quantification method for determining 

what percentage of the area that was covered with apatite has been described elsewhere 

(Perrier et al., 2010). In the following, the designation ACCX is used when referring to either 

ACC25 or ACC50. TCPS was employed as a control substrate. 
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Cell culture: 

 

The MC3T3-E1 pre-osteoblastic cell line derived from C57BL/6 mouse calvaria was obtained 

from ATCC (CRL-2593). MC3T3-E1 cells (within passage 18) were maintained in T75 flasks 

in αMEM supplemented with 10% fetal calf serum (ATGC Biotechnologies, Marne-la-Vallée, 

France, batch 916996), 2-mM L-glutamine and antibiotics (50 U/ml penicillin, 50 µg/ml 

streptomycin) in a humidified atmosphere of 5% CO2 at 37°C.  

 

Cells in T75 were rinsed with citrate buffer, trypsinized upon subconfluence using 1X trypsin-

EDTA and seeded in 2 ml of the medium used for the cell maintenance. Cell seeding was 

normalized to 2x104 cells/cm2, on TCPS, ACC0, ACC25 and ACC50, to reach an identical 

cell number regardless of the substrate, 32h after seeding.  

 

RNA extraction and RT-PCR: 

 

To isolate the total RNA for quantitative RT-PCR, the samples underwent lysis with the 

Trizol buffer (Roche, Hague Road, Indianapolis). The cell lysate was transferred to 

QiaShredder (Qiagen, Inc., Valencia, CA) columns for RNA purification. RNase-Free DNase 

(Roche) was used to eliminate DNA contamination of the RNA samples. Purified RNA was 

dissolved in RNase-free water and its concentration was assessed at 260 nm. The RNA 

quality was verified on a 2% agarose gel with 1 µg/ml ethidium bromide. Samples were 

stored at -80°C until use. Complementary DNA (cDNA) was synthesized from 2 μg of total 

RNA with the 1st strand cDNA synthesis Kit for RT-PCR (AMV, Roche, Hague Road, 

Indianapolis). 

 

8 μl of a cDNA mixture diluted at a ratio of 1:20 in water was subjected to real-time PCR 

using SYBR Green I dye (Lightcycler faststart DNA master SYBR green I, Roche, Penzberg, 

Germany). Reactions were performed in a 20-μl PCR mixture containing 4 μl 5x Master Mix 

(dNTP mixture with dUTP instead of dTTP, MgCl2, SYBR Green I dye, Taq DNA 

Polymerase and reaction buffer), 2 μl of 10-μM primers. The primer sequences of 

osteopontin (OPN), α1 procollagen (Coll I), β3 integrin (β3) and β1 integrin (β1), fibronectin 

(FN) and vascular endothelial growth factor A (VEGF-A) are listed in Table 1. Cyclophilin 

was used as a control. Standard curves were obtained from 10-fold dilutions of the total RNA 

from an RNA sample extracted from MC3T3-E1 cell cultures. Amplified products were 
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examined for size estimation on a 2% agarose gel with 1 µg/ml ethidium bromide and DNA 

molecular weight markers. The results were expressed as the increase in fold of gene 

expression on TCPS, after normalization based on cyclophilin values. 

 

Actin, microtubules and myosin light chain (MLC2) staining: 

 

The samples were rinsed in PBS, fixed with 4% formalin for 30 min at room temperature and 

permeabilized with 0.1% Triton X100 for 3 min at ambient temperature. The samples were 

then incubated with rhodamine-phalloidin (1:30 diluted), mouse anti β-tulin Cy3 antibody 

(1:50 diluted) in order to label actin and microtules, respectively. They were subsequently 

rinsed with PBS and switched to a mounting medium before being examined with a Leitz 

DMRB fluorescence microscope.  

 

MLC2 staining was performed using a previously described method (Bhadriraju et al., 2007) 

that was slightly modified. Briefly, the samples were rinsed in PBS, fixed in 4% formalin 

containing 0.5% Triton X100 during 20 min at ambient temperature. Subsequently, they were 

rinsed twice with PBS and twice with Tris-buffered saline (TBS) before being incubated with 

rabbit polyclonal anti diphospho MLC2 antibody (1:50 diluted). After an overnight incubation 

at 4°C, the samples were rinsed several times with PBS containing 0.05% Triton X100 

(PBSTX), after which secondary goat anti-rabbit antibody alexa fluor 488 (1:250 diluted) was 

added for 1h at 37°C. Finally, the samples were rinsed several times with PBSTX and 

switched to a mounting medium before being examined with a Leitz DMRB fluorescence 

microscope.  

 

All images were acquired with a Roper Scientific CoolSnapfx camera using the Meta Imaging 

series 4.6.6. software. The MLC2 staining distribution was subsequently measured using the 

ImageJ software. 

 

Fibronectin and nucleus staining: 

 

The samples were rinsed in PBS, fixed with 4% formalin for 30 min at room temperature and 

incubated with rabbit anti-human fibronectin (1:100 diluted) for 2h at 37°C. This was 

followed by an incubation with goat anti-rabbit alexa fluor 488 (1:250 diluted) for 1h at 37°C. 

For nuclei labeling, the samples were incubated with 1-µg/ml DAPI for 1h at 37°C. 
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Blebbistatin treatment:  

 

The MC3T3-E1 cell medium was aspirated 5h after seeding, when the cells had attached their 

substrate, and was replaced with αMEM containing 50-µM blebbistatin, during 27h. 

Subsequently, 32h post seeding, cell lysates for RT-PCR were obtained. 

 

Vinculin transfection:  

 

MC3T3-E1 cells were seeded in 6-well plates at 2×105 cells per well for 24 h in complete 

medium. pTagRFP-vinculin, EVROGEN, was mixed (1:2 ratio) with Jet Prime solution used 

for transfection in order to obtain 1 µg DNA and 2 µl of JetPrime per well. The cells were 

then incubated with the mixed solution for 10 min at ambient temperature. The total 

transfection time was 24 h, after which the cells were transferred to the ACCX materials for 

time-lapse imaging and quantification. 

 

Image analyses: 

 

Image analyses were performed with the ImageJ free software (http://rsb.info.nih.gov/ij) in 

order to determine the percentage of mineral mixed with collagen and to characterize the 

distribution pattern of MLC2. All analyses were performed after background removal and 

thresholding of the image. To determine the MLC2 distribution throughout the cells, analysis 

was performed on approx. 20 cells (400× magnification) of each substrate condition. The cells 

were manually delineated and a mask was created. A distance map was obtained with this 

mask, and multiplication of the distance map by the MLC2 fluorescent image provided the 

distribution from the cell edge to the center of the MLC2 fluorescence. The mean distance for 

each cell was statistically compared, and a decreased distance of fluorescence from the cell 

edge indicated that fluorescent structures were more peripheral.    

 

Concerning the morphological parameters obtained using RFP-vinculin expressing cells, a 

previously published technique was employed (Usson et al., 1997). This rendered possible the 

calculation of the vinculin number, area per cell. As for the dynamics of the vinculin positive 

contacts, time-lapse recording was employed: by overlaying all of the time points, the 

cumulative number and area of vinculin positive contacts could be calculated. In order to 
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estimate the turn-over of contacts, 4 to 5 large contacts per cell were manually selected close 

to the cell edge and were then tracked from clustering to dispersion. Finally, a statistical 

comparison was made of these durations. A time lapse of 2 hours was used to perform such 

measurements (one image every 2 minutes) and a total of 20 cells per condition were used.  

 

Statistical analyses: 

 

Statistical analyses were performed with the STATISTICA7.1 software (Statsoft Inc). All data 

was explored by one-way analysis of variance (ANOVA). When F-values for a given variable 

were found to be significant, a comparison among individual samples was assessed by the 

post-hoc method of Fisher. Results were considered to differ significantly when p<0.05. All 

data is presented as mean ± SEM. 
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Results: 

 

Cell morphology and FA/FB related gene expressions on collagen mineralized substrates: 

 

Dramatic morphological modifications of the cytoskeleton were seen when cells were seeded 

on collagen-mineralized substrates (Fig. 1A). 32 hours after seeding, actin microfilaments 

were found to be classically arranged in stress fibers on TCPS and ACC0, whereas for ACCX, 

cytoplasmic extensions were observed with actin stress fiber disappearance. However, actin 

spots and cortical actin persistence were noted on these substrates (Fig. 1A). Microtubules 

were present regardless of the substrate, but since the cells were dose-dependently smaller on 

ACC25 and ACC50, the microtubule network appeared to be collapsed (Fig 1A).  

 

Screening was performed of two categories of adhesive contact genes: fibrillar adhesion (FB)-

related genes, implicated in cell adhesion, and focal adhesion (FA)-related genes, implicated 

in cell mechanotransduction (Roca-Cusachs et al., 2009). The FB category included type-I 

collagen (Coll I) and β1 integrin genes and FA comprised osteopontin (OPN) and β3 integrin 

genes. When the levels of expression of FA- or FB-related genes were compared between 

unmineralized substrates (i.e., TCPS and ACC0), 32 hours after seeding, only a significance 

for Coll I expression was seen (0.75-fold on ACC0 vs. TCPS). Furthermore, the FA- and FB-

related genes were expressed at the same level on both unmineralized substrates. On 

mineralized substrates, on the other hand, there occurred a down-regulation of FB-related 

genes, illustrated by the Coll I expression (0.19-fold and 0.16-fold on respectively ACC25 

and ACC50 vs. TCPS) and the β1 integrin expression on ACC25 (0.78-fold vs. TCPS). There 

was also a dramatic up-regulation of FA-related genes on these substrates, with respectively 

an 80-fold and 65-fold increase in OPN expression on ACC25 and ACC50 vs. TCPS. The β3 

integrin was also up-regulated 2.5-fold on ACCX vs. TCPS. This led to a balance clearly in 

favor of FA-related genes on both mineralized substrates (Fig. 1B).  
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Figure 1: The cell morphology as well as the FA- and FB-related gene expressions on collagen-mineralized 
substrates, 32 hours after seeding. (A) Morphological changes of actin and microtubules on the different 
substrates (the inserts represent image magnifications). (Thin arrows: stress fibers. Large arrows: actin staining 
on cell edge. Circles: actin spots. The representative images have been magnified 400×). (B) Gene expressions in 
terms of fibrillar adhesion (FB)-related genes and focal adhesion (FA)-related genes on the substrates (mean ± 
SEM, a: difference vs. TCPS, b: difference vs. ACC0, c: difference vs. ACC25, p<0.05, n=5).  
 

Mechanotransduction gene expression modulation by cell relaxation: 

 

As stress fibers were absent on ACCX, it was deemed of interest to determine how the 

contractile agent myosin was modulated. This was done by staining the phosphorylation of its 

regulatory light chain. Phosphorylated Myosin Light Chain 2 (MLC2) was organized in fiber 

structures on TCPS and ACC0, along the actin microfilaments. A subnuclear MLC2 location 

could be noted on these substrates (Fig. 2A). On ACC25 and ACC50, only MLC2 spots were 

seen, with a preferential peripheral distribution, denoted by MLC2 distribution profiles (Fig. 

2A). The objective was to compare these morphological changes with a referent myosin 

inhibiting agent, i.e., blebbistatin. As expected, the blebbistatin treatment induced the 

disappearance of stress fibers regardless of the substrate. Furthermore, cell extensions 

appeared, and the longest  ones were seen on the mineralized substrates (Fig. 2A).  
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As expected, a decrease in the mean distance of MLC2 from the cell edge was observed on 

mineralized collagen substrates (Fig. 2B). This demonstrated the peripheralization of the cell 

contractile apparatus.   

