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CONTEXTE SCIENTIFIQUE

Ce travail de thése a été réalisé sous la direction dRabicia Albanese-Uzan au laboratoire
“CRRET’ (Croissance, Réparation et Régénération Tissulaire), unité EAC CNRS 7149 dirigé par le
Dr José Courty et du Dr Nathalie Chevallier au laboratédBioingénierie Tissulaire et Cellulaire
unité EA 3952, dirigé par le Dr Hélene Rouard.

Le laboratoire CRRET s’intéresse aux roles biologiques des différents composants de la
matrice extracellulaire dans I’homéostasie tissulaire. Dans ce laboratoire, Patricia Albanese étudie plus
patticuliérement I’implication des glycosaminoglycannes (GAG) et de I’”’heparin affin regulatory
peptide” (HARP), une protéine se liant a 1’héparine, sur les propriétés de différents types de cellules
souches adultes médullaires ou circulantes, afin de déveldppmouvelles stratégies thérapeutiques
basées sur I’association de produits cellulaires et matriciels, dans le traitement de pathologies
osseuses, musculaires et vasculaires.

Nathalie Chevallier étudie le développement d’alternatives thérapeutiques a la greffe osseuse
autologue, associant biomatériaux et cellules stromales nhésesiieuses, dans le cadre des pertes
osseuses de grande taille résistantes aux thérapies actueliésa\ilille également au développement
de protocoles clinique a I’échelle européenne (REBORNE; PCRD).

Ce travail de thése s'est intégré dans la thématiqudegutkdveloppent en collaboration
depuis 5 ans, et qui a pour but d'optimiser la colonisation de bidmt¢par des cellules stromales
mésenchymateuses humaines (GgMen les fonctionnalisant avec HARP ou des peptides dérivés
L’objectif final de ce projet est le développement de nouveaux produits de thérapie cellulaire, pour des
applications cliniques dans le traitement de pathologies osseuse

Pendant mes trois aéus de thése, j’ai développé un nouvel aspect de ce projet qui a eu pour
but d’évaluer : (1) les effets de HARP sur différentes propriétés de CSMitrim @i (2)1’efficacité de
I’association de HARP a des biomatériaux et des CSM dans des situations de régénération osseuse in

Vivo.

HARP est un facteur de croissance ayant de nombreuses fonctionsonelitions
physiologiqgue comme en conditions pathologiques. La présence de HARRegdissus en cours de
développement ou en régénération suggére un rble importartaelprotéine dans ces phénomenes. |l
semblerait que HARP agisse entre autre par une potentialisation de ’angiogénése ou de la migration
des progéniteurs impliqgués dans la réparation (Perez-PingemsBa, and Deuel, 2008; Yang et al.,
2003). Il a été montré que HARP pouvait induire la difféiaion de progéniteurs neuronaux dans le

cerveau ou, plus récemment, moduler les propriétés des cellules soucheatopéidtiques



Cependant, peu de données existent quant a son effet différencg@ate les progéniteurs

mésenchymateux dans le systéme ostéoarticulaire.

Dans la premiére partie de ce projet, je me suis donc intémesséffets de HARP durant
I’induction des différenciations ostéoblastiques et chondrogéniques des CSMhir&@&aux font
I’objet d’une publication soumise en juillet dans la revtiBiomaterial$, qui sera présentée dans la
premiere partie des résultats. Ce travail montre que HARRebed une part de potentialiser la
différenciation chondrogénique des CSMh in vitro vers un phénotypertngphique, mais également
que HARP n’a pas d’effet sur leur différenciation ostéoblastique. Ces résultats sont discutés ainsi que
des résultats complémentaires concernant les effets ddféremrs de HARP sur des CSMh en
fonction de leurs conditions de culture, en monocouche ou en culot.

Dans la deuxiéme partie de ce projet je me suis attacli¢#) mettre au point la
fonctionnalisation des biomatériaux par HARP (2) valider les immcalités de HARP immobilisé sur
les CSMh (3) valider I’intérét de cette association dans un modéle de greffe ectopique chez la souris
immunodéficiente et dans un modele de greffe orthotopique chez le rat. Ces travaux font 1’objet d’une
publication dont une version préliminaire est présentée et disclatés la deuxieme partie des
résultats. Ce travail montre pour la premiére fois HQusociation de HARP a des biomatériaux

permet 1’induction d’une régénération osseuse de type endochondral en site orthotopique.

Les protéoglycannes (PG) sont des protéines sur lesquelles des chignes
glycosaminoglycannes (GAG), polysaccharides sulfatés chargés, smitéatt de facon covalente
Les GAG peuvent moduler les effets de nombreux facteurs de croissamckcilitant leur
dimérisation, en les présentant a leurs récepteurs et @mfiptimisant leurs interactions avec eux.
Enfin les GAG peuvent également stocker et compartimérgdacteurs de croissance dans certaines
zones (ou niches) de la matrice extracellulaire (MEG)pHetégeant ainsi des activités des protéases
permettant ainsi la création de gradient de concentraticesiéacteurs de croissance. lls jouent ainsi
des roles prépondéranisns I’organisation et la bioreactivité de la MEQ.’étude des effets de ces
GAG sur les propriétés des cellules souches est la thématiquehdeche principale de P. Albanese.

Durant ma theése je me suis donc intéressénaotiulation de I’expression d’un panel de PG
extracellulaire ou membranaires durant la culture etfférdnciation des CSMh. Ces travaux font
I’objet d’une publication en cours de préparation qui sera présentée et discutée. Ces résultats
descriptifs devraient permettre de définir de nouvelles ciblegigues intéessantes pour 1’étude de la
niche médullaire et sur les propriétés des CSM au cours des proces8udatien de I’homéostasie
mais aussi durant la réparation osseuse.

Dans ce méme contextBai également été impliqué dans le projet de thése de Guilhem
Frescaline, sous la direction de P. Albanese. Guillieshintéressé a la modulation des propriétés des

CSM de rat et humaines par des mimétiques chimiques, sauxtet fonctionnels, des GAG
9



endogenes. Dans ufi'temps il a évalué la capacité de GAG mimétiques dereliffés structures a
potentialiser les propriétés de CSM médullaires de rat,stejlee clonogénicité, prolifération,
migration et différenciation ostéoblastique. Ces résuttatsfait I’objet d’un article publié dans la
revue & comité de lecture internatioti®iem Cell Research” que je signe en2auteur.

Dans la deuxieme partie de son trav@ikilhem a validé I’intérét thérapeutique de ces GAG
mimétiques pour le traitement de fractures osselises. ce contexte, j’ai participé a la validation de
I’effet des biomolécules sur les CSM humaines et aux interventions chirurgicales lors de
I’'implantation des biomatériaux chez les souris immunodéficie@tastravaux font 1’objet d’une
publication, que je signe efi*auteur, actuellement en révision dans la réfigsue Engineeriny

Ces deux publications sont présentées et discutées dans la qupniBendes résultats.

Le manuscrit se termine par une section décriviest perspectives d’applications
thérapeutiques potenties de HARP. Cette partie abordera les potentielles imitatde HARP
dans la croissance et la réparation osseuse. Nous abordeatermedy son éventuelle implication
dans les pathologies dégénératives du systeme ostéoarticulairgp@iepons des pistes pour leur
traitement. Nous évoquerons égadat I’association de HARP aux mimétiques de

glycosaminoglycannes.

10
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CHAPITRE 1: Heparin Affin Regulatory Peptide : structure, fonctions
générales et roles spécifiques dans la biologie du systéme ostéoarticulaire et

des cellules souches tissulaires adultes

L’ “Heparin Affin Regulatory PeptilHARP) est un facteur de croissance formant avec la
Midkine (MK) une sous famille des molécules HBGF (Heparin Bindingpw@t Factors),
Caractérisées biochimiquement par leur affinité avec 1’héparine. Les HBGF comprennent les
“Fibroblasts Growth Factot{FGF), les“Platelet Derived Growth Factér¢PDGF) et les'Vascular
Endothelial Growth Factofs(VEGF). L’HARP a été isolé et cloné par le groupe de José Courty, au
laboratoire CRRET, en 1991 (Courty et al., 19%1partir d’extraits de cerveaux de bceuf adulte.
Durant la méme période facteur de croissance fut isolé par d’autres laboratoires qui le nommerent
selon la source d’extraction et/ou de ses propriétés biologiques. HARP fut isolé pour la premiére fois
d’utérus bovin et fut appetéHeparin Binding Growth &ctor 8” (HBGF8) en raison de son affinité
pour I’héparine (Milner et al., 1989)Une année aprés, 1’équipe de Thomas Deuel isola a nouveau
cette protéine mais a partir de cerveau rat nouveau né@tdmama Pleiotrophine en raison de ses
nombreuses activités biologiques (Li et al., 19903quipe de Rauvala isola en 1989 une protéine du
cerveau de rat d’une masse apparente de 18 kDa et I’appela P18, et la renommeérentHeparin Binding
Growth Associated Molecule” (HB-GAM) en raison de ses propriétés mitogéniques sur des
fibroblastes murins 3T3 (Merenmies and Rauvala, 1990; Rauvala, Ea89)90, 1I’équipe de Bohlen
isola une protéine d’une banque d’ADN de rat et la nomma “Heparin Binding Neurotrophic Factor
(HBNF) en raison de sa capacité a induire la pousse neuriticmesgdi et al., 1990)Enfin, des
analyses différentielles d’expression entre des fibroblastes et des ostéoblastes murins ont permis
I’isolemeant de 1’“Osteoblast Specific Factor” (OSF-1) (Tezuka, 1990HARP a principalement été
étudié pour son implication daisneurogénése puis dans I’angiogénése et la tumorigénése, processus
durant lesquels HARP est surexprimié forte expression de HARP dans 1’os et les esquisses
cartilagineuses des membres durant le développement et les processus de réparation chez I’adulte a
également conduit & plusieurs études dans ces tissus. Enfifgscque récemment que quelques

études ont décrit ses capacités a moduler les propriétésudescstiuches et progéniteurs.

1 Structure, expression et transduction

1.1 Structure du géne et régulation de son expression

Chez la souris et le rat, le géne codant pour HARP est décadispectivement sur le

chromosome 6 et le chromosomeChez ’homme, ce geéne est localisé sur le chromosome 7 en

12



position g33.11 est décrit comme comportant au moins 42kb répartis sur 5 exondppattia la
formation d’'un ARNm de 1650 nucléotides (Kretschmer et al., 1993). Le cadre de lecture ouvert
(Open Reading Frame : ORF) codant pour la protéine mestilecalisé dans 4 des exons. Chacun de
ces exons code pour un des domaines fonctionnel de la protéine(Lail&92l). Le promoteur de
I"THARP humain contient un motif CAAT box mais pas de TATA box (Li et al., 1992) En amont du

site d’initiation de la transcription, la séquence régulatrice inductible par le facteur HIF-1a a été
retrouvée (Li et al., 1992puggérant que 1’expression de HARP est régulée par I’hypoxie. Des sites
putatifs de fixation pour les facteurs de transcription CBP ,BNEKArGbox, pour I’acide rétinoique
(RARE) et pour’acétate de tetradecanoylphorbol (TRE) ont été identifiés (Li et al., 1992d&rt et

al.,, 2006; Papadimitriou et al., 2009).Des motifs consensus pouixdtion des facteurs de
transcription AP1, AP2, MyoD, le SRE (serum responsive elenanbOXA5 ont été identifiés
comme étant des sites fonctionnels pour la régulation de ’expression de HARP (Chen et al., 2005;
Kretschmer et al., 1993; Liedert et al., 2009; Poimenidi, Hptitolou, and Papadimitriou, 2009)
(Figure 1).

Elément
initiateur

CCAAT
BOX

CAIG
AP NFKB SRE l MyoD) CBP | +1

.g‘—\‘ GTI l RARE/TRE/VDE \ 'r k—]“(')‘\.‘\:\j \' l |
L B B o on

U
3

>

| ] l [ 1

- 1 800 - 1500 -1200 - 900 - 600 - 300

Figure 1 Représentation de la séquence promotrice de HARPapadimitriou et al., 2009)

Le promoteur de HARP contient une CAAT box, 4 sites ddifirgoour MyoD, 1 pour des facteurs nucléaires
appelé GT (GT1), 2 pour I’ “Activator Protein1” (AP1), un pour le “forhomebox A5” (HOXAS5) et un élément de
réponse au sém (SRE), tous représentés par des rectangles pleins. Les sites de fixation putatifs pour le “nuclear
factor kappa B” (NFkB), la protéine de réponse au cCAMEBP), (CArG box), I’acide rétinoique (RARE) et
I’acétate de tetradecanoylphorbol (TRE) sont eux représentés par des cercles pleins

Le géne de 'HARP est donc potentiellement inductible par différents stimuli pouvétre
inflammatoires, hypoxiques, hormonaux ou mécaniques. Cependant,gbe HARP posséde de
nombreuses activités biologiques liées a lassance tumorale, I’angiogénese, la différenciation et la
migration de nombreux types cellulaires, peu de données existent ségulation précisale

I’induction et de la spécificité de son expression.
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L’expression de HARP serait régulée hormonalement. En effet, le traitementedleles
épithélialesde 1’oviducte de poulet par un mimétique des cestrogenes (le diethylstilbesterol) induit la
synthese de HARP. Sa surexpression dans les ovaires est cepmsdgite aux adénocarcinomes
(Lee et al., 2012). Cette activation hormono-dépendante landégiat été rapportée chez le male, en
effet, le traitement de cellules épithéliales humaines dérivées d’un cancer prostatique par un métabolite
de la testostérone (la dihydrotestostéramgjmente I’expression de HARP (Vacherot et al., 1995).

Le traitement de cellules cancéreuses prostatiques par le peroxyde d’hydrogéne ou le
monoxyde d’azote induit leur prolifération et leur migration associée$’ mduction de la production de
HARP (Polytarchou, Hatziapostolou, and Papadimitriou, 2005ytd&ohou et al.,, 2009). La
transcription de HARP dans les adénocarcinomes est inhibéa paenin via une action sur les
enzymes de la niéylation de 'ADN (Gao et al., 2009). Le sérum, en activant le facteur de
transcription AP-1, par un mécanismei gtest pas encore élucidé, permet la production de HARP
dans les cellules de glioblastomes et les HUVEC (Poimenidgidtestolou, and Papadimitriou,
2009) Le géne suppresseur de tumeur PTEN (phosphatase and tensin homwolbly) &ee un
régulateur de I’expression de HARP. Une étude réalisée en 2005 a montré québtebldstes
embryonnaires murins (MEF) déficients en PTEN montraient une produdé HARP accrue par
rapport aux MEF sauvages (Li et al., 20088t effet est médié par une activation de la voie Pi3k/Akt.
L’hypoxie induit I’expression de HARP dans les cellules étoilées du foie de rat (Antoine et al., 2005).

En 2004, des travaux réalisés par Liedert et coll. onttréique 1’expression de HARP était
régulée négativement dans des cellules ostéoblastiques culsiregdastique et soumises a un
étirement (Liedert et al., 2004). En 2006, la méme équipwiqué les voies MAPK, c-Jun, PKA et
PKC dans cette inhibition de I’expression de HARP (Liedert et al., 2006). Enfin, des travaux utilisant
une lignée de cellules stromales mésenchymateuses murine traasséaaé des plasmides contenant
le gene de la luciférase sous le contréle du promoteur de Had¢piRété des sites consensus pour le
facteur de transcription AP1, ont montré une absence de moduldti géne rapporteur lors de
I’étirement du tapis cellulaire. Ces travaux suggerent que la régulation par stress mécanique de
I’expression de HARP passe en partie par le facteur de transcription AP1 (Liedert et al., 2009).

De fagon plus anecdotique, une injection intra-péritonéalébent psycho actif principal
du cannabis, le A-9-tetrahydrocannabinoinduit 1’expression de HARP dans le cortex et le putamen

chez le rat par un mécanisme encore non décrit (Maillealx, €t994).

1.2 Structure protéique de HARP

HARP est une protéine associée a la matrice extracefulgiithétisée sous forme d’un
précurseur de 168 acides aminés et possédant un peptide signal Hydrdgh®2 acides aminés

(Kretschmer et al., 1993). Ce dernier est clivé a deux endroita pgmnal-peptidase, conduisant a la
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sécrétion d’une forme mature majoritaire de 136 acides aminés (HARP13¢) et également & une autre
forme possédant 3 acides aminés supplémentaire (AEA) en N-&r(HiARP 30 (Laaroubi et al.,
1994). Bien que la masse apparente de HARP observée en SDSd2RGEE 18 kDa, sa masse
déterminée par spectrométrie de masse est de 15,29 kDa. Saeriehagsidus basiques, 21% des
acides aminés totaux dont 26 résidus lysine, peut expliquer déftertte par une charge négative
importante ralentissant sa migration électrophorét{iferenmies and Rauvala, 1990).

La stabilité conformationnelle et la rigidité de la protésomt assurées par les 10 résidus
cystéine engagés dans la formation de pont disulfure (Seddonl9%). La présence de ces 5 ponts
disulfure permet la formation de 2 domaines présentant dess rttmtbmbospondine typel repeat
(TSR1). Ces motifs sont constitués de 3 feuillets f. Les domaines TSR centraux sont reliés par une
boucle centrale flexible. Les régions N et C-terminales &P ne présentent pas de structure
tertiaire précise et forment des hélices aléatoires (Eigutes protéines ayant des motifs TSR jouent
généralement un rdle dans la fixation a la matrice etsarface cellulaire ainsi que dans la migration
de nombreux types cellulaires en permettant entre autre is®onlisaux glycosaminoglycannes
(Kilpelainen et al., 2000; Raulo et al., 2006).

Boucle centrale reliant les domaines TSR

Domaine TSR C-terminal

Domaine TSR N-terminal /

Régions N et C terminales riches en lysine
Figure 2 Représentation de la structure secondaire de HARP

Les domaines en feuillet B comprenant les motifs TSR-1 (thrombospondin type 1 repeat) sont en rouge, les
régions en hélices aléatoires sont représentéeswerLbkeponts disulfures sont indiqués en jaune.
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2 Récepteurs de HARP

HARP interagit avec 4 récepteurs qui régulent ses nombractesés biologiques. HARP
présente un récepteur de haute affinlténaplastic Lymphoma Kinase (ALK) (Stoica et al., 2001), 2
protéoglycannes définis comme étant des récepteurs de basse :dffirsygndécan 3 (SDC3) (Raulo
et al., 1994Ft le Receptor Protein Tyrosin Phosphatase type z (RPTPB/C) (Krueger and Saito, 1992) et
enfin la nucléoline de surfadent I’affinité pour HARP n’est pas encore décrite (Take et al., 1994).

2.1 ALK

ALK est une protéine monomérique de 1620 acides aminés, sa strualémegose en trois
domaines : un domaine extracellulaire de 1030 acides aminés corieer@atde fixation du ligand,
un segment transmembranaire de 27 acides aminés et une régmastyigue de 563 acides aminés
portant le domaine catalytique (Espinos, 2005). Deux formes de dkltkté identifiées la premiére
d’une masse de 220 kDa et la seconde de 140 kDa correspondant au clivage de la forme entiére et au
relargage d’un fragment soluble de 80 kDa (Moog-Lutz et al., 2005) (Figure 3). ALK est un récepteur
a activité tyrosine kinase de la famille des récepteurs a I’insuline (Espinos, 2005), il est défini comme
étant un récepteur de haute affinité pour HARP (Kd=32 pM)id&tet al., 2001). Des expériences
réalisées au laboratoire ont montré que HARP déplété gmrsa Cterminale (HARPA111-136)
inhibait I’activation de ALK (Bernard-Pierrot et al., 2001), suggérant que HARP sd fixalK par
sa partie C-terminale. Cette hypothese a été confirmamuplus tard par des expériences montrant
qu’un peptide de HARP correspondant a la partie C-terminale (P111-136), entrait en compétition avec

la protéine entiére pour la fixation a ALK et inhibait aipsh activation (Bernard-Pierrot et al., 2002)
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Domaine extracellulaire Domaine cytoplasmique

P 1030aa e = 563aa L
1058 254aa . 1620aa
ALK Tyrosine kinase I I
™ 1122 ?? 1376
: : Rich éi
Séquence signal E = i_ér;_‘mseeme O Sites de glycosylation Sites d'autophosphorylation

Domaine MAM I Riche en glycine

Domaine de liaison
des ligands

Figure 3 Structure de ALK (Espinos, 2005)

Les 26 premiers acides aminés de la protéine sont hydropabf@snent une séquence potentielle de peptide
signal : la chaine mature s’étend donc de I’acide aminé 25 a ’acide aminé 1620. Le domaine extracellulaire
comporte : 16 sites de glycosylation, 2 domaines MAM (medBiprotein/PTPmu) (MAM1 : aa264-467 et
MAM2 : aa478-636), domaines retrouvés dans de nombreux réceptauspourraient avoir un réle dans les
interactions cellules/cellules, un domaine LDUsowW density lipoprotein receptor class) Aonstitué d’une
répétition de résidus cystéine (aad425-aa487 et aa987-aal021) quiit ppateatiellement augmenter la
spécificité des ligands (PTN et MK) dont le site de fixat&®e situe au niveau des aa391-401. Le domaine
transmembranaire (TM) de ALK (aal03059), riche en acides aminés hydrophobes, est suivi d’un domaine
juxtamembranaire. édomaine cytoplasmique renferme de nombreux résidus tyrdsospiporylables, dont une
paire située au niveau du domaine tyrosine kinase (aalBIA2qui correspond aux sites d’autophosphorylation
communs a tous les récepteurs de cette famille.

Des constructions comprenant la partie intracellulaire de ALHont la partie extracellulaire
avait ¢été remplacée par des fragments cristallisables d’IgG2b ont été transfectées dans des cellules
neuronales PC12. Cette construction mime une activation canstientALK dans ces cellules.
L’activation en continu du domaine intracellulaire de ALK conduit a une activation de la voie des
MAPK et ainsi a la différenciation neuronale des PC12 (Soettaill, 2001)Des travaux réalisés par
Moog-Lutz et coll. ont confirmés ces résultats. En effet, I’activation de ALK par des anticorps dans
des cellules PC12, transfectées transitoirement avec ALKedatvoie des MAP kinases et induit la
différenciation de ces cellules en neurones (Moog-Lutz et al., 2DQb}ivation de la voie Rapl par
ALK permet également une différenciation neuronale des PC12 wgishkdi par une pousse
neuritique. Ce phénotype est également retrouvé dans d’autres lignées neuronales telles que les SH-
SY5Y ou SK-NSH (Schonherr et al., 2010).

Lors des lymphomes anaplasiques, on observe une translocation du géri€ sle le gene
de la nucléophosmine conduisant a la synthisee protéine de fusion (NPM-ALK) qui active de
fagon constitutionnelle les voies de signalisation de ALK (Bai .et1898). Cette modification a
permis de définir différentes voies impliquées dans les proprif@éALK. Des expériences de co-
immunoprécipitation ont montré que NPM-K était 1ié a la phospholipase C y (PLCy). Le

remplacement d’une tyrosine par une phénylalanine sur le site de fixation a résulté en une lokEidae
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prolifération des cellules lymphoides étudiées (Bai et al., 1998)pression de NPM-ALK est
associée avec une activation des voies STAT3 et Pi3k/AktgBal., 2000; Zamo et al., 2002)
semblerait que les propriétés mitotiques de NRIM< dans ces cellules passent aussi par la voie
STAT3 (Anastasov et al.,, 2010). Enfin, les cellules des lymphonmmsaasiques exprimant NPM-
ALK montrent une activation continue de la voie NFkB (Bgjet al., 2012).

L’activation de ALK par HARPinduit la dimérisation du récepteur et 1’activation de la voie
des MAPK, de la Pi3k et de PLCy. Cette activation potentialise la prolifération des ceubW13
(Stoica et al., 2001 action anti apoptotique de ALK médiée par HARP passe paridades MAP
kinase dans la lignée cellulaire épithéliale SW13 (Bowden, &taitd Wellstein, 2002) e blocage
de ALK par des anticorps bloguant inhibe la pousse neuritiqueténpdar HARP. Cette inhibition est
associée a une baisse de la phosphorylation tiglyaogen synthase kinds8p (GSK3p) et a une
baisse de I’activation de la voie GSK3p/B-catenin (Yanagisawa et al., 2010).

Activation continue, Protéine de fusion
ou anticorps NPM-ALK

-
PLCY .
Rapl RAS/MAPK \ B-catenin

NFkB
l, »l, PI3K/Akt
Pousse Différenciation \ BAS/MARK RIS/ Ak PLLY

neuritique des neuronale des ? Pousse
PC12 et SH-SY5Y PC12 neuritique de
cellules neurales
AGSTATS apoE:tZ:i:r:ltel.sur Prolifération de embryopnaires
lalignée SW13 muBnes
l: lalignée SW13 ¥
Mitose des
cellules de
lymphome
anaplasique

Figure 4 Voies de signalisation intracellulaires activéesap ALK

ALK peut activer de nombreuses voies intracellulaires. Glgen seules certaines ont été montrées comme
pouvant étre activées par HARP. Chaque type d’activation de ALK impliqué est indiqué au dessus du récepteur.
Les fleches vertes représentent les voies actpaese récepteur. Les fleches noires représententciestés
cellulaires qui ont été associées aux voies de signalisattivées.
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2.2 RPTPC

RPTP( appartient a la famille des récepteurs a activité tyrosine phosphatase. Le domaine
extracellulaire de ce récepteur est composé de trois paniesdomaine N-terminai‘carbonic
anhydrase lik& un domainéfibronectine Ill like’ et un domaine riche en sérine-glycine qui est le site
d’ancrage des chondroitines sulfates (Krueger and Saito, 199®2jtre isoformes de RPTP ont été
décrites, 2 formes, longue et courte, rattachées a la memdtr@nfwrmes solubles longue et courte
appelées phosphocan. Les 2 formes courtes ne présentent pagjudaceséde fixation des
chondroitines sulfates (Garwood et al., 2003) (FigureRBIP({ présente deux sites de fixation a
HARP (Kd=3nM et Kd=25nM) (Maeda et al., 199B)affinité de RPTP{ pour HARP est modulée par
les chaines de chondroitines sulfate portées par le réceptaffete une digestion enzymatique par la
chondroiinase ABC induit une baisse de I’affinité pour les deux sites de fixation de HARP (Maeda et
al., 2003).

RPTPB Phosphacan
(long)

Carbonic Anhydrase Phosch
-like (CA) 262 aa osphacan

Short Isoform
(PSI)

Fibronectin typelll
(FNIII) 90 aa

SpacerRegion
(S) 360 aa L

) i RPTPp
(short)

) LX

el
1 v P

Intervening Sequence ) N A~
(IS) 850 aa A

]

T
Tyrosine I' o g <
Phosphatase D1 1 Chondroitin Sulphate g Transmelpbranc
234 aa R Glycosaminoglycan domain
Tyrosine J Chain (CS GAG)

Phosphatase D2 I

241 aa Y

Calculated Mr (kD) from

primary protein sequence 254.5 175.0 164.4 67.1
(without post-translational

modification):

Figure 5 Représentation schématique de ’organisation en domaine des quatre isoformes de RPTP{
(Garwood et al., 2003).

Les domainescarbonic anhydradeet “fibronectin Ill” sont en commun pour les 4 isoformes. Les isoformes
tronquées ne présentent pas la séquence riche en sérimeghdgessaires a la fixation des chaines de
chondroitines sulfate
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L’action de HARP sur ce récepteur passe par une voie originale : la fixation de HARP induit
la dimérisation de RPTPC et un changement conformationnel bloquant 1’accés des substrats aux sous-
unités catalytiques, inhibant ainsi son activité phosphatatte modificatiorpermet I’accroissement
de la phosphorylation de ses cibles intracellulaires (PenezeR? Berenson, and Deuel, 2008).
Polykratis et & ont montré que la liaison de HARP a RPTP( dans des cellules HUVEC conduisait a
une hausse du taux de phosphorylation de la Src kinase, la Fiieedidn Kinase (FAK), la Pi3k, les
ERK1/2. La répression de I’expression de RPTP( par des ARN interférents dans les HUVEC conduit a
larrét des signaux intracellulaires médiés par HARP. Ces modifications sont associées a une
inhibition de la migration, et de la formation de tube ertrigeel par des cellules endothéliales
HUVEC (Polykratis et al., 2005).a fixation de HARP a RPTP({ dans la lignée de neuroblastome
B103 induit une augmentation de la phosphorylation de p190RhoGAR.itetaction a été associée
a une baisse de la mémorisation spatiale. Des souris sauvagespmuKRPTPz ont été placées dans
une cage différente de leurs cages de stabulation et soumiseshibcesonores et électriques pour
associer cet environnement a la peur. Trois jours aprés le conditienieles souris sauvages
montraient toujoursd signes de peur (immobilisation de ’animal) alors que les animaux KO avaient
un comportement normal dans ces conditions normalement ass@cie peur. Aucun effet de
I’inactivation de RPTPz n’a été rapporté sur la peur innée a la lumiére, indiquant ainsi un effet sur la
mémorisation contextuelle (Tamura et al., 2006).

Des modeles de double hybride de levure ont identifié que le dormaiaeellulaire de
RPTP{ se liait ala p-adducinela p-catenine et Fyn. Il a ensuite été validé que la liaisoHARP a
RPTP{ activait ces voies dans la lignée Hela (Pariser et al., 2005a; Pariser et al., 2005b). Des
expériences sur la lignée de glioblastome UBK3-ont confirmé que la B-catenine était une cible
intracellulairede RPTP( (Meng et al., 2000). Enfin des études sur une lignée de cellule dkapin
ont montré une activation de la membrane associated guakitase, WW and PDZ containing
domain (MAGI)par I’intermédiaire de RPTP({ (Fukada et al., 2006).
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Figure 6 Voies de signalisation intracellulairesactivées par RPTP(

RPTP{ peut agir sur de nombreuses voies intracellulaires fleches rouges représentent les inhibitions, les
fleches vertes représentent les activations etléehds noires représentent les activités cellulajresont été
associées aux voies de signalisation activées.

2.3 SDC3

Le SDC3 a été le premier récepteur décrit de HARP (Rdukh,e1994). Il fait partie de la
famille des Syndécan, une famille de protéoglycaianégine d’héparane sulfate (Carey et al., 1997;
Couchman, 2010). Le SDC3 peut cependant porter 3 & 4 chaines deithmwdsulfate (Raulo et al.,
1994). Les syndécans partagent deux séquences intracytoplasmiquenst teédinteractions avec le
systéme Src/cortactin, et 1’ezrin (organisation du cytosquelette et des jonctions intere@las) pour le
domaine 1 et avec les molécules de typ®Z’ (régulation de I’emplacement intracellulaire de ses
protéines cibles) pour le domaine 2. Entre ces deux domaines, une séepréainle, spécifique pour
chaque type de syndégarrmet 1’interaction spécifique avec d’autres protéines de différentes voies
de signalisation. Les interactions de la séquence variable @38 &iec les protéines intracellulaires

ne sont pas connues(pour revue (Couchman, 2010)).
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Figure 7 Représentation schatique de I’organisation en domaine des syndécansI¥’apres (Multhaupt et

al., 2009)).

Le core protéique des SDC est organisé en 4 domaines. Langoapical comprend les sites de fixation des
chaines de HS. Un domaine de fixation des intégrinestise entre le domaine glycosylé et le domaine
membranaire. Le domaine membranaire contient des ségigaclui permettent de former des homodimeéres
de SDC. Enfin, le domaine intracellulaire comprend 2 domsa@ie et C2, conservés entre les différents SDC.
Ces deux domaines sont séparés par une zone variable spécifltague SDC.