 

Treating osteoblastic cells with blebbistatin induced the same preferential gene expression as 

that seen on collagen-mineralized substrates, in favor of FA-related genes, 32 hours after 

seeding and regardless of the substrate (Fig. 2C). FB-related genes were either insensitive to 

the blebbistatin treatment or slightly down-regulated, as demonstrated by the Coll I expression 

on TCPS and ACC0 (respectively 0.66-fold and 0.58-fold vs. their untreated counterparts). 

FA-related genes were dramatically up-regulated by the blebbistatin treatment, regardless of 

the substrate. Indeed, the OPN expression was increased 24-fold, 11-fold, 1.7-fold, and 2-fold 

on respectively treated TCPS, ACC0, ACC25 and ACC50 vs. untreated controls. Moreover, 

the β3 integrin expression was increased 2-fold and 2.5-fold on respectively TCPS and ACCX 

vs. untreated controls.  

 

Since the FA-related genes that were implicated in mechanotransduction were dramatically 

increased by cell relaxation (ACCX or blebbistatin), attempts were made to verify how 

mechanoresponsive genes were modulated when osteoblastic cells were cultured on collagen-

mineralized substrates. Furthermore, FA was quantized by way of vinculin-positive contacts. 
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Figure 2: The modulation of mechanotransduction gene expressions by cell relaxation, 32 hours after seeding. 
(A) Regulatory myosin light chain (MLC2) staining (the inserts represent the MLC2 distribution profiles 
throughout the cell; the same distribution profile was found for TCPS/ACC0 and ACC25/ACC50) and actin 
changes after blebbistatin treatment. (Thin arrows: stress fibers. Large arrows: MLC2 staining on cell edge. 
Arrowhead: filopodia. Small circles: MLC2 spots. Large circles: subnuclear MLC2 staining. The representative 
images have been magnified 400×). (B) Quantification of the MLC2 mean distance from the cell edge on the 
different substrates. (C) Blebbistatin relaxed state induced gene expressions in terms of fibrillar adhesion (FB)-
related genes and focal adhesion (FA)-related genes on the substrates, 32 hours after seeding (mean ± SEM, a: 
difference vs. TCPS, b: difference vs. ACC0, *: difference vs. corresponding non-treated substrates, p<0.05, 
n=20 for MLC2 quantification and n=5 for gene expression balance). 
 

Fibronectin expression and deposition: 

 

FN mRNA was increased on ACCX with a 7-fold and 8-fold expression on respectively 

ACC25 and ACC50 vs. TCPS (Fig. 3A), 32 hours after seeding. Fibronectin immunostaining 

confirmed the increased fibronectin expression, 72 hours after seeding, with more fibronectin 

deposited on the mineralized substrates. The cell number was the same as attested by DAPI 

staining (Fig. 3B).  

 

Supprimé : here 

Supprimé : that 
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Figure 3: Fibronectin expression and deposition. (A) FN mRNA quantified by RT-PCR, 32 hours after seeding, 
and (B) 200× magnification of representative FN immunostaining with respective nucleus staining, 72 hours post 
seeding (mean ± SEM, a: difference vs TCPS, b: difference vs. ACC0, p<0.05, n=5). 
 

Osteoblastic mechano-representative gene modulations induced by the substrates: 

 

OPN mRNA was dramatically up-regulated on mineralized substrates with a 80-fold and 65-

fold expression on respectively ACC25 and ACC50 vs. TCPS (Fig. 4A). Furthermore, VEGF-

A mRNA was dose-dependently up-regulated with the substrate mineral content, with a 4-fold 

and 5-fold expression on respectively ACC25 and ACC50 vs. TCPS (Fig. 4B).  
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Figure 4: Osteoblastic mechano-representative gene modulations induced by the substrates. (A) OPN and (B) 
VEGF-A expressions, 32 hours after seeding (mean ± SEM, a: difference vs. TCPS, b: difference vs. ACC0, c: 
difference vs. ACC25, p<0.05, n=5). 
 

Dependence of vinculin dynamics on the mineralization state of the substrate: 

 

The presented images have illustrated vinculin transfected cells over a two-hour period after 

32 hours of seeding on an unmineralized and a mineralized collagen substrate. By overlaying 

all images of a two-hour time lapse, very long vinculin comets could easily be observed on 

ACC0 (Fig. 5A). This was in contrast to the presence of numerous small spots on ACC25 

(Fig. 5B). Regardless of the particular timing considered in the time lapses, image analyses 

revealed that the vinculin number/cell was virtually the same for a collagen-coated substrate 

and a collagen-mineralized substrate (146.62±6.21 and 148.11±5.73 for ACC0 and ACC25, 

respectively) (Fig. 5C).  

 

By contrast, when the same quantification was performed on overlaid images for all the time 

points, it was observed that the collagen-mineralized substrate contained more than 2-fold FA 

as opposed to the collagen-coated substrate (223.69±7.86 and 498.48±20.09 for ACC0 and 

ACC25, respectively), thus reflecting an increased remodeling (Fig. 5D). It was further 

demonstrated that the cumulative vinculin mean area was smaller on a collagen-mineralized 

substrate as opposed to on its collagen-coated analog (10.21±0.42 and 2.96±0.20 for ACC0 
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and ACC25, respectively) (Fig. 5E). In complete accordance with this data, the FA lifetime 

was found to decrease on a mineralized substrate as opposed to on a collagen-coated substrate 

(40.85±4.89min and 19.58±3.51min for ACC0 and ACC25, respectively) (Fig. 5F).   
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Figure 5: Dependence of vinculin dynamics on the mineralization state of the substrate. RFP-vinculin 
transfected cells were imaged during a 2-hour recording session after 32 hours of seeding. Overlaid images are 
presented on (A) a non-mineralized collagen substrate (ACC0) and (B) a mineralized substrate (ACC25). The 
representative overlaid images were magnified 400×. A comparison of vinculin-positive contacts (FA) numbers: 
(C) at a given point in time of the recording, and (D) on overlaid images. (E) A comparison of vinculin-positive 
contact (FA) areas on overlaid images. (F) A comparison of the FA lifetime (mean ± SEM. *: difference vs. 
ACC0, p<0.05, n=20). 
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Discussion: 

 

The question that was put forward was whether the mechanosensing machinery of 

osteoblastic cells could be modulated when cultured on collagen-mineralized substrates 

(ACCX). Cytoskeletal tension has been largely demonstrated to be a prerequisite for force 

sensing and response (Colombelli et al., 2009; Ingber, 2003b), and mechanical stress has been 

shown to increase cytoskeletal tension (Albinsson et al., 2004; Yoshigi et al., 2005). More 

precisely, osteoblasts have been found to release their local tension in order to reorganize their 

cytoskeleton and respond to external cues (Sato et al., 2005).  

 

In apparent contradiction with this data, cell relaxation has in different studies been reported 

to induce a greater cell response to mechanical stimulation than tensed cells (Bacabac et al., 

2008; Ghosh et al., 2008; Zhang et al., 2006a), thus demonstrating that a cell relaxed state can 

also allow force sensing. Here, it was found that ACCX induced the disappearance of actin 

stress fibers but led to the contractile apparatus (actin and myosin) being maintained at the 

cell periphery. This can be compared to the well-developed stress fibers containing MLC2 in 

the entire cell on TCPS and ACC0. Actin and MLC2 spots observed on ACCX led to the 

speculation that, at a given time, there was a localized spatial distribution of the contractile 

apparatus inside the cell body, probably in order to maintain the minimal inner tension 

required for basic cell activities (Clark et al., 2007). However, the microtubule network 

persisted throughout the cell and cellular projections were noticed on these mineralized 

substrates, in accordance with previous investigations (Chou et al., 2005b; Xu et al., 2008).  

 

Interestingly, it has already been described that a relaxed cytoskeleton state induces cell 

projections, linked to the persistence of the microtubule network (Goldberg and Burmeister, 

1992; Rhee et al., 2007). Such behaviors have been explained by the clutch hypothesis (Rhee 

and Grinnell, 2007). This theory involves the actin retrograde flow being blocked with respect 

to the substrate (i.e., a clutch is engaged), allowing actin polymerization and protrusion 

formation at the cell leading edge. In a high tension state, cells present stress fibers and an 

external clutch engaged by integrins. On the other hand, when cells are in a low tension state, 

they become relaxed and the clutch is internal, engaged by microtubules. This latter 

description was in agreement with the present conditions of stress fiber disappearance and 

microtubule persistence on ACCX, with the presence of long cell projections.  
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Blebbistatin, known to inhibit myosin (Kovacs et al., 2004), has been shown to promote 

microtubule expansion (Even-Ram et al., 2007) and a blebbistatin treatment generally induces 

microtubule-dependent protrusions (Rhee et al., 2007; Ryu et al., 2006), as was observed 

under the conditions of the present study. Hence, the blebbistatin treatment morphologically 

resumed osteoblast behavior on the mineral, which was characterized by a relaxed 

cytoskeleton state and numerous thin cell projections. Since these projections have been 

postulated to be specialized structures sensing the cell environment (Dalby et al., 2004; 

Yamada et al., 1970), an enhancement of environmental detection could be suspected on 

mineralized substrates or after blebbistatin treatment. 

 

Indeed, it was demonstrated that mechanotransduction-related genes, i.e., genes of the FA 

(Roca-Cusachs et al., 2009; Shemesh et al., 2005), were enhanced when the cell tension 

became relaxed, either by the mineralized substrate or blebbistatin. Adhesion-related genes, 

i.e., genes of the FB, were reduced or unaltered by both treatments. One can notice that the 

blebbistatin-induced increase in FA-related genes was less significant on ACCX as opposed 

to on unmineralized substrates, however should be aware that the FA-related gene inductions 

on ACCX were already dramatic, which led to the final inductions also being dramatic. 

Furthermore, β3 integrins, which formed the link between the cell and the extracellular matrix 

in FA, have been localized at cell edges (von Wichert et al., 2003), where the contractile 

apparatus persisted under the presented conditions, thus allowing signal transmission (Ingber, 

2003b). Numerous examples have demonstrated that transduction occurs locally, at the cell 

periphery, even though the forces propagate throughout the cell (Choquet et al., 1997; 

Riveline et al., 2001; von Wichert et al., 2003). This places the peripheralized contractile 

apparatus on ACCX in an ideal location for mechanotransduction purposes.  