Le SDC3 serait impligué dans le contrdle de la poteséititin a long terme des neurones de
I’hippocampe, ce phénomeéne est associé a la mémorisation. En effet, les souris inactivées pour le géne
du SDC3 montrent une augmentation de la potentialisation a long terme dans I’hippocampe et cette
suractivation neuronale est associée a une baisse de la cdpggiténtissage chez ces animaux
(Kaksonen et al., 2002). Le SDC3 a également été associé aupgpévedmt ostéoarticulaire. En effet,
la surexpression du SDC3 dans le raditu$ulna d’embryon de poulet conduit a une baisse de la
formation osseuse visible par une absence de calcification et d’invasion ostéoblastique dans les
ébauches cartilagineuses des membres (Pacifici et al., 20@Aine étude ne s’est pour I’instant
intéressée au phénotype osseux des souris inactivées pour le SDC3.

Le SDC3 fixe HARP avec une constante de faible affinitd=(R.6nM), la fixation a lieu par
I’intermédiaire des domaines TSR1 de HARP (Raulo et al., 2006Nolo et coll. ont montré que HARP

et le SDC3 sont co-exprimés durant le développement cérébrat @Nolo et al., 1995). Leur action
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commune passetgiar une activation des voies Src et Fyn qui induiraient 1’interaction de la cortactine
et des micrubules, permettant ainsi un réarrangement du cytosquelette a I’origine de la migration des

neurones et de la pousse neuritiqgue (Hienola et al., 2006; Kinnuakn1€©98).

HARP

g

PDZ

g |

Cytosquelette d’actine

Réarrangement du cytosquelette et
pousse neuritique dans les cellules de
neuroblastome N18

Figure 8 Voies de signalisation intracellulaires activéesap le SDC3
SDC3 peut agir sur de nombreuses voies intracelluldiess fléches vertes représentent les activations et les
fleches noires représentent les activités cellulairesrglété associées aux voies de signalisation activées.

2.4 Nucléoline

La nucléoline a tout d’abord été décrite comme une protéine nucléaire (Prestayko, Lewis, and
Busch, 1973) ou elle joue réle dans la transcription par I’ARN polymérase Il, dans la réparation, la
recombinaison et la réplication de I’ADN, la réponse au stress cellulaire, 1’activité chaperonne
d’histone et le transport de molécules entre le noyau et la surface cellulaire. Toutes ces fonctions sont
liées a la régulation du cycle cellulaire (Srivastavé Rallard, 1999)Enfin, elle a été impliquée dans
le transport de molécules entre le noyau et la surface cadluln plus de son r6le de navette, il a été
montré que la nucléoline était capable d’activer la voie des MAP kinase par la kinase K-Ras (Inder et
al., 2009), mais aussi la voie Pi3k (Barel, Le RomancerFaade, 2001) (Figure 9).

Take et al. ont démontré que HARP était un des ligands decléaline de surface (Take et
al., 1994) Il a été montré au laboratoire que cette interactioréehmg’internalisation du virus du sida
dans les cellules CD4+ (Said et al.,, 2002)nteraction de la nucléoline avec HARP implique les
domaines TSR, principalement le domaine C-TSR (Said &04l5).
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Figure 9 Voies de signalisation intracellulaires activéesap la nucléoline
La nucléoline peut agir sur de nombreuses voies intracedisla@s fleches vertes représentent les activations et
les fleches noires représentent les activités adlkd qui ont été associées aux voies de signalisatiogest

3 Fonctions pléiotrophes de HARP

HARP est exprimé dans de nombreux tissus au cours du développement, semi@xpre
décroit chez I’adulte. HARP est cependant de nouveau exprimé durant la régénération tissulaire ou en

situation pathologique.

3.1 HARP et développement vasculaire

Lors de son isolement au laboratoire CRRHARP a tout d’abord été décrit comme un agent
mitotique sur les cellules endothéliales bovine (Courty etl@bl). Une étude a confirmé cet effet
mitotique sur des cellules endothéliales humaines de cemillanis a également montré que HARP
induisait la formation de tube en matrigel par ces cellulesrfibi et al.,, 1994). In vivo, des
expériences d’injection de plasmides codant pour HARP dans des myocardes ischémiés a induit la

formation de nouveaux vaisseaux possédant une apparence et desgammtimales et se connectant
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aux vaisseaux pré existant (Christman et al., 2005). Il a égatiéft@&montré que HARP induisait la
transdifférenciation des monocytes en cellules endothéliales donetles (Sharifi et al., 2006). Ce
phénoméne peut étre impliqué dans la vascularisation des tumeuwwisteat HARP. En effet, des
expériences de tumorigénése in vivo ont mogikél’ implantation de cellules NIH-3T3 surexprimant
constitutivement HARP dans le flanc de souris immunodéprimée isaiitchu la formation de tumeurs
plus vascularisées qu’avec I’implantation de cellule non transfectées(Chauhan, Li, and Deuel, 1993). ||
existe cependant des données montrant un effet inhibiteur de HARP sur ’angiogénése. En effet, une
étude a montré que HARP pouvait se lier au VEGF et intdbei la formation de tube par les
HUVECSs in vitro (Heroult et al.,, 2004). Il a également ééntré que HARP pouvait inhiber
I’expression du “kinase insert domain receptor” (KDR), récepteur du VEGF, dans les cellules
endothéliales (Kokolakis et al., 2006fes données montrent I’implication de HARP dans
I’angiogénése, cependant ses propriétés angiogéniques semblent varier en fonction de I’organe ou du
type cellulaire étudié. Il serait intéressdntvaluer son réle durant les phénomenes de régénération

qui nécessitent une vascularisation efficace.

3.2 HARP et cancer

HARP a été largement décrit comme étant impliqué dapsdgression du cancer, en effet, il
est surexprimé dans plusieurs lignées tumorales ainsi que dans deslléok tumoraux prélevés
chez le patient (pour revue (Papadimitriou et al., 2009)hactivation de HARP par des shARN ou
des anticorps conduit & la réduction de la taille des tumeupdantées chez la souris
immunodéprimée, probablement par un effet sur la prolifératiortelkges mais aussi par un effet
bloquant de I’angiogéneése induite par HARP. Récemment, la surexpression de HARP dans les lignées
de cellules cancéreusdsostéosarcome a été associée, par des expériences de puces a ADN, a la

résistance aux chimiothérapies (Walters et al., 2008).

3.3 HARP et inflammation

HARP est également impliqué dans les processus inflamnsa{dgamatsu, 2002). En effet,
il a été montré que le traitement in vitro de cellule@nonuclées du sang périphérique par HARP
induisait la production de cytokine pro-inflammatoire telle de TNFe, ’'IL1J et 'TL6 (Achour et
al.,, 2008). De plus, dans les modeles de fibroses péritonéales snurnmdiquant une forte

inflammation, HARP est surexprimé par les cellules bordgnérigoine (Yokoi et al., 2012).
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3.4 HARP et développement cérébral

HARP est fortement exprimé durant le développement du systiérmeux. Des expériences
d’hybridation in situ sur des embryons de souris ont montré son expression au niveau de la moelle
épiniére, dans les vésicules otiques, dans le diencéphdde® le mésencéphale (Yanagisawa et al.,
2010). La déficience en HARP chez la souris résulte en une augiomerda 50% de la densité
neuronale dans le cerveau (Hienola et al., 2004¢ étude utilisant 1’électrophysiologie sur coupe
d’hippocampe murin a montré que HARP inhibait la potentialisation a long terme des neurones. Ce
phénoméne a &hssocié a une potentialisation de ’apprentissage chez les souris KO pour PTN. Des
souris ont été placées dans un labyrinthe a trois branches, ajmié été confinées dans deux des
branches, on leur a donné acces a la troisieme branche. La méodséaté mesurée par le temps
passé a explorer un lieu inconnu (la troisieme branche). Apresmps défini, les animaux subissent
le méme test et les temps d’exploration entre le conditionnement et le deuxiéme test sont comparés.
Alors que les souris sauvages ont mohdréiéme temps d’exploration de la troisieme branche aprées
30 min de repos entre les deuxtd, les souris KO n’ont pas passé de temps a explorer la troisiéme
branche, qu’elles connaissaient déja, jusqu’a 60 min aprés le premier test. Ces expériences montrent
I’importance de HARP dans les phénoménes d’apprentissage (del Olmo et al., 2009). Des expériences
ont montré que HARP améliorait la survie des neurones dopanguesgiLors de blessure induite du
striatum ciblant spécifiquement les neurones dopaminergiques, orveohsge augmentation de
I’expression de HARP. L’hypothése sous jacente a cette expression est que HARP permettrait la
survie des neurones dopaminergiques toujours présents et serviraatdnger un processus de

réparation de la Iésion (Hida et al., 2003).

3.5 Autres fonctions de HARP

HARP a été montré comme inhibant la différenciation adigaeytde la lignée murine pré
adipocytaire 3T3:-1 en passant par les voies PI3K/Akt GSK3[/B-catenine (Gu et al., 2007). Ces deux
voies sont également impliqguées dans la différenciation chondnacyypertrophique (Chen et al.,
2008; Ulici et al., 2008 HARP pourrait donc permettre d’inhiber la formation de tissu adipeux sur les
sites de régénération osseux.

Deux articles récents ont montré que HARP inhibe la pémé#tradu virus de
I’'immunodéficience humaine dans les cellules (Said et al., 2005) mais, associé aux cytokines pro-
inflammatoire TNFa, IL-1p et IL-6, HARP induit la réplication du virus par les cellules irdes
(M'Bika et al., 2010).

Il semblerait que 1’hélice aléatoire C-terminale et le domaine N-TSR de HARP posséede des

propriétés antibactériennes en détruisant la membrane plasdegbactéries Gram+ comme Gram-
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(Svensson et al., 2010)’association de HARP dans des protocoles de régénération tissulaire pourrait

diminuer les risques d’infections.

4 HARP et le tissu cartilagineux

HARP a également été impligué dans le systeme ostkdaire qui est décrit dans les 2

paragraphes suivants.

4.1 Le tissu cartilagineux

Le cartilage est un tissu fortement hydraté (prés de 70% de sa)n@adorte concentration
en eau lui confére une résistance aux forces de compressiocartlage est avasculaire, les
chondrocyte vivent donc en hypoxie. La vascularisation du cartilage est obsengeement lorsle
I’ossification de la matrice dans la croissance osseusendochondrale et dans ’arthrose. |l existe 3
types différents de tissus cartilagineux tous issus du feuillet mésgderm

-Le cartilage hyalin est principalement constitué d’eau, de collagéne de type 2 et de
protéoglycannedont le principal est I’aggrécanne. On y retrouve aussi des réseaux isolés de fibres
élastiques. Le cartilage hyalin est situé dans le cartdatiulaire, les cartilages costaux, le tractus
respiratoire et les cartilages de conjugaison (plaque de croisa

-Le cartilage élastique est riche en fibres élastiques eblagene 2l est retrouvé au niveau
de I’oreille externe, des trompes d’Eustache et de I’épiglotte.

-Le fibrocartilage est constitué de fibre de collagéne 1, oetleuve principalement dans les
disques intervertébraux au niveau de I’annulus fibrosut au niveau de la symphyse pubienne. Il serait
aussi retrouvé comme tissu cicatriciel lors des blessures dagmttyalin.

Nous nous intéresserons dans ce manuscrit au cartilage de Bipre rieyrouvé dans les

articulations chez I’adulte et dans les ébauches des membres chez I’embryon.

Le cartilage hyalin est présent chez 1’adulte au niveau des articulations. Il forme aussi les
¢bauches des membres chez I’embryon. Au niveau articulaire, les chondrocytes sont des cellules au
cycle cellulaire long, enchassées dans une matrice extilamell constituée principalement de
glycosaminoglycannes et de collagéne 2. Le cartilage artic@siravasculaire et non innervé, les
nutriments et ’oxygéne se diffusent au travers de la matrice a partir des vaisseaux de 1’os sous
chondral. Le cartilage articulaire est organisé en 6 couclksschiondrocytes de la zone superficielle

sont plutdt nombreux, ont une morphologie aplatie et une faible activité métabolique. Lorsque I’on
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pénetre dans les couches, les chondrocytes sont de moins en moinguxonebrplus actifs
métaboliquement (Ge et al., 2006) (Figure 10).
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Figure 10 Morphologie du cartilage articulaire (D’aprés (Ge et al., 2006))

Le cartilage articulaire est organisé en 6 couches. Lendoboytes de la zone superficielle sont plutot
nombreux ont une morphologie aplatic et une faible activité métabolique. Lorsque 1’on pénétre dans les
couches, les chondrocytes sont de moins en moinbneom et plus actifs métaboliquement

4.2 HARP et physiologie du tissu cartilagineux

42.1 HARP et cartilage articuleg

HARP fut associé pour la premiére fois au développement dilagargrace aux travaux de
Neame etl. (Neame et al., 1993). En effet, des extraits de protéindsdata cartilage épiphysal et
nasal de veaux feetaux contenait 15pug de HARP/g de poids sec de cartilage alors que HARP était
présent seulement a I’état de trace voir indétectable dans le cartilage articulaire mature de beeuf. Ces
résultats furent confirmés par Azizanadt et Tapp et al. qui montrérent une absence de HARP chez
I’adulte, au niveau protéique comme au niveau de 1’expression génique, dans le cartilage articulaire
chez les bovins (Azizan et al., 2000; Tapp et al., 1999). Cetteessipn de HARP durant le
développement cartilagineux feetal a été retrouvée chez le rat (Imai et al., 1998; Vanderwinden et al.,
1992) , la souris (Imai et al., 1998) et le poulet (Dreyfus. £1998b).

Durant la méme période, il a été montré guagohit de HARP a des cultures en culot de
précurseurs chondrogéniques de bourgeons de pattes de poulet pertectf@itentialiser la

différenciation chondrogénique de ces cellules (Dreyfus et al., 1998 potentialisation a été
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observée par une coloration des glycosaminoglycannes sulfatés awcialewdalla boulette compléte.
Des études réalisées sur des chondrocytes articulaires méturesf, n’exprimant pas HARP, ont
montréque 1’ajout de HARP exogéne avait un effet inhibiteur dose dépendant sur leur prolifération.
Cet effet antiprolifératif est associé a une augmentatiota dgynthése des cores protéiques de
I’aggrécanne, du biglycanne et de la decorineuat augmentation de I’incorporation de glucosamine

et de sulfate, suggérant un effet potentialisateur de tahése de protéoglycannes et de
glycosaminoglycannes, marqueurs de la différenciation chondrocy(diapp et al., 1999)
Parallélement, 1’ajout de HARP exogéne sur des chondrocytes feetaux, exprimant fortement HARP,

n’a aucun effet sur leur prolifération et leur différenciation

4.2.2 HARP, le cartilage de conjugaison et la croissance endociendr

Le développement du tissu osseux passe par 1’ossification d’une esquisse cartilagineuse au
niveau du cartilage de conjugaison. Le cartilage de conjugaigsente 4 zones principales, dans
lesquelles les chondrocytes sont a différentes étapes deniifféions (Figure 11). Les chondrocytes
de la zone de quiescence présentent une prolifération fatdesetmblent morphologiquement a ceux
du cartilage hyalin. Les chondrocytes de la zone de prolifération s’organisent en chapelet cellulaire
jusqu’a la zone dite préhypertrophique ou les cellules grossissent et changent leur production
protéigue matricielle. La zone hypertrophigue contient des cboyigs dont le corps cellulaire est
beaucoup plus gros que les chondrocytes articulaires, leur produltiorollagene 2 diminue
fortement et ils commencent a synthétiser du collagéne de 1§p La matrice de la zone
hypertrophique est minéralisée et subie une invasion vasculaire. Cette angiogénése permet ’arrivée de
monocytes/macrophages qui se différencient en chondroclasliesescparticipant au remodelage de
I’ébauche cartilagineuse. Concomitamment, des progéniteurs ostéoblastiques sont recrutés sur le site,
permettant ainsi une synthése de matrice ostéoide compasépalament de collagéne de type 1 qui
sera enfin minéralisée pour donner naissance a la massease proprement dite (pour revue (Olsen,
Reginato, and Wang, 2000).
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Figure 11 La croissance endochondrale dans les os lon@¥aprés (Adams, Cohen, and Lassova, 2007;
Ulici et al., 2008))

La croissance endochondrale implique 1’activation des chondrocytes de la zone de quiescence vers un phénotype
prolifératif permettant la pousse de 1’os en longueur et en épaisseur. Les chondrocytes s’hypertrophient ensuite et
entrent en apoptose permettant une invasion vasculaiost@éoblastiques. Durant ces phénomenes divers
facteurs de croissance et de différenciation ainsi quoeatéines de la matrice extracellulaire sont exprimés par
les chondrocytes.

HARP a été immunolocalisé dans le cartilage de croisstamt®la zone hypertrophique chez
le pouletet la souris, indiquant un réle de HARP dans la croissance @ssedsechondrale (Dreyfus et
al.,, 1998b; Petersen and Rafii, 200Ln cinétique de I’expression de HARP dans le tibia en
développement a été bien décrite chez le poulet. L’expression de HARP au niveau ARN apparait au 5
jour aprés fécondation dans les progéniteurs chondrocytaires, soits2ajorés la condensation des
cellules mésenchymateuse formant la premiere ébauche du meéabigjour, I’expression génique
de HARP est localisée au niveau des chondrocytes de la zoneif#atioh tandis que la protéine est
retrouvée au niveau de la zone hypertrophique. Une baisse dedaqedée HARP est observée lors
de la vascularisation de la matrice du cartilage hypermaghau 13 jour (Dreyfus et al., 1998b)
Dans la croissance des bois des cerfs, qui ressemble a larareissdochondrale, HARP est retrouvé
dans la zone dite de précartilage qui précede la différamciahondrocytaire proprement dite des
cellules mésenchymales (Clark, Lord, and Suttie, 2006)rélant ces observations, HARP a été
localisé au niveau des ébauches cartilagineuses des membres dewsajaeaon récepteur le SDC3
n’est localisé que plus tard au niveau de la zone minéralisée des plaques de croissance (Imai et al.,
1998). Ces rédtats suggerent I’implication de HARP dans le processus de différenciation
hypertrophique des chondrocytes de la plague de croissance.

La culture de cartilage nasal d’embryon de poulet et de plaques de croissance de rat en

présence de HARP conduit & la production de collagéne 1, un enarge la différenciation
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hypertrophique des chondrocytes (Tare et al., 2002a). Cettevahien a été confirmée chez les souris
surexprimant HARP, en effet, la matrice du cartilagécdeire de ces animaux présentait un
marquage pour le collagéne 1 (Tare et al., 2002b). Les souris surexpAXR@P ont des plaques de

croissances plus étendues que les souris sauvages, étonnammeaobseett@tion est associée a un

ralentissement de la croissance des animaux (Imai et al.,. 1998)

4.3 HARP et pathologies du tissu cartilagineux

Durant DP’arthrose et D’arthrite rhumatoide humaine, des niveaux élevés de HARP sont
retrouvés dans le liquide synovial (Pufe et al., 2003a; Pufé.,eRQG03b). Les chondrocytes de
cartilage arthrosique expriment HARP au niveau génique etiquet@lors que le cartilage sain est
largement négatif pour son expression. Les chondrocytes artlessien culture expriment le
récepteur ALK et les chondrocytes articulaires des zones artbrggésentent des marquages
spécifiqgues pour ALKDans les derniéres phases de progression de ’arthrose, le SDC3 et ALK sont
exprimés par les chondrocytes (Pfander, Swoboda, and Kirsch, R&@ditement de chondrocytes
normaux par HARP induit I’expression de ALK, que ce soit a partir de culture primaire ou de lignée
chondrocytaire. Ce méme traitement induit 1’expression de HARP, de TIMP1 et 2 et inhibe
I’expression des MMP1 et MMP13. (Pufe et al., 2003b).

La tendinopathie est une maladie dégénérative et inflammatdiemdon due a son utilisation
excessive, caractérisée entre autre par une différencidtimdrocytaire des ténocytes, la composante
cellulaire du tendon. Cette différenciation chondrocytpieat atteindre le stade hypertrophique et
amener a une ossification de type endochondrale du tendon (OdBaé, 2012)Des travaux récents
de notre laboratoire ont montré une corrélation ehfkeumulation de HARP dans la matrice et le
développement d’une tendinopathie dans un modéle de sur-utilisation du tendon supra épieeur c
rat par une course sur tapis (Attia et al., 2011). Chez tegyant courul’expression du collagéne 1,
collagéne principal du tendoest diminuée, tandis qu’une augmentation de 1’expression du collagéne
de type 2, des protéoglycannes decorine, aggrécanne, versicanglyaetnne sont observées. Ces
modifications sontaccompagnées par une induction de I’expression de Sox9, un facteur de
transcription spécifique de la différenciation chondrogéniqes. rBodifications sont associées a une

accumulation de HARP dans la matrice sans modification dexgwassion génique par les ténocytes.

Il semble y avoir une relation spatio temporelle entre ésgnce de HARP et la progression
de la dégénérescence cartilagineuse ((Attia et al., 2011; Palfe 2003a; Pufe et al., 2003b). Deux
hypothéses existent quant aux roles de HARP dans ces pathologia®niiare, soutenue par les

travaux de Pufe et al. montrant que HARP potentialissytahése de glycosaminoglycannes par les
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chondrocytes suggére que HARP participerait a une stabilisatienMIEC et donc a un phénomene
de régénération compensatoire de la matrice l1ésée. La neukigpothése basée sur les propriétés
angiogéniques de HARP postule que HARP permettrait 1’invasion vasculaire de la matrice
cartilagineuse, un des symptomes retrouvé dans le cartildgesa; et ainsi aggraver la dégradation
de la matrice.

5 HARP et le tissu osseux

51 Le tissu osseux

L’os est un tissu minéralisé possédant une fonction de soutiere fissu est constitué en
moyenne de 70% dainéraux (cristaux d’apatite), 10% d’eau et de 20% de matiére organique, dont
90% de collagéne de type I. En plus de son réle de support mécaoiguéa locomotion et de
protection des organes internes, 1’os est le site de I’hématopoicse grace a 1a moelle osseuse contenant
les précurseurs des tous les éléments figurés du sang. Il joue édgaleméle primordial dans le
métabolismephosphocalcique de I’organisme, en effet, il contient prés de 99% du calcium et 90% du
phosphate du corps.

Il existe 2 types principauxd’os définis par leur origine embryonnaire et leur type
d’ossification :

Les os plats, originaires de 1’ectoderme (Olsen, Reginato, and Wang, 2000), dont la croissance
se fait par une ossification dite endoconjonctive (ou membranaire). L’ossification membranaire
impligue une différenciation des cellules mésenchymateuseastatirent en ostéoblastes permettant
une ossification directe de la matrice sans passer par yredaddilagineuse. Les os plats sont les os
de la calvaria et de la face.

-Les os long et courts, originaires du mésoderme (Olsenindgeg and Wang, 2000)
grandissant par une croissance dite endochondrale (ou cartilegjinka croissance endochondrale se
caractérise par une étape intermédiaire de formationicieler cartilagineuse impliquant des
chondroblastes avant une invasion ostéoblastique de la matrivettantl’ ossification proprement
dite. Les os longgrésentent 2 structures principales, 1’os cortical présent a la périphériede 1’os et
possédant des propriétés mécaniques de résisiniées trabéculaire formant des travées dans la

partie centrale de 1’os ou la moelle osseuse prend place. (Figure 12).
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Figure 12 Structure del’os (coupe de fémur de rat coloré au trichrome de Masson, x4)
L’os présente 2 structures principales, 1’0s cortical, & la périphérie, qui lui donne sa résistanta compression
et aux torsions et 1’os trabéculaire, au centre, contenant la moelle osseuse.

51.1 Le remodelage osseux

L’os est un organe en remodelage constant par la dégradation de la matrice par les ostéoclastes
et la synthese de nouvelle matrice par les ostéoblastes rpawe (Parfitt, 1994)). Le remodelage
osseux permet 1’adaptation du tissu aux contraintes mécaniques internes et externes et ainsi la
conservation de ses fonctions mécaniqiémtégrité tissulaire de 1’os est assurée principalement par
deux types cellulaires, les ostéoclastes qui sont des cellulestopéigtiques dérivées des
monocytes/macrophages qui dégradent la matrice et les ostéoblastes, cellules d’origine
mésenchymateuses dérivées de cellules pré-ostéoblastigueellulls stromales mésenchymateuses
qui synthétisent la matrice. L’0s a 1’état quiescent présente des cellules enchassées dans la matrice
appelées ostéocytes et des cellules bordant la surface osgmusées cellules bordantes ou

ostéoblastes (Figure 13).
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Figure 13 Le remodelage osseuD’apres (Marie, 2001))

La phase de résorption commence par I’activation des pré-ostéoclastes dérivés de la lignée monocytaire en
cellules matures capables de dégrader une région locdskematrice osseuse. Une phase proliférative des
progéniteurs ostéoblastiques est ensuite observée, cellules qui migreront jusqu’a la zone dégradée (lacune de
Howship). La phase de formation osseuse débute par la synthése d’une nouvelle matrice non minéralisée
(’ostéoide). Les ostéoblastes matures piégés dans |lzarsdridifférencient en ostéocytes tandis que ceux en
surface deviennent des cellules bordantes qui resteront quiescente jusqu’a ce qu’elle soit activées.

5.1.2 La régénération osseuse

La cicatrisationnormale de 1’os est un phénoméne complexe impliquant la coordination de

divers processus généralement caractérisés par quatre étapes se suf€igosa 14).
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Figure 14 Schéma du modele de la régénéian osseuse et ses participants cellulaires (D’apres (Schindeler

et al., 2008))

La premiere phase non spécifigue consiste en une infdéiommparticipant a un anabolisme non spécifique.
Cette étape est suivile la formation d’un callus cartilagineux (étape 2) qui laissera place a un callus minéralisé
par des ostéoblastes (étape 3) qui sera remodelé (étape 4) pour m@iseance a une nouvelle matrice
fonctionnelle.

La premiére phase consiste en une inflammation non spéaiétpoevée dans tous les autres
types de blessure. Le saignement qui accompagne la fractusdr@gve contenu par les tissus
environnant et forme un hématome. Le site est ensuite envahidgpanombreuses cellules
inflammatoires synthétisant de nombreuses cytokines (interleukires®, TNF a) et facteurs de
croissancéTGF s, FGF-2, VEGF, PDGF, M-CSF). Le caillot subi ensuite une invas@sculaire
gui amene des cellules phagocytaires qui nettoieront les débukioes. Cette premiére réponse
facilite le recrutement de progéniteurs mésenchymateux vemadribste, de la moelle osseuse, de la
circulation et des autres tissus environnant.

L’étape suivante est caractérisée par la formatidmn callus fibro-cartilagineux (ou callus
mou) qui servira de tuteur pour la formatiosseuse proprement dite. A ce stade, I’os présente
toujours une faible résistance aux forces de torsions et de prdssisite de |ésion doit donc étre
convenablement immobilisé afin d’éviter une destruction de la néo vascularisation, ce qui conduirait &
des délais dans la réparation voir méme a la formation degrtiaude.

Utilisant le patron formé par le callus mou, des pré-ostétsasynthétisent ensuite une
matrice ostéoide et la minéraligedlonnant naissance au callus dur. Cette néo formation se tpgodui

Iinterface callus mou/os. Enfin, la derniere étape consiste en un remodelage du callueur
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événement récapitule les processus retrouvés dans le remodelage a@dsrit dans le paragraphe
précédent (pour revue (Schindeler et al., 2008))

5.2 HARP et la physiologie du tissu osseux

L’ADNc de HARP a été isolé entre autre a partir de la lignée ostéoblastique murine MC3T3-
El et retrouvé dans la lignée d’ostéosarcome humain MG63, suggérant un réle de HARP dans la
physiologie osseus&€ette hypothése a été confortée paquipe du Pr Rauvala qui a montré que
HARP induisait la migration de lignées de cellules ostéoblassi humaines et de rat en chambre de
Boyden mais aussi dans des conditions ou HARP était immobilisii qulastique de culture (Imai et
al., 1998). Ces observations furent reproduites par les équpes Wang et du Pr Oreffo (Li et al.,
2005b; Yang et al., 2003).’équipe du Pr Wang a aussi montré un effet intéressant de HARP sur les
potentialités des progéniteurs ostéoblastiques issus de la moelis@msiEn effet;dddition de HARP
a 10 pg/ml sur une culture primaire de moelle osseuse humametpaon seulemend; augmenter la
clonogénicitéde progéniteurs ostéoblastiques mais aussi d’accroitre le nombre de colonies positives
pour la phosphatase alcaline, un marqueur de la différemc@téoblastique (Yang et al., 2003).

Des tests d’ostéoinduction sur une lignée murine myoblastique (C2C12) ont montré que, au
contraire de la&Bone Morphogenetic Proteir’ ZBMP2), le traitement par HARP saiilinduit pas de
différenciation ostéoblastique. La différenciation ostéolgjast induite par la BMP2 est inhibée
lorsque HARP est ajouté au milieu de cultdeée le début de I’induction. Cependant, si HARP est
ajouté apres que la différenciation soit effective, une patmation del’ostéoinduction caractérisée
par ’activité phosphatase alcaline est observée (Tare et al., 2002a). Ces résultats suggérent un role
tardif de HARP dans la régulation de la différenciatistéablastique.

Des tests d’ostéoformation ectopique ont été réalisés afin de déterminer I’influence de HARP
sur ’ostéoformation. Dans un modéle d’ostéoformation sous cutané chez le rat, I’association de HARP
a des membranes de fibres de verre ne conduit a aucune formagigseos3ependant, on observe que
I’association de HARP a de la BMP2 permet une augmentation du contenu calcique dans le support
par rapport a la BMP2 seule (Sato et al., 2002). Ces résultdtatent les observations obtenues in
vitro par Tare et alL’implantation de polymére d’acide lactique/glycolique associés a HARP et a des
cellules prédifférenciées en ostéoblastes induit une atiomm osseuse et cartilagineuse aprés 6
semaines d’implantation sous cutanée alors que les polymeres associés uniqguement aux cellules ne
permettent pas d’ostéoformation (Yang et al., 2003HARP semble jouer un réle principalement sur
des cellules déja différenciées, iqaint que HARP aurait principalement un effet dans les phases
tardives de la différenciation et la calcification de latrioa. L’association de HARP a des
biomatériaux ostéoinducteurs pourrait donc étre intéressante ldarcadre des thérapies de

régénération osseuse.
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Dans les années 2000, des souris transgéniques surexprimant HARPt @ar@92b) ou
inactivees (KO) pour HARP (Amet et al., 2001) ont été grgeermettant ainsi des études
phénotypiques sufinfluence de HARP dans le tissu osseux. Les effets de I’inactivation de HARP sur
le phénotype osseux sont controversés, en effet en 2004, Lehmann et al. n’ont observé aucune
modification de la formation osseuse chez des souris KO par tapges souris sauvages (Lehmann
et al., 2004) alors qu’en 2009, une étude plus approfondie de Imai et al. a montré que les os
appendiculaires et scapulaires des souris KO étaient significativ@ine courts que ceux des souris
sauvages (Imai et al., 2009). Cette baisse de tadleassociée a une diminution de la surface
trabéculaire, du nombre d’ostéoblastes et d’ostéoclastes. Ces modifications sont associées a un
remodelage moins important de 1’os visible par une baisse de marquage a la calcéine, des marquages
de P’activité phosphatase alcaline associée a la synthése de matrice osseuse par les ostéobtaste
TRAP asso@e a I’activité de résorption par les ostéoclastes. Les propriétés biomécaniques des os de
ces animawsmt aussi touchées avec une baisse de la résistance aux tests ds,cadg@a une
baisse globale de 1’élasticité et de la rigidité de ’os. Cettedifférence semble étre due a 1’age des
animaux testés, Lhemann et al. ayant travaillé sur des anirgaaxdé plus de 30 semaines et Imai et
al. sur des animaux plus jeunes, agés de 1 jours a 16 semaines.