 

FN fibrillogenesis is a process that begins at the cell periphery (Geiger et al., 2001; Pankov et 

al., 2000), and the maintenance of a force gradient rendered it possible for the cells to 

synthesize the extracellular matrix (Lemmon et al., 2009). Consequently, FN synthesis could 

be permitted on ACCX and the increased deposition could be explained by the 3D 

characteristic of ACCX, since an enhanced FN synthesis on three-dimensional substrates was 

reported (Mao and Schwarzbauer, 2005b). It has been pointed out that osteoblasts respond 

better to their mechanical environment when they are seeded on fibronectin surfaces, due to 

an enhanced integrin engagement (Ponik and Pavalko, 2004; Takai et al., 2006). 
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As a result of increased mechanotransduction, genes that respond specifically to mechanical 

challenges in osteoblastic cells, such as OPN (Kubota et al., 1993; Morinobu et al., 2003) or 

VEGF-A (Thi et al., 2007), would be affected on ACCX. Indeed, a dramatic increase of OPN 

mRNA on ACCX was observed. OPN thus represents a perfect example of the fact that the 

first step of mechanotransduction may be the synthesis of mechanotransductors (FA). VEGF-

A mRNA, as a mechanosensitive gene, was dose-dependently enhanced on ACCX, possibly 

indicating that more mechanical information could be sensed/extracted as the collagen 

mineral content increased. More specifically, one can hypothesize that the cells increased 

their mechanoresponse by way of FA dynamics, represented by vinculin (an FA member) 

dynamics. If we accept that mechanosensing/probing is related to mechanosensor dynamics, 

an increase in the FA dynamic/turnover can be associated with an improved mechanosensing 

ability. It was found that the number of vinculin-transfected FA increased on a mineralized 

substrate in a given period of time (in accordance with an increased β3 integrin expression) 

even if the same number of vinculin-transfected FA was found, at a given time point. Such an 

increased formation of FA would allow an enhanced environment probing. At the same time, 

the smaller FA observed on vinculin-transfected cells cultured on a mineralized substrate 

showed that adhesion dynamics, in this condition, did not allow cells to fully enlarge their 

contacts. Rather, it forced the recycling of these contacts. Indeed, the cytoskeletal instability 

on a mineralized substrate was associated with a higher FA turnover, which could give rise to 

an enhanced mechanosensing/probing of the substratum, by resensitization of the integrins.  

 

The above-mentioned clutch has already been demonstrated to inherently sense and respond 

to local environment (Chan and Odde, 2008; Wang, 2007). Based on this theory, the present 

study proposes that, when cells are plated on TCPS or ACC0, large lamellipodia are formed 

due to integrin clusterization and FAs are predominantly static (high vinculin lifetime), giving 

rise to a basal mechanotransduction. However, when cells are seeded on ACCX, microtubules 

constitute an internal clutch and thin lamellipodia and filopodia-like protrusions are formed 

due to a localized elongation of the cell membrane. In this condition, integrins (and by 

extension FAs) are released from the clutch, allowing them to rapidly recycle (reduced 

lifetime); a fact that may allow them to fulfil their roles as mechanotransductors (Ingber, 

2006; Roca-Cusachs et al., 2009; Shemesh et al., 2005). In fact, in this condition, a 

microtubule-mediated FA integrin endocytosis was expected, as also recently demonstrated 

(Ezratty et al., 2009).  
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To simplify, the mechanosensing ability may be more accurately linked with release/recycling 

of FAs than with the establishment of large static complexes. A rapid recycling of FAs may 

be associated with the maturation of reduced adhesion complexes into FBs (Zaidel-Bar et al., 

2004). Nevertheless, FN accumulated significantly on ACCX, indicating that a high FA 

turnover was not associated with immaturity of the adhesion complexes. On the contrary, a 

rapid maturation of FA into FB may be the triggering signal for the recycling of vinculin-

positive adhesion complexes, and this assumption could also explain why more FN was 

deposited on ACCX. In a tentative to summarize the osteoblast behavior on ACCX, we 

propose a model that considers the clutch localization, FA recycling and fibronectin synthesis 

(Fig. 6).  

 

Interestingly, blebbistatin-treated osteoblastic cells cultured on mineralized substrates show a 

morphological resemblance to osteocytes, i.e., the putative specialized mechanical sensing 

cells in bone (Burger and Klein-Nulend, 1999). The specialized dendritic morphology of these 

cells (Sugawara et al., 2005) has recently been described to better sense mechanical 

challenges than the cell body (Adachi et al., 2009). β3 integrins, that are widely expressed in 

osteocytes (Bennett et al., 2001), have been determined important in this process (Miyauchi et 

al., 2006). Moreover, the contractile apparatus has been shown to be located in osteocyte 

processes (Murshid et al., 2007), a strategic position to mediate physical deformations of the 

plasma membrane (Tanaka-Kamioka et al., 1998). Further studies are needed to characterize 

our cell phenotype under these conditions.  

 

In summary, mineralized collagen substrates induced a delocalization of the contractile 

apparatus at the cell edges. Moreover, they also caused cell projections and upregulated their 

expression of FA-related genes (that were implicated in mechanotransduction). As the same 

behavior was observed when cell tension was abolished, it is believed that osteoblastic cells 

on mineral substrates modified the repartition of their tension and induced cell projections to 

probe their environment, thus enhancing their mechanotransduction abilities. Since the FA 

turnover and maturation, as well as the genes responding to mechanical challenges, were 

increased, ACC is proposed as a mechanomimetic material. 
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Figure 6: Clutch theory and mechanotransduction 
(adapted from (Rhee and Grinnell, 2007)). When the 
cells were plated on TCPS or ACC0 (upper panel), 
an actin flow occurred. When the retrograde actin 
flow was blocked by integrins (forming a framework 
in adhesion clusters, comprising vinculin) – the 
external clutch – actin and myosin motors pushed 
forward the cell membrane in adjacent areas and 
large lamellipodiae formed. This activity led to the 
creation of actin stress fibers inside the cell body. In 
this condition, the FAs were static since the integrins 
were entrapped in the clutch, providing a basal 
environment sensing. When the cells were plated on 
mineralized substrates (lower panel), the peripheral 
retrograde actin flow became blocked by 
microtubules defining an internal clutch. Thin 
filopodia-like protrusions were formed by localized 
elongation of the cell membrane due to the actin 
assembly. It is proposed that extending filopodia 
promoted environment sensing, since integrins, 
which were released from the clutch, rapidly became 
recycled due to microtubule presence. This provided 
a dynamic environment sensing that stimulated the 
cell mechanotransduction machinery, terminally 
inducing mechanosensitive gene expressions. In both 
conditions, FA could mature into FB due to tension 
maintenance in the whole cell (TCPS/ACC0) or at 
the cell periphery (ACC25/ACC50). The latter 
condition rendered it possible to sustain greater FN 
fibrillogenesis (see discussion for details). 
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Principaux résultats/discussion de l'Article II: 

Les modifications morphologiques entrainées par le collagène minéralisé sont comparées aux 

modifications morphologiques induites par la blebbistatine, molécule inhibant le 

fonctionnement de l'activité ATPase de la myosine de type II, car dans les deux cas, une 

décontraction cytosquelettique se produit, avec une disparition des fibres de stress et un 

maintien du réseau de microtubule. De plus, supports minéralisés et traitement à la 

blebbistatine induisent tous deux l'apparition de nombreuses extensions cytoplasmiques. 

 

Mécano-sensation Mécano-traduction Gènes mécano-sensibles 

- Prolongements 

cytoplasmiques (en fonction 

du d.o.m. et blebbistatine) 

- Délocalisation de l'appareil 

contractile à la périphérie 

cellulaire (sur ACC) 

Gènes des FA >> Gènes des 

FB (ACC et blebbistatine) 

↑ turnover des FA sur ACC 

↑ FN (sur ACC) 

 

↑↑ OPN (sur ACC)  

↑ VEGF-A (en fonction du 

d.o.m.) 

 

Ces observations sont concomitantes à une diminution de la durée de vie des FA, soit une 

augmentation de leur turnover. C'est cette augmentation du turnover et donc du recyclage des 

FA, avec la décentralisation de l'appareil contractile, que nous soupçonnons être à l'origine 

d'une augmentation de la mécano-sensibilité cellulaire par réactivation des intégrines, 

engendrée initialement par la morphologie cytosquelettique. L'augmentation de dépôt de 

fibronectine pourrait aussi permettre cette meilleure préhension environnementale par 

optimisation de l'engagement intégrinique. 

 

Le modèle du "clutch", décrit pour expliquer la migration cellulaire (que l'ont sait augmentée 

sur les supports minéralisés (cf. D. Chapitre I. Le degré de minéralisation du collagène 

augmente de façon dose-dépendante le dépôt d'une matrice similaire à une ligne cémentante 

par des cellules pré-ostéoblastiques (Article I).) explique les morphologies et caractéristiques 

observées sur ACC. Par ailleurs, ce modèle a été décrit comme contribuant à la mécano-

traduction. Nous avons ainsi rattaché les modifications morphologiques et l'augmentation de 

mécano-sensibilité, liée à la décontraction cytosquelettique sur ACC, au modèle du "clutch 

interne" de la mécanique cellulaire, permettant un recyclage rapide des intégrines. Ces 

observations nous ont amenées à considérer les ACC comme des supports 
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mécanomimétiques, puisqu'ils retracent les comportements ostéoblastiques observés après 

stimulation mécanique exogène (augmentation de la production de FN, d'OPN, de VEGFA, 

avec une implication forte des FA).  

 

Résultats complémentaires à l'Article II: 

Pour aller plus loin dans l'aspect de mimétisme mécanique du support, nous avons voulu 

connaître les capacités différenciantes de l'ACC. En effet de nombreuses données illustrent le 

potentiel ostéogénique des stimulations mécaniques exogènes, qu'elles soient de ha/bf ou de 

ba/hf, influençant la balance "voie ostéoblastique/voie adipogénique" chez les cellules 

souches mésenchymateuses (David et al., 2007; Huang et al., 2009a; Luu et al., 2009). Le 

modèle des pré-ostéoblastes MC3T3-E1 nous semblant imparfait dans cette description 

(diminution de l'expression du collagène de type I sur ACC, cf. D. Chapitre I. Le degré de 

minéralisation du collagène augmente de façon dose-dépendante le dépôt d'une matrice 

similaire à une ligne cémentante par des cellules pré-ostéoblastiques (Article I)., 

diminution d'expression de la phosphatase alcaline, (cf. Figure 49), nous avons choisi de tester 

dans nos conditions de support de collagène minéralisé, le modèle des cellules souches 

mésenchymateuses C3H10T1/2. 

 

Nous avons tout d'abord vérifié que les supports ACC engendraient des modifications 

morphologiques sur ce type cellulaire, avec notamment une diminution de la taille cellulaire 

et l'apparition d'extensions cytoplasmiques, 32h après ensemencement (Figure 44).  

 
Figure 44: Morphologie des cellules C3H10T1/2 après 32h de culture sur un support de collagène de type 
I, ACC0 et un support de collagène de type I complexé à 50% d'apatite, ACC50. 
Marquage des fibres d'actine à la phalloïdine (x400). 
 
Après culture sur un support de collagène minéralisé (ACC50) pendant 5 jours (3 jours en 

milieu de culture normal et 2 jours en milieu de culture "permissif" (cf. G. Matériels et 

ACC0 ACC50
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méthodes), nous avons observé une augmentation de l'expression des gènes impliqués dans 

l'orientation vers le linéage ostéoblastique (Runx2, phosphatase alcaline, collagène de type I), 

et une diminution de l'expression des gènes impliqués dans l'orientation vers le linéage 

adipocytaire (PPARγ, cEBPα) (Figure 45). 
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Figure 45: Différenciation des cellules souches mésenchymateuses C3H10T1/2 sur ACC50. 
*: différence vs ACC0, p<0,05, n=3, abréviations: Runx2: Runt-related transcription factor 2, PAL: phosphatase 
alcaline, Coll I: Collagène de type I,  PPARγ: Peroxysome Proliferator-Activated Receptor γ, cEBPα, 
ccaat/Enhancer Binding Protein α. 
 
Les supports ostéo-mimétiques ACC sont donc capables d'engager des cellules souches  

mésenchymateuses indifférenciées vers la voie ostéoblastique, donnant une caractéristique 

supplémentaire à l'aspect mécano-mimétique de ce matériau. 
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Chapitre III. Effets des micro-vibrations sur les 

pré-ostéoblastes en fonction du degré de 

minéralisation du collagène.  

 

Présentation: 

Les modifications morphologiques et de potentiel de mécano-traduction étant affectés lorsque 

les pré-ostéoblastes sont cultivés sur des supports de collagène minéralisé, nous avons voulu 

connaître la réponse cellulaire aux signaux les plus présents in vivo, soit les signaux de basses 

amplitudes et de hautes fréquences (ba/hf), signaux faisant actuellement l'objet de nombreuses 

recherches in vivo, mais dont l'effet in vitro est pratiquement inconnu sur les cellules osseuses 

(cf. B. Chapitre II - 2.3. Aux stimulations de basses amplitudes et de hautes fréquences (ba/hf) 

– les micro-vibrations (adapté de la revue (Vico et al., 2008)). 

 

Résultats/discussion: 

Pour cela, nous avons utilisé les cellules de la lignée MC3T3-E1 afin d'étudier à nouveau 

l'effet du micro-environnement sur les évènements précurseurs à la phase de formation du 

remodelage osseux. Nous avons utilisé un appareillage capable de générer des stimulations 

ba/hf: le pot vibrant (vibration generator), dont l'utilisation initiale est liée aux tests de 

résistance de matériaux (cf. G. Matériels et méthodes). 

Nous avons tout d'abord tenté d'isoler un ou des signaux capables d'augmenter la production 

d'oxyde nitrique (NO), molécule reconnue comme médiateur de la réponse osseuse aux 

signaux mécaniques (Turner et al., 1996), en appliquant des signaux sinusoïdaux ba/hf de 

courte durée, tel qu'il a été reporté dans une des seules études référentes in vitro sur les 

ostéoblastes (Bacabac et al., 2006). Nous avons appliqué ces signaux sur des boites de culture 

standard de 35mm. Nous avons tenté de faire varier les paramètres définissant le signal 

sinusoïdal, en fixant un des paramètres exposés dans les équations 1, 2, 3 ou 4 (cf. B. Chapitre 

II-2.1. Quelques notions physiques). Ainsi nous avons testé différents signaux ayant la même 

amplitude, la même fréquence, ou encore le même jerk, donné comme paramètre déterminant 

la réponse osseuse dans l'étude susmentionnée (une partie des résultats est présenté Figure 

46). 
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Figure 46: Effet des stimulations ba/hf sur la production de NO par les cellules ostéoblastiques MC3T3-
E1. 
Des signaux ba/hf sont appliqués à (A) amplitude fixe à 0,7mm, (B) accélération fixe à 100Hz, (C) jerk fixe à 
173km.s-3 pendant 5 min à 37°C, 24h après ensemencement. Les milieux conditionnés sont récoltés 5min après 
le signal vibratoire (*: différence vs témoin non vibré (NV), p<0,05, n=5 pour (A) et (B) n=13 pour (C)). La 
mauvaise reproductibilité des expérimentations de dosage de NO se voit notamment dans l'absence d'effet du 
signal 100Hz-28g en (A) et (B) (une tendance apparaît en (B)) alors que celui-ci à un effet en (C). 
 
 
Malgré les nombreuses combinaisons de paramètres évalués, autant dans les caractéristiques 

des signaux que dans la durée d'application ou le temps de latence après application du signal 

vibratoire (cf. G. Matériels et méthodes, Tableau 3), nous ne sommes parvenus à identifier de 

signal capable d'augmenter la production de NO de manière reproductible, dans les timings et 

conditions d'ensemencement utilisés, en mode de vibration verticale ou horizontale, le dernier 

mode ayant été celui utilisé dans l'étude de Bacabac et al., 2006. 

Cependant, un signal vibratoire augmente significativement la production de NO, bien que de 

façon non reproductible: le signal à 100Hz et 28g. 
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Ceci nous mène à une remarque: le jerk ne serait pas le paramètre déterminant la réponse 

osseuse, étant donné qu'au même jerk que celui produisant le plus de réponse dans l'étude de 

Bacabac et al., 2006, un seul signal est capable d'induire une réponse cellulaire en termes de 

production de NO, celui à 100Hz et 28g (presque identique au signal de plus haute fréquence 

dans l'étude référente, qui était de 100Hz-30g, procurant un jerk de 186km.s-3). En revanche, 

les fortes accélérations pourraient jouer un rôle (le signal à100Hz et 28g comporte la plus 

grosse accélération testée). 

 

Par ailleurs, nos supports de culture minéralisés (ACC) relarguent en grosse quantité du 

nitrite, produit de dégradation du NO, réellement dosée dans la méthode de dosage utilisée 

(cf. G. Matériels et méthodes). Un support commercialisé, BD Biocoat Osteologic™, montre 

aussi une tendance au relargage de nitrite (Figure 47).  

 
Figure 47: Relargage de nitrite par les supports de culture minéralisés. 
*: différence vs TCPS, p<0,05, n=3 en (A) et n=6 en (B).  
 

Ce relargage important de nitrites, vestiges moléculaires de la présence de NO, pourrait aussi 

expliquer les comportements d'augmentation de mécano-sensibilité et de fonctionnalisation 

des matériaux de collagène minéralisé observés précédemment, de part le rôle de médiateur 

de la réponse à la contrainte mécanique joué par ce radical libre (cf. B. Chapitre II-1.3. Les 

marqueurs de mécano-sensibilité). Nous n'avons cependant pas regardé cet aspect, puisque la 

mise en présence d'ACC50 soluble (contenant donc les nitrites) sur les pré-ostéoblastes ne 

modifiait pas leur morphologie de la même façon que le minéral complexé aux supports de 

collagène, avec notamment une absence de prolongements cytoplasmiques (montrant par 

ailleurs l'importance de la topographie du support dans leur apparition). De plus, on peut voir 

que plus le minéral solubilisé est mis rapidement après l'ensemencement, moins les cellules 

s'étalent. Cette caractéristique se retrouve lorsque le minéral est complexé au support de 
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collagène, avec une diminution précoce de la taille cellulaire, montrant une influence possible 

de la chimie du support dans ce phénomène (Figure 48). 

 
Figure 48: Morphologie des cellules MC3T3-E1 mises en présence d'ACC50 solubilisé à différents temps 
après l'ensemencement. 
Marquage des fibres d'actine à la phalloïdine. Le nombre indiqué au-dessus de chaque photographie représente le 
temps après l'ensemencent sur ACC0, à partir duquel le milieu de culture est supplémenté par (A) 1ml du milieu 
neuf ou par (B) 1ml de milieu supplémenté par de l'ACC50 solubilisé (obtenu par scrapping de l'ACC50). Ces 
milieux sont laissés en présence des cellules pendant 24h (x400). 
 
Nous n'avons ainsi pas testé de signaux ba/hf en méthode de dosage de nitrite sur les supports 

de collagène minéralisés ACC; les réactions de sécrétion de NO liées à une éventuelle réponse 

cellulaire auraient en effet été noyées par le nitrite environnant. 

 

Nous avons alors choisit d'entamer une recherche de modification génique par biologie 

moléculaire sur les différents supports de culture, minéralisés ou non. Malheureusement, nous 

ne pouvions plus effectuer le signal à 100Hz-28g pour cause de défaillance du pot vibrant. A 

l'arrivée d'un nouveau pot vibrant, nous avons préféré limiter l'accélération des signaux 

utilisés. Nous avons alors utilisé deux signaux appliqués dans l'axe horizontal, se rapprochant 

le plus possible de ceux de l'étude de Bacabac et al., 2006, en termes de fréquence 

(l'accélération fut notre facteur limitant, pour les raisons de préservations du nouveau pot 

vibrant évoquées): un signal à 100Hz/12g et un autre à 30Hz/6g, proches des signaux de 

l'étude référente (100Hz/30g et 30Hz/16g).  

Ainsi, nous avons observé, partant du profil génique décrit sur les différents matériaux (Figure 

49), qu'en globalité (de façon non significative la plupart du temps), les signaux vibratoires 

diminuaient l'expression génique sur matériaux de collagènes minéralisés alors qu'une 

augmentation d'expression se produisaient sur les matériaux non minéralisés (Figure 50).  
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Figure 49: Signature génique de la lignée MC3T3-E1 après 32h de culture sur différents matériaux. 
a: différence vs TCPS, b: différence vs ACC0, c: différence vs ACC25, p<0,05, n=9. 
 
 
 

  OPN FN VEGF-A Intégrine β3 Intégrine β1 PAL Coll I 
 TCPS 0,82 3,21 1,76 2,67 0,53 1,55 1,12 

30Hz-6g ACC0 1,93 1,19 2,00 0,92 0,88 0,80 1,02 
 ACC25 0,60 0,68 0,94 0,71 0,35 0,51 0,83 
 ACC50 1,04 0,55 0,56 0,78 0,52 0,60 0,62 

 
  OPN FN VEGF-A Intégrine β3 Intégrine β1 PAL Coll I 
 TCPS 0,12 1,34 1,35 2,84 0,55 1,06 0,97 

100Hz-12g ACC0 1,44 0,71 1,36 1,50 0,96 0,59 1,13 
 ACC25 0,69 0,58 0,72 1,89 0,47 0,63 1,08 
 ACC50 1,16 0,26 0,44 0,76 0,84 0,47 0,64 

 
 
Figure 50: Modulations géniques après stimulations vibratoires de 5 min (le nombre indique la 
démultiplication par rapport au support de même type, non stimulé). 
Les cellules de la lignée MC3T3-E1 sont stimulées pendant 5 min à 37°C aux régimes indiqués, 24h après 
ensemencement. Les boîtes de culture témoins et stimulées sont alors replacées à 37°C pendant 8h (temps de 
latence après stimulation déterminé par cinétique d'expression). L'extraction est ainsi établie 32h après 
l'ensemencement. 
En orange: augmentation d'expression par rapport au même support non vibré. En bleu: Diminution d'expression 
par rapport au même support non vibré. Les hachures dans les cases dénotent une significativité par rapport au 
même support non stimulé, p<0,05, n=5. La ligne rouge sépare les supports minéralisés des supports non 
minéralisés. 
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Ainsi, la réceptivité aux signaux mécaniques exogènes semble être modifiée dès que les  

matériaux de collagène sont minéralisés, montrant que les cellules ostéoblastiques interprètent 

différemment le signal selon la minéralisation de leur support de culture (et la 

fonctionalisation matricielle spécifique que cela comprend). Cette réponse différentielle 

pourrait provenir des différences de mécano-traduction soulignées dans l'Article II. Ainsi, un 

même signal mécanique serait différemment interprété selon la minéralisation de la matrice 

sur laquelle la cellule ostéoblastique adhère (constituant un signal mécanique endogène), le 

signal exogène pouvant être interprété comme stimulant mécanique dans un cas (TCPS, 

ACC0) ou stress mécanique dans l'autre cas (ACC25, ACC50). Par ce terme de stress 

mécanique est sous entendu le fait que les signaux utilisés ne seraient pas adaptés à la culture 

de pré-ostéoblastes sur des surfaces de collagène minéralisé, du fait de leur 

hypersensibilisation aux signaux environnementaux. Ainsi, le paradoxe soulevé plus haut (cf. 