Les souris surexprimant HARP présentent, elles, un phénotypexassequé. En effet, leur
calvaria est pres de 2 fois plus épaisse que celle des sauvagesimasxaransgéniques atteignent
moins vite leur taille adulte, mais cette différence est gsdenn 30 semaines. Les animaux
transgéniques présentent un contenu minéral osseux plus impEreEme et al., 2002b)Ces
observations ont été confirmées par radiographie (Li eR@05a) Hashimoto et al. ont montré un
phénotype osseux spécifiquement chez les femelles qui Bsene masse minérale et une densité
osseuse plus importante. Ces modifications morphologiques sontéassa une augmentation des
dépbts minéraux et de la formation osseuse des vertébres etnues.fées souris surexprimant
HARP ont des os plus cassants que les souris sauvages, probablamest ae leur fort contenu
minéral qui conduit a une baisse d’élasticité (Hashimoto-Gotoh et al., 2004).

HARP semble donc étre impliqué dans les phénoménes d’adaptation de 1’os aux contraintes

mécaniques de I’environnement, par une régulation du contenu minéral des os.

5.3 HARP dans les pathologies du tissu osseux

La pathologie principale touchant 1’os est la fracture. L’os présente des capacités de
régénération lorsqu’il est 1ésé, grace aux capacités de synthése d'une nouvelle matrice extracellulaire
(MEC) par les cellules résidentes ou recrutées a partir des tissteneants

Des dosages sériques de HARP dans les sangs de patients ayatesstraistures ont montré

gue les patients ayant eu une union osseuse avaient unerfdusofecentration sérigue de HARP dés
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la premiére semaine du processus de réparation par rapport a ceux n’ayant pas eu de réparation
spontanée (Weiss et al., 2009). Ce taux plus élevé a continué @rdergdarant les 8 premiéres
semaines alors que les patients n’ayant pas réparé n’ont pas montré d’évolution de leur taux sérique de
HARP.

Des expériences de fracture induites chez le rat ont morgrédance de HARP dans le callus
fibreux formé 5 jours apres la blessure, et dans le callus oskgyaurs apres la fracture (Petersen
and Rafii, 2001). Des expériences de défauts osseux induits dmrilasurexprimant HARP ont été
réalisées par Li et coll. (Li et al., 2005a). Les callus desoesis présentent une majorité de tissus
fibreux et cartilagineux, de plus, le callus osseux s’est formé plus tardivement. Ces animaux présentent
de plus des signes de réparations excessives localisés au niveau déelasseese en plus du site de
Iésion. Le traitement de la fracture avec une solutiomes@lermet cependant une formation osseuse
plus importante chez les animauxnkgéniques que sauvages. Un traitement par de ’HARP exogéne
des souris transgéniques sauvages n’a pas modifié la réparation osseuse. De fagcon étonnante, le
traitement du défaut par de la BMP2 chez les animaux transgénigsealeé en une formatiodios

similaire a celle retrouvée chez les souris sauvages taaiéésla solution saline.

Lors du vieillissement, on observe généralement une baisseddmdaé osseuse associée a
une diminution de la minéralisation des o0s, nomméoporose. L’ostéoporose est un facteur de
risque de fractures chez les personnes agéagant plus que leurs capacités de régénération sont
diminuées.

Deux études ont impliqué HARP dans I’ostéoporose et le risque de fracture chez les personnes
ageées. Une étude sur 530 femmes ménopausées a associé le polyraodphisomoteur de HARP
en position 1227 C>T a I’ostéoporose et aux fractures de la hanche résultantes (Mencej-Bedrac et al.,
2011). De la méme fagon, une étude des vargmi&iques associ¢s a 1’ostéoporose male effectuée
sur une cohorte de prées de 2000 hommes agés de plus de 65 ans a madsbaiagon entre le
polymorphisme de HARP et la densité osseuse de la tétedienfierges et al., 2009). Des études de
I’expression des génes par microarray ont montré que les ostéoblagiaedés ostéoporotiques
présentaient une baisse significative de I’expression de HARP par rapport & des patients non

ostéoporotiques (Trost et al., 2010).

De fagon plus anecdotique, les voyages dans I’espace induisent une modification
morphologique de 1’os, résultant en une baisse de I’organisation de I’os trabéculaire, ainsi qu’en une
fragilisation globale de ’os due a une baisse de la densité et de la masse osseuse. Des expériences
réalisées par Tavella et. @mnt montré que des souris surexprimant HARP envog&es!’espace
semblent étre protégées de cette baisse globale de la oqueditése. En effet, ces animaux
présentaient une organisation trabéculaire plus diffuse guealezages au sol, mais ont conservé prés

de 50 % de cette structure aprés 3 mois sur la Station Spatedeationale alors que les souris
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sauvages ont vu leur os trabéculaire disparaitre a 90% dans leter@pse Cette diminution a été
accompagnée par une modification de la qualité de 1’os restant avec une diminution d’épaisseur de
90% chez les animaux sauvages contre 50% chez les souris transgériiguestical n’a pas subi
de modification d’épaisseur chez les souris transgéniques alors que les sauvages ont vu unédaisse
pres de 50 % de leur épaisseur corticale. Ces phénotypes ont étéésbsur les os longs et les
vertébres (Tavella et al.).

L’expression de HARP serait donassociée au maintient de I’intégrité osseuse au cours de la

réparation et du vieillissement.

6 HARP et cellules souches

HARP a été trés tét impligué dans la mise en placeaiebreux organes, cependant ses
activités sur des cellules immatures telles que les cellules souches n’ont commencées a étre explorées
gue récemment.

Une étude s’est intéressée aux effets de HARP sur les cellules souches neurales. Une
observation réalisée sur des souris inactivées pour HARP aémorgraugmentation de 50% de la
densité neuronale dans le cortex cérébral. Ce phénotype iappeaat la neurogénese corticale ou les
progéniteurs neuronaux des embryons KO présentent une augmentation du tauwiféatiprol
comparativement aux embryons sauvages. Des études réalisées intvitant@ que lorsque HARP
est ajouté au milieu de culture de neurosphéeres murines, leur prtaifiéest inhibée et une baisse de
I’expression de la nestine, un marqueur de la souchitude des progéniteurs neuronaux, est fortement
diminuée. Il semblerait que cet effet soit médié par oteraction avec le FGF-2 et son récepteur, le
FGFR-1 (Hienola et al., 2004). Cet effet de HARP sur les progésiteeuronaux a été conforté en
2009 par Vazin et al. qui montrent que HARP, associé auISEH’IGF-2 et a I’ephrin, induit la
différenciation de cellules souches embryonnaires murine en neuronesirtemggques (Vazin et al.,
2009). HARP pourrait donc étre impliqué dans les phénomeénes d@élde la prolifération associée
a la différenciation.

La surexpression de HARP dans des progéniteurs rétiniens de rat induitaisse de la
différenciation de ces cellules en batonnet, mais promeutifééredciation en cellules gliales de type
cellules de Miiller et cellules bipolaires (Roger et al., 2006)

HARP est fortement impligué dans la clonogénicité des esllglouches embryonnaires
humaines (hESC) mais également dans leur survie. En itffeété montré que les cellules MEF
utilisées comme substrat pour leur survie synthétisent HARP.hESC expriment le récepteur
RPTPC. Lorsque I’expression de ce récepteur est inhibée dans les hESC, on observe une baisse de

I’émergence de colonies ainsi qu’une baisse du nombre de cellule dans chaque colonie. De plus,
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I’utilisation d’un milieu de culture supplémenté en HARP permet un plus fort taux d’isolement
d’hESC qui conservent leurs propriétés souche. Cet effet est associé temporellement a une activation
de la voie Akt (Soh et al., 2007).

Concernant le compartiment médullaire, des études récentes ont démontré 1’influence de
HARP sur les propriétés des cellules souches hématopoiétiques. (Exsteffet, le traitement de
cellules mononuclées de moelle osseuse de souris en culture aiR® iHAuit une augmentation
marquée du nombre de colonie de CSH capables de repopulation aedovegy ¢hez la souris
immunodéficiente. Le méme traitement appligué a du sang d®rcambilical humain a persi
d’obtenir une repopulation plus importante par des cellules humaines du compartiment médullaire de
souris immunodéprimées létalement irradiées. Cette augmenggaibmon seulement visible dans la
moelle osseuse, mais aussi dans les populations myéloides et lJespbhivculantes. Les effets de
HARP sur I’émergence des CSH sont inhibés par des inhibiteurs des voies Notch et Akt (Himburg et
al., 2010) L’isolation de CSH sur couche de fibroblastes n’exprimant pas HARP résulte en une
augmentation du nombre de cellules différenciées en culture.d’expérience de greffe en série de
moelle sauvage a des souris KO ou des souris sauvages, le nombre dg delldbnneur est plus
important lors de la greffe aux souris K@es cellules greffées présentent cependant une
différenciation myéloide plus prononcée au détriment de la difféon lymphoide, suggérant un
réle de HARP dans le contrdle de la prise de greffe (Iffjvahal., 2011). Ces 2 études montrent un
réle important de HARP dans le maintient du compartimedullaire, mais aussi dans la balance de
différenciation vers les voies myéloide ou lymphoide des CSH.

Enfin, des expériences de migration en chambre de Boyden ongémoletHARP possede le
méme potentiel chimiotactique et mitotique que leGFEsuUr les progéniteurs endothéliaux circulants
(PEC). Cet effet est bloqué par les inhibiteurs de la NO-synéhakela voie Akt (Heiss et al., 2008)
Cet effetsur les PEC pourrait permettre d’augmenter le nombre de progéniteurs dans les phénomeénes
de vasculogénése observés dans la cicatrisation.

HARP semble étre fortement impliqgué dans la biologieaddisles souches, en fonction du
type cellulaire observé, son effet est associé soit poatamtialisation de la différenciation soit a un

composant de la niche permettant le maintient des ceflaleshes dans un état indifférencié.
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CHAPITRE 2: Bio ingénierie tissulaire et cellulairedans I’os : |a triade

support/cellules/molécules bioactives

1 La bioingénierie

Le remplacement de tissus manquant chez le malade nécessite d’apporter les éléments
cellulaires nécessaires a la récupération fonctionnelle de I’organe concerné. Les thérapies standards
consistent actuellement & remplacer 1’organe déficient soit par une autogreffe, soit par un organe
provenant d’un don. Ces stratégies sont limitées par la morbidité associée seeond site de
prélévement chez le malade d’une part et par le manque d’organes transplantables disponibld&utre
part (Vacanti and Langer, 1999). De plus, les risques de transmisdiales et bactériennes ont
participéa limiter le nombre d’organes valides pour une greff@our palier 4 ce manque d’organe, des
tests de xénogreffes ont été initiés. Cependant, cette apgmaente des risques de transmission de
zoonoses connues ou encore inconnues (Fishman, Greenwald, asid Z2b2).

Une nouvelle alternative s’est développée durant les 20 derniéres années : L’ingénierie
tissulaire. Cette nouvelle industréeréalisé 3.6 milliards de dollarg chiffre d’affaire en 2011 et
présentait une croissance de pres d Bftre 2007 et 2011 (Jaklenec et al., 2012). La bio ingénierie

consiste a associer des supports, des cellules et des bionwlpenhteettant la croissance et la

différenciationcellulaire et la formation d’un tissu fonctionnel (Figure 15.

Composante cellulaire

W

“Graines”

5

Régénération tissulaire

Biomatériaux Microenvironnement

¥

“Fertilisant”

Figure 15 Principe de la bioingénierie, la triade suppdfcellules/matrice

La bioingénierie peut étre considérée comme la culture d’un implant. Les cellules représentant la graine

nécessaire a la production d’un tissu fonctionnel, Le biomatériau fournissknsubstrat (terre) nécessaire a la

croissance des cellules et les biomolécules (fertiligarnettant de potentialiser la prolifération des cellules
mais également leur engagement vers les voies de diffétienciellulaire spécifiques de 1’organe cible.
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Notre projet s’est principalement intéressé aux applications de régénération osseuse de la
bioingénierie. Malgré&es capacités de régénération, lorsque 1’os subit un défaut trop important, sa
réparation n’est pas possible. Des défauts de formation du callus osseux peuvent aussi résultee en
absence de consolidation par la formation d’une structure pseudo articulaire appelée pseudarthrose.
Celle<i est caractérisée par une mobilité anormale de 1’0os non réparé et des douleurs lors de ’appui
sur le membre concerné. Le traitement de référence de eegsdidfractaires aux thérapies standards
est I'autogreffe de tissu osseux issu de la créte iliaque du patient qui contient les composantes
cellulaires et matricielles nécessaire a la réparatioen Bue cette approche soit efficace pour la
réparation, elle présente des inconvénients. Au dela des défthéScgries engendrés, la créatioun
nouveau site de blessure augmdrnteisques d’infection et de douleurs récurrentes associées chez le
patient De plus, des phénoménes de hernie des organes internes dus a la namdembassin ont
été observeés.

La greffe de tissu osseuxyec prés de 2.2 million d’opération par an, est le second type de
transplantation utilisée dans le monde, aprés la transfusion sarigeicthamp d’application va de la
chirurgie orthopédique a la dentisterie en passant par laauwrgie.Pour ces raisons, I’association
de substituts osseux aux thérapeutiques classiques devient de putilit@pour minimiser les effets
secondairesde I’autogreffe. L’utilisation de biomatériaux pour combler les larges défauts osseux tend
a devenir le standard de la réparation osseuse (Carson andnBd&d07; Giannoudis, Dinopoulos,
and Tsiridis, 2005)Cependant, ils ne possédent pas toutes les capacités mécanideggsurption
de I’os. De plus, ces substituts ne comprennent pas la composante cellulaire ni laoszontp

protéigue nécessair@da formation d’un nouveau tissu fonctionnel.

2 Les biomatériaux pour le tissu osseux

La premiére utilisation de biomatériaux dans le systéme ostiéalaire renseignée dans la
littérature remonte a 1892. Van Meekeran utilisa du sulfataldeim (Platre de Paris) pour combler
un défaut osseux. La premiére utilisation, avec succés, de matérizase de phosphate de calcium
remonte cependant a 1920 (LeGeros et al., 2QD&)uis les substituts naturels a base de chitine,
corail ou collagénes sont utilisé de nouveaux substituts osseux synthétiques sont développés. Il
existe un consensus quant aux propriétés que doit posséder uréhmmdestiné a la régénération
osseuse.

-L’ostéogénése : le substitut doit pouvoir permettre la différenciataes cellules implantées
avec lui. Méme si un implant induit toujours une réponse biologitime doit pas étre uniquement
encapsulé dans un tissu fibreux n’ayant pas de propriétés mécaniques capables de supporter le

chargement physique induit par 1’utilisation de 1’ os traité.
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-L’ostéoinduction : cette caractéristique représente la capacité du suppaetruter et/ou
activer les cellules des tissus environnant.

-L’ostéoconduction : cette propriété représente la capacité du biomatéridacibter la
vasculogéneése et la création d’un tissu osseux fonctionnel.

-L’ostéointégration : il s’agit de la propension de I’implant & s’intégrer au tissu osseux auquel
il est accolé sans interface fibreuse.

La capacité de résorption du biomatériau semble devenir uneigiéode plus en plus
importante en chirurgie orthopédique.

Les biomatériaux pour la régénération du tissu osseux sont eotaetl classés en 3

catégories.

2.1 Les substituts naturels

Des processus deaitement des os de cadavre ont permis d’obtenir des substituts osseux
exempts de toute contamination virologique ou allogénique. @&gé appeléTutoplast®” consiste
en une viromactivation de 1’os, suivie d’une délipidation, d’une déprotéination et d’une lyophilisation
permettant sa conservation a température ambiante pebhdams. Ce produit présente donc les
structures exactes de 1’0s normal mais est dépourvu de toute matrice protéique. Il semble posséder des
propriétés de remodelage et de formation osspliseimportante que les os n’ayant pas subis de
transformation autre que la viro-inactivation (Coquetiale 2012). Ces substituts peuvent aussi étre
définis comme des greffons allogénes.

Le substitut naturel le plus utilisé est dérivé du corail maCiertaines especes de corall
produisent une structure poreuse constituée de phosphate dengassemblant a celui trouvée dans
’os trabéculaire. La premiére application clinique utilisant le corail égénération osseuse a été faite
en France a I’hdpital Raymond Poincarré en chirurgie orthopédique etlfacLe corail peut étre
directement utilisé dans sa forme naturelle ou alors néodifiimiquement pour y intégrer une
composante d’hydroxyapatite. Le corail présente une forte résistance aux forces de compression mais
est cassant lorsqu’il est soumis a des forces de cisaillement. Leur étude a permis la mise au point des

procédés de fabrication des céramiques calciques (pour(i2gaers et al., 2002)).

2.2 Les céramiques

Pour combler les larges défauts osseux, les chirurgiens s’orientent maintenant vers
I’association de la greffe autologue et de biomatériaux possédant des structures chimiques et
conformationnelleproches de celles de 1’os trabéculaireCes matériaux présentent ’avantage d’étre

biocompatibles, c'est-a-dire de permettre la survie eiflérenciation des cellules implantées. lls
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possédent égalemendes propriétés d’ostéoconduction permettant leur intégration dans 1’0s
nouvellement formé. Leur résorbabilité est contrélée de fagmrmettre une pousse tissulaire en leur
sein (Carson and Bostrom, 2007; Giannoudis, Dinopoulos, and Tsiridis, 200%plug€me leur
composition I’autre critére important définissant la vitesse et la qualité deradtion osseuse est la
taille des pores dans le matériel (Tableau 1) (Karageoegidaplan, 2005; Kasten et al., 2008). Ce
critere est a définir en fonction des contraintes mécaniquess aubiite d’implantation ainsi que de la
taille du défaut a combler car plus les pores seront grandsaplésistance du matériel a la pression
sera faible.

Taille des pores | Tissu préferentiellement forme
<10pm Aucun
15 a 50um Tissu fibrovasculaire
50 a 150pum Tissu ostéoide
>150pm Tissu osseux

Tableau 1 Tissus préférentiellement formés en fonction de la tE des pores du substitut(D’apreés
(Karageorgiou and Kaplan, 2005; Kasten et al., 2008))

221 Les céramiques bio actives

Les céramiques bio-actives sotipables de former un lien physique avec I’os par la
formation rapide de cristaux d’apatite a leur surface aprés leur implantation. Cependant, elles ne sont
pas résorbables et la solidité du défaut comblé est directentiéat decelle de la liaison entre la
céramique et ’os de I’hote. Elles sont composeées principalement de dioxyde de silice et contiennent
un fort taux de dioxyde de sodium et de monoxyde de calciunpli3e elles présentent un ratio
CaO/R0O; similaire a celui retrouvé dans 1’os. Ces céramiques, de part leur faible résistance

mécanique, sont dédiées au comblement de défauts petits a mogesm (@d Bostrom, 2007).

222 Les céramiques bio inertes

Les céramiques bimertes sont généralement composées d’oxydes de métaux comme
I’alumine (AL,Os), le zircone (Zr@ ou le titane (TiQ. Ces matériaux ne réagissent pas avec les
tissus environnant. Leur grande résistance mécanigue a la esioprées a amenés a étre utilisés
dans le comblement de larges défauts osseux ainsi que dans lesg¢wmotle téte fémorale. Leur

utilisation est cependant limitée aux sites ne subissant pastdaimt@s de torsion.
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2.2.3 Les céramiques bio absorbables

Les céramiques bio absorbables sont composées de phosphate tricalcique B (TCPB) CA3(POy)-
associées ou non a de I’hydroxyapatite (HA) CA10(POy)s(OH),, composés appartenant tous deux a la
famille des apatitesLe TCP B présente un taux de résorption 10 a 20 plus rapide que I’'HA.
L’association de ces deux composants permet de controler la vitesse de résorption de I’implant mais
aussi de moduler la résistance de I’implant aux contraintes mécaniques. En effet, 'HA présente une
structure sujette aux cassures et a un manque de résorption par les cellules de I’hote. Les céramiques
calciques sont produites commercialement sous forme d’implants poreux, d’implants denses non
poreux ou de granules. Il existe également quelques formudesainjes qui permettent de combler les
défauts ne subissant pas de charge mécanique (Carson and Bas®@mGiannoudis, Dinopoulos,
and Tsiridis, 2005) Bien qu’elles possédent une bonne résistance aux forces de pression, ces
céramiques présentent une fragilité importante aux $adedorsion et de cisaillement impliquant une
immobilisation du membre touché (Carson and Bostrom, 200#)antage de ces céramiques est leur
propension a se lier facilement a I’os du receveur, leur biocompatibilité mais aussi leur forte affinité
pour les facteurs de croissance locaux ou exogénes nécessairesrpganération osseuse (Tazaki et
al., 2009). De plus, elles permettent une différenciationobktstique des cellules implantées ou

recrutées de novo sur lgesd’implantation (Saldana et al., 2009).

2.3 Les polyméres

Les polymeres utilisés en régénération osseuse peuvent étrésckass2 catégories
principales : les polymeres naturels et les polyméres synibsétiqCes deux types de polyméres
peuvent étre utilisés comme véhicule pour un relargage codedbicteurs de croissance.

Les polyméres naturels peuvent étre composés d’acide hyaluronique ou de collagéne. Ces
composés sont présentés sous forme de gel, ce qui rédeihdat leur résistance mécanique. Leur
composition identique a celle des composants matriciels normduit leur demi-vie sur le site de
Iésion par I’action des protéases ou des glycanases endogénes. Pour ces raisons, ils sont souvent
associés a des céramiques calciques ce qui les rend plagediffi atteindre pour les enzymes et
confére une certaine résistamsécanique a I’implant (Giannoudis, Dinopoulos, and Tsiridis, 2005).

Les ciments de polyméres comme le polyméthylméthacrylate (PMMA&ténttilisés pour
combler les larges défauts osseux. Cependant leur fragmentatidindes ostéolyses et ne ils sont pas
résorbables, conduisant & une faible consolidation de 1’0os. Maintenant, des polymeres partiellement
résorbables, tels que les acides polyglycoliques (PGA) ou piidylas (PLA) commencent a étre

utilisé. Ces composés n’induisent pas d’ostéolyse, cependant, leur produits de dégradation, I’acide
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lactique, estirritant et peut causer des abcés non septiques. Un drainage de 1’abcés en condition
aseptique permet généralement de palier a ce probleme (T@iae, 2002).

Enfin, les chimistes commencent a synthétiser de nouvelles medédidurs procédés de
fabrication permettent de contréler précisément leurs igtégrde dégradation et fonctionnelles.

3 La composante cellulaire de la bio ingénierie

L’absence de progéniteurs dans les biomatériaux conduit & une formation osseuse non
optimale. Ceci a été illustré dans une étude publiée en 2600équipe d’Hervé Petite. Ce travalil
s’est intéressé a la réparation osseuse dans un défaut osseux critique induit dans le tibia de mougon. L
comblement du défaut par un morceau de corail seul n’a pas permis une régénération efficace,
caractérisée par une absence de remodelage voir une lyse du sefpporé quasi absence
d’ostéointégration. Cependant, lorsque des cellules stromales rhgsmteuses (CSM) ont été co-
implantées avec le support, un remodelage et une ostéointégration de I’implant ont été observés (Petite
et al., 2000). Ce trail démontre I’importance de la part cellulaire dans la bioingénierie. Les études
réalisées par la suite dans ce domaine ont eu pour objectif d’optimiser la survie des cellules

implantées, le recrutement des cellules de I’héte et/ou la différenciation de ces cellules.

3.1 Les cellules stromales mésenchymateuses

Les CSM sont des cellules immatures adudtgmbles d’une part de s’autorenouveller mais
aussi de se différencier en cellules matures spécialisée€.3M présentent des avantages par rapport
aux cellules souches embryonnaires. En effet, le risque tuassatié est plus faible et surtout leur

prélevement est moins problématique au niveau éthique.

3.1.1 Origine et purification

La présence de cellules non hématopoiétiques dans la mo@is®ss été évoquée pour la
premiére fois il y a 130 ans par Conheim, un pathologiste allerSBandravail a montré la possibilité
gue la moelle osseuse puisse contenir des cellules de brpbldistigue qui synthétiseraient du
collagene durant la réparation tissulaire. Les travaux dddmstein en 1976 ont ensuite confirmé la
présence dans la moelle osseuse de cellules qui pouvaigliffésencier dans différentes voies
mésenchymateuses (pour revue (Chamberlain et al., 20@X)3. parlerons de ces potentialités dans

les paragraphes suivants. Des cellules présentant des paésnsatilaires ont ensuite été isolées
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d’autres organes comme le tissu adipeux (Nathan et al., 2003)e placenta (Fukuchi et al., 2004}
d’autres organes (da Silva Meirelles, Chagastelles, and Nardi, 20@&) manuscrit s’intéressera
particulierement aux CSM issues du tissu médullaire.

Le critére principal pour définir les CSM est leur capacitg@@dérer au plastique. En effet, la
mise en culture de moelle osseuse permet d’obtenir, aprés lavage des cellules hématopoiétiques (non
adhérentes)ne population cellulaire a I’apparence fibroblastique a caractéristique clonale. La cellule
a origine de la colonie est appelée “Colony forming unit fibroblast’ (CFU-F). Les CSM sont une
population rare dans la moelle osseuse, la fréquence d’émergence des CFU-F a permis de déterminer
qu’elles représentaient seulement 1 cellule sur 10* & 1 cellule sur Ides cellules mononuclées de la
moelle osseuse (pour revue (Chamberlain et al., 2007)).

Aprés une premiére phase de quiescence en culture, les CSM tgdientlrapidement,
permettant d’en obtenir une grande quantité dans un but de thérapie cellulaire. Cependant, leur habilité
a se multiplier et a se différencier diminue avec le terhjgst donc nécessaire de mettre au point de
nouveaux protocoles permettant soit de maintenir leurs pdi&stiaoit de les préorienter vers le

phénotype d’intérét durant leur culture.

3.1.2 Caractéristiques phénotypiques

3.1.2.1 Marqueurs de surface

La cytométrie en flux a permis 1’étude des antigénes membranaires et a abouti a un consensus
sur le profil d’expression de marqueurs de surface des CSM. Bien qu’il n’existe pas de marqueur
spécifique des CSM ou de leur immaturit¢, comme le CD34 pourcédisiles souches
hématopoiétiques, un panel de marqueurs négatifs et pasitiés décrit (pour revue (Chamberlain et
al., 2007)).

Parmi les marqueurs négatifs des CSM, on retrouve des marqueurpopigstions
hématopoiétiques et endothéliales : CD3 et CD4 (corécepdeartymphocytes T), CD1l1la (LFA-
pour lymphocyte function-associated antigen 1), CD14 (marquemté par les populations
macrophagiques), CD45 (L-CA pour leucocyte common antiges),molécules de co-activation
lymphocytaire B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86), CD40 (Bp50) et CD154 (CGDdtharqueu
lymphocytaire de type B). Les CSM n’expriment pas non plus le CD31 (PE-CAM-1 pour platelet
endothelial cell adhesion molecule) ni le CD34 (marqueur degpiteurs hématopoiétiques).

Le panel de marqueurs positifs reconnus pour les CSM comprend, enttedasitigands dont
les récepteurs sont présents a la surface des cellules mawilemées lymphocytaires, comme les
CD58 (LFA-3 pour lymphocyte function associated antigen 3), CD7&tdjpe Lyb-2), CD102
(ICAM-2 pour Inter-cellular adhesion molecule 2), CD106 (VCAMpdur vascular cell adhesion
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molecule 1) et le CD166 (ALCAM pour Australian level crossing assess model). Ce panel
témoigne des étroites relations existant entre les CSMesetcéllules du systéme immunitaire
(Majumdar et al., 2003). Les CSM expriment également: |€D44 (récepteur de I’acide

hyaluronique), CD54 (ICAM1), CD73 (5’ terminal nucleotidase ou SH3), CD90 (THY-1 pour

thymocyte differentiation antigen 1), CD105 (endoglin ou SH2E/AS (stage specific embryonnic
antigen 3), SSEA-4 et le HLA ABC (human leukocyte antigB&). Etonnement, les CSM semblent
également exprimer un marqueur classiqguement utilisé mmntifier les cellules nerveuses : la

nestine (Mendez-Ferrer et al., 2010).

3.1.2.2 Les potentialités de différenciation des CSM

Les CSM ont tout d’abord été caractérisées phénotypiquement par leur capacité a se
différencier en ostéoblastes, en chondrocytes et en adipocygese(R6). Il a ensuite été montré
qu’elles possédaient également des capacités a se différencier en myoblastes, ténocytes et fibroblastes.

Ce manuscrit s’intéressera aux différenciations ostéoblastique, chondrogénique et adipogéragee
un intérét particulier pour les différenciations ostéoblastiguchondrogénique qui rendent les CSM

particuliéerement intéressantes dans la thérapie cedlidaitissu ostéoarticulaire.
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osteoblastes Chondrocytes Adipocytes

Figure 16 Schéma de la tripotentialité des CSM

Les CSM en culture présentent une morphologie fibroblastique caractéristique. L’ajout de facteurs spécifiques
dans leur milieu de culture permet d’orienter ces cellules vers les trois voies de différenciation principales des
CSM. Des colorations histolagies permettent d’attester de la différenciation. Un marquage au rouge alizarine
permet de mettre en évidence les dépdts d’hydroxyapatite caractéristiques de la différenciation ostéoblastique.
Une coloration au bleu alcian met en évidence la fadeumulation de GAG durant la différenciation
chondrogénique. Une coloration des lipides a 1’Oil redO permet de mettre en évidence des vésicules graisseuses
dans le cytoplasme des cellules s’étant différenciées en adipocytes.

La différenciation adipogénique est obtenue par un traitedee@SM en monocouche par de
la dexamethazone, du 3-isobutyhiBthylxanthine (IBMX), d’indométhacine et d’insuline. Cette
différenciation est mise en évidence par une coloration des vésicules lipidiques a 1’0il redO.
L’expression génique de |&Fatty acid binding protein 4” (FABP4) ou du “Peroxysome proliferator
activated receptoy” (PPARY) permet également de mettre en évidence I’engagement vers la voie
adipocytaire (Pittenger et al., 1999). La présence de nombrauetites vésicules lipidiques
correspond morphologiquement a des cellules du tissu adipeux brun plutdt qu’a celles du tissu adipeux
blanc qui ne contiennent qu’une seule vacuole occupant une grande partie du cytoplasme et repoussant
le noyau a la périphérie de la cellule. La différenciatiop@ditaire des CSM est étudiée dans le
cadre de la chirurgie plastique.

La différenciation ostéoblastique des CSM s’obtient classiquement par 1’ajout d’acide
ascorbique, de B-glycérophosphate et de dexamethazone au milieu de culture de @BMes en
monocouche. Les cellules expriment rapidement le facteur deripaicstRUNX2, marqueur précoce

de la différenciation ostéoblastique. La matrice extracellulaire montre une accumulation d’agrégats
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calciques visibles par une coloration au rouge alizarine ou auKéssa. Les cellules différenciées
expriment aussi un panel de génes associés soit a la minéralisatian rdatrice comme la
phosphatase alcaline, soit associés a la mise en place dérite rnatéoide comme la sialoprotéine
osseuse, 1’ostéocalcine, 1’ostéonectine, 1’ostéopontine et le collagéne de type 1. Le traitement par le
cocktail ostéoinducteur induit aussi I’expression de la BMP2 (Pittenger et al., 1999).

Enfin, la différenciation chondrocytaire est réalisée enveuit les CSM en microculot, ce qui
permet de favoriser les échanges cellulaire et la foomate matrice extracellulaire (Mackay et al.,
1998). Le milieu de différenciation ne contient pas de sérurs esaisupplémenté en dexamethazone,
en acide ascorbique, en L-proline, en sélénium insulinsfaaimeet en TGF B3. La différenciation
est caractérisée par une accumulation de GAG sulfatés r@agléae coloration au bleu alcian ou a la
safranine O. Le microculot présente également une doemulation de collagéne 2. Les facteurs de
transcription principaux impliqués dans ce processus sont des protéilzefadélle Sox (SRY-box
containing genes)Sox35, Sox6 et Sox9. Bien que I’aggrécanne et le collagene 2 soient les principaux
génes regardés pour valider la différenciation, on observé Hexpression de protéoglycannes
importants dans I’assemblage et I’organisation de la matrice extracellulaire (MEC) comme les‘small

leucine repeats proteoglycdnSLRP) (Pelttari, Steck, and Richter, 2008).