B. Chapitre II-2.5. Hautes ou basses amplitudes…Un paradoxe…), ne pourrait en fait relever 

que de la qualité du support de culture, plan et rigide dans un cas (in vitro), nécessitant de 

fortes stimulations mécaniques pour éliciter une réponse cellulaire (car les cellules ne seraient 

pas pré-sensibilisées par le support de culture), et tridimensionnel et remodelable dans l'autre 

cas (in vivo), sur lesquels les cellules seraient capables de répondre à de faibles stimulations 

(car les cellules seraient pré-sensibilisées par leur support de culture). Si des contraintes 

mécaniques "trop brutales" étaient appliquées dans ce dernier cas, un stress mécanique 

engendrant des effets néfastes pourrait apparaître, tel qu'il est observé ici.  

Selon l'hypothèse avancée dans l'Article II, les signaux vibratoires pourraient déstructurer les 

contacts focaux des cellules sur leurs supports respectifs. Sur TCPS et ACC0, cette 

déstructuration pourrait aboutir à une diminution de la durée de vie des contacts focaux, 

renforçant la mécano-traduction. A l'inverse, sur ACC25 et ACC50, supports minéralisés, la 

déstructuration des contacts focaux pourrait empêcher leur remodelage rapide, et ainsi 

diminuer les capacités de mécano-traduction sur ces supports, aboutissant à un effet inhibiteur 

par rapport aux mêmes supports non stimulés (l'expression finale après micro-vibrations sur 

les supports minéralisés reste toutefois supérieure à l'expression finale sur les supports non 

minéralisés pour les gènes déjà augmentés par la minéralisation du collagène, due à 

l'expression génique de base déjà exacerbée sur ACC (cf. Figure 49).  
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Notre étude sur supports ostéo-mimétiques nous a montré l'importance du micro-
environnement physico-chimique sur le comportement de cellules ostéoblastiques (allant de la 
migration à la différenciation) et dans les réponses que ces cellules pouvaient donner aux 
stimulations exogènes les plus présentes in vivo. La qualité de la MEC a été relevée dans de 
nombreuses études comme influant sur le comportement cellulaire (cf. B. Chapitre I-2. 
Interactions matrice-cellules osseuses), faisant des supports de polystyrène traité, utilisés dans 
la majorité des études sur les cellules osseuses, pour des raisons de simplicité d'utilisation 
(renfort de l'adhérence cellulaire, asepsie contrôlée, imagerie non perturbée), un support 
totalement incomplet pour l'étude de cellules adhérentes. Le rôle des cellules ostéoblastiques 
est de synthétiser, mais aussi de remodeler la MEC. En face d'un support plan, rigide et non 
remodelable comme peuvent l'être les boîtes de culture classiques, les cellules génèrent de 
grosses forces de traction (Engler et al., 2006) afin de remodeler la matrice sur laquelle elles 
sont déposées, contractant leurs "muscles" (représentés par les fibres de stress) au maximum. 
Dans ces conditions d'hyper-tension globale, les cellules ostéoblastiques ne pourraient plus 
réorganiser leur appareil contractile, altérant leur mécano-sensibilité. En revanche, sur des 
supports ostéo-mimétiques, les cellules ostéoblastiques pourraient refaçonner à loisir leur 
appareil contractile et la matrice, les rendant potentiellement plus sensibles aux signaux 
mécaniques endogènes et exogènes. D'autres limites liées à la culture in vitro standardisée 
peuvent être évoquées; le micro-environnement chimique n'est en effet pas respecté, avec des 
milieux de cultures comprenant des taux de glucose, de sérum ou d'acides aminés 
extrêmement élevés par rapport aux milieux naturels. De même, le micro-environnement 
gazeux des incubateurs classiques de culture cellulaire ne respecte pas les pressions partielles 
tissulaires, notamment en temes d'oxygène. Si les effets de ces paramètres chimiques et 
gazeux sont aussi drastiques que l'effet du micro-environnement matriciel sur le 
comportement cellulaire, la compréhension fine des phénomènes biologiques serait 
grandement entâchée. Dans notre but ultime de création d'un modèle de remodelage osseux in 
vitro, ces différents paramètres physico-chimiques seraient à prendre en compte. Il serait 
également informatif, dans l'optique de comprendre les évènements précoces à la phase de 
formation, et ayant montré la synthèse d'une matrice ressemblant à la ligne cémentante par les 
pré-ostéoblastes cultivés sur ACC (cf C. Chapitre I. Le degré de minéralisation du collagène 
augmente de façon dose-dépendante le dépôt d'une matrice similaire à une ligne cémentante 
par des cellules pré-ostéoblastiques (Article I).), d'établir des cocultures cellules pré-
ostéoblastiques-cellules macrophagiques sur ACC. Nous nous rapprocherions ainsi plus de 
l'état physiologique, les deux types cellulaires ayant été observés durant la phase de réversion 
du remodelage osseux (cf B. Chapitre I- 

1.2.1. Les différentes phases). De plus, étant donnée l'importance de l'état matriciel 

au sein d'une BMU après l'une ou l'autre des étapes du cycle, des cocultures cellules 

ostéoblastiques-cellules ostéoclastiques seraient à effectuer de manière séquentielle. Par 

ailleurs, afin d'étudier le comportement de pré-ostéoblastes, nous n'avons pas supplémenté le 

milieu de culture en β-glycéro-phosphate ou en acide ascorbique, facteurs solubles permettant 

la différenciation vers l'ostéoblaste. Il serait cependant intéressant de connaître l'effet de ces 

matériaux sur des ostéoblastes pleinement différenciés, comme des ostéoblastes primaires, 

dont ont sait la morphologie affectée de la même façon que les pré-ostéoblastes sur les 

supports de collagène minéralisé. 
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Cette morphologie particulière et le comportement migratoire observés dans nos conditions de 

culture sur supports de collagène minéralisé dénotent un environnement tri-dimensionnel, ou 

uni-dimensionnel, pour reprendre l'abus de langage utilisé par Doyle et al., 2009, terme 

pouvant être mieux adapté aux ACC. Ces supports de culture pourraient en effet être vus 

comme des supports uni-dimensionnels "brisés" (des lignes aléatoires se dessinant entre les 

minéraux). Les extensions cytoplasmiques liées à ce type de supports (1D et 3D) permettent la 

préhension du micro-environnement, avec un grand diamètre exploratoire, tout en minimisant 

le coût énergétique lié à la migration, comportement exploratoire complètement adopté par les 

neurones (Davenport et al., 1993). La migration étant de plus elle-même augmentée sur les 

supports ACC, l'exploration environnementale se voit alors optimisée, pouvant apporter une 

quantité d'informations environnementales encore plus importante à la cellule. Le matériau 

ACC pourrait être rendu réellement tri-dimensionnel par l'épaississement de sa phase 

organique, afin d'apprécier si les comportements observés se retrouvent bien à l'identique, ce 

qui permettrait de pousser encore plus près le mimétisme des phases du remodelage osseux. 

De plus, cet épaissisement de la phase organique, tel qu'elle avait été créée pour le matériau 

ACC dans les années 70 (Banks et al., 1977), pourrait permettre un meilleur complexe avec la 

phase minérale,, ce qui éviterait le délitement minéral sur de longues périodes de culture. Cet 

aspect temporel a aussi une importance dans la qualité de la phase minérale de l'ACC. Nous 

avons en effet utilisé dans nos études des ACC "fraichement" synthétisés, car avons remarqué 

que le ratio Ca/P (proche de 1,67, attestant de la similitude avec le minéral osseux) augmentait 

avec le temps de stockage des matériaux à 4°C (une étude crystalline serait intéressante à 

entreprendre pour comprendre les modifications occasionnées). De futurs travaux sur ce 

support de culture devront contrôler cet aspect, pour ne pas avoir de biais lié à la qualité de la 

phase minérale. 

 

Ces différentes observations nous mènent au dogme du rapport structure-fonction, bien connu 

en physiologie. Il est aussi connu que la mécanique cellulaire affecte la forme des tissus in 

vivo, cette dernière influant sur le comportement cellulaire, en rétrocontrôle (Ingber, 2005; 

Nelson et al., 2005), respectant ainsi le dogme. Au sein du tissu osseux, les ostéocytes nous 

semblent être un parfait exemple du rapport structure-fonction dans la mécanique cellulaire. 

Ces cellules présentent en effet une constante de rigidité faible par rapport aux ostéoblastes, 

celle-ci étant plus importante aux extrémités cellulaires, représentées par le réseau dendritique 

de ces cellules (Sugawara et al., 2008) (ces extrémités étant plus mécano-sensibles (Adachi et 

al., 2009)). Ceci illustre une relaxation cytosquelettique générale et une délocalisation vers la 
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périphérie de la tension cellulaire, liée aux fibres d'actine (Haga et al., 2000), largement 

présentes dans ces extensions (Kamioka et al., 2004; Murshid et al., 2007; Tanaka-Kamioka et 

al., 1998). Avec un fort taux d'expression des intégrines β3 (Bennett et al., 2001), et donc de 

l'appareil mécano-traducteur (Roca-Cusachs et al., 2009), le rôle mécano-senseur privilégié de 

ces cellules pourrait ainsi être expliqué, selon nos résultats, par leur morphologie et la 

délocalisation de leur appareil contractile à la périphérie cellulaire. De plus, leur aspect 

sphérique au sein des lacunes ostéocytaires pourrait renforcer la décontraction de leur 

cytosquelette au centre de la cellule, augmentant leur mécano-sensibilité (Bacabac et al., 

2008), par une capacité de réorganisation rapide de leurs constituants. Outre cette similitude 

possible dans la mécano-traduction entre nos cellules cultivées sur ACC et les ostéocytes, de 

nombreux paramètres nous font penser que les pré-ostéoblastes cultivés sur ces supports de 

collagène minéralisé pourraient s'engager vers une voie de différenciation ostéocytaire, en 

accord avec une étude montrant le rôle de la minéralisation dans l'engagement dans cette voie 

(Irie et al., 2008):  

- Leur morphologie dendritique, la diminution de la taille cellulaire (Franz-Odendaal et al., 

2006; Palumbo, 1986) et une distribution de la tension cellulaire en périphérie, comme évoqué 

ci-dessus. 

- Leur expression matricielle avec une diminution de l'expression du collagène de type I, de la 

phosphatase alcaline et une augmentation d'expression de l'ostéopontine (Aarden et al., 1996; 

Boukhechba et al., 2009; Franz-Odendaal et al., 2006). 

- L'augmentation d'expression de l'intégrine β3 (Bennett et al., 2001). 

- La diminution de l'aire des contacts focaux (Sugawara et al., 2008). 

- L'augmentation de la motilité (Dallas et al., 2009). 