3.1.3 Fonctions physiologiques et pathologiques

Bien que les CSM soient faciles a isoler in vitro, I’absence de marqueur spécifique rend
difficile 1’étude de leurs fonctions in vivo. Cependant, des études sur leurs produtdiopokines ou
leur capacité a soutenir I’hématopoic¢se suggérent qu’elles pourraient avoir un réle important dans la
niche des cellules souches hématopoiétiques. En effet, des traadisgs en 2000 par Majumdar et
al. ont montré que les CSM humaines expriment fortement deskimys importantes dans
I’hématopoi¢se comme I’interleukine (IL)6, L’IL-11, le “Leukemia inhibitory factor” (LIF), le
“Macrophage colony stimulatory factqiM-CSF) et l€‘Stem cell factor” (SCF). Cette expression est
associée a une capacité a soutenir la culture a long tesmeellides souches hématopoiétiques les
plus immatures : le$long-term culture initiating cell” (LTC-IC) (Majumdar et al., 2000). Ces
fonctions ont été confirmées in vivo chez la souris par des ergés réalisées par Mendez-Ferrer et
al.. Des comarquages des CSM nestine + et des cellules hématopsidtgs la moelle osseuse ont
démontré leur étroite association. Des expériences d’irradiation létale d’animaux déficients en CSM
nestine+ ont montré que le compartiment hématopoiétiquesd®ues’était pas recolonisé de fagon
optimale (Mendez-Ferrer et al., 2010). Un modeéle de laatiganlde la niche hématopoiétique par les
CSM a été proposé en 2008 par Wagner et al.. Ce modeletiienir dune part les facteurs
environnementaux extrinséques que sont les pressions mécangmetgoes et de dioxygene. Les

CSM interviendraient, elles, par I’intermédiaire des contacts cellulaires, mais aussi par la synthése de
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facteurs de croissance (SCF, SDF-1, Wnt, angiopoiétin@rdmbopoiétineFIt-3 ligand (FL)) et de
protéines de la MEC (collagenes, ostéopontine, fibronectine, hyahmen thrombospondin 1
(THBS)) qui maintiendrart les CSH dans leur état indifférencié (Figurg. 17
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Figure 17 Modéle de la régulation de la niche des CSH parséeCSM (D’apres (Wagner, Saffrich, and Ho,
2008))

La régulation de la niche des CSH interviendrait par les interactions cellulaires via les molécules d’adhésion,

mais aussi par la forte synthése de cytokines par les ©O8MlIus, leur capacité a synthétiser des composants de
la matrice extracellulaire comme 1’ostéopontine, la fibronectine et 1’acide hyaluronique (HA) permettrait
également de maintenir le statut indifférencié des CSH.

Les capacités de différenciation d€ESM suggérent qu’elles seraient impliquées dans la
formation du callus lors de la réparation osseuse. Une étadané réalisée en 2009 par Granero-
Molto et al. a montré I’implication des CSM dans la régénération osseuse. En effet, des CSM murines,
exprimant la luciférase, injectées par voie sanguine dans des aypant subi une fracture du tibia ont
migré sur le site de blessure en 3 jours. L’infusion de CSM a permis d’augmenter la taille du callus
ainsi que sa composition en tissus cartilagineux et osseusallus montrait une forte présence de
collagene de type 2 et de type 10, indiquant une formation esdeugpe endochondral. Les cellules
injectées ont été retrouweeous forme d’ostéocytes prisonniers dans la nouvelle matrice osseuse
(Granero-Molto et al., 2009). Ces résultats ne permettenhdapepas de déterminer complétement

le r6le des CSM. Elles interviendraient probablement par unbésgide cytokines et de facteurs de
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croissance ainsi que par une différenciation directe dangtyfges cellulaires nécessaires a la
régénération. L hétérogénéité des CSM retrouvée chez un méme patient suggere que ces différentes
fonctions pourraient étre tenues par différentes sous populati€@SMe

Lors de I’arthrose, on peut observer une pousse de spicules chondro-as$énberface
os/cartilage de I’articulation. Leur formation semble dépendre d’un mécanisme similaire a celui de la
formation osseusendochondrale. Bien que ce la n’ait pas été démontré, les propriétés de migration et
de différenciation des CSMuggerent qu’elles pourraient étre impliquées dans la formation de ces
ostéophytes (van der Kraan and van den Berg, 2007).

4 Molécules bio actives et bio ingénierie

L’un des challenges de la bio ingénierie est de potentialiser la réparation des tissus 1ésés. Pour
cela, la seule présence d’un tuteur pour la repousse osseuse n’est pas suffisante. En effet, il manque la
composante matricielle du tissu permettant une colonisation optimale de I’implant ainsi que la survie
et la potentialisation des propriétés des cellules résidentesplantées avec les biomatériaux. Pour
cela, les recherches s’orientent vers I’association de biomolécules a des supports permettant un
relargage contrélé dans le temps pour optimiser leurs actiongae protection de ces molécules vis-a-

vis de I’environnement délétére que représente un site de 1ésion.

4.1 Les facteurs de croissances

Les faibles propriétés ostéoinductives intrinséques des bidmetén conduit a leur
association a des biomolécules permettant un meilleur re@noteates progéniteurs ou des
ostéoblastes sur le site de greffe. De plus, toute régénédépemd de la vascularisation, il est donc
d’un grand intérét d’associer des molécules pro-angiogéniques en complément des facteurs

ostéoinducteurs.

41.1 Facteurs de croissance ostéoinducteur

4111 Les “Bone Morphogenetic Protein”

Les Bone Morphogenetic Protein (BMP) ont tout d’abord été identifiées comme des facteurs
de croissance capables d’induire une formation osseuse ectopique dans des tissus mous pour les

BMP2, 4 et 7Leur role a ensuite été ¢largi a la mise en place d’autres structuresjue 1’os, comme les
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vaisseaux sanguins par uneuton de 1’expression de VEGF par les cellules cibles (pour revue
(Towler, 2009)).

La BMP 2 est I’'un des premiers facteurs de croissance a avoir été utilisé dans les contextes de
régénération osseuse, elle est le facteur de croissanaes |étptlié dans ce contexi€implantation
de TCPp chargés avec de la BMP2 dans des muscles chez la souris conduit a la formation d’un tissu
cartilagineux 7 jours aprés 1’implantation. Apres 14 et 21 jours dans I’animal, une formation de tissu
ostéoideet d’os lamellaire ainsi qu’une invasion vasculaire sont observées (Liang et al., 2005). Des
expérienes réalisées par Sawyer et coll. en 2009 ont confirmé I’action réparatrice de la BMP2
associée ici a des biomatériaux, composés de TCP, de collagede caprolactone, en site
orthotopique dans la calvaria de rat (Sawyer et al., 200@jtres membres de la famille des BMP
telles que les BMP4 et BMP7 ont été étudiés dans le contexterdgénération osseuse. Il semble
qu’il n’y ait pas de différence significative quant a [Defficacité de ces différents facteurs
ostéoinducteurs sur la réparation (Hyun et al., 2005).

Actuellement, seuls 2 membres de la famille des BMP possaderautorisation de mise sur
le marché, la BMP2 dans les fractures ouvertes de la jarnlttee,BMP7 dans les pseudarthroses
résistantes du tibia (Obert, 2007). Il est a noter que geelgs d’ostéolyse vertébrale ou de la
métaphysede 1’os concerné ont été rapportés aprés un traitement avec de la BMP2 (Babswmir
Nottmeier, 2010; Lewandrowski, Nanson, and Calderon, 2007; Owens, €2011). Ces effets
secondaires peuvent étre dus a des problemes de doses des protéinbmaates, en effet, leur
présentation sous fore d’éponges imbibées limite le contréle de la quantité déposée sur le site de

Iésion. De plus, les quantités utilisésant I’intervention sont liées a un cott élevé.

4.1.1.2 Le lysat plaquettaire

Le lysat plagquettaire (LP) esbtenu par lyse d’un concentré plaquettaire d’aphérese. Sa forte
concentration en facteurs de croissance tels que le Pldamiwed growth factor (PDGF), les
Fibroblast growth factor (FGF), les Insulin like growth &diGF) et les Transforming growth factor
B (TGFp) mais aussi de facteurs pro-angiogéniques (VEGF, Angiopoiétine 1) font du lysat plaguettair
un bon candidat dans les protocoles de régénération osseuse. @alicent montré que la culture de
moelle osseuse en LP permet d’accroitre la taille des CFU-F mais également de potentialiser la
prolifération des CSM tout en leur permettant de conservar potentiel de différenciation
chondroblastique, ostéoblastique et adipogénique mais aussippriétés immunomodulatrices
Ces travaux ont également démontré in vitro une potentialisdt la différenciation ostéoblastique
des CSM cultivées en LR fait qu’il soit d’origine humaine permet en outre d’éviter les risques de
transmission de zoonose contrairement au sérum de veau feetal (SVF) classiqguement utilisé en culture.
(Doucet et al., 2005).
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Des travaux récents réalisés par Chevallier et al. anfirmé fonctionnellement in vivo les
effets observés in vitro par Doucet et al.. En effet,edpériences d’ostéoformation en site ectopique
dans la souris immunodéprimée ont montré que les cellules prééms grace au LP étaient capables
de produire une matricesseuse lorsqu’elles étaient associées a des céramiques HA/TCP alors que
celles cultivées en SVF ne produisaient qu’un tissu fibreux (Chevallier et al., 2009).

Malgré la présence de facteurs angiogéniques ddrR, li¢ n’existe actuellement pas d’étude
rapportant un effet potentialisateur de la vascularisgi@nle LP. Il existe également une grande
variabilité en termes de quantité des différents facteursaitsanceelon I’origine du donneur ou la
méthode de préparation (Gruber et al.,, 20@ken que ces résultats démontrent I’intérét de
I’utilisation du LP dans les protocoles de régénération osseuse, des investigations seront toutefois

nécessaires avant son application dans des protocoles de régécéradioes.

4.1.2 Facteurs de croissance angiogéniques

La néo-vascularisation est considérée comme étant un faotportant de la régénération
tissulaire. En effet, I’environnement d’un tissu 1ésé est hypoxique et I’approvisionnement en facteurs
nutritifs et en facteurs de croissance est limité a une difiupassive. La survie des cellules
implantées dans ces sites est donc fortement dépendante d’une angiogénese efficace. Dans ce cadre,
I’association de facteurs angiogéniques comme l€Vascular endothelial growth factor” (VEGF) a des
facteurs ostéogéniques comme la BMP2 a été étudiée dans leedalirggénération osseuse.

Deux études réalisées sur des polymétagide glycolique permettant des relargages
progressifset différentiels de VEGF et de BMP2 ont démontré I’intérét de 1’association de ces deux
facteurs de croissance. La premiére étude réalisée dans urerdeddtfaut fémoral critigue chez la
souris immunodéficiente a montré une formation osseuse dengpel®ondral plus importante dans
les groupes associant les 2 facteurs que dans les groupes emmporfacteur de croissance seul
(Kanczler et al., 2009). Ces résultats ont été confirmés raen#nnée par Kempen et al. qui ont
montré que le relargage séquentiel de VEGF (en 7 jourde é8MP2 ( en 4 semaines) par un
biomatériau permede potentialiser la formation osseuse ectopique aprés 8 semaines d’implantation
chez le rat. Cependant, aucune différence ne fut obsertée lea différents groupes en site
orthotopigue aprés 8 semaines (Kempen et al., 2008)présence des composants matriciels et
cellulaires nécessaires a la régénération présents a péoximisite de Iésion a put permettre une
formation osseuse plus efficace et plus rapide en site orthotopique. L’analyse des implants a 8

semaines est donc peut étre trop tardive pour observer un éffetprdes facteurs co-implantés
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4.2 Les glycosaminoglycannes

Les glycosaminoglycannes (GAG) sont des polysaccharides sulfatéséigséacpar leur
grande variabilité structurale. lls interagissent avec de reurbdigands protéiques et régulent leurs
activités. Ces moléculgsermettent de potentialiser 1’action de différents facteurs de croissance en
facilitant leur présentation a leurs récepteurs de hauteitéffiLa liaison des protéines aux GAG
permet également de les protéger des protéases endogénes, augrmsitbtr alemi-vie dans la
MEC. Les facteurs de croissance pouvant se lier aux GAG foint parla superfamille deheparin
binding growth factors”(HBGF). Cette famille regroupe les membres de la fandle TGF$
impliqués danda formation osseuse et cartilagineudes VEGF impliqués dans 1’angiogénése et
également le facteur de croissance HARP. Leur role danséean place et le maintient de la MEC
est lié a la capacité des GAG de se lier aux protéinesciaiés comme les collagénes. Ces fonctions
leurs permettent d’orienter les fonctions biologiques d’une cellule au sein de son microenvironnement
et d’influencer les processus de régénération tissulaire. Ces propriétés en font deslodvbgseutiques

intéressantes dans le cadre des stratégies de régénératiaireissul

421 Structure et fonctions

Les GAG sondes chaines linéaires polysaccharidiques constituées de la répétition d’unités
disaccharidiques. Un des deux résidus glucidiqgue est un glaciee, le N-acétylglucosamine
(GIcNACc) ou le N-acétylgalactosamine (GalNAc). Le secondesest soit un acide uronigue comme
le glucuronate (GlcA) ou sa forme épimérisée 1’iduronate (IdoA), soit un galactose (Gal). On distingue
4 grandes familles de GAG : les héparanes sulfates (HS), lesroftioad sulfates (CS), les kératanes
sulfates (KS) et I’acide hyaluronique (AH). Le dermatane sulfate (DS) est rattaché aralle des
chondroitines sulfates. Ces familles sont définies en fonctiom @erhposition en sucre de leurs
unités disaccharidiquek’AH est le seul GAG a ne pas étre sulfaté.

Les GAG présentent une grande diversité structurale en fonctieurdewux de sulfatation et
de leur longueur qui sont définis durant leurs synthéses. Ces catidifs permettent aux GAG
d’interagir avec de nombreux partenaires protéiques par des liaisons électrostatiques délimitées ou
bien grace a des séquences oligosaccharidiques complédifigaps (Lyon and Gallagher, 1998).
Ainsi, les HS constituent des récepteurs de basse affinitédeonombreux facteurs de croissance
nommeés‘“Heparin binding growth factors”, permettant ainsi de les concentrer localement ou de
contrdler leur localisation (Gallagher, 2001). Ces interactiensigttent aussi de protéger les facteurs
de croissance de la dégradation par les protéases et ainsi d’allonger leur demi-vie mais aussi de
potentialiser leur action en facilitant leur dimérisatdteur liaison a leurs récepteurs de haute affinité
(Bernfield et al., 1999).
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4211 Les héparanes sulfates

Les noms héparanes sulfates et héparine proviennent du fait que cesé&mpbp été, a
I’origine, isolés de tissus hépatiques. Les HS sont formés d’une succession de diméres de GlcNAc et
de GIcA. Le groupe des HS se démarque des autres famille8@e& leur plus grande complexité
structurale, due a la grande variabilité des positions depgnents sulfates. lls ont une multitude de
fonctions dont la plupart impliquent des interactions avec d’autres macromolécules biologiquement
actives.

L’héparine est un HS hypersulfaté. Elle est synthétisée par les mastocytes du tissu conjonctif.
Les chaines d’héparine (PM : 60.000 a 100.000 kDa) sont synthétisées sur un core protéique, la
serglycine, avant d’étre clivées de facon aléatoire en fragments faisant de 5.000 a 25.000 kDa qui
seront stockés dans les granules de sécrétion dulsytepdes mastocytes. L héparine a été le
premier GAG a étre utilisé en clinique pour ses propriétés d’inhibition de la coagulation (pour revue

(Wessler and Gitel, 1985)

421.2 Les chondroitines sulfates

Les CS sont les GAG majoritaires de la matrice cartilagiee Elles sont constituées de
disaccharides formés d’un GalNAc et d’un acide hexuronique, GlcA ou IdoA. Il existe 5 classes de CS
allant de A a K en fonction des positions des sulfatations sur lesssderla chaine saccharidique
(Sugahara et al., 20Q3)jout comme les HS, les CS sont capables de fixer de hombreusésegreté
de moduler leurs activités. Elles participent aux processusicielstren influencant la migration, la

prolifération et I’adhésion cellulaire (pour revue voir (Trowbridge and Gallo, 2002)

42.1.3 Les kératanes sulfates

Les KS sont composés de la répétition d’un motif disaccharidique de GICNAc et de Gal.
Chaque disaccharide peut étre sulfaté en position 6 sur I'un des deux oses (Bragulla and Homberger,
2009). La masse moléculaire de la chaine saccharidique desdit8esentre 4.000 et 22.000 kDa. I
existe 2 types de KS (I et II), identifiés par I’aminoacide auquel ils sont reliés sur les protéoglycannes.
lls jouent un rdle important dans le développement embryonehites processus de cicatrisation

cornéenne.

4.2.1.4 L’acide hyaluronique

L’AH a été isolé de ’humeur vitré bovine. Il est constitué d’une succession de diméres de

GIcA et GIcNAc liés a B (1-3) ou P (1-4) et n’est pas sulfaté (Blundell, Deangelis, and Almond,
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2006) La molécule d’AH peut atteindre un nombre de 25.000 répétitions de diméres, soit une masse
molaire de 4.000 kDa.

L’AH est connu pour ses qualités structurales, notamment pourerolgér élasticité aux
tissus.L’AH est utilisé en thérapie dans I’arthrose afin de fournir de la lubrification a I’articulation
endommageée et permet aussi de ralentir la progression des sysg@enet al., 2006).

4.2.2 Glycosaminoglycannes et HARP

Deux études publiées par le laboratoire CRRET ont montré qirPHs& liait aux GAG avec
un Kd de 13nM pour I’héparine et de 51 nM pour les DS. Le co-traitement de cellules épithéliales
bovines avec HARP et des HS, des CS-A ou des DS a résulté epotemtialisation de la
prolifération induite par HARP (Vacherot et al., 1999). Destarpces réalisées sur les lignées NIH-
3T3 ont montré que les GAG potentialisent la dimérisadierHARP (Bernard-Pierrot et al., 1999)
L’activation des voies de signalisation intracellulaire des récepteurs RRIPALK implique leur
dimérisation (Perez-Pinera, Berenson, and Deuel, 2008; Sto@h, 2001). Laction des GAG sur
HARP permet probablement de favoriser la dimérisation deépepteurs. La fixation de HAR®
I’héparine induit un changement conformationnel de la protéine au niveau des feuillets B de la
protéine. La réduction des ponts disulfures diminue la fixation de I’héparine 8 HARP indiquant la
nécessité d’une conformation native de la protéine pour interagir avec I’héparine. Ces données
suggeérent également que la liaison de HARP aux GAG se faftegadomaines TSR (Kilpelainen et
al., 2000).

Enfin, des expériences de porification de HARP et d’oligosaccharides ont permis
d’identifier les séquences saccharidiques spécifiques de liaison de HARP. Ces expériences ont
également permis de déterminer que HARP se liait préfélement aux CS résistants a la
chondroitinase B. En effet, des préparations de CS cérébrités prar la chondroitinase ABC ou la
chondroitinase A ne sont pas capable de rentrer en compétitmreaeS natifs dans des expériences
de Biacore, alors que ceux traités avec la chondroitinasm&ivaient une capacité de compétition
de 65%. Cette étude a également caractérisé les séquenaehatidigues minimales de faible
affinité (GIcA(2-O-sulfate)1-3GalNAc(6-O-sulfate) et IdoA(2-O-sulfafi-3GalNAc(6-O-sulfate)
mais également déterminé que les séquences de haute @tfaiét des decasaccharides composés
des disaccharides suivanfGlcAp1-3GalNAc(4, 6-O-disulfate)), (GIcA(2-O-sulfapd-3GalNAc(4-
O-sulfate)) ou de ces disaccharides comprenant la forme régdaélu GIcA (Bao, Muramatsu, and
Sugahara, 2005).

Ces données indiquent un réle important des GAG pour la isigtiah médiée par HARP. La
liaison de HARP aux GAG se fait sur des ségquences sacchasdigécifiguesl’arthrose est une

maladie dégénérative du cartilage ou le contenu glycaniqua MEC est modifié, durant cette
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maladie, on retrouve également des taux élevés de HARP daysolae de I’articulation. Il serait
donc intéressant de déterminer les changements structuraux desa@Seatumaladies dégénératives
du cartilage et de comparer leurs propriétés de liaison a HAR®Ie&s des GAG en conditions

normale.

4.2.3 Les protéoglycannes

Les protéoglycannes (PG) sont formés par le greffage covalerhailees de GAG sur des
troncs protéiques (ou core protéiquieds HS et CS/DS sont reliés par des résidus sérine a leur cor
protéique par I’intermédiaire d’un xylose. Bien qu’il n’existe pas de séquence consensus pour la
xylosylation, les résidus sérine préseniavariablement une glycine a leur coté C-terminal. Led KS
sont reliés a leur core protéiques par une asparagine, tandissgki8 |l sont eux reliés soit a une
sérine soit a une téonine par 'intermédiaire d’un GalNAc. Les caractéristiques fonctionnelles des
PG dépendent principalement du type de leurs chaines de GAGI, mermet de définir 4 familles de
PG: les HSPG, les CSPG, les KSPG et les DSPG. Il exésiendant des PG présentant différents
types de GAG attachés a leur core protéique. De plusyrigoosition du core protéique permet de

définir plusieurs familles de PG.

4.2.3.1 Les “small leucin repeats proteoglycan”

Les “Small leucin repeats proteoglycan” (SLRP) sont une famille de PG matriciels dont le
core protéiqgue comprend de 6 a 10 résidus leucine adjacertkingioShinomura, and McQuillan,
1998; lozzo, 1999). Cette famille comprend, entre autre, laridéc®CN), le biglycanne (BGC), la
fibromoduline (FMOD) et le lumican (LUM)s présentent des sites d’attachement pour les CS et/ou
les KS.La DCN est le seul membre de la famille a ne posséder qu’un seul site d’attachement pour les
GAG (Fisher, Termine, and Young, 1989). Le BGC présente lui diax de fixation pour des
chaines de GAG, cependant, la redondance observée entéguesces protéique du BGC et de la
DCN fait penser que BGC est le résultat d’une duplication du géne de la DCN. LUM et FMOD
présentent plusieurs sites potentiels de fixation pour des chain€S ¢feigure 18). La DCN et le
BGC peuventier le TGF 1, modulant ainsi son activité (pour revue (Knudson andiom, 2001)).
Les SLRP interviennent principalement dans la mise en pldea®intient de la MEC grace a leurs
interactions avec les collagenes. Ces interactions leurs penndt protéger les collagenes des
protéases (Geng, McQuillan, and Roughley, 2006), mais égalefoeginiser et de réguler la taille
des fibres de collagéne (pour rev(Kalamajski and Oldberg, 201)0)
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Figure 18 Schéma de la structure de la décorine, du biglycag de la fibromoduline et du
lumican.(D’apreés (Kalamajski and Oldberg, 2010))

Les régions d’interaction avec les collagénes sont surlignées en rouge (haute affinité), ou en vert (basse affinité).
Les glycosylations des cores protéiques sont indiquébkeerioncé (confirmées expérimentalement) ou en bleu
clair (sites potentiels). Les sites possibles de sulfatation des tyrosines sont notées “SO,”.

4.2.3.2 La famille des lecticans othyaluronan binding proteoglycans”

La famille des lecticans, des PG matriciels, est définiegpairdsence de domaines globulaires
communs retrouvés dans la séquence du core protéique difféemnts membresL’aggrécanne
(ACAN) comprend 3 domaines globulaires (G1, G2 et G3) et 3 domaiteeglabulaires. Les 3
autres membres de cette famille, le versican/PG-M (VCAdyeurocan et le brevican contiennent
des domaines globulaires G1 et G2 similaires a ceux de I’ ACAN. La partie N-terminale de leurs cores
protéiquescontient le domaine G1 qui interagit avec I’AH (pour revue (Knudson and Knudson,
2001)) Les PG de cette famille peuvent comgiaiqu’a 100 chaines de CS sur leur core protéicu
(Figure 19). Leurole principal est I’hydratation de la membrane. Le VCAN peut également intervenir
dans les mécanismes de différenciation des adipocytes (Zizala 2007), mais également dans la

chondrogéneése (Choocheep et al., 2010).

Figure 19 Schéma de la structurele I’aggrécanne (D’apreés (Esko, 2009)))
L’aggrécanne, PG matriciel est composé d’un core protéique (marron) de 200kDa sur lequel peuvent se fixer
jusqu’a 100 chaines de CS (jaune).
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4.2.3.3 Le perlecan

Le perlecan (PRCAN) est un HSPG principalement retrouvs ti&a membrane basale. Le
domaine Nterminal contient le site d’attachement des GAG. Son core protéiqgue comprend également
des domaines homologues a ceux du récepteuflawxdensity lipoprotein”, ala laminine, et contient
21 répétitions de domaines de type immunoglobuline. La partien@rgde contient des motifs
similaires a I’EGF. Bien que le PRCAN soit un PG de la membrane basale, il a été retrouvé dans le
cartilage, un tissu n’en comprenant pas. Dans le cartilage, le PRCAN comprend déseshde CS en
plus de ces chaines de HS. La déficience en PRCAN conduit aaut défla formation osseuse de
type endochondrale caractérisée par une réduction du réselairBtae collagene, suggérant un role
du PRCAN dans la structure de la matrice (pour revue (Kimuasd Knudson, 2001)).

Figure 20 Schéma de la structure du perleca’apres (Esko, 2009))
Le perlecan est un PG matriciel, est posé d’un core protéique (marron) sur lequel viennent se fixer des
chaines de HS (bleu).

4.2.3.4 Les syndécans

Les syndécans (SDC) sont une famille de 4 HSPG membranairedDCepeivent également
porter des CS. Chaque SDC possede un domaine intracelluinidomaine intramembranaire et un
domaine extracellulaire qui est la région la moins conse@&teectodomaine présente des séquences
consensus de type Ser-Gly sur lesquelles se greffent deb Xhmines de GAG. Le domaine
intracellulaire des SDC a été décrit précédemmuamk le paragraphe s’intéressant au SDC3
(récepteur de basse affinité pour HARP). Les SDC coopérent diffépents récepteurs dans la
signalisation intracellulaire des protéines Wnt, Hedgehog, FBEFSF . Ils peuvent aussi interférer

dans I’adhésion cellulaire médiée par les intégrines (Whiteford et al., 2007).
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Figure 21 Schéma de la structure des syndéca(® apres (Esko, 2009))

Les syndécans sooomposés d’un core protéique composé d’un domaine extracellulaire sur lequel se fixent des
chaines de HS (bleu) et parfois de CS (jaune), d’un domaine transmembranaire et d’un domaine intracellulaire
relié a des phosphatases ou des kinases qui activent deslgaignalisation intracellulaires.

4.2.35 Les glypicans

Les glypicans (GPC) sont une famille de 6 protéines membranaliées a la membrane
cellulaire par une ancre de type glycosyl phosphatidyl ino&&Bll). Les GPC sont principalement
des HSPG (Figure 22Le fait qu’ils ne soient pas reliés au cytosquelette ni a des kinases
intracellulaires permet de penser qu’ils ont un réle de récepteur de basse affinité pour de nombreux

morphogenes (Tumova, Woods, and Couchman, 2000).
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Figure 22 Schéma de la structure esglypicans(D’apreés (Esko, 2009))
Les glypicans sont composés d’un core protéique reli¢ a la membrane par une ancre GPI a leur extrémité C-
terminale. Les glypicans portent des chaines de HS (bleu).

4.2.4 Les mimétiques des GAG

Dans un tissu lésé, les GAG présentent toujours leurs capacitiédsda aux facteurs de
croissance endogénes pour les protéger contre de la dégradates) ratéases et potentialiser leurs
effets. Cependant, le tissu cicatriciel de remplacensrstceivent fonctionnellement altéré par rapport

au tissu sain d’origine (Barritault and Caruelle, 2006). La présence de glycanasededtiasu lésé
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peut en partie expliquer la perte d’activité des GAG endogenes. Dans ce cadre, des mimétiques de
GAG dérivés du dextran (polyglucose), ont été développés. Erd’phsarer les mémes fonctions que

les GAG endogénes, ces mimétiques présentent I’avantage d’étre résistants aux glycanases. Cette
résistance est expliquée par le fait que les liaison® éedr unités saccharidiques se fait par des
liaisons a(1-6) qui ne sont pas reconnues par les glycanases des mammif@ngairement aux
liaisons a(1-3), B(1-3) oup(1-4) des GAG naturels.

Depuis une dizaine d’années, une nouvelle génération de mimétiques dérivés du dextran est
développée en collaboration avec le laboratoire CRRET. $ythese est chimique est maitrisée et
surtout reproductible (Papy-Garcia D., 2005). Ces mimétiqueemient des taux de substitution de
groupement sulfate et carboxylate similaires a ceux des HSetlesrches cliniques sur la molécule
leader (OTR4120) ont aboudi la commercialisation de deux dispositifs thérapeutiques pmur |
traitement des ulcéres de la peau et de la cornée (Chebb€08l, Desgranges et al., 1999).

Les mimétiques présentent une activité proangiogénique expliqude patentialisation des
effets du VEGF en favorisant sa liaison a ses récepteurs de dffinit€ VEGFR-1 et VEGFR>
(Rouet et al., 2005).

Les mimétiques ont favorisé la réparation de 1’os dans plusieurs mode¢les de défaut de calvaria.

Une étude a testé 1’application d’une matrice de collagéne imbibée de ces molécules dans un défaut de
calvaria chez le rat. Dés 14 jours, le comblement osseux sigaificativement augmenté, sans
inflammation, et des nodules osseux s’étaient formés dans le tissu conjonctif fibreux. Le processus
d’ostéorésorption par les ostéoclastes avait été accéléré, ce qui avait conduit a une maturation tissulaire
plus rapide (Colombier et al., 1999; Lafont et al., 2004). Ces résutatrent un fort potentiel de

I’OTR4120 dans le cadre de la régénération osseuse.
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RESULTATS ET DISCUSSIONS

Chapitre 1

Effets de HARP sur les voies de différenciations
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CHAPITRE 1 Effets de HARP sur les voies de différenciations

chondroblastiques et ostéoblastiques des CSM humaines

1 Introduction

Lors d’une fracture, la premiére étape de la réparation osseuse passe par la création d’un tissu
de transition appelé callukes différentes étapes de la formation du callus jusqu’a I’obtention d’un
nouveau tissu fonctionnel récapitulent les événements survenant darambissance osseuse
endochondrale. Durant la formation osseuse endochondrale, les dyvesirales plaques de
croissance proliferent en synthétisant une matrice princigalecomposée de collagéne de type 2 et
de protéoglycanne&.orsqu’ils atteignent la zone dite hypertrophique, les chondrocytes sont plus gros,
calcifient leur matrice, et synthétisent des protéines figpées de cette zone hypertrophique comme
le collagéne de type 10 et la MMP13. Ce changement matesiehssocié a une dégradation de la
matrice par les MMPs, qui permettra une invasion vasculpieemettant le recrutement des
chondroclastes et destéoblastes qui participeront a 1’ossification proprement dite (Olsen, Reginato,
and Wang, 2000).

Durant la régénération osseuse, de nombreux facteurs de croissano® les FGF ou les
BMP, sont régulés finement pour synthétiser une nouvelle maisseuse fonctionnelle. Parmi ces
facteurs de croissances, HARP a été montré comme étadigéatans le callus chez le rat (Petersen et
al., 2004) mais aussi dans la zone hypertrophique des plaques shamcei murine (Petersen and
Rafii, 2001). De plus, oks de I’arthrose, la protéine HARP est retrouvée dans la synovie de
I’articulation, et durant cette pathologie dégénérative du cartilage les chonesoasticulaires des
zones en dégradation présentent un phénotype hypertropRigiecet al., 2003a; Pufe et al., 2003b).
Ces corrélations spatio-temporelles ont été attribuéasedifet de HARP sur I’invasion vasculaire ou
alors comme potentialisateur de 1’ossification observées dans ces processus, sans pour autant que des
résultats puissent venir soutenir cette hypotheése.