De plus, la diminution de la taille des pré-ostéoblastes cultivés sur ACC montre un défaut 

d'étalement, ou plutôt un étalement adapté à la surface de collagène minéralisé. La qualité de 

cet étalement est capable de dicter le comportement de prolifération, de différenciation ou 

d'apoptose des cellules adhérentes (Chen et al., 1997; Dike et al., 1999; Huang and Ingber, 

2000; Liu and Chen, 2007; Singhvi et al., 1994). En effet, des cellules endothéliales cultivées 

sur des "îlots" microfabriqués de différentes tailles montrent une prolifération sur les plus 

grands îlots, lorsque les cellules sont complètement étalées, alors  qu'une apoptose se produit 

sur les îlots les plus petits, lorsque les cellules sont rétractées. Sur les îlots de taille moyenne, 

les cellules présentent un étalement moyen et engagent un programme de différenciation 

(Dike et al., 1999). Il est ainsi possible que dans nos conditions de culture sur ACC, le degré 

d'étalement obtenu soit efficace pour l'enclenchement d'un programme de différenciation. 
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Toutefois, il reste bien sûr à montrer que les pré-ostéoblastes cultivés sur ACC expriment 

SOST, DMP1 ou encore E11 pour pouvoir les qualifier de cellules ostéocytaire. L'ACC 

pourrait aussi être utilisé pour la culture de lignés ostéocytaires, plus particulièrement de la 

lignée MLO-Y4, permettant leur différenciation complète. Il a en effet été suggéré qu'un 

modèle in vitro de support minéralisé pourrait combler les défauts de cette lignée (manque 

d'expression de DMP1 et de SOST) (Yang et al., 2009). Ce matériau pourrait aussi être utilisé 

afin de maintenir à longs termes l'état de différenciation d'ostéocytes primaires. En effet, il a 

été montré, pour un autre type cellulaire emprisonné dans sa MEC, le chondrocyte, que la 

culture bi-dimensionelle induisait une dé-différenciation vers un phénotype fibroblastique 

(Holtzer et al., 1960), à l'inverse de la culture tri-dimensionnelle, capable de maintenir en état 

leur différenciation (Abbott and Holtzer, 1966; Benya and Shaffer, 1982). De façon 

intéressante, l'altération chimique du cytosquelette d'actine, rendant les chondrocytes plus 

sphériques par diminution de la tension cellulaire (comme lors de la culture tri-

dimensionnelle), est aussi capable de restaurer partiellement leurs marqueurs phénotypiques 

lors de la culture bi-dimensionnelle (Newman and Watt, 1988; Zanetti and Solursh, 1984). 

 

Le degré d'étalement précédemment évoqué modifie la forme de la cellule et cette forme, 

régulant le devenir cellulaire (Folkman and Moscona, 1978), est sous la dépendance du 

cytosquelette, dont l'organisation est largement contrôlée par la famille Rho des GTPases (cf 

B. Chapitre II-1.1.2. La migration cellulaire) (Etienne-Manneville and Hall, 2002). 

Notamment, la contractilité des fibres d'acto-myosine, générant la tension cellulaire, est 

régulée par la GTPase RhoA, protéine jouant un rôle dans la prolifération (Huang et al., 1998; 

Nelson et al., 2005) et la différenciation cellulaire (Arnsdorf et al., 2009; Wozniak et al., 

2003). Par ailleurs, les GTPases Rac et cdc42 ont respectivement un rôle dans l'émission de 

lamellipodes et de filopodes. Nous pouvons penser que sur les supports ACC, une régulation 

localisée de ces constituants se produit, amenant au comportement global observé. Les 

expressions de Rac et cdc42 doivent en effet se produire à des endroits précis lors de la 

migration cellulaire. La morphologie des pré-ostéoblastes cultivés sur ACC nous informe 

aussi que l'expression de ROCK, kinase de RhoA contrôlant l'apparition des fibres d'acto-

myosine, doit être élevée en périphérie et basse au centre de la cellule. Plus exactement, il est 

possible qu'une expression préférentielle des isoformes de ROCK se produise chez les pré-

ostéoblastes cultivés sur ACC. Cette kinase présente en effet deux isoformes aux substrats 

identiques (MLC2, MYPT1, cf. B. Chapitre II-1.1.1.1. Les microfilaments), nommées ROCK 

I et ROCK II,  dont les répartitions diffèrent, ROCK I étant diffus et périnucléaire et ROCK II 
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étant périnucléaire et associé à la membrane (Yoneda et al., 2005). Leurs activités sont aussi 

spécifiques, ROCK I étant impliqué dans la formation des fibres de stress et des adhésions 

focales, ROCK II permettant une activité de phagocytose de la MEC et une inhibition de la 

formation des fibres de stress chez les fibroblastes. De plus, une hypertrophie cellulaire est 

liée à la déplétion de ROCK II (Yoneda et al., 2005). Ces différents éléments nous laissent 

penser que chez les pré-ostéoblastes cultivés sur ACC, ROCK II pourrait être plus actif que 

ROCK I de par l'absence globale de fibres de stress, la localisation périphérique de la MLC2 

et la diminution de la taille cellulaire observée. De plus, ROCK II possède un rôle important 

dans la fibrillogénèse de la fibronectine, augmentée sur ACC, et l'absence de ROCK I stimule 

cdc42 et l'apparition d'extensions cytoplasmiques (Yoneda et al., 2007), nombreuses lors de la 

culture sur ACC. Il est de plus intéressant de noter que la régulation des fibres de stress se 

situe au centre de cellule en cas d'activation par ROCK (donc ROCK I) et en périphérie de la 

cellule en cas d'activation par MLCK  (Totsukawa, 2000), mettant un autre acteur que ROCK 

II dans la répartition périphérique de l'appareil contractile. Il serait ainsi très informatif de 

doser l'activité et la répartition des GTPases, des isoformes de ROCK et de MLCK chez les 

pré-ostéoblastes cultivés sur ACC, afin de connaître les acteurs de mécanique cellulaire mis 

en jeu.  

 

Du fait des modifications de mécanique cellulaire observées sur les supports ostéo-

mimétiques ACC, supports plus physiologiques, en qualité, que les supports habituels de tests, 

il serait intéressant de tester l'action de médicaments à visée anti-ostéoporotique, maladie 

osseuse prenant de plus en plus d'ampleur avec le vieillissement des populations. Il serait 

également informatif de tester des contraintes mécaniques se rapprochant encore plus des 

signaux retrouvés in vivo, avec une faible présence des signaux de hautes amplitudes et une 

forte présence des signaux de basses amplitudes (Fritton et al., 2000), en appliquant des 

bruits. Ces signaux mécaniques aléatoires sont régis par la "densité spectrale de puissance", 

une fonction permettant d'englober différentes fréquences contenues dans un signal 

stochastique, de façon proportionnelle à 1/fβ. Ainsi sont distingués différents bruits selon la 

valeur affectée à β, modifiant la qualité du signal. Un bruit blanc  (β=0), dans lequel les 

intensités sont identiques avec l'augmentation en fréquence, un bruit rose (β=1), faisant 

décroître l'intensité du signal avec l'augmentation en fréquence, un bruit rouge (β=2), 

permettant une décroissance encore plus abrupte de l'intensité du signal avec l'augmentation 

en fréquence. Bruits rose et rouge se rapprochent ainsi encore plus des signaux reçus par le 

tissu osseux in vivo, pouvant procurer aux cellules osseuses une combinaison de signaux 
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mécaniques (en termes d'amplitude, de fréquence, d'accélération). Les combinaisons de 

signaux pourraient en effet revêtir un aspect aussi important que le taux de contrainte, 

l'accélération ou les répétitions du signal, comme celà a déjà pu être montré in vitro (Dumas 

et al., 2009; Tanaka et al., 2003b).  

 

Enfin, ce travail nous a amené à réunir des visions, à priori opposées, de la mécanique et de la 

mécano-traduction cellulaire. Quant à la mécanique cellulaire, nous avons pu établir un 

parallèle entre les modèles de la tenségrité et du "clutch", les deux étant basés sur les mêmes 

structures cellulaires, que sont les intégrines et les microtubules. En fait, le premier modèle 

décrirait un comportement global alors que le second décrirait un comportement local. Lors 

de la culture de cellules sur des supports 2D/dur/non remodelables tel le TCPS, les grosses 

forces de tension développées par les fibres de stress, en vue de remodeler la MEC, pourraient 

être équilibrées par les intégrines (Ingber, 2003a), les microtubules ne pouvant alors plus 

jouer leur rôle de résistance à la compression (Stamenovic et al., 2002). Les intégrines 

devraient alors rester en place pour le maintient de la tenségrité, générant un patinage de 

l'embrayage ("frictional slippage" du modèle du "clutch" (cf B. Chapitre II-1.1.5. La théorie 

du "clutch" = théorie de l'embrayage)), ce qui procurerait une transmission statique des 

informations environnementales, et permettrait la formation locale de lamellipodes, de par 

leur fonction de "clutch externe" dans le blocage du flux (la tension) rétrograde d'actine sur 

substrats rigides (Rhee and Grinnell, 2007). A l'inverse, lors de la culture sur des supports 

3D=1D/mou/remodelables tel l'ACC, les forces de tensions, moindres (fibres de stress peu 

voire pas présentes), seraient équilibrées par les microtubules (Ingber, 2003a). Dans ces 

conditions, ces-derniers joueraient le rôle de "clutch interne", formant localement des 

filopodes (Rhee and Grinnell, 2007; Rhee et al., 2007). Les intégrines n'étant plus dévouées 

au maintient de la tenségrité, pourraient être recyclées par les microtubules (Ezratty et al., 

2009), permettant un entretien dynamique de la transmission des informations 

environnementales, ce qui pourrait être une base au mécanisme de charge et décharge de 

l'embrayage ("load and fail" du modèle du "clutch" (cf B. Chapitre II-1.1.5. La théorie du 

"clutch" = théorie de l'embrayage)). 

En ce qui concerne la mécano-traduction cellulaire, certains mentionnent le fait que les 

cellules doivent avoir un fort câblage cytosquelettique afin de permettre la transduction du 

signal (Colombelli et al., 2009; Ingber, 2003b) alors que d'autres mentionnent une 

augmentation des capacités de mécano-traduction lorsque les cellules sont relaxées, avec un 

cytosquelette moins structuré (Bacabac et al., 2008; Ghosh et al., 2008; Zhang et al., 2006a). 
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Nous avons montré l'importance potentielle de la localisation des constituants de la 

contractilité cellulaire pour une mécano-traduction optimale (liée ici au support de culture 

seulement, les signaux mécaniques exogènes s'étant révélés inappropriés): le corps cellulaire 

devrait posséder un cytosquelette relâché, rendant possible tout réarrangement moléculaire, 

alors que les extensions cytoplasmiques devraient contenir l'appareil contractile mécano-

sensible. Cette distribution des constituants cellulaires, en vue de la mécano-traduction, 

pourrait ainsi dépendre de la qualité de la MEC, et plus particulièrement de sa 

dimensionnalité.  