Des travaux réalisés sur des CSM humaines ont montré de fafitdes de HARP sur la
différenciation ostéoblastique, caractérisée par digeentation de 1’activité phosphatase alcaline
(Yang et al., 2003). Des études réalisées sur des chondrocytelmimes semblent plus intéressantes
En effet, I’ajout de HARP au milieu de culture de chondrocytes bovins a permis de stopper leur
prolifération etd’augmenter leur synthése de glycosaminoglycannes (Tapp et al., 1999)

Notre hypothése est que HARP pourrait ne pas étre impligijgéement dans les phénomeénes
d’angiogénése mais pourrait également étre impliqué dans teafian du callus cartilagineux et
osseux ou des ostéophytes. Pour étayer cette hypothése, naigtadid les effets in vitro de HARP
sur des CSM humaines durant leurs différenciations dans les voieslastéue et chondroblastique.
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Ces résultats sont décrits ci-apresoat f’objet de I’article 1 actuellement en cours de soumission a la
revue a comité de lecture internatiofBiomaterials”.

Lors de I’embryogénése, les progéniteurs cartilagineux subissent une condensation avant leur
différenciation proprement dite (pour revue (Olsen, Régjnand Wang, 2000)). Nous avons donc
voulu évaluer I’impact de 1’organisation cellulaire sur la réponse a HARP. Pour cela, nous avons
comparé la réponse a HARP de CSMh adhérentes au plastiqua (i3) CSMh cultivées en culot

(3D). Ces données complémentaires sont décrites a la suite de I’article 1.
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Abstract

Pleiotrophin (PTN) is a growth factor expressed in gropiite matrices during bone
development and also overexpressed in the callus during bone h8alirgghealing is a complicated
process that recapitulates endochondral bone development which ine@wmgscell types such as
chondrocytes, osteoblasts and mesenchymal stromal cells (MSCYSC are the key cellular
component of bone regeneration since they differentiate towhomdrogenic and osteoblastic
lineages. This study aims to determine PTN properties on aasticbland chondrogenic
differentiation of human MSC. Wstudied human MSC response to PTN under osteoblastic and
chondrogenic induction by histological analysis and quantitativerse transcription polymerase
chain reaction. No effect of PTN was observed on osteabldgterentiation. In contrast, PTN
dramatically potentiated chondrogenic differentiation as &gea strong increase of proteoglycans
and cartilage related genes expression such as Sox9, collagen @CinE. Moreover, gene
expressions of MMP13, collagen 10 and alkaline phosphatase, potent smafkehondrocyte
hypertrophy, were also increase®TN enhanced calcification and collagen 10 content in
chondrogenic pellets. These effects were associated with atiothsl of PTN receptors expression
during differentiation. These data suggest a new role of RTDbne regeneration as an inducer of
hypertrophy during chondrogenic differentiation of MSC. This ismafjor interest since PTN or

derived peptides could be used as new regenerative tools tasssdth scaffold in bone repair field.
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Introduction

Bone formation during growth and regeneration passes through aotoprocess known as
endochondral bone formation (1). In this process, chondrocytes inhgplates proliferate while
synthesizing cartilage extracellular matrix mainly composed afepglycans and collagen 2 (col2).
When chondroblasts reach the hypertrophic zone, they are bt and express specific
hypertrophic markers such as matrix metalloprotease 13 (MMP18genl10 (coll0) and alkaline
phosphatase (ALP). Hypertrophic chondrocytes calcify their surnograiatrix before undergoing
apoptosis (2). Concomitant matrix degradation by MMPs allows wesgglowth and chondroclasts
invasion to prepare osteoblasts incoming. Osteoid matrix based lageroll, is synthesized and
calcified by osteablasts to provide a functional bone. Ttleoughout life, bone is submitted to a
constant remodeling process, alternating matrix degradatibh@re synthesis.

Bone marrow mesenchymal stromal cells (MSC) are the key celiolmponent of bone
regeneration since they differentiate toward chondrogenic anobtsstic lineages and release growth
factors (3, 4). During bone and cartilage formation, many drdadtors are tightly regulated to give
rise to a suitable matrix. The transforming growth factoGKJ super-family in particular bone
morphogenetic proteins (BMP) and TGF B are the most known factors involved in this processes (1).
However, numerous other growth factors are also involved iagieular organogenesis. Among
them, Pleiotrophin (PTN) is a 136 amino acid growth fatitat has been first isolated from brain and
bone matrices (5-7). PTN, also known as heparin affin regulateptide (HARP), share 90%
homology between bovine, rat, chicken and human (6, 8, 9) suggestinighportant role in
metabolism. PTN has three known receptors, anaplastic lympkioase (ALK) which is defined as a
high affinity receptor (10). The heparan sulfate proteoglycan syn@(aBC3) and the chondroitin
sulfate proteoglycan protein tyrosine phosphatase recepwiztypTPRZz) are defined as low affinity
receptors (11, 12).

PTN is widely expressed in many tissues during fetal developfh@ntl4) whereas its post-
natal expression is predominantly restricted to nervous systembame (14). PTN has been
implicated in many processes such as neurite outgrowth during Heasielopment (15) and
endothelial cell properties in normal and pathological angioge(fesiseview see (16)). Finally data
suggest that PTN is involved in bone and cartilage development antbratien processes since it
was localized around hypertrophic chondrocytes and osteoprogetfritarat, mice and chicken
developing leg (8, 17, 18). Moreover, in vitro studies showed th&t fdatment stimulates the
proteoglycan synthesis of bovine mature chondrocytes (19) and eshamandrogenesis of chicken
limb bud mesenchymal cells in pellet culture (20). Other trovéxperiments showed that PTN
induces migration of osteoblast cell lines (8) and osteoprogerfiitim human bone marrow (21), as
well as osteoblastic differentiation of bone marrow derivéld (21, 22)

PTN overexpression under osteocalcin promoter in transgenie imicices a higher bone

mineral content and a delayed bone growth kinetic comparedldeywe (23). Furthermore, bone
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mass loss due to estrogen deficiency is compensated in Bidganic mice (24). However relevance
of PTN effects on bone physiology still remain controversialesinehmann and coll. showed no
specific bone phenotype in PTN deficient mice (25). Imai atid @onfirmed that PTN knockout and
wild type mice had the same skeletal morphology but theyreddea growth retardation of tine
weight-bearing bones. In addition to ithienpaired growth, they showexh osteopenic phenotype that
develops in adult deficient mice (26).

During bone regeneration, in rat, PTN is expressed in the ¢alljiend human patients with
fracture union showed higher seric levels of PTN than patigith delayed union (28). Because of its
known angiogenic properties in physiological and pathological conditionsi{M@s supposed that
PTN could induce vessel invasion in the callus (18). However diga are available on a potential
effect of PTN on chondrocytes hypertrophy commitment whiahidcan part explain its role in
cartilage extracellular matrix during bone repair.

The aim of this study was to define the effects of PTN on huvia@ (hMSC) differentiation
toward osteoblastic and chondroblastic lineages with a focus ondtytic hypertrophy. We
evaluate osteoblastic and chondroblastic differentiation diegaobtained from cultured hMSC in
presence of recombinant human PTN by histological and catirgiteverse transcription polymerase
chain reaction analysis. We then focus on hypertrophic |f&refitiation step and establish a new
role of PTN on endochondral bone formation.

Materials and methods

Human mesenchymal stromal cellsisolation

Human bone marrow (3- to 5-ml volumes) was obtained from diast marrow aspirates of
patients undergoing standard bone marrow transplantation proceteres Mondor Hospital, AP-
HP Créteil, France) after receiving their informed cohsBone marrow aspirates from 3 healthy
donors (26-38 years old) were used. Nucleated cells from fnesiow were seeded at 24 in
225cnt flasks. Cell sample was used for the confirmation of hMS&aatteristics as previously
described (29). Briefly, all the hMSC are positive for CD9D105, CD73 negative for CD34 and
CD45 and able to differentiate into osteogenic, chondrogenicadimbgenic lineages (data not
shown). hMSCs were expandeddfmodified Eagle’s medium (aMEM) (Life technologies, Cergy
Pontoise, France) containing 10% foetal bovine serum (FB&mCell Technologies, Grenaoble,
France) supplemented with 0,5% Cifloxacin (Bayer Pharmtea@x, France). Culture medium was
changed twice every week and cultures were maintainachiimidified atmosphere with 5% G&t
37°C. When cells reached 80-90% confluence (passage 0, PO), wimey detached using
trypsin/EDTA (PAA Laboratories, Austria) and then replatetiafiO cells/crh(passage 1, P1).

Human MSC differentiation

All differentiations were performed at passage 2. For ostéoghfferentiation, cells were
seeded in 6-well plates. When cells reached 80% confluenedia mvere supplemented withn

minimal osteoinductive media based on 50 mM L-ascorbic acid-2-paspnd 10 mMp-
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glycerophosphate (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallai@ance) with increasing doses of PTN
(produced and purified as described3)). On days 0, 7 and 14, cells were washed twice with HBSS
(Life technologies) and lysed for RNA extraction. On dayAlizarin Red-S (ARS) (Sigma Aldrich)
staining was performed to reveal calcium deposition. ARS recovered by acetic acid extracti@an a
described by Gregory et al. (31) to assess relative quatitiin of calcium deposition. Chondrogenic
differentiation was performed in pellet culture using Sten@pinondrogenesis Differentiation Kit (Life
technologies) as described by manufacturer with increasing db§&No On days 0, 7, 14, pellets
were lysed for RNA extraction. On day 14, pellets were dnozto perform sulfated
glycosaminoglycans (GAG) extraction as previously described3®). (GAG quantification was
realized on five pellets per condition for three patiamts normalized with pellets volum@n day 21,
pellets were fixed in formaldehyde for further histologicallsis.

Quantitative real-time rever se transcription—polymerase chain reaction (QRT-PCR)

Total MRNA from osteoblastiand chondroblastic cultures were isolated using RNeasy mini
kit (Qiagen, France) and TRIzol® reagent (Life technologiesypectively, as described by
manufacturersDNAse (Promega, France)-treated RNA were reversadrined with RT Superscript
Il (Life technologies), cDNA real-time amplification was parhed with FastStart Universal SYBR
Green Master (Rox) (Roche, Meylan, France) following mastufar procedures and monitored with
the ABI Prism 7500 Sequence Detection System (PerkinElmergppliiosystem, Rotkreuz,
Switzerland). Primers (Table 1) were designed by Primer3outgtwase (33) and obtained by
Eurofins MWG (Huntsville, Germany). Primers efficiency wascgieel to be between 95% and 100%.
Amounts of cDNAs of interest were normalized to GAPRYCT=CT gene of interestC Tearor). Results
are reported as relative gene expressid\i'(2

Histological analysis

Chondrogenic pellets were fixed in formaldehyde 4% (Sigmaidkirand embedded in
paraffin. Sections (3um) were stained with Alcian blue 83 aounterstained with hematoxylin
reagents (Sigma Aldrich), or stained with ARS alone. Immunmtfigmical staining for collagen I
(clone 6b3 MerckMillipore Saint-Quentin en Yveline, France) andlagén X (Sigma Aldrich) was
carried out after antigen retrieval with boiled cirduffer during 2 minutes (Dako, Trappes, France)
and incubation with primary antibody overnight at 4°C. Rewalatias performed using a goat anti
mouse multiHRP (MerckMillipore) and histogreen (Eurobio-Abcyss Ulis, France) and
counterstained with hematoxylin (Sigma Aldrich).

Statistical analysis

Results were expressed as mean of values * standard eraor (8&M) from three
independent patients with at least 3 to 5 values per conditibper patient. Statistical analyses were
performed using a one way anova Kruskall-Wallis test (Grapl@diavare). Differences between

groups with a pralue of <0.05 were considered to be significant.
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Results

PTN does not modulate osteoblastic differentiation of h(MSC

To test PTN properties on osteoblastic differentiation, hM&@e cultured with increasing
concentrations of PTN in basal (ND) or in minimal osteoinsglagtAB) medium. Calcium deposition
was examined by ARS staining at day 21 and quantified by detisity measuremerith absence of
PTN, AB cells showed a threefold increase of minerabnadis compared to ND cells (Figure 1A and
1B). Addition of PTN did not significalyt modulate calcium deposition (Figure 1A and 1B).
Osteaoblastic markers expressions were analyzed by qRT-P@&sa0, 7 and 14n absence of PTN,
AB medium induced significantly the expression of BMP2, BSPa@iPON between day 0 and day
7. BMP2, BSP and OP were increased by fourfold at day 14 apatethto day 7, whereaseth
expression levels of OC and ALP were not significantly modifiledng the differentiation process
(Figure 1C). Addition of PTNat 50 pg/ml or 500 pg/ml didn’t show any significant effect on the
expression of osteoblastic markers in AB medium (Figure 1C)edisas in ND medium (data not
shown) These data suggest that PTidé no impact on osteoblastic differentiation of hMSC.

PTN potentiates chondrogenic differentiation of hMSC

Chondrogenic potential of PTN was tested on hMSC cultured ioromass with
chondroinductive medium (CM). Slices of micromass were immuimestdor col2 at day 21 (Figure
2A). In absence of PTN, CM pellets showed few hot spots of calflisgj and a slight shadow of
staining throughout the pellet. Same results were obtaineeltwisptreated with 50 pg/ml of PTN.
Surprisingly pellets treated with 500 pg/ml of PTN had hot sgi@timing but also showed a strong
staining at the periphery and a slight shadow throughout the.g@liendrogenic markers expression
was further analyzed by gRT-PCR at days 0, 7 and 14 (FiflireCol2 was not expressed at day 0.
In CM alone, col2 expression was significantly induced betwegnOdand day 7 whereas Sox9,
COMP and col9 expressions were not modified. Between dapd7day 14, CM condition is
associated with an up regulation of S¢8%old), col2 (3-fold) and COMP (3-fold) express®oiPTN
at 50 pg/ml had no significant effect on chondrogenic gene expressioompared to CM alonkn
contrastaddition of 500 pg/ml of PTN inducedmassive increase of Sox9 (600-fold), collagen 2 (60-
fold), collagen 9 (160-fold) and COMP (50-fold) expressionsagt t¥ as compared to CM alone
Same analysis of PTN effect on chondrogenic gene expressiorevfasmed in ND condition (data
not shown). Whereas addition of 50 pg/ml of PTN did not have dagtefreatment with 500 pg/ml
of PTN induced a significant increase of collagen 9 at dapd’ Sox9at day 14. All together these
results show a potentiation of hMSC chondrogenic differentiationiy. P

PTN stimulates proteoglycan synthesis during chondrogenic défentiation of hMSC

GAG synthesis is of major importance in cartilage by givingcampressive strength and
participating to collagen fibrils organization (34). We evalda®a N effects on GAG presence in
hMSC pellets by alcian blue staining at day 21. Without PTNramasses were stainég alcian

blue mainly at the periphery. When pellets were treatéd RTN they were stained intensely
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throughout the pellet, especially for the 500 pg/ml dose (Eig&). Quantification of GAG content
per mni confirmed our histological observations (Figure 3B) since PEhted pellets (500 pg/ml)
showed a significant 2-fold increase of GAG content as cordgar€M alone

Proteoglycans core expressions were assayed by gRT-PCigsdl,daand 14. In absence of
PTN, CM significantly enhanced ACAN expression at day 7 and @&Nession at day 14 whereas
having no effect on VCAN and BGN expression (Figure 3C). ACANression was drastically
decreased at day 14 in CM. ACAN expression at day 7 wasagectréy PTN treatments, either at 50
pg/ml or 500 pg/ml, whereas a clear induction of expression wasveldsat day 14 as compared to
CM alone This result suggests that PTN could be involved in modulatiorC#fMexpression during
chondrogenic differentiation. PTN treatments clearly inducethcrease of DCN expression from day
7 to day 14. Compared to CM aloieT'N treatments augmented significantly expression of VCAN at
day 14. Finally PTN treatment at 500 pg/ml strongly inducedesgion of BGN at day 14. These data
clearly indicate an inductive effect of PTN on proteoglycane expression during chondrogenic
differentiation.

PTN commits hMSC toward chondrogenic hypertrophy

We then investigate PTN effects on hypertrophic differentiatbrthondroinduced hMSC.
We stained Pellets with Alizarin Red (Figure 4A) and twllagen 10 (Figure 4B) at day 21.
Surprisingly, pellets treated with 500 pg/ml of PTN showednténse red staining with hot spots
around hypertrophic cells, whereas the two others conditionomigdred shadow staining (Figure
4A). Pellets treated with 500 pg/ml of PTN showed an imtestaining for collagen 10 mostly at the
periphery of the micromass whereas the two others conditions stowedlight shadows with few
hot spots (Figure 4B). We then analyzed expression of hypeidroginkers by gqRT-PCR on days 0, 7
and 14. MMP13 and col10 were not expressed at day 0. CM inducd®iLBlisihd col10 expression at
day 7 and day 14. ALP expression was concomitantly decreased dbdndrogenic inductionVe
observed that whereas 50 pg/ml of PTN had no effect as comjpa@d alone, 500 pg/ml of PTN
strongly increased expression of MMP13 (60-fold) and col10 (15-&ildpy 14 as compared to CM
alone. Moreover, ALP expression was induced at day 14 by PTN &ea&ain500 pg/ml (Figure 4C).
These data clearly show an inductive effect of PTN on demitment of hMSC toward a
hypertrophic state.

PTN receptors expressions are modulated during chondrogendifferentiation

As we show that PTN plays a role in chondrogenic hypertrophic efiffietion of hMSC, we
investigate the expression profiles of PTN receptors by gRT-P@Rsis during hMSC chondrogenic
differentiation. The three receptors are expressed in hMSttebdifferentiation (Figure 5A), wita
higher gene expression of SDC3 as compared to PTPRz andwi khen analyzed their expressions
during chondroinduction of hMSC in CM conditiowhereas ALK expression was not modulated
during chondrocytic differentiation in absence of PTN, its esgiom was strongly and transiently

induced at day 7 by the 500 pg/ml dose of PTriNcontrast, PTPRz expression was induced by CM
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treatment at day 14 and no significant modulation was obserited00 pg/ml of PTNSurprisingly
PTPRz expression was prematurely induced at day 7 with 50 phRfIN but did nbincrease at day
14. Finally, SDC3 expression was down regulated during chondroiodwt day 7 and 14 but was
strongly up regulated by PTN treatments with a significasrease for 500 pg/ml at day 14. Our data
indicate the presence of the three known PTN receptors orChsffsl the modulation of their
expression during hMSC chondrogenesis.

Discussion

Bone formation andepair can be obtained by a direct intramembranous bone tioma& by
an endochondral formation, involving a cartilage template foomaprior to ossification. These
processes involve complex extracellular matrix protein depas#ind growth factors expression
Among them PTNis a heparin binding growth factor expressed in growth plate ioé muring
prenatal and post-natal bone formation. Its expression is dowrated) during adulthood but is
induced in the callus during bone healing (18, 27). We hypothebedthat PTN effect in bone
could be due in part to its activity on chondrogenic diffeegiath during endochondral bone
formation. We then decided to compare the effect of PTN during chondroblasticostedblastic
differentiation of hMSC.

First, we did not observe any osteogenic effect of PTN (50 t@§00l) on hMSC cultured in
basal or in minimal osteoinductive media either by gene expreasgiysis or by calcium staining
Previous data obtained by Yang et coll. suggest that very logs desch as 10 pg/ml, of PTN are able
to potentiate hMSC osteoblastic differentiation which weeracterized by ALP activity. However, a
higher dose of 10 ng/ml has no effect on osteoblastic ditiatem. Our results confirm the
hypothesis suggesting that PTN effects on osteoblastic diffdientare low dose dependant (21).

Inversely our results clearly indicate that higher doses of 500 pg/ml) enhances the
expression of cartilage specific protein (Sox9, col2, col9 and COMBfeoglycan core (BGN, DCN
and VCAN) and GAG synthesis during chondrogenic differentiatiohMSC. Previous data had
already indicated that PTN potentiates late chondrogenic nsaskeh as col2 expression at protein
and gene level and GAG synthesis in mature chondrocytes fraulartcartilage but also that PTN
modulates proteoglycan protein expression such as BGC and ABBA&teas having no effect on
DCN (19). Our results indicate for the first time that PTax bave a differentiation potential even on
immature adult stromal cells. Moreover, PTN induces the expres$ early marker of chondrogenic
differentiation like Sox9 in these cells. Our results suggesttthasduction pathways activated by
PTN treatment are also able to potentiate late chondrogemnie expression. Together, these data
indicate an important role of PTN in stem cell bigtog

Previous immunostaining studies indicated that PTN was presemngpiertrophic zone of
growth plate and callus in mice, rat and chicken (17, 18, 27)essively expressed by chondroblasts

and osteoblasts. Our results demonstrate for the first timdPd enhances hypertrophic markers
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expression such as MMP13, col10 and ALP during chondrogenic differentdidiSC. Moreover,
PTN treated pellet showed calcium deposits associated to cothOnostaining around hypertrophic
cells. These results suggest that PTN is involved in chondrocytertngphy which is of great interest
since chondrocyte hypertrophy is a key step in endochondral bonetitornfd). It remains to
elucidate if PTN acts alone to induce hypertrophy or if itpprties on hypertrophy are mediated
through interaction with other growth factors such as TGF § or BMP that were previously described as
inducers of chondrogenesis (for review see (1)).

We demonstrate that PTN induces chondrocytic hypertrophy of hMS&ioBs results
obtained by Tapp et coll. showed that PTN inhibits mature chonésgyoliferation (19)Taken
together, these data may suggest that the growth retardasenved in PTN overexpressing mice
(23) could be due to an inhibition of chondrocytes proliferatiothe proliferating zone of growth
plate associated to a premature hypertrophic induction amnik matcification in this mouse strain.
Surprisingly, the absence of PTN also results in growth @iardin young PTN KO mice (26As
we showed a major role of PTN on chondrocytic hypertrophy doment, this issue could be
explained by a slowdown of progenitor’s chondrogenic differentiation.

The analysis of PTN receptors gene expression profiles indifatéke first time that the
three known receptors PTPRz, ALK and SDC3 are expressed by ,hM8Chigh level of SDC3
expression as compared to PTPRz and ALK that are very low e thnedifferentiated cellsAs
Seghatoleslami et al. have previously showed that blocking SDifi8 am antibody inhibits
chondrogenic differentiation (35), we can hypothesized that the dgerc differentiation of h(MSC
observed after PTN addition pass in part through SDC3. P&kpigssed in the callus (27). As SDC3
had also been shown to be involved in osteoblasts migratiorh@kxpression of SDC3 by hMSC
could allow them to be recruited on site via the PTN/Spathway where they can play a role in
callus formation (3).

Chondrogenic differentiation of hMSC was associated with angufaon of PTPRz and
SDC3, whereas ALK expression was not induced. This suggestshtsd 2 proteoglycans are
modulated during chondrogenesis and could play a role in this itovant. This is in agreement with
previous data showing that SDC3 is involved in chondrogenic diffatiemt (35) Whereas PTPRz
has already been involved in bone growth through its expressiarstegblasts (36)no data are
available on its link with chondrogenesis. We show for the fimme tthat hMSC chondrogenic
differentiation is associated with an up-regulation of RZRxpressionAs the f-catenin pathway can
be activated by PTPRz (37) and is essential for cartilagebane development (38), it would be of
interest to test if PTN effects on chondrogenesis pass through B-catenin activation via PTPRz pathway.

Treatment with PTN in chondrogenic medium is associated avitenhancement of SDC3
and a strong induction of ALK expression whereas PTPRz is not nibddimpared to chondrogenic
medium alone. These data suggest that PTN effect on chondrogéerierdiation of h(MSC may pass

in part through the induction of SDC3, leading to an incredseD&3 downstream signalization
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pathway activation. Furthermore, the strong ALK induction ByNPmay suggest its role in
hypertrophic commitment and matrix mineralization. Concomtiya we observed that osteogenic
differentiation of hMSC is associated with an exclusive upHaion of ALK expression (data not
shown). This is of great interest since PI3k/Akt pathway, lwigcthe downstream effector of ALK
(10), was involved imatrix mineralization (39). Mice defective for Akt exhibits nodngaowth plate
morphology but their hypertrophic chondrocyte failed to mineeateir surrounding matrix resulting

in dwarfism.

Conclusion

Because of their differentiation properties MSC are dgiras promising toolgn bone
regenerative protocols. However, the remaining challenge in baog&eering is to generate a
functional organ. Endochondral bone formation seems to be the effarient way to attain this
purpose according to the different cellular components involvéusrmprocess. Indeed, endochondral
bone formation goes along with vascular invasion and matrix remodé)in@ur findings show that
PTN treatment potentiates chondrogenic differentiation of hM®@ induces their hypertrophy,
highlighting a new role of PTN in bone metabolism. This new Rffétt could be an important cue in
the shift of chondrocytes toward hypertrophy observed in tHascduing bone regeneration. Its
known angiogenic properties (16) associated to our findings suggettiatagsociation of PTN with

hMSC and scaffold could allow a physiological repair in bos®ie
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Gene

Primer sequence

Accession number

Product size

GlycerAldehyde-3-Phosphate
DeHvdrogenase (GAPDH)

Bone SialoProtein (BSP)

Bone MorphoGenetic Protein 2
(BMP2)

OsteoCalein (OC)

OsteoNectin (ON)

OsteoPontin (OP)

Alkaline phosphatase (ALP)
Matrix metalloproteinase 13
(MMP13)

Collagen 10A1 (col10})

SRY-box9 (Sox9)

Collagen 2A1 (col2)
Collagen 9A1 (col9)
Cartilage Oligomeric Matrix

Protein (COMP)

Aggrecan (ACAN)

Biglvean (BGN)

Decorin(DCN)

Versican (VCAN)

Anaplastic Lvmphoma receptor
tyrosine Kinase (ALK)

Protein tyrosine phosphatase
receptor tvpe z (PTPRz)

Syndecan 3 (SDC3)

Table 1. Primers sequences

Housekeeping gene
forward 5°-TGC CTG ATG AGA CAG AGG TG-3
reverse 3-TCC ACC TGG ACA GGA TTA GC-3°

Osteoblastic markers

forward 5°-AAA ACG AAG AAA GCG AAG CA-3
reverse 5 -TTT CTG CCT CTG TGC TGT TG-3°
forward 3°-TGT GTC CCG ACA GAA CTC AG-3°
reverse 5 -ACA ACC CTC CAC AAC CAT GT-3°
forward 5°-GTG CAG AGT CCA GCA AAG GT-3"
reverse 5°-TCC CAG CCA TTG ATA CAG GT-3°

forward 3°-TGC CTG ATG AGA CAG AGG TG-3
reverse 5°-TCC ACC TGG ACA GGA TTA GC-3°
forward 3°-CGC AGA CCT GAC ATC CAG TA-3
reverse 3-ATG GCC TTG TAT GCA CCA TT -3
Osteoblastic /hypertrophic markers

forward 5°- CCA CGT CTT CAC ATT TGG TG-3°
reverse 5~ GCA GTG AAG GGC TTC TTG TC-3°
forward 5°-TTG AGC TGG ACT CAT TGT CG-37
reverse 3- GGA GCC TCT CAG TCA TGG AG-3°

forward 5°- GCT AAG GGT GAA AGG GGT TC-37
reverse 5- CTC CAG GAT CAC CTT TTG GA-3°
Chondroblastic markers
forward 5'- AGA CAG CCC CCT ATC GAC TT-3"
reverse 5- CGG CAG GTA CTG GTC AAA CT -3
forward 5°-TGG AAA ACC TGG AAA AGC TG-3
reverse 3-TGT GAC CTT TGA CAC CAG GA-37
forward 5°- GCA GGT TTG CAT GAG AGT CA-3°
reverse 5- TGG GAA ACC ATT CTC TCC AG-3°
forward 5°- ACA ATG ACG GAG TCC CTG AC-3°
reverse 5- TCT GCA TCA AAG TCG TCC TG-3°
Proteoglycan core

forward 3°- AGG AGT CCC TGA CCT GGT TT-3"
reverse 3-TTC AAC CAA ACT GGT GTC CA-3°

forward 5°- GGA CTC TGT CAC ACC CAC CT-3"
reverse 5- AGC TCG GAG ATG TCG TTG TT-3

forward 53°- GGA CCG TTT CAA CAG AGA GG-37
reverse 5- GAC CAC TCG AAG ATG GCATT-3
forward 5°- GGT GCA CTT TGT GAG CAA GA-3"
reverse 5-TTC GTG AGA CAG GAT GCT TG-3°
PTN receptors
forward 5°- GCC AGA AAC TGC CTC TTG AC-3°
reverse 5~ GCT CGC CCT GTA GAT GTC TC -3°
forward 5°- CCC CAA CAA GAG GAA GTG AA-3°
reverse 5°- AGT GAC TGG TTG GGA AGT GG-3°

forward 5°- CCA GAG ACC TTC CTG ACC AC-3"
reverse 5~ CTT CTG GCA GCT CGA AGT CT-3"

NM_002046.3

NM_004967.3

NM_001200.2

NM_199173.4

NM 0031182

NM_001040058.1

NM_000478 4

NM_002427.3

NM_000493 3

NM_000346.3

NM_001844 4

NM_(178485 .3

NM_000095 2

NM_001135.3

NM_001711.4

NM_133307.2

NM_001119808.1

NM_014654.3

NM_002851.2

NM_014654 3

97

84

99

96

172

108

98

142

159

147

90

80
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Figure 1. PTN effects on hMSC osteoblastic commitment. hMSC fBomdependent patients were cultured in basal nmediu
(ND) or in osteoinductive medium (AB) in absence orhwitcreasing doses of PTN (0 pg/ml white boxes, §@npgrey boxes and 500
pg/ml black boxes). All conditions were performedriplicate per patientA): Alizarin red S staining after 21 days of culture. Wtture
per condition is representative of the three testdtbmia. (B): Alizarin Red S dosage after 21 days of culture, dpcal density was
reported as Arbitrary Unit (AUXC): qRT-PCR analysis of osteoblastic genes expressien @ft7 and 14 days culture with AB medium.
Expression levels of osteoblastic genes are retat€@APDH. Values are the mean and SEM calculatemi friplicates experiment from 3
independent patients. Values of each gene expregsm hMSC at day 0 are represented by straightened. liBtatistical analysis wer

performed between values from free-PTN conditionday 0, 7 and 14 (##: p<0.01; ###: p<0.001) andvben values from the same day
(**: p<0.01; ***: p<0.001).
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Figure 2. PTN effects on hMSC chondrogenesi8MSC from 3 independent patients were cultured in miass with
chondrogenic medium in absence or with increasingslo$ PTN (0 pg/ml white boxes, 50 pg/ml grey boaed 500 pg/ml black boxes)
All conditions were performed in triplicate per patie(A): Collagen 2 immunostaining of 21 days chondrogeniltefse Picture per
condition is representative of the three testecepti Bars represent 100u(B): gRT-PCR analysis of cartilage related genes expression
after 0, 7 and 14 days culture under chondrogenicciimiu Expression levels of chondrogenic geneseleted to GAPDH. Values are the
mean and SEM calculated from triplicates experimemnf3 independent patients. Values of each geneesgjpn from hMSC at day 0 are
represented by straightened lines. Statistical arsalysre performed between values from free-PTN camditat day 0, 7 and 14 (##:
p<0.01; ###: p<0.001) and between values from aneesday (**: p<0.01; ***: p<0.001).
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Figure 3. PTN effects on glycosaminoglycans content and pgbyeans genes expression during hMSC chondrogenddiSCh
from 3 independent patients were cultured in micresnaith chondrogenic medium in absence or with exirgg doses of PTN (0 pg/ml
white boxes, 50 pg/ml grey boxes and 500 pg/mlkblaaxes). All conditions were performed in triplicgier patient.(A): Alcian blue
staining of 21 days chondrogenic pellets. Picturecpadition is representative of the three testecepti Bars represent 100u¢B): Total
sulfated GAGs quantification in 14 days chondrogepellets. GAG amount was normalized according tepeolume and reported as ug
of total GAGs per mrh (C): gqRT-PCR analysis of proteoglycan proteic core gengsession after 0, 7 and 14 days culture under
chondrogenic induction. Expression levels of protgcash genes are related to GAPDH. Values are the medrSEM calculated from
triplicates experiment from 3 independent patient@lu¥s of each gene expression from hMSC at day @epresented by straightened
lines. Statistical analysis were performed betwesnes from free-PTN conditions at day 0, 7 and 14#(##0.001), and between values
from the same day (*: p<0.05; **: p<0.01; ***: p<@1).
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Figure 4. PTN effects on hypertrophy commitment during hMSC chogenesishMSC from 3 independent patients were
cultured in micromass with chondrogenic medium iseaize or with increasing doses of PTN (0 pg/ml whdres, 50 pg/ml grey boxes

and 500 pg/ml black boxes). All conditions werefpemed in triplicate per patienfA): Alizarin red staining of 21 days chondrogenic

pellets. Picture per condition is representative efttinee tested patients. Bars represent 10QBnCollagen10mmunostaining of 21 days

chondrogenic pellets. Picture per condition is repmeative of the three tested patients. Bars repreéis¥him.(C): gRT-PCR analysis of

hypertrophic related genes expression after 0, 71ldndhys culture under chondrogenic induction. Exjpwadevels of hypertrophic genes

are related to GAPDHValues are the mean and SEM calculated from triplecatgoeriment from 3 independent patients. Values df ea
gene expression from hMSC at day 0 are representetirdightened lines. Statistical analysis were peréat between values from free-
PTN conditions at day 0, 7 and 14 (##: p<0.01; ##8.001, and between values from the same day (*0p0*: p<0.01).
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Figure 5. PTN effects on PTN receptors gene expression durinf@ihondrogenesifbMSC from 3 independent patients were
cultured in micromass with chondrogenic medium iseaize or with increasing doses of PTN (0 pg/ml whdres, 50 pg/ml grey boxes
and 500 pg/ml black boxes). All conditions werefpened in triplicate per patien{A): gRT-PCR analysis of PTN receptors genes
expression before differentiation induction. Expressdevels of PTN receptors genes are related to GARB} gRT-PCR analysis of PTN
receptors genes expression after 0, 7 and 14 dalysecunder chondrogenic induction. Expression levethondrogenic genes are related
to GAPDH. Values are the mean and SEM calculateth ftaplicates experiment from 3 independent patiemsues of each gene
expression from hMSC at day 0 are represented bygistesied lines. Statistical analysis were performetvben values from free-PTN

conditions at day 0, 7 and 14 (##: p<0.01; ###: @&0.and between values from the same day (**: p<0.01).
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3 Résultats complémentaires

3.1 Introduction

En paralléle des expériences relaides I’article 1, nous avons également étudié les effets de
HARP sur les CSMh cultivées en milieu de culture basal (cent@h différenciateurPe plus, nous
avons utilisé deux systémes de culture. Le premier a consistévarclgs CSMh sur du plastique de
culture (2D). La deuxieme a consisté a cultiver les cellulesleh(@D). Ces paramétres ont été testés
de facon a évaluer et compaténfluence de 1’organisation cellulaire dans laquelle se trouvent les
CSMhsur I’expression des marqueurs de différenciation, lors des différenciations ostéoblastiques et
chondrogénique. Ces analyses, initialement réalisées commedlesn des conditions de
différenciations décrites dans I’article 1, nous permettent de décrire en résultats complémentaires un

effet différentiel de HARP en fonction de 1’organisation cellulaire utilisée pour la culture des CSMh.
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3.2 Résultats

3.2.1 Effets de HARP sur I’expression des marqueurs de différenciation et des récepteurs de

HARP par les CSMh en culture 2D non différeesié
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Figure 23 Expression des marqueurs de différenciation et des rdaeurs de HARP par les CSMh en
culture 2D non différenciées, en absence ou en presenieeHARP.
Aprés 7 et 14 jours de culture en 2D en milieu basal supplémentén en HARP (blanc: 0 pg/ml (HO); bieu
500 pg/ml (H500)), les ARN de CSMh de trois patients sont extrhlihe analyse est effectuée, par RT-
guantitative PCR sur les ARN totauxe I’expression des génes codant pour (A) marqueurs de différenciation
chondrogénique Sox9 (SRY-box 9), collagéne 2, collagéne 9 et G&iviitage oligomeric matrix proteiniB)
protéoglycannes aggrécanne (ACAN), biglycanne (BGC), décorine YBCkersican (VCAN), €) marqueurs
de différenciation hypertrophiquignatrix metalloprotease 13” (MMP13), collagéne 10 et phosphatase alcaline
(ALP), (D) récepteurs de HARPanaplastic lymphoma kinase” (ALK), “receptor protein tyrosin phosphatase
type 2’ (RPTPz). Le niveau d’expression des génes au jour O avant induction (JO) est représenté par des
pointillés. Les valeurs représentent la moyenne et 1’écart type des 3 expériences réalisées sur 3 patients
indépendantsles taux d’expression des génes étudiés sont rapportés a un géne de ménage (GAPDHIlaselon
formule: 2@"*CAPPH) | s valeurs sont analysées par un test statistique avskllis ONE WAY ANOVA
entre les conditions sans HARP (#: p<0.05; ##: p<0.01; ###: p<OedOdntre les valeurs du méme jour
(*p<0,05,**p<0,01, ***p<0,001).
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Nous nous sommesut d’abord intéresséa I’expression de marqueurs de la différenciation
chondrocytaire et hypertrophique en absence de HARIPs que les CSM sont maintenues en 2D
dans un milieu basal (non différenciateuf}xpression des marqueurs chondrocytaires collagene2,
Sox9 et collagéne 9 est fortement et significativement inhibédedésjour de culture, tandis que
I’expression de COMP est faiblement augmentée de fagon non significative, ~RIA).

A Tlinverse, les profils d’expression de tous les PG étudiés ainsi que des marqueurs de
I’hypertrophie chondrocytaire sont tous augmentés de facon tréscsitinifidés J7 pour la plupart
d’entre eux. (Figure 23 B, C).

Concermart les récepteurs de HARP, tandis quexpression de ALK, faible a sous
confluence, n’est pas modifiée significativement, I’expression du SDC3 et de RPTPz est inhibée dés le
7° jour de culture (Figure 23 D).

Enfin lorsque HARP, a la dose de 500 pg/ml, est ajouté auteses a long terme (14 js)
en 2D, on n’observe aucun effet de HARP sur I’expression génique des CSM, (Figure 23

La culture des CSM en 2D est associée a une inhibition des margiewmdrocytaires Sox9,
collagéne 2 et collagéne9. On observe cependant une induction de I’expression des PG et des
marqueurs normalement associés a 1’hypertrophie chondrocytaire (collagéne 10, MMP13) ou a la
minéralisation (ALP), indiquant un processus de remodelage der@en®n observe également une
forte baisse de I’expression de RPTPz et de SDC3. L’expression du récepteur ALK, a la limite de

détection au jour 0, ne semble pas étre modifiée.
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3.2.2 Effets de HARP sur I’expression des marqueurs de différenciation et des récepteurs de
HARP par les CSMh en culture 3D non différenciées.
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Figure 24 Expression des marqueurs de différenciation et dagcepteurs de HARP par les CSMh en
culture 3D non différenciées, en absence ou en preseieeHARP.

Aprés 7 et 14 jours de culture en 3D en milieu basal supplémentén en HARP (blanc: 0 pg/ml (HO); bieu
500 pg/ml (H500)), les ARN de CSMh de trois patients sont extrbihe analyse est effectuée, par RT-
guantitative PCR sur les ARN totauxe ldexpression des génes codant pour (A) marqueurs de différenciation
chondrogénique Sox9 (SRY-box 9), collagéne 2, collagéne 9 et GEaviitage oligomeric matrix protein}B)
protéoglycannes aggrécanne (ACAN), biglycanne (BGC), décorine @Cersican (VCAN), ) marqueurs

de différenciation hypertrophiquignatrix metalloprotease 13” (MMP13), collagéne 10 et phosphatase alcaline
(ALP), (D) récepteurs de HARPAnaplasticlymphoma kinase” (ALK), “receptor protein tyrosin phosphatase

type 2’ (RPTPz). Le niveau d’expression des génes au jour O avant induction (JO) est représenté par des
pointillés. Les valeurs représentent la moyenne et 1’écart type des 3 expériences réalisées sur 3 patients
indépendantsles taux d’expression des génes étudiés sont rapportés a un géne de ménage (GAPDHJaselon
formule: 2@"*CAPPH) | es valeurs sont analysées par un test statistique ad-¥Skllis ONE WAY ANOVA
entre les conditions sans HARP (#: p<0.05; ##: p<0.01; ###: p<OcdOdntre les valeurs du méme jour
(*p<0,05,**p<0,01, ***p<0,001).

La culture en 3D, en absence de HARP, est associée a undoimdiet’expression de
COMP dés le 7jour et de Sox9 et du collagene 2 ad jbdr, tandis que 1’expression du collagéne 9
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n’est pas modifiée (Figure 24A). L’expression d’ACAN et de DCN n’est pas modifiée par la culture

en 3D, tandis que celle de BGC et de VCAN est inhibée® gaui de culture et retrouve son état de
base au 14jour (Figure 24B). Les expressions des marqueurs de I’hypertrophie chondrocytaire sont
fortement induites par la culture en 3D, et ce des jeuf de culture (Figure 24 C). La culture en 3D
potentialse ’expression de ALK et de RPTPz auf jour, tandis que I’expression de SDC3 n’est pas
significativement modifiée (Figure 24 D).

Le traitement par HARP des CSMh cultivées en 3D est assouige d&augmentation de
I’expression du collagéne 2 au*Jour et du collagéne 9 et de COMP ali jbdir (Figure 24 A). HARP
induit I’expression de BGC et VCAN dés le 7° jour de culture et I’ ACAN et DCN au 14° jour (Figure
24 B). Des réductions dEexpression de la MMP13 au 7° jour et de ’ALP au 7° et 14 jour sont
également observéddARP potentialisd’expression de la MMP13 et de col10 au 14° jour (Figure 24
C). HARP réduit significativement I’expression ALK dés le 7 jour, cette expression n’est pas
modifiée au 12 jour. HARP potentialise I’expression de RPTPz au 14° jour. Aucune différence
significative de la modulation de I’expression du SDC3 n’est observée (Figure 24D).

La culture en 3D des CSMh induit I’expression des marqueurs de différenciations
chondrocytaires précoces, et hypertrophiques tardifs. On obsgpemdant que les expressions des
PG ne sont pas modifiégsr rapport au JO. La culture en 3D est la seule a potentialiser 1’expression

des récepteurs de HARP, c¢’est également la seule condition ou des effets de HARP sont observés.
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4 Discussion

Hormis quelques études montrant un Iéger effet potentilisde HARP sur 1’ostéoinduction
des progéniteurs mésenchymateux réalisés par le groupe du for (Degt et al., 2002a; Yang et al.,
2003)(ces résultats sont plus amplement décrit dans le chapitreadéde role de HARP dans le
systeme ostéoarticulairejl n’existe que peu de donnée sur des effets de HARP sur les autres
propriétés de ces cellules. La premiére partie de mon trdeahése a donc consisté a évaluer les
effets de HARP sur la différenciation des CSMh.

4.1 HARP et la chondrogénese des CSMh

La présence de HARP dans les esquisses cartilagineuses ddsremecthez le rat
(Vanderwinden et al., 1992), le poulet (Dreyfus et al., 1998l8 sburis (Petersen and Rafii, 2001)
suggére son implication dans le développement ostéoarticuldé® études sur des chondrocytes
articulaires en culture montrent que 1’addition de HARP a leur milieu de culture induit la production
de GAG et de collagéne 2 (Tapp et al., 1999). Nos travaux moptantia premiéere fois les effets
potentialisateurs de HARP sur différentes propriétés des CSMhlalattondrogénese. En effet,
I’association de HARP a un milieu chondroinducteur potentialise 1’expression des marqueurs de la
différenciation chondrocytaire, mais également celle des goatéiques deBG, qui constituent avec
leurs chaines de GAGs, les éléments les plus importants derieencattilagineuseCes résultats sont
confortés par’bbservation que le traitement par HARP a lui seuldssircellules en 3Pen milieu de
prolifération contréle, sans autres facteurs inducteurs de chondrogénése, conduiduétion de
I’expression des collagenes 2 et 9 ainsi que de COMP.

Durant la croissance osseuse endochondrale, les chondrocyteszadeeldypertrophique
subissent une différenciation connue sous le nom d’hypertrophie chondrocytaire (pour revue (Olsen,
Reginato, and Wang, 2000)). Ce phénomeéne est également rettanséle callus lors de la
régénération osseuse. Il a été montré que HARP était é&prinmiveau protéique comme au niveau
génique dans ces zones (Dreyfus et al., 1998b; Petersen an@®®&tii,Petersen et al., 2004) sans
que son role n’ait été clarifié. Le fait que HARP ait des propriétés angiog@siqhristman et al.,
2005; Laaroubi et al., 1994; Perez-Pinera, Berenson, and Deuel P2{8atis et al., 2005; Souttou,
Raulais, and Vigny, 2008 permis d’émaetre 1’hypothése que HARP pourrait participed 1’invasion
vasculaire observée dans les zones chondrocytaires hypertrophalzess( Cohen, and Lassova,
2007; Dablare and Garcia, 2003; Olsen, Reginato, and Wang, 200@d&ehiet al., 2008). Nos
donnés indiguent pour la premiére fois que HARP pourrait égaleavarit un réle direct dans
I’induction de I’hypertrophie chondrocytaire. En effet, nous avons montré que HARP indui

I’expression de marqueurs de 1’hypertrophie tels que la MMP13, le collagene 10 et I’ALP, mais
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également I’accumulation de collagene 10 et de calcium dans la MEC des CSMh chahdres Un
phénotype similaire a été retrouvé lors de la culture desscekllulaire, en milieu basique en ce qui
concerne la MMP13 et le collagéne XDes résultats suggerent que HARP pourrait avoir un role
important dans le passage de 1’état de chondrocyte a celui de chondrocyte hypertrophique en plus de

ses réles présumés sur I’angiogénése ou 1’ostéoinduction durant la formation osseuse endochondrale.

4.2 La réponse a HARP en fonction d I’organisation cellulaire

La réponse des CSMh au traitement par HARP semble étre aeli€interactions des cellules
entre elles durant leulture. En effet, nos résultats montrent que HARP n’a pas d’effet sur I’expression
des marqueurs chondrocytaires lorsque les CSMh sont cultivé@®.eBn revanche, les CSMh
cultivées en 3D en présence de HARP montrent une forte exprdssia@ollagénes 2 et 9 ainsi que de
COMP. L’expression des PG est également potentialisée par HARP lors de la cultuDe alors que
ce n’est pas le cas des cellules en 2D. Desffets de I’organisation cellulaire sur la réponse a la BMP6
ont également été observés sur la différenciation (Kemnak, 2010). Ces travaux montrent que la
BMP6 induit I’expression de génes ostéoblastiques uniquement lorsque des CSM murines issues du
tissu adipeux (ADSCkmt cultivées en 2D, mais pas lorsque ces cellules sont csltiede3D
Inversement, une augmentation de 1’expression de génes chondrocytaires (Sox9 et ACAN) est
observée lorsque les cellules sont cultivées en 3D en préseBiP6

Durant la formation des ébauches cartilagineuses, les progémitésesnchymateux subissent
une étape de condensation avant de se différencier en chgedfpour revue (Bielby, Jones, and
McGonagle, 2007)). De plus, la culture des cellules en 3D induitininitgition de la prolifération
(Kemmis et al., 2010). Ce type de culture pourrait mimepiemiéres étapes de la mise en place des
ébauches osseuse et ainsi permettre une étape de prédiffénermtda CSMhLe fait que HARP n’ait
pas d’effet sur les CSMh cultivées en 2D au contraire de celles cultivées en 3D suggere que HARP

agirait sur les CSM une fois qu’elles sont prédifférenciées.

4.3 Les récepteurs de HARP et la différenciation

L’analyse des récepteurs de HARP dans les CSMh indique qu’elles expriment ALK, RPTPz et
le SDC3. Cependant, le niveau d’expression du SDC3 est bien plus élevé que ceux des 2 autres
récepteurs. En absence de HAR® différenciation chondrocytaire des CSMh est associée a une
induction de I’expression de RPTPz et du SDC3, tandis que ALK reste trés faiblement exprimé.

De précédentes expériences ont suggéré un rbdle important d@ 8DCcours de la
différenciation chondrocytaire, puisqu’il a été montré qud’inactivation de ce protéoglycanne par des

anticorps durant la différenciation de cellules mésenchynegeiespoulet inhibait leur différenciation
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chondrogénique (Seghatoleslami and Kosher, 1996}raitement par HARP des cellules durant la
chondroinduction induit une augntation de I’expression du SDC3. Ces données suggérent que les
effets de HARP pourraiepasser en partie par ’activation des voies de signalisation intracellulaire en
aval du SDC3.

Nos résultats montrent également pour 9afdls que la différenciation chondrocytaire est
associée avec une foiteluction de I’expression de RPTPz. Bien que RPTPz puisse activer un grand
nombre de voies de signalisation intracellulaiter’a jusqu’a maintenant jamais été associé avec la
chondrogénése. Parmi ces voies de signalisationyola B-catenine est impliguée dans la
chondrogénése (Chen et al., 2008; Meng et al., 2B@®ffet, dans des souris dont 1’expression de la
B-catenine a été spécifiguement inactivée dans les chondpogtebserve que ceux-ci présentent des
défauts de différenciation et de prolifération, amenant a @mtisdement de la croissance de ces
animaux par rapport aux souris sauvages. Une forte augmentatianpdésence de RPTPz a la
surface des CSMh en différenciation pourrait donc étre assaciéne dghosphorylation de la -
catenine qui serait ainsi activdén tel réle de RPTPz est conforté par nos observations tdiaran
culture en 3D en milieu basaln effet, I’induction de RPTPz est concomitaité’expression des
collagénes 2, 9 et de COMP et desqueurs de I’hypertrophie MMP13 et du collagéne 10.

Enfin, nais avons également observé une induction spécifique d’ALK par le traitement a la
dose de 500 pg/ml dés I€® Jour, associée d’induction de I’expression des marqueurs de
I’hypertrophie chondrocytaire au 1%jour. La voie Pi3k/Akt, une des cibles intracellulaires de ALK
semble étrampliquée dans 1’hypertrophie chondrocytaire. En effet, une étude des souris inactivées
pour Akt montre que ces animaux souffrent de nanisme. Alorsleque plaques de croissance
présentent une morphologie normale, leurs chondrocytes hypertrephicgsentent une défaillance a
minéraliser leur matrice (Fukai et al., 201@n peut donc émettrEhypothése que I’induction de
I’hypertrophie par HARP est due en partie d’activation du récepteur ALK.

En revanche, I’expression de ALK et de ’ALP ont été inhibées durant le traitement avec
HARP durant la culture en 3D en milieu basal. Ces données saggeecALK pourrait étre impliqué
dans la minéralisation de la matric@a 1’induction de I’ALP et que I’expression des autres marqueurs

de I’hypertrophie serait régulée par un autre récepteur de HARP.
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RESULTATS ET DISCUSSIONS

Chapitre 2

Potentialisation des propriétés des CSM humaines par
HARP associé a un substitut osseux.
Application dans un modele d’ost€oformation ectopique

murin et orthotopique chez le rat
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CHAPITRE 2 Potentialisation des propriétés des CSM humaines par HARP
associé a un substitut osseux. Application dans un modele d’ostéoformation

ectopique murin et de régénération osseuse chez le rat

1 Introduction

L’ingénierie tissulaire dans les contextes de régénération osseuse représente une alternative a
la greffe osseuse autologue, présentant de forts risques de morbidité et d’effets secondaires associés
(pour revue (Carson and Bostrom, 2007)). Dans ce but, des substitrelsiou synthétiques ont été
développés pour combler les larges défauts osseux. L’association de cellules ostéoprogénitrices telles
gue les CSM a ces substituts est devenue une évidence depuippuéade leur efficacité dans ce
contexte a été apportée (Petite et al.,, 2000). Cependast, fiécessaire de rendre plus efficace le
processus de réparation en améliorant d’une part la survie des cellules implantées mais également leur
différenciation vers la voie ostéoblastigue, permettant doemation osseuse de type
intramembranaire, ou vers la voie chondrocytaire, permettant formeation osseuse de type
endochondrale.

La co-implantation de facteurs ostéoinducteurs comme les BMRm (&tyal., 2005; Liang et
al., 2005; Sawyer et al., 2009; Tazaki et al., 2009) ou du lyaguettaire (Chevallier et al., 2009;
Doucet et al., 2005) semble étre une approche prometteuse pouormagidn osseuse directe.
L’association de protéines angiogéniques comme le VEGF aux facteurs ostéoinducteurs semble d’une
part potentialiser I’angiogénése mais également la formation osseuse en site ectopique (Kanczler et al.,
2009; Kempen et al., 2009 efficacité de la formation osseuse semble donc étre étroitement associée
a I’angiogénese.

Dans ce cadre, HARP semble étre un bon candidat danstiexte de la réparation osseuse.
En effet, HARP est étudié depuis de neenbes années pour son role dans ’angiogénése normale et
tumorale (Christman et al., 2005; Laaroubi et al., 1994; Li.e8D5b; Papadimitriou et al., 2009;
Perez-Pinera, Berenson, and Deuel, 2008; Polykratis 20dl5; Polytarchou et al., 2009; Souttou,
Raulais, and Vigny, 2001). De plus, des travaux réalisés en 2003 paelvenity ont démontré que
I’association de HARP a des polyméres de type PLGA et des CSM prédifférenciées en ostéoblastes
permettait une formation osseuse aprés 6 semaines en positiopigee dans la souris
immunodéprimée (Yang et al., 2003).

Les résultats décrits dans ’article 1 montrent pour la premiére fois les effets potentialisateurs
de HARP sur la différenciation chondrogénique des CSNHus avons donc envisagé d’associer
HARP & des céramiques calciques poreuses fournies par é&ésG&RAVER.L hypothése sous

jacente de ce travail est que HARP pourrait permettre d’orienter les CSMh vers un phénotype
95



chondrogénique et ainsi obtenir une formation osseuse de typehendw. De plus, les propriétés
de chemo-attraction de HARP sur les progéniteurs ostéoblastiquesip permettre un recrutement
de cellules de I’héte.

Nous avons donc développs techniques d’immobilisation et de dosage de HARP sur des
céramiques biphasés composés de 65% d’hydroxyapatite et 35% de phosphate tricalcique (TCP35).
D’aprées les compositions de biomatériaux, I’'immobilisation de HARP semble se faire principalement
par des interactions ioniques. Nous avons tout d’abord évalué les effets des céramiques sur la
différenciation des CSMh par RT-PCR quantitative, puis letsffe HARP associé aux biomatériaux
sur les mémes propriétés. Ces tests in vitro ont montré queCle85Tpossédent des propriétés
différenciatrices ostéoblastiques et chondrogéniques intéressadte plus, ils potentialisent
I’expression génique des protéines angiogéniquesgelles que I’angiopoiétine 1 et le VEGF.

Dans un second temps, nous avonslué I’efficacité des TCP35 associés a HARP et aux
CSMh dans un modéle d’ostéoformation in vivo dans un modéle de greffe ectopique. Ces résultats
sont présentés a la suite des études in vitro. Nous avons édalkdondié les propriétés de ces
organoides dans un modeéle de réparation osseuse du condyle fémard cake Ces résultats
indiqguentque HARP permettrait la formation d’une matrice cartilagineuse et osseuse dans 1’implant et
ainsi une réparation osseuse de type endochondral.

Ces résultats font I’objetde I’article 2 présenté ci-aprés dans une version préliminaire.
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Abstract

Despite progresses in bone regeneration field, there is stithpeans available to replace autologous
bone grafts. Research is now focused on tissue engineering, uswth dactors involved in
physiological bone repair such as BMPs and osteoprogenitors such as mesérsthymmal cells
(MSC). Among growth factors involved in bone repair, pleiotrogd®TN) is a 136 amino acid growth
factor expressed in growth plate matrices during bone developnenalso overexpressed in the
callus during bone healing. Moreover, we previously demonstrate THdtiftluces hypertrophic
differentiation of chondroinduced MSC. As endochondral bone regesrenatrolved hypertrophic
chondrocyte, we hypothesize that PTN association to scaff(ldCP35/PTN) may induced
endochondral bone regeneration. The aim of this study was to evastEoformation ability of
constructs associating biphasic scaffolds and PTN in vivo. PTéhtmites MSC chemoattraction and
colonization of the scaffold. Moreover, the expression of chondrogeai&ens by hMSC was
enhanced by TCP35/PTN constructs. In an in vivo ectopic mufdekteoformation, TCP35/PTN
constructs associated or not with MSC did not induce bone ndagarformation. However, in an
orthotopic model of bone defect, whereas scaffolds alone hadfect e bone regeneration,
TCP35/PTN constructs clearly induced an endochondral bone formatiese data indicate that the
association of PTN to scaffold is of major interest in baggeneration field by allowing host cells

recruitment and promoting endochondral bone regeneration.
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Introduction

In the context of bone regeneration, tissue engineering isaenadlt’e to autologous bone graft which
is often associated to a high risk of morbidity and side effgdts To avoid these medical
complications, natural or synthetic biodegradable substitutesuarently developed to fill large bone
defects. Despite their osteoinductive and osteoconductive pespeit became evident that their
efficiency are clearly improved by combination with osteopnitges cells such as mesenchymal
stromal cells (MSC) [2, 3]. These cellular therapeutic prizdwdl provide the important cellular part
for bone regeneration.

However, these engineering strategies still require elemettig ektracellular matrix, such as growth
factors, to promote cell survival or cell differentiatitoward the osteoblastic pathway, allowing
intramembranous bone formation, or toward chondrogenesis, all@mohgchondral bone formation
[4]. Association of osteoinductive factors such as BMPs is a prgnispproach for direct bone
formation since it was demonstrated that BMPs, when assodiasedffolds, are able to induce bone
formation even when they were grafted in muscle[5, 6]. Tmebénation of angiogenic proteins such
as VEGF to BMPs was also assessed to optimize vascularizatithre afcaffold and survival of
implanted cells. This association stimulates bone formatioectopic site through potentiation of
osteoinductive factors on one hand but also angiogenesis on other7h&hdrhen, bone formation
appears to be closely related to efficient angiogenesis.

Pleiotrophin (PTN) is a 136 amino acid growth factor that first isolated from brain and bone
matrices in which its post-natal expression is predominanslyicted[9-11], whereas beingvidely
expressed in many tissues during fetal development [12, 13]. A3®&,kaown as heparin affin
regulatory peptide (HARP), has three known receptors : astaplgmphoma kinase (ALK) which is
defined as a high affinity receptor [14], the heparan sulfedteoglycan syndecan 3 (SDC3) and the
chondroitin sulfate proteoglycan protein tyrosine phosphatase redgp® z (PTPRz) are both
defined as low affinity receptors [15, 16].

Initially, PTN has been implicated in many biological ggsses such as neurite outgrowth during
brain development [17] and endothelial cell properties in nloamd pathological angiogenesis (for
review see [18] Indeed, plasmid-induced expression of PTN in an ischemic ngiacaded to the
formation of a new vasculature that connects to the preexigsaular system [19].

Numerous data suggest that PTN is involved in bone and cartilagpmleeat and regeneration
processes. PTN expressi@mnlocalized around hypertrophic chondrocytes and osteoprogenitors in
growth plate matrices during bone development [20-22]. In gindies showed that PTN enhances
chondrogenesis [23] and induces migration as well as differentiafionone marrow derived
osteoprogenitors [21, 24, 25]. Moreover we recently demonstrate®Tiditreatment is clearly able
to induce hypertrophy during chondrogenic differentiation of uii&C [26]. PTN overexpression
in transgenic mice induces a high bone mineral content [27]elewance of its inactivation effect on

bone physiology still remain controversial: PTN deficient micaalopresent specific bone phenotype
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on skeletal morphology [28] but a growth retardation of the vidighring bones was observed, with
an osteopenic phenotype that develops in adult mice [29lIWiIFPTN is expressed in the callus
during bone healing in rat [30], and human patients withdraainion showed higher seric levels of
PTN than patients with delayed union [31].

According to these pleiotrophic effects on migration, ostgoétion, chondrogenesis and
angiogenesis we suggest that PTN could optimize tissue enginstedtegyies of bone repair. We then
associated PTN ta porous biphasic caleim phosphate scaffold and human MSC, and test its ability
to potentiate human MSC migration and differentiation ptoggem vitro. We then analyze if this new
tissue engineering strategy is able to stimulate bone formatwaugh intramembraneous or

endochondral bone formation pathway

Materials and methods

Materials

PTN was produced as previously described [32] and then subrnutigd anti endotoxin treatment
before use on cells. Scaffolds made of hydroxyapatite (65%8ta tricalcium phosphate (35%)
(TCP35) presenting an average porosity of 65+/-5% (60+/-5% n@mogfy and 40+/-5%
microporosity) and a specific surface area of 0,8 m2?/g Wwarely provided by Ceraver (Roissy,
France).

Human mesenchymal stromal cellsisolation

Human bone marrow (3 to 5 ml volume) was obtained from di@st marrow aspirates of patients
undergoing standard bone marrow transplantation procedures (Henri Mdéosfutal, AP-HP Créteil,
France) after receiving their informed consent. Bone maasgpirates from 6 healthy donors (24-42
years old, mean age: 32 years) were used. Nucleated cellfr ézimmarrow were seeded at 2/&67

in 225 cn? flasks. Cell sample was used for the confirmation of hMS@acheristics as previously
described [33]. Briefly, all the hMSC are positive for CD@I)105, CD73, negative for CD34 and
CD45 and able to differentiate into osteogenic, chondrogenicadipbgenic lineages (data not
shown). hMSCs were expanded in a-modified Eagle’s medium (aMEM) (Life technologies, Cergy
Pontoise, France) containing 10% fetal bovine serum (FBSm(Sk Technologies, Grenoble,
France) supplemented with 0,5% Cifloxacin (Bayer PharmaaRBxi France). Culture medium was
changed twice every week and cultures were maintainachimmidified atmosphere with 5% CO2 at
37°C. When cells reached 80-90% confluence (passage 0, PO), wimey detached using
trypsin/EDTA (PAA Laboratories, Austria) and then replatetiad0 cells/crh(passage 1, P1).

Cdl proliferation assay

Cells were seeded at 1000c/cm? in 25cm? flasks in triplicaité patients. After 5 days of culture in
aMEM-10% FBS containing increasing doses of PTN, cells werehtsdausing trypsin and counted.
Proliferation rate of each condition is expressed as foldgghaf the control condition.-

Scaffold functionalization and colonization
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TCP35 were incubated overnight at 37°C in aMEM 0,5% Cifloxacin sontgg PTN (0 ng/ml,5
ng/ml, 50 ng/ml, 500 ng/ml). Then scaffolds were washed 2 timedMiEM 0,5% Cifloxacin to
eliminate uncoated PTN. Coated or uncoated TCP35 imgigdually loaded with 3.10hMSCs in 20
pL of aMEM 10% SVF into 96 well culture plates for 3 h at@th a 5%CO,atmosphere. Constructs
were then directly implanted in animals or cultured in IomdMEM 10%SVF into 24 well culture
plates for 7 days for RNA analysis

PTN quantification on scaffolds

A modified ELISA test was used in order to evaluate PTNimgagfficiency and stability just after
coating or after 3 and 6 days. Briefly, scaffolds were wétheee times with PBS-0.05% Tween.
Saturation of unspecific site was done with PBS-3% BSAerAftashing, primary antibody against
PTN (goat anti human PTN, R&D System) was applied forur ao37 °C. Then, after washing steps,
secondary antibody (HRP conjugate rabbit anti-goat, JacksonmoResearch Laboratories, Inc) was
applied for 1 hour at 37°C. Then TMB substrate kit (Thermo 8ti®rnwas applied and reaction was
stopped with addition of an equal volume ofS@, (2N). 100 ul of reaction medium were then read
with TECAN Infinite M1000 plate reader (Tecan, Durham, NC). Moated scaffolds served as
blank. Values are reported to a standard curve done irigbaral

Scaffold cell loading measurement

Cell-seeding efficiency was performed using an indirect metAdigr 3 h of contact with 3.0
hMSCs, bone substitute was removed and cells that did not &dtéloh scaffold were quantified by
DNA picogreen® labeling. Then, cells that adhered to the bone swbstitere deduced by
subtraction. Briefly, cells that remained floating in thedinm and that adhered to the bottom of the
plate were lysed with Tris (10mM, pH8), EDTA (I1mM), 0.1%tdmni X100 and 0.2ng/mL of
proteinase K. Samples were incubated overnight at 52 °C andfribeen-thawed three times,
vortexed, and sonicated for 10 min. In parallel, a stahdarve with cell range from 0 to 3.10
hMSCs was carried out simultaneously. DNA samples were hinélb picogreen® (Invitrogen) that
only bound double-strand DNA. After 10 min of incubation at raemperature in the dark, the
fluorescence was measured at 520nm with TECAN Infinite M1000 pésiger (Tecan). Standard
curve was then used to quantify cells.

hMSC migration assay

Migration assays were performed in 24-well micro-chemotaxisnbbes (Corning Costar, USA)
using polycarbonate membranes withu8-pores as described previously [34]. Briefly, 2,5.10 P2
hMSC were starved in migration medium (MM) composed of RR&MO (Invitrogen), 0.25% BSA
(Fraction V, Sigma-Aldrich) for 24h, then they were seedethé upper part of a Boyden chamber.
The bottom part was filled with 0.6 mL of MM with soluble PT0Npg/ml, 50 pg/ml or 500 pg/ml) or
with a PTN coated TCP35 scaffold (0 pg/cm?, 4 pg/cm?, 10ngYy/®lates were incubated for 12 h at
37 °C. Then cells from the upper chamber and scaffolds in thenbchamber were removed and the

number of migrating cells was evaluated by a MTS asBegnfega). MTS reagent was added to the
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bottom chamber, after 4 hours at 37 °C in 5%, CID0u| of medium was collected and absorbance
was measured at 490 nm with TECAN Infinite M1000 plate reader ijJ.eCast was performed two
times for each of the 6 patients. Values are reportedadd ehange of the scaffold without PTN.
RT-gPCR

Total RNA was isolated from hMSC cultured on scaffolds on dayd0day 7 using an RNeasy mini-
kit as described by the manufacturer (Qiagen). Dnase (Qiggeated RNA were reverse transcribed
with RT superscript Il (Invitrogen), cDNA real-time ampliftean was performed with FastStart
Universal SYBR Green Master (Rox) (Roche, Meylan, Francedviollg manufacturer procedures
and monitored with the ABI Prism 7500 Sequence Detectione®ystPerkinEImer/Applied
Biosystem, Rotkreuz, Switzerland). Primers (Table 1)ewdsigned by Primer3output software [35]
and obtained by Eurofins MWG (Huntsville, Germany). Prinedfisiency was checked to be between
95% and 100%. Amounts of cDNAs of interevere normalized to GAPDH (ACT=CT gene of interest
CTearpr) and to day 0. Results are reported as relative gene exprézssioh.

Animal model and implantation procedure

Just after colonization by hMSC, scaffolds were subcutaneousplamted in the back of
immunodeficient mice. Eight (7 weeks-old) SCID mice purchdsmeh Charles River laboratories
(Chatillon, France) were used in this experiment in awme with French law on animal
experimentation. Isoflurane was used for anesthesia. Six subauwgadeosal pockets (0.5 cm
incisions) were prepared per mouse. Two different conditiomspiicate were tested per mice. Five
conditions were evaluated : TCP35 alone as negative controB3&fee), TCP colonized with hMSC
and then cultivated under osteogenic medium supplemented wittvV30-ascorbic acid-2-phosphate
and 10 mMB-glycerophosphate (Sigma Aldrich, Saint Quentin FallaWesince) during 7 days before
implantation, as positive control (T+), TCP35 coated with PatN10 pg/cm? without cells
(TCP35/PTN), TCP35 colonized with hMSC (TCP35/hMSC) or TCP3%daaith PTN at 10 pg/cm?
and colonized with hMSC (TCP35/PTN/hMSC). Tests were paddrwith hMSC from 2 different
patients. In each pocket, one TCP35 coated or not with PTNimiogtaor not containing MSC was
implanted just after colonization was done and then skin wasdloy suture. After 7 weeks, animals
were euthanized with an overdose of pentobarbital and speciwere excised and immediately fixed
in 70% ethanol for further histological studies.

Just after functionalization with PTN and washing stepsfaldafwere implanted in a bone defect in
rat. Twelve (9 weeks old) Wistar rats purchased from Ja(iwiance) were used in this experiment in
accordance with French law on animal experimentatiors Rate anesthetized with ketamine (100
mg/kg, Virbac Santé Animale, France) and xylasine (10 m@kger, Germany). Bone defects were
created in both femoral condyles of each rat. Then defamts filed with TCP35 coated with PTN
(TCP35/PTN) or not coated (TCP35free), 3 animals panpyrd scaffolds per animal. After 2 weeks
or 2 months, rats were euthanized with an overdose of pehtatbaand condyles were excised and

immediately fixed in 10% paraformaldehyde.
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Histology

Specimens were decalcified for 3 h (for mice speciment®y & days (for rat condyles) in 6.8% nitric
acid (VWR) and then rinsed in tap water before beingezided in paraffin. Sections (3 um) were
stained with Masson’s trichrome and visualized using standard light microscopy.

Statistical analysis

Results were expressed as mean of values + standard erro($id) from six independent patients
with at least 2 to 3 values per condition and per patientist&tal analyses were performed using a
one way anova Kruskall-Wallis test (GraphPad Software) efdffces between groups with a p-value

of <0.05 were considered to be significant.

Results

PTN induces migration and proliferation of mesenchymal stromal cells

We evaluated the chemoattractive and proliferation properti€I'hf on hMSC (Figure 1). PTN at
concentrations as low as 50 pg/ml and 500 pg/ml significantbngiates hMSC migration by 2 fold
(Figure 1A). PTN potentiates hMSC proliferation in a ddspendant manner with significant effect
at concentration from 100 pg/ml to 10 ng/ml (Figure 1B). Theselts suggest that PTN in bone
regeneration is able to recruit progenitors from surrounding tissuethan induce their proliferation
for efficient repair. Then PTN association to scaffotdsy be of great interest in bone regeneration.
PTN can be efficiently associated to biphasic scaffolds

We evaluated the efficiency of PTN coating on TCP35. Saidfokere incubated with

increasing quantities of PTN overnight (0, 5, 50 and 500 ng/rdlyepresented as pg of PTN
incubated per cm? of TCP35. After washing steps, remaining@dddfN was quantified by
adapted ELISA protocol compared to standard curve. CoatidaRibunt was reported as pg
of PTN coated per scaffold surface in cm2. Figuheirdicates that PTN is coated in a dose
dependent manner on TCP35 scaffolds. When TCP35 are ieduvdh 40 pg/cm? dose (50
ng/ml solution), 10% of PTN (4 pg/cm?) were coated on the ddafitv¥hen TCP35 are
incubated with 400 pg/cm? dose (50 ng/ml), 2% of PTN (10 pg/cm?) weredcoat the
scaffold. These coating efficiency percentages indieatapid saturation of binding sites.
PTN stability on scaffolds was further analyzed during onekwe aMEM 0.5% cifloxacin
PTN amount dosed at day O is stable for 3 days and began tas#etitereafter (Figure 2B).

PTN potentiates hMSC colonization and migration on TCP35 scaffolds.
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A challenge ér successful tissue repair is to increase the number ofinele implants to ensure
survival of sufficient cell amount. This can be achievediubh better cell colonization strategies of
the implantgn vitro before implantation or by increasing the recruitment o§enitor cellsn vivo by
the scaffold We evaluated the ability of hMSC to migrate through Boydeambers by putting
scaffold, coated or not with 2 different doses of PTN, gidain bottom chambers. We observed that
the 4 pg/cm?2 and the 10 pg/cm2 doses of coated PTN werdoabignificantly induce a 1.5 fold
increase of hMSC migration (Figure 3A). These results atdithat PTN is able to potentiate hMSC
migration suggesting that PTN is able to induce cell recruitnWet then determined the ability of
hMSC to colonize scaffolds functionalized or not with 2 diffitrdoses of PTN. In the absence of
PTN, cells colonization is not optimum since only 33% of seéexddls are localized in the scaffold.
Coating of scaffolds with either 4 pg/co10 pg/cm? of PTN induces a clear increase of colonization
efficiency to 83% and 77% respectively (Figure 3B). Then, PTIgwifgiant effect on scaffold
colonization by hMSC could be due, not only to its effechBt8C migration, but also to an additive
effect on adhesion.

TCP35 scaffolds modulate genes expression by hMSC during in-vitro culture.

To obtain an efficient bone formation, cells implantedhwicaffolds have to remain able to
differentiate toward osteoblasts or chondrocytes, to allowindpereitintramembraneous or
endochondral bone formation respectively. So we analyzed exprgssifites of osteoblastic,
chondrogenic and angiogenic genes by hMSC, during 7 days of culture, R8bTEigure 4). We
observed significant increases of osteogenic markers expression sagthgmontin (OP: 1000 fold),
bone morphogenic protein-2 (BMP-2: 500 fold), osteocalcin (OC: 40 fodd bone sialoprotein
(BSP: 20 fold) at day 7 as compared to day 0, whereas osti@of@C) is not modified (Figure 4A).
In these culture conditions on TCP35, expression of collagen 2, arogentt marker was increased
by 25 fold, whereas aggrecan (ACAN) expression was not modifisegebe days 0 and 7 (Figure
4B). Finally a 4-fold increase of angiopoietin 1 and VEGF expressions wereobtsyved (Figure 4
C).

PTN coated on scaffold potentiated chondrogenic gene expressions by hM SC.

We therefore evaluated the effect of PTN coating on bemgtype of MSCs cultivated on scaffolds
during 7 days. At day 7, the dose of PTN used for coating séemodulate osteoblastic genes
expressionindeed, when PTN was coated at 4 pg/cm2, BSP and OC exmesgaire increased by 7-
fold and 4 fold respectively, whereas 10 pg/cm? coating did notilaiedBSP expression and induced
OC expression by 3.5 fold (Figure 5A).

Concerning chondrogenic genes, whereas 4 pg/cm? dose did not hamdieasigeffect, 10 pg/cm?
dose potentiated ACAN (2 folds) and collagen 2 (7 folds) exjpresgFigure 5B). Finally PTN
coating did not affect the expression of angiogenic factors @BQJ.

These data indicate that PTN coating on osteoinductiveotdsuch as TCP35 is able to potentiate

chondrogenic differentiation of hMSCs at 10 pg/cm?.
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PTN associated to scaffolds and hMSCs do not potentiate osteoformation on ectopic site in
immunodeficient mouse.

We assessed PTN potential to modulate ectopic bone tiorma vivo. Five groups of engineered
scaffolds were analyzed and compared, for ectopic bone formaBi weeks after subcutaneous
implantation into nude mice: (1) TCP35free as negativeralpri2) TCP35/PTN; (3) TCBhMSC
(4) TCP35/PTN/hMSC and (5) T+, consisting of TIBMMSC cultured under osteoinductive medium
during 7 days as positive control. Masson's trichrome stainirsgusad to reveal collagenic matrix
organization and bone nodule formation characterized by dsiEgenic fibers (Figure 6A). In
parallel, semi quantitative evaluation of bone formation waf®peed (Figure 6B) according to index
scale between 0 and 5. Free scaffolds used as negative corgeritpre histological elements of bone
formation (0 value for bone formation index). In contrast, enaus dense collagenic deposition
characteristic of bone formation were clearly observethé positive contro(3.5 value for bone
formation index). When scaffolds were functionalized WRthN alone, results were similar to free
scaffolds, suggesting that PTNedmot have any effect on endogenous bone formation on ectopic site
When scaffolds were colonized with non induced hMSC a fewetber of bone nodules than positive
control were observefl.5 value for bone formation index). This could be due tonisit osteogenic
properties of hMSC and/or TCP35 osteoinductive effect on hMSCnehanitially showed on gene
expression in vitro (Figure 4). Wéddnot observe any inflammatory reactions in this animal model
PTN modulates bone repair on orthotopic sitein rat.

We assessed PTN potential to modulate orthotopic bone rapaimiodel of femoral bone defect in
rats. Two groups of engineered scaffolds: (1) TCP35free; (B3WETN were analyzed for bone
regeneration after 2 weeks and 2 mortthenplantation into the femoral condyle. Masson's trichrome
staining was used to reveal collagenic matrix organizatimu € 7). After 2 weeks of implantatioa,
slight invasion of inflammatory cells is observed between th#ad and cancellous bone (Figure 7
a,b). TCP35free scaffolds did not show remodeling processes whereaglantifieid tissue inside the
scaffold was observed in TCP35/PTN constructs (Figure 7c¢). Twaths after implantation,
TCP35free were invaded by a fibrous matrix without specifi@amization or collagen condensation
(Figure 7 d). After 2 months, a newly-formed cartilage tigguyeeared in TCP35/PTN constructs, with
an organization different to those classically observedrowth plates or in articular cartilage,
suggesting an endochondral bone formation process (Figuif@. Mereover, the presence of new
bone formation was visible inside the cartilaginous structiigufe 7 f). Altogether these data
demonstrate that PTN is able to induce endochondral bone formatiog degenerative process

vivo.

Discussion
Bone tissue engineering is an alternative to autologous bonemyialt is associated to a high risk of

morbidity and side effects [1]. In this aim, bone substitutes bessh developed to fill large bone
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defects. However, these scaffolds lack the matrix and celfolaponents required for efficient bone
regeneration. Strategies using BMPs had been tested and areeabw clénical surgery [36]. Despite
progresses in prognosis for patients, these applications aiieteelsto few applications and are still
associated with side effects such as osteolysis [37-39], indidhBngeed of new molecules for bone
tissue engineering. Then, the remaining challenge in bone engineering generate more
physiological repair process. Endochondral bone formation seems the beore efficient way to
attain this purpose according to the different cellular compenenblved in this process. Indeed,
endochondral bone formation goes along with vascular invasion and metrodeling [4]. We
previously proved that PTN is able to induce hypertrophy in chondroéndhMSC [26]. We suggest
that effects of PTN on hMSC chondrogenic properties could beluseallow endochondral bone
repair in vivo. We then decided to evaluate the association of PTN to bonéts#isson bone
formation and regeneration.

We demonstrated for the first time that our scaffolds based oroxyapatite and b-tricalcium
phosphate are able to adsorb PTN and to maintain thisdtiberéor up to three days. Hydroxyapatite
was described for its properties to bind proteins [40]. Coadifigiency of growth factors to bone
substitute depends on scaffolds composition. Altogether these dagsstitat interactions between
PTN and TCP35 are ionic. Even if this stability is short, geqpeession analysis suggest that it is
sufficient to modulate chondrogenic genes expression of hMSC afssisoticulture.

Association of osteoprogenitor cells to scaffolds pridnteivo implantation is a critical step to ensure
fast and efficient repair [3]. Some studies indicate thaicéestson of hMSC to TCPB-based scaffolds
allows efficient posterior spinal fusion [41]. Similar result®re obtained by associating pure
hydroxyapatite based scaffolds with hMSC in therapeutic potstadf large diaphysis defects [2]. Our
results indicate that PTN/TCP35 allows an optimization of sasffoblonization by hMSC in vitro.
Moreover our data indicated that PTN coated on scaffoldipstisesses chemoattractive properties on
hMSC. This is of great interest as it could permit to mabilizal endogenous progenitors in addition
to the use of exogenous transplanted therapeutic cells.

Numerous studies are performed on the ability of bone substitutresruit resident cells and then
commit them toward osteoblast or chondroblast phenotype to eas@féicient bone formation. Our
results indicate that TCP35/HA65 biphasic ceramic are able tméndsteogenic, chondrogenic and
angiogenic gene expression. These data suggest that TCP35 scafflddgremgthen bone formation
in vivo through their ability to potentiate osteogenic défdiation of hMSC. Moreover, their ability
to increase angiogenic factors expression by hMSC could improvaithigal of implanted cells by
facilitating vascular invasion of the implant.

Interestingly, PTN coating to the colonized scaffold clearjuced chondrogenic gene expressions,
such as Aggrecan (2 fold) and Collagen 2 (7 fold), but also BS®dRaind OC (3 fold). BSP and OC
are principally associated to osteoblast. However, someestidiicate that these proteins are also

very late markers of hypertrophy [42, 43]. These results eordiur previous in vitro results which
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demonstrated that soluble PTN treatment of hMSC is associatedhondrogenic differentiation of
these cells toward a hypertrophic state [26]. We then hypea#teshat PTN could optimize bone
repair through an endochondral bone formation.

We first tested this hypothesis in an ectopic subcutaneous modeinionodeficient mice. We
validated that association of hMSC to TCP35 allows bonedtion, probably through osteogenic
effects of TCP35 on hMSC and then intramembraneous ostedfonmaddition of PTN to these
constructs surprisingly did not potentiate bone formation. Theséts are in agreement with aar
vitro data showing no significant effect of PTN on osteoblastic ggpeession. Previous data showed
that PTN association to PLGA polymers and osteoinduced hMSCab&eto induce ectopic bone
formation [25]. These discrepancies with our results couldugeto the pre-differentiation status of
osteoblasts added that are more sensitive to PTN osteodfsits.eMoreover, we show that an
osteoinducer treatment of TCP35/hMSC constructs led to bomeation. Altogether these data
indicate that osteoinduction of hMSC is necessary to induce fwyng@ation in an ectopic site.
Inversely, in our case we used non preinduced hMSC on whattmizat with PTN induce primarily
chondrogenic differentiation instead of osteoblastic one. This chgenic effect of PTN could have
induced beginning of endochondral bone formation in our scaffolds.bbne formation type requires
osteoblasts recruitment from surrounding tissues [4]. As our scaffade grafted between skin and
muscle, tissues that do not contain osteoblasts, we hypothestizeith endochondral bone formation
process couldn’t have gone up to the end in these conditions.

To comfort our hypothesis, our results obtained in rat bone deiedel clearly demonstrate for the
first time that PTN associated to biphasic substitute is mbétimulate endochondral bone formation,
without addition of exogenous therapeutic cells such as hMSC. Duringherdiyal bone formation,
the final differentiation step of hypertrophic chondrocytesharacterized by the synthesis of a matrix
specific of the hypertrophic zone, just before apoptosis. This xriatthen submitted to vascular
invasion followed by chondroclasts mobilization. Finally, thesants are followed by the recruitment
of osteoblasts from surrounding tissues that will initiate bamedtion [4]. In our experiment we
clearly validated that PTN induces a formation of a neavtilaginous matrix deposition by
chondrocytes inside PTN coated scaffoM& suggest that PTN chemoattractant properties (our data
and [24, 25]) have enabled the recruitment of resident chondrobfaetienitor on orthotopic site.
Moreover, PTN may have induced their commitment toward artrgphic state as we previously
demonstrate that PTN induces hypertrophic commitment of hM&i@gichondrogenesis [26].
Whereas numerous data validated that the association of hiviBiomaterials accelerate bone repair
in a sheep model as well as in human diaphysis defect [2)i3{lata clearly indicate that association
of PTN alone to calcium phosphate scaffold had similar teféec bone regenerative process.
Therefore, it is therefore necessary to assess the caphbityie repair strategy combining scaffolds,
hMSC and PTN on orthotopic site, in order to further imprinecbone regenerative properties of our

constructs.
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Conclusion

In the case of bone defects resistant to conventional tregtmeeiv treatments involve BMP2
associated transplants which allow efficient bone formakimwever in some cases, osteolysis of the
repaired area was observed [37-39]. Therefore it seems ngcéssaduce a more physiological
process for bone repair to obtain a regenerated bone witlhuticgohal characteristics of the pre-
existing bone. In this purpose, new strategies involving endochondral bonatit;m provide an
essential parameter, taking into account the presertgeftrophic chondrocytes which will regulate
the repair process. In line with these requirements, and giveariginal in vitro and in vivo results,
highlighting PTN properties on endochondral bone formation, its associto hMSC and

biomaterials could be a very promising and innovative strategy.
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Gene

Primers sequence

Accession number

Product size

Glyceraldehyde-3-Phosphate
DeHydrogenase (GAPDH)

Bone SialoProtein (BSP)

Bone MorphoGenetic Protein 2

(BMP2)
OsteoCalcin (OC)

OsteoNectin (ON)

OsteoPontin (OF)

Collagen 241 (col2)

Aggrecan (ACAN)

Angiopoietin 1 (Angl)

Vascular Endothelial Growth Factor

(VEGF)

Tablel.Primer sequences

Housekeeping gene

forward 5°-TGC CTG ATG AGA CAG AGG TG-3’
reverse 5-TCC ACCTGG ACA GGATTA GC-3°

Osteoblasticmarkers

forward 5°-A44 ACC AAC AAA GCC AAG CA-3
reverse 5°-TTT CTG CCT CTG TGC TGT TG-3°

forward 5°-TGT GTC CCG ACA GAA CTC AG-3°
reverse 5°-ACA ACCCTC CACAACCAT GT-3°

forward 5°-GTG CAG AGT CCA GCA AAG GT-37
reverse 5°-TCC CAG CCATTG ATA CAG GT-3’

forward 5°-TGC CTG ATG AGA CAG AGG TG-3°
reverse 5°-TCC ACC TGG ACA GGATTA GC-3’

forward 5°-CGC AGA CCT GAC ATC CAG TA-3”
reverse 57-ATG GCC TTG TAT GCACCA TT-37

Chondroblastic markers

forward 5°-TGG A&A ACCTGG AAA AGCTG-3
reverse 5°-TGT GAC CTT TGA CAC CAG GA-3’

forward 5°- AGG AGT CCCTGA CCT GGTTT-3°

reverse 5’ -TTC AAC CAA ACTGGT GTC CA-37
Angiogenic growth factors

forward 5°-GGA CAG CAG GAA AAC AGA GC-3°
reverse 5°-GGG CAC ATT TGC ACATAC AG-37

forward 5°-AGG CCA GCACAT AGG AGA GA-3’
reverse 5°-CCTCGG CTT GTC ACATTT TT-3’

NM_002046.3

NM_004967.3

NM_001200.2

NM_1991734

NM_003118.2

NM_001040058.1

NM_001844.4

NM_0011353

NM_001199859.1

NM_001171628.1

97

34

99

95

82

92

98

85

93

100
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Figure 1. Effect of PTN on migration and proliferation of h(MS®@,){ After a 24h starvation hMSC were trypsinized aedded at 2.170
c/insert in the presence of different doses of PTN (thpghite boxes, 50 pg/ml: grey boxes, 500 pg/ridck boxes) in the lower chamber.
After 12 hours of incubation, migrating cells were mjifeed by a MTS test.B): hMSC were seeded at 1000c/cm? and treated with the
indicated concentration of PTN in 10% FCS suppleemedium. After 5 days, cell number was determineddowt after trypsination.
Proliferation rates of each condition is expressefdldschange of the control condition. Each test wasqumed in triplicate on hMSC from
6 patients. Values were normalized with the 0 doseach patient and analyzed by a One way anovskidfuwallis test (**: p<0.01; ***:
p<0,001).
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Figure 4. Effect of TCP35 on hMSC gene expression profile. Scaffleie seeded with 3.1@ells. After 7 days culture RNA were

purified, and analyzed fo\) osteoblastic differentiation markers: BMP2 (bone rhogenetic protein 2), BSP (bone sialoprotein),

OP (osteopontin), ON (osteonectin), OC (osteocalciB),ghondrogenic differentiation markers: ACAN (aggrecam) collagen 2 andd)

angiogenic gene : Angl (angiopoietin 1), VEGF (vascefalothelial growth factor) expressions. Tests weréopmed on hMSC from 6

patients. Expression levels are reported to GAPDId,reormalized with the day 0 value.
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Figure 6. Ectopic osteoformation in viva.CP35 functionalized or not with PTN; cellularizednat with hMSC were ectopically implanted
in the back of immunodeficient mice. Positive controhsist of a colonized TCP35 cultured for 7 days updeeoinductive medium before
implantation (6 scaffolds per condition). After 8 weesmplantation, scaffolds were retrieved and anadyly histology. A) Masson’s
trichrome staining of scaffolds slices. Arrows indicagevrbone formation. Each photography is representafiits condition (B) Semi-
guantitative evaluation of bone formation in scaffolsnaximum note of 5 is assigned to positive cdnffor each condition, 80 slices on
a total depth of 800um in the scaffold were bliraialyzed by 3 experimenters. Values were analyzed®ye way anova Kruskall-Wallis

test (***:p<0.001).
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Figure 7. Orthotopic bone regeneratioRCP35 alone (a,d) or functionnalized with PTN at §cp? (b,c,e,f) were implanted in a condyle
femoral defect of a rat (6 scaffolds per condition, 3 ratpedition). Scaffolds were harvested 2 weeks (a, b, 2)months (d, e, ,f) after
implantation. c: enlargement of the box in b. f.aegement of the box in e. Sc: scaffold, cb: canaslloone, F: fibrous tissue, C: cartilage,

nb: new bone, ?: undefined tissue. Bars represenp80(a, b, d, €) or 50 pm (c and f).
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CHAPITRE 3: Modulation de I’expression des protéoglycannes durant les

différenciations desCSM humaines

1 Introduction

Les protéoglycannesont des protéines sur lesquelles des chaines de GAG sostdeés;on
covalente sur des résidus sérine via un sucre de type xyloss.dellivent étre libres dans la matrice
extracellulaire ou liées a la membrane cellulaire. Cegqlycannes jouent 2 réles majeurs au sein
du microenvironnement cellulaire : (1) lls constituent des élémamtsitecturaux importants, au
travers de leur capacité a interagir avec le cytosqaalettia cellule ; (2) ils séquestrent, protegent et
modulent les interactions des facteurs de croissances avecdeepseurs et donc leurs activitésa
été montré quechaque organe possédait un panel d’expression de PG spécifique (pour revue
(Perrimon and Bernfield, 2000)¥’est également le cas de certains types cellulaires et de leurs
microenvironnementsPar exemple, 1’expression de I’aggrécanne est principalement restreinte a la
matrice cartilagineuse (Knudson and Knudson, 2001), tandis equ&DIC4 est plus ubiquitaire
(Wilcox-Adelman et al., 2002)On observe également des différences d’expression des PG en
fonction du statut de différenciation d’un méme tissu, en effet, le SDC3 n’est pas exprimé dans les
ébauches cartilagineuses des membres chez le rat lors du développmmemnnaire, cependant,
lorsque la zone hypertrophique des plaque de croissance siueprmt observe une expression
spécifique du SDC3 dans la zone de cartilage minéraliséesetlgoes la zone de cartilage en
prolifération ni dans la zone d’os nouvellement formé (Imai et al., 1998) Une seule étude a été
réaliséesur I’expression de quelques protéoglycannes par les CSMh en culture in vitro (Schofield
Gallagher, and David, 1999%nontrant que les PG GPC1, SDC4, SDC3 et SDC2 sont prédant
surface des CSM et PRCAN est retrouvé dans la MEC de ceeselldis ce répertoire reste pauvre
et il ne s’intéresse pas a la modulation du panel d’expression des PG durant la culture a long terme et
les différenciations des CSMh. Nous nous sommes ahbéressés a I’expression d’un panel plus large
de PG matriciels et membranaires durant la culture a lenmet et les trois différenciations
mésenchymateuses des CSMh. Nous avons étudié¢ I’expression de PG connus, entre autre, pour
moduler la signalisation cellulaire (SDCs, GPCs), mais\etent également dans la régulation de la
mise en place de la MEC notamment grace a leurs intamaciivec les fibrilles de collagene (SLRPs
PRCAN, VCAN, AGRIN). Sur la base de I’importance architecturale et fonctionnelle de ces composés
matriciels, nous émettons 1’hypothése qu’une telle étude permettrait de définir de nouveaux
régulateurs potentiels (1) du microenvironnement médullaire eeslénteractions avec les CSM (2)
de I’homéostasie de la moelle osseuse et de ses niches, (3) des processus pathologiques ou de

réparation d1’0s. Cette étude fait I’objet d’un article en cours de rédaction.
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2 Résultats

2.1 Protéoglycannes membranaires

2.1.1 Famille des syndécans

Les SDC sont une famille de 4 HSPG membranaires. Les SDCrpetgadement porter des
CS. Chaque SDC posséde un domaine intracellulaire, un domaem@embranaire et un domaine
extracellulaire qui est la région la moins conservée. Caidestaine présente des séquences
consensus de type Ser-Gly sur lesquelles se greffent de &haines de GAG. Les SDC coopérent
avec différents récepteurs dans la signalisation intraceéudies protéines Wnt, Hedgehog, FGFs et
TGF B. IIs peuvent aussi interférer dans 1’adhésion cellulaire médiée par les intégrines (Whiteford et
al.,, 2007) Leur interaction avec le cytosquelette d’actine via une interaction avec le systeme

Src/cortactin leur permet également de participercatdormation cellulaire (Kinnunen et al., 1998).
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Figure 25 Expression des Syndécans durant la culture & long tee et la différenciation des CSMh

Aprés 7 et 14 jours de culture de CSMh en milieu adipoinducteiandl chondroinducteur (gris),
ostéoinducteur (noir) ou en milieu basal (rayé blanmé), une analyse déexpression du syndécan 1 (SDC1),

du syndécan 2 (SDC2), du syndécan 3 (SDC3) et du syndécan 4 (SDCAatséefpar RT-qPCR sur les ARN
totaux. Le jour avant induction (JO) est représenté par desligsi Les valeurs représentent la moyenne et
I’écart type de 3 expériences réalisées sur 3 patients indépendaritss taux d’expression des génes étudiés sont
rapportés a un géne de ménage (GAPDH) selon la formi#fé®2"*"") Les valeurs sont analysées par un test
statistiqgue Kruskall-Wallis ONE WAY ANOVA entre lesmrditions par rapport au jour 0 (JO) (#: p<0.05; ##:
p<0.01; ###: p<0.001) et entre les différentes conditions (*p<G®&Y01, ***p<0,001).
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Au jour 0, les CSMh présentent une expression de SDC1 et SDU2erakent faible tandis

que I’expression des SDC3 et SDC4 est forté cours dda culture a long terme I’expression du SDC2

est induite et celle du SDC4 diminuéendis qu’on n’observe aucune modulation significative de

I’expression des SDC1 et SDC3. Les différenciations ostéoblastiques et adipogéniques soniéessoc
a une induction du SDC1 (x20) et du SDC2 (x4000) et a une inhikitiddDC3. La différenciation

adipogénique est égalememdsociée a une baisse significative de I’expression du SDC4. La

différenciation chondrogénique est associée a une inhibition @4 3D J7 puiga ’induction de son
expression et de celle du SDC1 (x3500) au J14. Le SDC2 et SDC3 ndagrepas de modulation
significative de leurs expressions par rapport au JO (Figure 25).

Bien que les SDC soient parmi les PG les plus ubiquitaies ¢evue (Carey, 1997)), on peut

cependant observer un panel d’expression différent pour chacune des différenciations étudiées des

CSMh.

212

Famille des glypicans

Les glypicans (GPC) sont une famille de 6 protéines membramaliéss a la membrane

cellulaire par une ancre de type glycosyl phosphatidyl ino&&Bll). Les GPC sont principalement

des HSPG (Figure 22). Le faitu'ls ne soient pas reliés au cytosquelette ni a des kinases

intracellulaires permet de penser qu’ils ont un réle de récepteur de basse affinité pour de nombreux

morphogenes (Tumova, Woods, and Couchman, 2000).
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Figure 26 Expression des glypicans durant la culture & longrn@e et la différenciation des CSMh
Aprés 7 et 14 jours de culture de CSMh en milieu adipoindugisdyr blanc), chondroinducteur (Ch, gris),

ostéoinducteur (Os, noir) ou en milieu basal (¢ blanc et noir), une analyse ldexpression du glypican 1
(GPC1), du glypican 2 (GPC2) et du glypican 3 (GPC3) est effectud®TpgPCR sur les ARN totaux. Le jour
avant induction (JO) est représenté par des pointillés. Lesrvalprésentent la mayee et 1’écart type de 3
expériences réalisées sur 3 patients indépendagitsaux d’expression des génes étudiés sont rapportés a un
géne de ménage (GAPDH) selon la formul@"¢*"PH) | es valeurs sont analysées par un test statistique
Kruskall-Wallis ONE WAY ANOVA entre les conditions peapport au jour 0 (JO) (#: p<0.05; ##: p<0.01; ###:
p<0.001) et entre les différentes conditions (*p<0,05,**p<0:®<0,001).
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Les CSMh a sous-confluence expriment les GPC1, GPC2 et GPC3 &emsxnsimilairs.
L’expression du GPC1 est augmentée significativement dans toutes les conditions par rapport au JO,
excepté pour la différenciation ostéoblastique. Les CSMindroinduites présentent la plus forte
induction du GPC1 (x100 au J14¥ PG est d’ailleurs significativement plus fortement exprimé
durant la chondroinduction que pendant les autres difféte@msale GPC2 est inhibé dans toutes les
conditions sauf dans la différenciation chondrocytaire qui ptéseme induction significative par
rapport aux autres conditions (500 fois par rapport au JO). Le GP@8 sgnificativement inhibé
dans toutes les conditions (Figure.26

A notre connaissance, il n’y a pas de données sur I’expression de GPC spécifique au cartilage.

En revanche, le GPC3 est indispensable a la différenciasigoldastique des cellules de lignées
ostéoblastique murine MC3TBL. En effet, I’extinction de son expression par des SiRNA inhibe
I’expression de RUNX2 au début de la différenciation. GPC3 semble donc important dans les phases
précoces de la différenciation (Haupt et al., 2009). GPC3 sembhlement impliqué dans
I’internalisation du glucose par les cellules adipeuses via une interaction avec le récepteur au glucose

GLUT4 (Taguchi et al., 2008).

2.2 Protéoglycannes matriciels

221 La famille des‘Small leucin repeats proteoglycan”

Les “Small leucin repeats proteoglycan” (SLRP) sont une famille de PG matriciels dont le
core protéique comprend de 6 a 10 résidus leucine adjacerkingioShinomura, and McQuillan,
1998; lozzo, 1999). Cette famille comprend, entre autre, laridéc@CN), le biglycanne (BGC), la
fibromoduline (FMOD) et le lumican (LUM).a DCN et le BGC peuvent lier le TGF B 1, modulant
ainsi son activité (pour revue (Knudson and Knudson, 2001))SLB® interviennent principalement
dans la mise en place et le maintient de la MEC grdeara interactions avec les collagénes. Ces
interactions leurs permettent de protéger les collagénes deagaotéGeng, McQuillan, and
Roughley, 2006) mais également d’organiser et de réguler la taille des fibres de collagéne (pour
revue: (Kalamajski and Oldberg, 2010)
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Figure 27 Expression des SLRP durant la culture a long termet la différenciation des CSMh

Apres 7 et 14 jours de culture de CSMh de trois patients e@eungitiipoinducteur (blanc), chondroinducteur
(gris), ostéoinducteur (noir) ou en milieu basal (rayé binwoir), une analyse dé&sxpression du biglycanne
(BGC), de la décorine (DCN), de la fioromoduline (FMOD) et duidam (LUM) est effectuée par RT-gPCR
sur les ARN totaux. Le jour avant induction (JO) est reptéspar des pointillés. Les valeurs représentent la
moyenne et I’écart type de 3 expériences réalisées sur 3 patients indépendagisaux d’expression des génes
étudiés sont rapportés a un géne de ménage (GAPDH) selomldgn2®"¢CA"PH) | es valeurs sont analysées
par un test statistique Kruskall-Wallis ONE WAY ANOVAtem les conditions par rapport au jour 0 (JO) (#:
p<0.05; ##: p<0.01; ###: p<0.001) et entre les différentes consliffp<0,05,**p<0,01, **p<0,001).

Les CSMh a sous-confluence présentent une forte expression des 4eStéRRci, les CSMh
non différenciéed confluence montrent une induction significative de I’expression de FMOD et LUM
alors que BGN et DCN ne sont pas modifiées significativement3 déd&renciations sont associées a
une forte diminution de I’expression de DCN, BGN et FMOD. En revanche, LUM est
significativement induit lors de la différenciation chondroagdik300) et adipocytaire (x25) a J14.
Aucune modification significative de DI’expression de LUM n’est associée a la différenciation
ostéoblastique (Figure 27

Ces données suggérent une implication importante de DCN, BEI@@D dans les fonctions
des CSMh, mais également I’importance de LUM dans le processus de différenciation chondrocytaire

et adipocytaire.
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2.2.2 Agrin, Perlecanne et Versicanne

L’agrin, un HSPG, a été primairement décrite comme régulateurladesynapse
neuromusculaire (Kim et al., 2008). Son role a été cependangli au maintient des propriétés des
CSH dans la moelle osseuse (Mazzon et al.,, 2012). Le PRCANi ast HSPG principalement
retrouvé dans la membrane basale. PRCAN serait impliqudalarise en place et la régulation de la
taille et de I’organisation des fibres de collagéne (Knudson and Knudson, 2001). Le VCAN est un
CSPG appartenant a la famille des lecticans. Cettdldasomporte les PG ayant le plus de chaines de
GAG attachées a leur core protéique (jusqu’a 100). VCAN intervient dans les mécanismes de

différenciation adipocytaire (Zizola et al., 2007) et choogh@re (Choocheep et al., 2010).
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Figure 28 Expression de I’Agrin, du PRCAN et du VCAN durant la culture a long terme et la
différenciation des CSMh

Apres 7 et 14 jours de culture de CSMh de trois patients Beunaidipoinducteur (blanc), chondroinducteur
(gris), ostéoinducteur (noir) ou en milieu basal (rayé blancog), une analyse dEexpression de 1’agrin
(AGRIN), du Perlecanne (PRCAN) et du versicanne (VCAN) est effepareRT-gPCR sur les ARN totaux. Le
jour avant induction (JO) est représenté par des pointillés. Les valeurs représentent la moyenne et 1’écart type de

3 expériences réalisées sur 3 patients indépendastsux d’expression des génes étudiés sont rapportés a un
géne de ménage (GAPDH) selon la formul&"A"PH) | es valeurs sont analysées par un test statistique
Kruskall-Wallis ONE WAY ANOVA entre les conditions paapport au jour 0 (JO)##: p<0.01) et entre les
différentes conditions (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001).

Les CSMh cultivées a sousnfluence expriment fortement I’AGRIN, le PRCAN et le
VCAN. La condition UD est associée a une augmentation de I’expression de I’AGRIN et de PRCAN
alors qu’aucune modification de 1’expression de VCAN n’est observée dans cette condition. La
différenciation adipocytaire est associée a une absence de modulation significative de I’AGRIN, du
PRCAN et a une inhibition dWCAN. L’ostéoinduction induit une diminution significative de
I’expression de VCAN, tandis que D’expression de '’AGRIN et de PRCAN n’est pas modifi¢e
significativement En revanche, la chondroinduction est associée a une induction de I’AGRIN (x20),
mais a une inhibition de PRCAN et VCAN.
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3 Discussion

Les propriétésles PG sont déterminées d’une part par les fonctions de leur core protéique et
d’autre part par les caractéristiques des chaines de GAG qui y sont covalemntachéd. Les PG sont
exprimés dans tous les tissus & des niveaux différents. Ainsi, cteltple posséde son propre panel
de PG (Perrimon and Bernfield, 2000; Schaefer et al., 20@8rminer ce panel d’expression durant
la culture et la différenciation des CSMh pourrait permeléreéfinir denouvelles cibles d’étude sur :

(1) leurs réle dans le maintient de la niche hématopoiét{guéeurs fonctions dans la moelle osseuse

et dans les processus de réparation osseuses dans lesquealsitdihegligiuées.

3.1 Les protéoglycannes et la niche hématopoiétique

La moelle osseuse est le siége de I’hématopoiese chez les mammiféres adultes. Ceci implique
gue les CSH soient dans un environnement qui leur permetbaideenir leurs propriétés souches ou
de s’engager vers une voie de différenciation cellulaire particuliére. Ainsi, le concept de « niche » a été
introduit dans le domaine de 1’hématopoiése (pour revue: (Bianco, 2011)). La niche hématopeiétiqu
est constituée de nombreux types cellulaires, tels que les lastésbles cellules endothéliales et les
CSM. Il devient cependant de plus en plus évident que leetis sont également impliqués.
Cependant, au contraire des CSM, il semblerait que lepadgs aient un effet inhibiteurs de
I’hématopoiése. En effet, a la naissance, la totalitdgsiéangs possede de la moelle dite « rouge »,
siége de I’hématopoieése. Lors du vieillissement, et ce de facon ditiéle en fonction des os
considérés, la moelle « rouge » subie une modification de sgencocellulaire conduisant a une
augmentation de la part des adipocytes, laissant ainsi placen@elle « jaune ». Ces modifications
sont associées a un arrét de I’hématopoiese, ce phénomene peut cependant étre inversé slans de
conditions qui ne sont pas encore connues. Ces données suggerestaglijgoleytes maintiendraient
les CSH dans un état indifférencié, que ce soitupaslocage de I’approvisionnement sanguin (par
collapsus des vaisseaux) ou par une modification de la régulationctiesr§ de croissance par les PG
présents a la surface des adipocytes ou relargués dansréemaironnement (pour revue: (Bianco,
2011)). La capacité des PG a moduler les effets des facteursisEaces suggere que les PG
produits par les CSMh et les adipocytes pourraient intervéains le maintient de la niche
hématopoiétique.

Ainsi, une étude différentielle des PG exprimés par les CSNésetadipocytes pourrait
permettre d’identifier les PG impliqués dans le maintient de la quiescence ddseC&ux impliqués
dans la différenciation des CSH.

La présence de DCN et de BGN dans la MEC est importantdegpsurvie des CSM. En effet,

les CSM inactivées po I’expression de ces 2 PG ont un taux d’apoptose plus élevé que les CSM
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sauvages. Ce phénotype est du a un manque de séquestration de TGFp 1 dans la MEC (Bi et al., 2005)
hors, nos résultats indiquent que les CSMh non différenciéesrexgries ARN de ces 2 PG. Ainsi
les CSMh produiraient les facteurs nécessaires a leur survie. Noosons également que
I’expression de ces 2 PG et de FMOD est fortement inhibée pendant la différenciatignoagliaire.
Suggéranteurs roles dans le maintient de I’hématopoiesd.’étude de I’influence de ces 3 SLRP sur
les propriétés des CSH pourrait permetfifélucider un nouveau mécanisme de régulation des
interactions des CSM vis-a-vis des CSH.

Nos résultats montrent que les CSMh expriment le PRCAIS gloe les CSM adipoinduites
montrent une forte baisse de son expression. Ce PG est connuppuosétés angiogéniques. En
effet, le PRCAN peut se lier au VEGFR1 porté par les lesllendothéliales, permettant ainsi son
activation (Ishijima et al., 2012) a régulation de VCAN durant la culture a long terme et la
différenciation adipocytaire des CSM est similaire a ad#leBGN et DCNL’expression de PRCAN
et de VCAN par les CSMh pourrait expliquer leurs propriétéangiogénique, mais également
suggéret’implication de PRCAN et de VCANdans I’hématopoiése.

L’AGRIN a été précédemment montrée comme étant exprimée par les CSMh et nécessaire a la
survie et a ’expansion des CSH les plus immatures ((Mazzon et al., 2012)). Nos résultats confirment
gue les CSM expriment AGRIN, et que son expression est forténiénée lors de la différenciation
adipocytaire Cette absence d’expression de ’AGRIN par les adipocytes pourrait en partie expliquer
leur inaptitude a soutenir I’hématopoiese.

Inversement, I’expression de GPC1 est induite durant la différenciation adipocytaire par
rapport aux CSM non différenciées. Ceci suggére que GPC1 mmiri@tre impliqués dans la
guiescence des CSH observée dans la moelle « jaune ».

Les PG les plus fortement exprimés par les CSM sont des CSPG (SIRMS), alors que
ceux exprimés par les adipocytes sont principalement des HSP@ (&IPCs). Ceci suggére que le
maintient de I’hématopoiése est régulé par les CS et que le maintidmtgdéescence des CSH serait

plutét régulé par les HS.

3.2 Les protéoglycannes et la régénération osseuse

La régénération osseuse des o0s longs passe par le recrutement deitepirsgé
mésenchymateux sur le site de lésion. Les progéniteurs se diféérteansuite en chondrocytes pour
former une ébauche cartilagineuse. Enfin, aprés I’apoptose des chondrocytes, le callus est envahi par
les ostéoblastes qui formeront la matrice osseuse. Ces phénaoénssperposés dans le temps dans
le callus.

Les CSM participent a la régénération osseuse en procurant d’une part les facteurs de

croissance et de différenciation nécessaires a la répanaas,également comme source cellulaire
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pour la formation des tissus cartilagineux et osseux retrouvé dgmcessus (pour revue (Bielby,
Jones, and McGonagle, 2007)ne étude de Song et al. a montré que 1’expression des PG était
finement régulée dans le callus aprés une fracture induitelemat , avec une augmentation précoce
de I’expression de PRCAN et SDCI lors de la régénération osseuse (Song et al., 2006).

Nos résultats montrent que les CSMh expriment le PRCAN awvauwn élevé ainsi que le
SDC1 lors de la différenciation chondrogénique. PRCAN posséslepapriétés angiogéniques
((Ishijima et al., 2019) Les CSMh pourraient donc induire I’invasion vasculaire du callus par
I’intermédiaire du dépot de PRCAN dans la MEC du callus. Durant la formation du callus,
I’expression de GPC3 diminue et celle de GPC1 augmente aux débuts du processus de régénération
(Song et al., 2006Nos résultats indiquent que I’expression de GPC1 est fortement induite durant la
chondroinduction tandis que le GPC3 est exprimé par les CSM noreddiées et diminue lors de la
différenciation.La modulation de I’expression de ces PG lors de la régénération osseuse observée par
Song et al. pourrait étre due au recrutement de progénitesenamgmateux et a leur différenciation
chondrocytaire.

Nos résultats montrent que GPC2 est induit durant la diifégon chondrogénique, il serait
intéressant d’étudier le role de ce PG dans la différenciation chondrocytaire, mais également dans la
réparation osseuse.

Nous montrons que le traitement chondroinducteur potentialise 1’expression de I’AGRIN par
les CSMh 1l a été précédemment démontré que I’AGRIN était localisée au niveau de la zone de
prolifération et préhypertrophique des plaques de croissanc&plétionde I’AGRIN dans des souris
conduit & une diminution de la taille des plaques de croissance et de la taille des os de I’animal. De
plus, le cartilage des plagues de croissance de ces animauxerasenarquage des GAG sulfatés au
bleu alcian ou a la safranin O moins fort que les animaux gasi{glausser et al., 2007). Ces données
indiquent que I’AGRIN est importante pour le dépdt de GAG dans la matrice, et donc son implication
dans la différenciation chondrocytir

Le role des CSM dans la formation du callus et la réparation osseuse n’est pour I’instant que
peu documenté. Les propriétés de régulations des facteurs darmeigpar les PG en font de bonnes
cibles d’étude dans le cadre de la réparation tissulaire. Ainsi, I’étude des propriétés différenciatrices et
régulatrices de I’inflammation des PG produits par les CSM lors de leurs différenciations pourrait

permettre de mieux comprendre leur durant la réparation osseuse.
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RESULTATS ET DISCUSSIONS

Chapitre 4

Potentialisation des propriétés des CSM de rat par les
mimétiques des GAG.
Application dans un modele murin d’ostéoformation
ectopique, associant biomatériaux, mimétiques et CSM

humaines
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CHAPITRE 4 : Potentialisation des propriétés des CSM de rat par les
mimétiques des GAG. Application dans un modé¢le murin d’ostéoformation

ectopique, associant biomatériaux, mimétiques et CSM humaines

1 Introduction

Le travail présenté dans ce chapitre fait partie dedaet de Guilhem Frescaline, doctorant de
I’ED 402 Sciences de la Vie et de la Santé sous la direction de Patricia Albanese. Ma participation
active & ce travailt me permet de signer ®haiteur deux des articles de Guilhem. Le résultat de ce
travail ouvre également d’importantes perspectives quant aux applications thérapeutiques de HARP
via son association aux GAG mimétiques qui seront discutéefinade ce manuscrit.

L’ostéogénése est un processus soigneusement orchestré dans le temps et par plusieurs
facteurs de régulation de la prolifération et de la difféedion ostéogénique dont le FGF-2 et les
GAG (Bramono et al., 2012; Manton et al., 2007; Moore ePAD2; Quarto and Longaker, 2006).

Le FGF-2 stocké dans la MEC osseuse stimule la proliférationedledes stromales et des
ostéoblastes (Jackson, Nurcombe, and Cool, 2006). Des études imntiviémontré son effet
inducteur sur la formation osseuse (Montero et al., 2000). fbisites données obtenues in vitro sont
contradictoires. En effet, I’ajout de FGF-2 exogéne peut avoir un effet potentialisateur ou inhibiteur de
la différenciation ostéoblastique, en fonction de la dose & derée du traitement (Dombrowski et
al., 2009; Hanada, Dennis, and Caplan, 1997; Ling et al., 2006gMbat., 2002; Pitaru et al., 1993;
Quarto and Longaker, 2006).

Différentes familles de GAG sont successivement exprimées au cours de ’ostéogénése et
participent activement & sa régulation (Nurcombe et al., 28@rini les GAG, les réles des HS sont
prépondérants, car ils potentialisent I’activité de nombreux facteurs de croissance impliqués dans la
différenciation ostéogénique tels que le FGF-2, les BMPs ®GFef1. L utilisation de HS a montré
un effet inhibiteur sur ’ostéogénése par inhibition de I’activité du FGF-2 (Dombrowski et al., 2009)
Bien que les GAG puissent moduler la différenciation ostéogénaginombreuses questions restent
en suspend quant a leurs effets individuels spécifiques ainsugues mécanismes déclenchés en
aval.

L’utilisation d’analogues des GAG dont on maitrise la structure permet 1’étude des relations
entre la signature chimique d’un GAG naturel et sa fonction biologique. La société OTR3 développe
de tels mimétiques structuraux appelés RGTA pour « Regeneratimg »A@Barritault and Caruelle,
2006). Les deux molécules leader sont appelées,GT&® OTRus:. Elles présentent des taux de
substitution en groupement sulfates et carboxyméthyles similairesux des HSCependant,d

molécule OTRy3; est acétylée au contraire de I’OTR4120 Cette famille de molécules présente un fort
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potentiel thérapeutique, expliqué en partie par le fait gsienméécules sont résistantes au clivage des
glycanases relarguées dans la MEC lors des lésions tissula@lesleur permet de restructurer ce
microenvironnement particulierement dégradé dans ces situationsogatbek et de fournir une
architecture matricielle adoc pour le nichage des cellulpbguges dans le processus de répar ation.
Enfin, leur effet thérapeutique s’ explique également par leur capacité a stabiliser et protéger les HBGF
des dégradations enzymatiques in vitro. Les GAG mimétiquesnentent donc la demi-vie des
HBGF et potentialisent leurs activités biologiques, contrargraux GAG endogénes dégradés dans
le microenvironnement lésé (Alexakis et al., 2004). Leur effiégmib-régénérative a été démontrée
dans de nombreux mélds animaux de 1ésions, telle que 1’ulcére nécrotique de la peau, I’ischémie des
muscles squelettiques et cardiaques, et la réparation de déteux (Escartin et al., 2003; Garcia-
Filipe et al., 2007; Lafont et al., 2004).

De précédent travaux ont montré que I’utilisation de mimétique de GAG permet la
régénération d’une craniotomie chez le rat en comblant le défaut par un tissu osseux, mais également
en reconstituant la suture sagitale (Lafont et al., 200d)e hypothése est que ’effet régénératif de
ces mimétiques pourrait étre du a leur capacité a moldsl@ropriétés de cellules souches, résidentes
sur le site de la Iésion ou mobilisées a partir de la péript&oigr étayer cette hypothése, nous avons
voulu étudier si les effets régénératifs des GAG mimétiquegras dans un modéle de réparation
osseuse de la calvaria de rat, pouvaient étre dus a wteraent de CSM immatures et a leur
orientation vers un phénotype ostéogénique plus mature. En éffietdonnées de la littérature
soutiennent cette hypothése.

(1)L’étude histologique de Lafont et al. a montpée 1’application topique de ces RGTA avait
recréé un microenvironnement favorable a la suture de blessuresnogmiet suggére que cela
pouvait étre du a la migration d’ostéoprogéniteurs a partir de la dure-mére (Lafont et al., 2004).

(2)Un composé de cette famille, utilisé in vitro seula@gocié a du FGF-2;anpas modifié la
prolifération de cellules ostéoblastiques murines mais a stimulé 1’expression des marqueurs
ostéoblastiques comme I’ALP (Blanquaert, Barritault, and Caruelle, 1999).

(3)Des résultats obtenus palbanese et al. ont montré que I’injection périphérique de GAG
mimétiques de structures différentes induit la mobilisatiors de&SH et de progéniteurs
hématopoiétiques de la moelle osseuse vers le sang périghéiigla création d’un gradient de

« stromal derived factor 1 » (Albanese et al., 2009).

Pour conforter notre hypothése, nous avons étudié si les miggtigliR 120 et OTRys:
étaient capables de moduler différentes propriétés de CSM denpdifiées en présence ou non de
FGF-2 (populations rCSM(+) et rCSM)-Nous avons tout d’abord évaluél’influence des mimétiques
sur la clonogénicité des rCSNNous avons ensuite détaillé les effets individuels de 1’exposition

continue au FGR; de I’ajout exogéne de mimeétiques ainsi que la combinaison des deux traitements
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sur la prolifération, la migration et les processus de difféatinai adipogénique et ostéoblastique.
Nous avons également évalué 'influence du FGF-2 sur les effets des mimétiqgues en analysant les
propriétés de prolifération et de migration des rCSM dans lezeméonditions que précédemment en
présence ou non de SU5402, un inhibiteur du FGFEBes résultats font I’objet de Iarticle 4 publié a
“Stem Cell Researtl{Frescaline et al. Stem Cell Res 8(2), 180}&2sont présenté ci-apres.

Dans un second temps$objectif majeur de ces études étant de démontrer que ces molécules
peuvent étre associées a des CSM dans le cadre des théragigérseation osseuse. Nous avons
donc également évalué leur aptitude a potentialiser lmation osseuse dans un modéle
d’ostéoformation in vivo.

Les résultats de I’article 4 montrant pour la premiere fois les effets potentialisateurs des
mimétiques sur les propriétés de prolifération, migrationiféérdnciation des rCSM, nous avons
considéré OTR,, comme molécule leader dans le cadre de la différenciasi@ollastique. Nous
avons donc envisagé de 1’associer a des substituts osseux poreux en céramique, déja commercialisés,
fournis par la société CERAVER. Notrgpothése est que la présence d’une matrice dérivée d’un
polymére de dextranne sulfaté a la surface des biomatériauxsgtiihieur colonisation in vitro par
les CSM ainsi que leurs fonctionnalités in vivo.

Dans un but d’application humaine, nous avons tout d’abord validé queles effets de I’OTR 4120
initialement démontrés sur les rCSM, étaient égaleméattiés sur les CSMh. Nous avons ensuite
mis au point les protocoles de greffage covalent du mimétiguesshiomatériaux et réalisé des tests
fonctionnels in vitro sur les propriétés des CSMh. Ces tests ont détegue OTRy, Optimise la
différenciation ostéaoblastique des CSMh ainsi que la colimisdes substituts par celles-ci. Enfin,
nous avons évalué ’efficacité des associations mimétiques/CSMh/biomatérisuxl’ostéoformation
in vivo. Pour cela, nous avons réalisé des greffes de ces tmplams des poches sous-cutanées de
souris immunodéficientest analysé la néoformation osseuse et le remodelage de 1’implant 2 mois
aprés I'implantation. Ces résultats font 1’objet de I’article 5 actuellement en révisiona “Tissue
engineering” et sonfprésentés a la suite de I’article 4.

Ces travaux montrent que les GAG mimétiques et plus partienlént OTR;,0 ont des
propriétés chemoattractives et prolifératives sur les CSMamaw et de rat. De plus, OZiR induit la
différenciation ostéoblastique de ces cellules, indiquant sompdtentiel dans le cadre des thérapies
ostéoréparatrices. L’implantation in vivo de constructions OTR4120/CSMh/biomatériaux en site
ectopique chez la souris immunodéficientes montre que ilegtgues permettent un recrutement

efficace de progéniteurs ostéoclastigues mais également uneinvasculaire importante.
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Abstract  Successful use of stem cell-based therapeutic products is conditioned by transplantation of optimized cells in per-
missive microenvironment. Mesenchymal stem cell (MSC) fates are tightly regulated by humoral factors, cellular interactions
and extracellular matrix (ECM) compaonents, such as glycosaminoglycans (GAG), which are complex polysaccharides with struc-
tural heterogeneity. During osteogenesis, a temporally controlled expression of particular GAG species is required to interact
with specific growth promoting and differentiating factors to regulate their biological activities. As a comparative tool to study
natural GAG, we used structurally and functionally related synthetic GAG mimetics. One of these compounds [OTR,;,0] was
previously shown to stimulate bone repair in rat models. Here, we demonstrate that structurally distinct GAG mimetics stim-
ulate differentially clonogenicity, proliferation, migration and osteogenic phenotype of MSC in vitro, according to their specif-
ic chemical signature, underlying the role of sulfate and acetyl groups in specific interactions with heparin binding factors
(HBF). These effects are dependent on FGF-2 interactions since they are inhibited by a FGF receptor 1 signaling pathway
blocker. These data suggest that the in vivo [OTR,y20] bone regenerative effect could be due to its ability to induce MSC migra-
tion and osteogenic differentiation. To conclude, we provide evidences showing that GAG mimetics may have great interest for
bone regeneration therapy and represent an alternative to exogenous growth factor treatments to optimize potential thera-
peutic properties of MSC.

© 2011 Elsevier B,V. All rights reserved,

Abbreviations: GAG, glycosaminoglycan; riSC, rat mesenchymat stem cells; ECM, extracellular matrix; HBP, heparin binding protein; HS,
heparan sulfate; CS, chondroitin sulfate; BMMC, bone marrow mononuclear cells; CFE, colony forming efficiency; CFU-F, colony forming unit-
fibroblastic; FCS, fetal catf serum

* Corresponding author at: Université Paris Est Créteil, Faculté des Sciences et Technologie, CRRET Laboratory, 61 avenue du Genéral de
Gaulle, 94010 Creéteil cedex, France. Fax: +33 1 4517 18 16.
E-mail address: albanese@u-pec.fr (P. Albanese).

1873-5061/5 - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/§.s¢r.2011.09.005

133



GAG mimetics potentiate the clonogenicity, proliferation migration and differentiation properties 181

Introduction

Mesenchymal stem cells (MSC) have a number of potential
therapeutic applications for tissue regeneration, due to
their ability to differentiate into various lineages. Studies
of their mechanism of action have suggested that MSC trans-
plants are short-lived in vivo and that their therapeutic
properties are largely related to paracrine interactions
with endogenous tissue and host immune cells, through the
release of soluble mediators that elicit the biological re-
sponse. The osteogenic potential of MSC is currently largely
exploited in bone regeneration applications, since their im-
munomodulatory capacities were thought to be profitable
in therapy against graft-versus-host disease. However, such
therapeutic applications of MSC products have demonstrated
their limited efficacy in bone formation. Thus new tissue en-
gineering strategies are currently being developed based on
the association of humoral growth factors and scaffolds, able
to mimic proper extracellular matrix (ECM) microenviron-
ment, in which therapeutic MSC are expected to survive,
proliferate and differentiate more efficiently.

Sulfated glycosaminoglycans (GAG) are major ECM com-
ponents. GAG have not only structural but also functional
roles since they participate in the regulation of biological
processes such as cell growth, migration and differentiation.
The structure of GAG is highly complex because of the great
heterogeneity in the degree of substitution and the variable
positioning of their sulfate and acetyl groups. Such variabil-
ity affects the intra-molecular repartition of ionic charges
and hydrophobic/hydrophilic regions and also their interac-
tions with surrounding molecules. Heparan sulfates (HS)
are the GAG family members with the highest structural
complexity. The presence of spatially discrete sulfated do-
mains in HS structures is a unique feature conferring specific
physicochemical and biological properties to these sugars. It
is now accepted that particular structural characteristics
may allow GAG to modulate the activities of numerous regu-
latory factors like heparin binding proteins’ (HBP), which in-
clude growth factors, chemokines, cytokines and enzymes,
(for review, Gallagher, 2006). GAG thus provide matrix-
bound or cell surface-bound reservoirs for HBP, protecting
them from proteolytic degradation and increasing their
half-life. Because of their ability to stabilize growth factors,
GAG act as modulators of their bioavailability (for review,
Handel et al., 2005) and thus as initiators of HBP signaling
(Friedl et al., 1997).

Osteogenesis is a carefully orchestrated series of events that
requires a timely regulated expression of growth promoting and
osteogenic differentiation factors, but also of GAG. The basic
fibroblast growth factor (FGF-2) is a HBP produced by osteo-
blasts and stored in the bone ECM, from where it can modulate
bone marrow stromal cells and osteoblast proliferation through
autocrine/paracrine mechanisms (Jackson et al., 2006). In vivo
studies have demonstrated the significant effect of FGF-2 on
bone formation (Montero et al., 2000), whereas the complexity
of its mitogenic activity has been pointed out in in vitro studies:
FGF-2 has stimulatory (Ling et al., 2006; Pitaru et al., 1993) or
inhibitory (Hanada et al., 1997; Dombrowski et al., 2009) ef-
fects on osteogenic differentiation of mesenchymal cells
depending on dose and duration of treatments. Since it is well
known that distinct functional GAG are produced along the os-
teoblast differentiation process (Nurcombe et al., 2007), it is

hypothesized that GAG structural changes could then be impli-
cated on differential FGF-2 regulations. Accordingly, increased
levels of key enzymes involved in GAG biosynthesis were corre-
lated with ECM mineralization during osteogenic differentia-
tion of MSC (Muller et al., 2008), whereas inhibition of GAG
synthesis blocked the mitogenic effect of FGF-2 on osteoblasts
(Molteni et al., 1999). FGF-2 activity on cell growth and differ-
entiation were positively or negatively regulated by specific
heparin saccharides (Ostrovsky et al., 2002; Goodger et al.,
2008) and particular HS saccharides have shown an inhibitory
effect on osteogenesis through inhibition of FGF-2 activity
(Guimond and Turnbull, 1999). The effects of both FGF-2 and
HS on rat MSC proliferation and differentiation are mediated
through FGF receptor 1 (FGFR1) (Dombrowski et al., 2009).
Moreover, structural signatures of HS have also been implicat-
ed in the regulation of the biological activity of other osteo-
genic factors such as bone morphogenic protein (BMP)
(Manton et al