Ces différentes visions de la mécanique et de la mécano-traduction cellulaire trouvent 

quoiqu'il en soit leur place in vivo. En effet, la MEC osseuse, en remodelage permanent, 

pourrait procurer alternativement des environnements bi- ou tri-dimensionnels aux cellules 

ostéoblastiques, influant sur leur comportement de prolifération, de différenciation et de 

mécano-sensibilité.  
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Il ne faut pas se fier aux apparences… 

 

Nos connaissances en culture cellulaire "de routine" nous informent que de "beaux" 

ostéoblastes doivent présenter de nombreuses fibres de stress et un grand étalement, afin 

d'obtenir des synthèses matricielles convenables. Hors, la culture de cellules ostéoblastiques 

sur ACC nous a montré que des cellules ne présentant qu'un réseau cortical de fibres d'acto-

myosine et un faible étalement, qui aurait présagé d'une mort cellulaire certaine, étaient, 

contre toute attente, capables d'augmenter leurs synthèses matricielles par rapport aux 

supports de culture standard, formant une interface ressemblant à celle déposée in vivo par les 

cellules de la ligne cémentante. Les fibres de stress, gage de qualité de la culture in vitro, ne 

sont en fait que rarement observées in vivo, quelque soit le type cellulaire, montrant que leur 

présence ne pourrait être qu'un artéfact lié à la qualité des supports employés dans les études 

in vitro (Dubash et al., 2009). Un autre comportement contre intuitif observé sur les supports 

ACC fut la réponse pro-migratoire mais aussi pro-adhésive (et ce malgré l'absence de fibres 

de stress) des pré-ostéoblastes, permettant vraisemblablement une meilleure préhension 

environnementale. Ces observations sont inhérentes aux qualités physico-chimiques du 

support de culture ostéo-mimétique utilisé et à la fonctionnalisation matricielle effectuée par 

les pré-ostéoblastes. De plus, il faut prendre conscience que l'observation de l'augmentation de 

l'adhérence dénote un comportement global. La migration requiert en effet un fort 

attachement à un instant et une zone cellulaire donnés, afin que la cellule puisse se déplacer 

sans se détacher de son support, l'instant d'après nécessitant un attachement moindre dans 

cette zone, afin de rétracter la partie fortement ancrée (DeMali and Burridge, 2003; Ridley et 

al., 2003). Ainsi, des observations inattendues pour la culture cellulaire "classique" trouvent 

leur explication dans la qualité du support de culture. De par les observations mentionnées 

dans ce travail, il nous apparaît nécessaire d'étudier les cellules osseuses dans des 

environnements plus physiologiques, ostéo-mimétiques, afin d'abaisser la barrière séparant les 

micro-environnements cellulaires in vivo et in vitro. Ceci pourrait amener une reconsidération 

de nos connaissances en biologie des cellules osseuses. 

 

Dr Jekyll et Mr Hyde… 

 

De façon intéressante, le comportement des deux lignées de cellules osseuses ostéoclastiques 

et ostéoblastiques est le même sur les matériaux de collagène minéralisé ACC. En effet,  dans 

les deux cas sont observées une périphéralisation de l'appareil contractile (sealing zone pour 
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l'ostéoclaste (Saltel et al., 2004)), une modification des activités des RhoGTPases (Destaing et 

al., 2005; Saltel et al., 2004) (seulement présumée ici pour les cellules ostéoblastiques), une 

augmentation d'activité (résorption pour les ostéoclastes (Saltel et al., 2004; Shibutani et al., 

2000)) et une augmentation de l'adhérence cellulaire, que nous avons pu observer lors de 

culture de cellules macrophagiques de la lignée RAW264.7, se différenciant en ostéoclastes 

sous stimulation cytokinique (RANKL, M-CSF).  Des cellules osseuses d'origines différentes 

et à actions opposées pourraient ainsi avoir développé le même phénotype contractile et la 

même mécanique cellulaire afin de s'adapter aux surfaces de collagène minéralisé. Ces 

cultures ostéoclastiques (macrophagique) et ostéoblastiques sur ACC annoncent ainsi la 

coculture, afin de se rapprocher au plus du remodelage osseux in vivo. 

 

Cassandre, Nostradamus et al. ou les doigts dans le cambouï de la mécanique cellulaire 

 

Par ailleurs, nous avons été amené à considérer le support de culture ACC comme un support 

mécano-mimétique. Les contraintes mécaniques endogènes (topographie, rigidité, 

dimensionnalité) en résultant sont alors permanentes pour les cellules ostéoblastiques 

évoluant à leur surface, modifiant la distribution de leur appareil mécano-traducteur, ce qui 

pourrait sensibiliser la cellule aux signaux mécaniques exogènes. Il serait ainsi primordial de 

comprendre les effets du support de culture sur la mécanique cellulaire avant de pouvoir 

qualifier des signaux mécaniques exogènes: les effets du micro-environnement endogène sur 

la mécanique cellulaire pourraient en effet servir de prédicteur à la qualité des stimuli 

exogènes capables d'induire une réponse. Ces derniers signaux sont eux-mêmes capables de 

réorganiser l'appareil mécano-traducteur, fait montré pour différents types cellulaires (Cucina 

et al., 1995; Endlich et al., 2001; Gavara et al., 2008; Gunst et al., 2003; Sato et al., 2005), des 

boucles de rétrocontrôles entre la cellule et "ses micro-environnements endogènes et 

exogènes" pourraient alors s'établir.  

De nouveaux signaux mécaniques, mais aussi chimiques, sous forme insoluble ou soluble 

pourraient aussi se produire lors de la culture à long terme de cellules ostéoblastiques sur 

ACC. Ces nouveaux signaux devraient engendrer de nouvelles capacités de mécano-

traduction. En effet, nous avons observé que les pré-ostéoblastes ou des ostéoblastes primaires 

recouvraient la totalité des matériaux ACC après 14 jours de culture. Dans ces conditions, 

l'aspect migratoire se voit certainement modifié, pouvant affecter le reste de la machinerie 

cellulaire décrite. Les modifications matricielles ayant lieu au cours du remodelage osseux 

pourraient de la même manière procurer des signaux physico-chimiques endogènes aux 
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cellules de la lignée ostéoblastique, afin de dicter leur comportement de prolifération, de 

différenciation ou de mécano-sensation aux informations mécaniques exogènes, de manière 

appropriée à leur localisation et à la phase du cycle de remodelage. 

 



 

 157 

 
 
 
 
 
 

G. MATERIELS & 
METHODES



G. MATERIELS & METHODES 

 158 

Sont exposées dans cette section les techniques employées dans les résultats des chapitres II et 

III, non présentées dans les matériels et méthodes des deux articles. 

 

Conditions de culture des cellules souches mésenchymateuses C3H10T1/2: 

 

Ces cellules sont des cellules souches mésenchymateuses d'une lignée immortalisée provenant 

d'un d'embryon murin, obtenues chez ATCC (CCL-226). Elles sont entretenues dans du 

milieu αMEM supplementé par 10% de sérum de veau fœtal (ATGC Biotechnologies, Marne-

la-Vallée, France, lot 916996), 2mM de L-glutamine et des antibiotiques (50U/ml pénicilline, 

50µg/ml streptomycine) dans des flasques de 75cm² placées en atmosphère humide réglée à 

5% CO2 et 37°C. Ces cellules sont cultivées jusqu'au 15ème passage.  

Le décollement cellulaire est effectuée à subconfluence par rinçage au tampon citrate puis par 

l'utilisation de trypsine-EDTA 1X (Sigma) puis ensemancement dans 2mL de milieu de 

culture  utilisé pour l'entretien cellulaire, dans des boîtes de culture de 35mm (Falcon). 

L'ensemencement est normalisé afin d'atteindre un nombre de cellules identique quelque soit 

le support de culture (minéralisé ou non), 32h après l'ensemencement. Les C3H10T1/2 sont 

alors cultivés pendant trois jours dans les conditions de l'entretien cellulaire puis le milieu est 

changé en milieu contenant 50µg/ml d'acide ascorbique, 10-6M de β-glycero-phosphate, 10-

8M de dexamethasone, 5x10-5M d'isobutylmethylxanthine, 1µl/ml d'insuline and 10-8 M 

d'acide rétinoïque pour deux jours supplémentaires. Ce milieu "permissif" autorise la 

différenciation ostéogénique ou adipogénique. 
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Amorces de biologie moléculaires supplémentaires: 

 

Gènes Amorce sens Amorce antisens 

Taille du 

produit  

(pb) 

Source 

Runx2 
5'CCGGGAATGATGAG

AACTAC3' 
5'TGTCTGTGCCTTCTT

GGTTC3' 
223 NM009820.2 

cEBPα 
5'CAAGCCAGGACTAG

GAGATT3' 
5'CCAAGGCACAAGGT

TACTTC3' 
203 NM007678.3 

PPARγ 
5'GAAATTACCATGGT

TGACACAGAG3' 
5'GTGAATGGAATGTC

TTCATAGTG3' 
170 NM011146.2 

RANKL 
5'CCAGCTATGATGGA

AGGCTCA3' 
5'CGTACAGGTAATAG

AAGCCA3' 
223 NM011613.3 

OPG 
5'GCACCCTGTATAAA

ACACA3' 
5'CCGTTTTATCCTCTC

TACA3' 
255 NM008764.3 

VEGF-R1 
5'GCCCCTGACAGTAT

TATACA3' 
5'GCTCCTTCCTGTCCA

GGTTA3' 
232 NM010228.3 

CD44 
5'CCTGCCGCTACGCA

GGTGTA3' 
5'GGAGGTGTTGGACG

TGACGA3' 
260 NM009851.2 

 

Appareillage de vibrations: 

 

Afin de générer des accélérations sinusoïdales à des boîtes de Pétri, nous avons utilisé un pot 

vibrant (TIRAGmbh), appareil fonctionnant selon le principe d'un électroaimant. Ce pot 

vibrant est relié, par l'intermédiaire d'un amplificateur, à un ordinateur stockant le signal 

voulu (dans un fichier son) ou à un générateur de signaux. Un support est fixé au pot vibrant 

afin de maintenir cinq boîtes de cultures en position horizontale ou verticale par rapport à la 

source du signal (Figure 51). Des accéléromètres permettent un contrôle en boucle 

d'asservissement du signal émis. La durée d'application des signaux, le type de signal ainsi 

que les durées avant et après le signal pour le dosage de NO sont exposées dans le Tableau 3. 

Pour ces dosages, les cellules sont ensemencées à 0,4x105 ou 1x105 cellules/cm² dans des 

boîtes de culture de 35mm de diamètre et le milieu est changé juste avant application du 

signal vibratoire par du mileiu contenant 2% de SVF. Pour les extractions géniques, les lysats 

de culture pour extraction des ARNm sont récoltés 8h après une session vibratoire de 5min 

sur les différents supports de culture minéralisés (ACC25, ACC50) ou non (TCPS, ACC0), 

soit 32h après l'ensemencement. 
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 Tableau 3; Différentes modalités de contraintes utilisées pour les dosages de NO 
 

Axe de 
vibration 

Amplitude 
(en mm) 

Fréquence 
(en Hz) 

Accélération 
(en g) 

Jerk (en 
km.s-3) 

Temps avant 
vibration et 

après 
ensemencement

Durée 
d'application 

du signal 
vibratoire 

Temps 
après 

vibration  
0,099 50 1 3,081 24h 5min 5min  
0,005 100 0,19 1,171 24h 5min 5min  

2,208E-04 1500 2 184,851 24h 5min 5min  V
er

tic
al

 

4,769E-05 2500 1,2 184,851 24h 5min 5min  
0,696 50 7 21,566 24h 5min 5min 
0,699 80 18 88,728 24h 5min 5min 
0,696 100 28 172,528 24h 5min 5min 

Amplitude 
constante 
(0,7mm) 

0,007 100 0,3 1,849 24h, 48h   5min, 30min 5min, 24h 
0,010 100 0,4 2,465 24h, 48h   5min, 30min 5min, 24h 
0,045 100 1,8 11,091 24h, 48h   5min, 30min 5min, 24h 
0,070 100 2,8 17,253 24h, 48h   5min, 30min 5min, 24h 
0,199 100 8 49,294 24h, 48h   5min, 30min 5min, 24h 
0,447 100 18 110,911 24h, 48h   5min, 30min 5min, 24h 
0,696 100 28 172,528 24h, 48h   5min, 30min 5min, 24h 

Fréquence 
constante 
(100Hz) 

4,720E-05 1000 0,19 11,707 24h 5min 5min 
0,001 1000 2,8 172,528 24h 5min 5min 
0,000 1000 0,28 17,253 24h 5min 5min 

Fréquence 
constante 
(1000Hz) 

5,564E-07 5000 0,056 17,253 24h 5min 5min 

5,564E-06 5000 0,56 172,528 24h 5min 5min 

Fréquence 
constante 
(5000Hz) 

0,696 100 28 172,528 24h 5min 5min 
0,032 280 10 172,528 24h 5min 5min 
0,006 500 5,6 172,528 24h 5min 5min 
0,001 1000 2,8 172,528 24h 5min 5min 

2,567E-05 3000 0,93 171,911 24h 5min 5min 

H
or

iz
on

ta
l 

5,564E-06 5000 0,56 172,528 24h 5min 5min 

Jerk 
constant 
(173km.s-

3) 
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Figure 51: Schéma de fonctionnement simplifié de l'appareillage de vibration. 
Le signal est généré par un fichier son placé sur ordinateur ou par l'intermédiaire d'un générateur de signal. L'un 
de ces deux appareils (selon le signal voulu) est relié à un amplificateur, lui-même relié au pot vibrant, mis en 
position horizontale ou verticale. Les signaux mécaniques sont alors transmis à cinq boîtes de culture de 35mm  
de diamètre, maitenues par un support métallique. 
  
Dosages d'oxyde nitrique (NO): 

 

Afin d'effectuer les dosages de NO, nous avons utilisé le Griess reagent system (Promega, 

G2930). Le NO présent dans le milieu de culture (relargué par les cellules) est mesuré 

indirectement, car cette molécule, lorsqu'elle est sécrétée, ne persiste que quelques secondes 

en milieu acqueux (6-10s); elle est oxydée en différents produits (NO2, N2O3, NO2
-, NO3

-, 

NO+) dont l'élément final stable et non volatil est le nitrite (NO2
-). C'est donc ce dernier qui 

est dosé dans ce test par une réaction de diazotisation décrite par Griess en 1879 (Figure 52). 

Les réactifs sont composés de sulfanilamide (1% sulfanilamide, 5% acide phosphorique) et de 

N-1-NaphtylEthylènediamine Dihydrochloride (NED) (0,1% N-1-naphtyléthylènediamine 

dihydrochloride dilué dans l'eau). Ce système détecte le NO2
- dans une grande variété de 

liquides biologiques et expérimentaux comme le plasma, le sérum, l'urine et les milieux de 

culture. Le sulfanilamide et le NED entrent en compétition pour le nitrite dans la réaction de 

Griess. Une meilleure sensibilité est donc permise par l'addition séquentielle des deux 

composants. 
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De façon brève, une gamme de référence en duplicate (50µL/puits) est d'abord préparée en 

effectuant 6 dilutions en série de la solution mère de nitrite à 0.1M fournie, permettant 

d'obtenir un échantillonage de 1.56 à 100µM. La dernière série de puits est laissée vierge de 

nitrite, afin d'obtenir le point 0µM.  Ensuite sont déposés 50µL d'échantillons dans les puits 

désirés, avant d'ajouter 50µL de la solution de sulfanilamide à tous les puits (échantillons et 

gamme de référence). Une incubation de 5-10min est effectuée à l'abri de la lumière à 

température ambiante, puis le NED (50µL/puits) est ajouté à tous les puits. Une nouvelle 

incubation de 5-10min est effectuée à l'abri de la lumière. Une coloration violette/magenta 

apparaît, due au colorant azoïque formé (Figure 52). L'absorbance est mesurée dans les 30min 

à 540nm par un lecteur multiplaque et les densités optiques des échantillons sont comparées à 

celles de la gamme de référence afin d'en établir la concentration en nitrites. 

 

 
Figure 52: Principe du dosage Griess. 
Une série de réaction chimique avec le nitrite aboutie à une colaration violette/magenta due à la formation d'un 
composé azoïque dont la DO est mesurée à 540nm. 
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Résumé 
 

Les cellules osseuses évoluent in vivo sur des matrices extracellulaires principalement formées de 
collagène de type I, dont le degré de minéralisation varie au cours du remodelage osseux. Le minéral 
de l'os, de structure apatitique, a été montré comme potentialisant les activités et modifiant la forme 
des cellules ostéoblastiques. Dans le but de comprendre les effets du micro-environnement matriciel 
sur les évènements précurseurs à la phase de formation, nous avons émis l'hypothèse que ces 
modifications morphologiques pouvaient expliquer en elles-mêmes l'augmentation de l'activité des 
cellules ostéoblastiques, par augmentation de leur mécano-sensibilité, et que ce changement de 
préhension environnementale pouvait moduler la réponse aux stimulations mécaniques les plus 
fréquemment observées in vivo, à savoir les micro-vibrations.  
Nous avons montré que sur les matériaux de collagène minéralisé ACC (Apatite Collagen Complex), 
les pré-ostéoblastes de la lignée MC3T3-E1 synthétisaient une matrice riche en ostéopontine, 
fibronectine et facteurs angiogéniques, de façon concomitante à une augmentation dépendante de la 
quantité de minéral de leur adhérence et de leur migration. Nous avons de plus observé une 
augmentation de la mécano-sensibilité (expression et turn-over augmentés des adhésions focales) des 
pré-ostéoblastes sur ACC. Finalement, nous avons établi que la réponse aux stimuli vibratoires était 
positive sur des matériaux non minéralisés (information) et négative sur ACC (stress) par rapports aux 
supports non stimulés, ce que nous avons interprété comme une hypersensibite mécanique cellulaire 
lors de la culture sur ACC. 
L'ensemble de ces données nous a montré que les modifications de mécanique cellulaire de pré-
ostéoblastes cultivés sur ACC engendraient une fonctionnalisation spécifique ressemblant à celle 
observée in vivo dans la ligne cémentante, indispensable à la formation osseuse. D'autre part, les 
modifications de mécano-sensibilité observées sur ACC, en faisant un support mécano-mimétique et 
nous amenant à la comparaison du comportement cellulaire observé avec les ostéocytes, pourraient en 
elles-mêmes expliquer le dépôt matriciel spécifique et la réception modifiée aux signaux vibratoires. 
Dans notre but ultime de création d'un modèle de remodelage osseux in vitro, les paramètres physico-
chimiques matriciels osseux et l'établissement de cocultures seront à prendre en compte.  
 

Abstract 
 

Bone cells interact in vivo with extracellular matrices mainly formed of type-I collagen, for which the 
mineral content changes during the bone remodeling cycle. Bone mineral, which is apatitic in nature, 
was shown to respectively increase and alter the activity and form of osteoblasts. In order to study the 
micro-environmental effects of the matrix on the preliminary steps of bone formation, it was 
hypothesized that these morphological alterations could explain the increased activity of the 
osteoblastic cells by enhancing their mecano-sensibility. This altered mechano-sensibility could in turn 
modify the osteoblastic cells’ response to the widely perceived micro-vibrations in vivo. 
It was demonstrated that, on the collagen-mineralized materials ACC (Apatite Collagen Complex), 
MC3T3-E1 pre-osteoblastic cells formed a matrix rich in osteopontin, fibronectin and angiogenic 
factors. At the same time, an increase in cell adhesion and migration dependent on the mineral content 
was seen. We also observed an enhanced mechano-sensibility (increased focal adhesion gene 
expression and turn-over) when cells were cultured on ACC. Furthermore, it was found that the 
vibratory stimuli response was up-regulated on non-mineralized materials (information) and down-
regulated on ACC (stress) vs. non-stimulated substrates. This observation was interpreted as a hyper-
sensitization to environmental cues on ACC. 
Taken together, these data have demonstrated that pre-osteoblastic cell mechanic alterations on ACC 
give rise to a specific functionalization mimicking what is observed in vivo in the cement line required 
for bone-formation. ACC-related mechano-sensibility changes, which render ACC a mechano-
mimetic substrate and lead us to compare the observed cell behavior with osteocytes, could explain the 
specific matrix deposition and altered response to vibrations. The final goal of establishing a model for 
in vitro bone remodeling can only be fulfill by considering physico-chemical parameters of the bone 
matrix and cocultures. 


	 
	ABREVIATIONS COURAMMENT UTILISEES
	Chapitre I. Du tissu osseux à ses cellules
	1. Le tissu osseux: un organe remodelé
	1.1. Structure osseuse
	1.1.1. La matrice extracellulaire
	1.1.1.1. La phase organique
	1.1.1.2. La phase minérale
	1.1.1.3. Différents types d'os - le cortical et le trabéculaire

	1.1.2. Les cellules osseuses
	1.1.2.1. Les cellules ostéoblastiques
	1.1.2.1.1. Les ostéoblastes
	1.1.2.1.2. Les cellules bordantes
	1.1.2.1.3. Les ostéocytes

	1.1.2.2. Les cellules ostéoclastiques


	1.2. Le remodelage osseux
	1.2.1. Les différentes phases
	1.2.2. Différents remodelages selon le compartiment osseux


	2. Interactions matrice-cellules osseuses
	2.1. Les matériaux mimétiques de l'os
	2.2. Ostéoblaste et matrice
	2.2.1. Effets des caractéristiques physiques de surface 
	2.2.2. Effets de l'apatite 

	2.3. Cellules souches mésenchymateuses et matrice

	Chapitre II. Aspects mécaniques de la cellule au tissu osseux
	1. La cellule: un centre d'intégration mécanique
	1.1. La mécanique cellulaire
	1.1.1. Le cytosquelette 
	1.1.1.1. Les microfilaments
	1.1.1.2. Les microtubules

	1.1.2. La migration cellulaire 
	1.1.3. L'adhésion cellulaire 
	1.1.3.1. Les intégrines
	1.1.3.2. Les plaques d'adhésion

	1.1.4. La tenségrité 
	1.1.5. La théorie du "clutch" = théorie de l'embrayage

	1.2. La mécano-traduction
	1.3. Les marqueurs de mécano-sensibilité
	1.4. Le mécanostat

	2. Vers de nouveaux signaux mécaniques
	2.1. Quelques notions physiques
	2.2. Des stimulations de hautes amplitudes et de basses fréquences (ha/bf)
	2.2.1. A l'échelle tissulaire 
	2.2.2. A l'échelle cellulaire
	2.2.2.1. Cellules ostéoblastiques
	2.2.1.2. Cellules ostéoclastiques


	2.3. Aux stimulations de basses amplitudes et de hautes fréquences (ba/hf) – les micro-vibrations (adapté de la revue (Vico et al., 2008))
	2.3.1. A l'échelle tissulaire
	2.3.2. A l'échelle cellulaire

	2.4. A la recherche du déterminant mécanique de la réponse osseuse 
	2.5. Hautes ou basses amplitudes…Un paradoxe…

	Chapitre I. Le degré de minéralisation du collagène augmente de façon dose-dépendante le dépôt d'une matrice similaire à une ligne cémentante par des cellules pré-ostéoblastiques (Article I).
	Présentation de l'Article I:
	Article I: 
	 Principaux résultats/discussion de l'Article I:
	Chapitre II. La décontraction cellulaire de cellules ostéoblastiques cultivées sur des supports ostéo-mimétiques stimule leur machinerie de mécano-sensation (Papier II).
	Présentation de l'Article II:
	Article II:
	 Principaux résultats/discussion de l'Article II:
	Résultats complémentaires à l'Article II:
	Chapitre III. Effets des micro-vibrations sur les pré-ostéoblastes en fonction du degré de minéralisation du collagène. 
	Présentation:
	Résultats/discussion:

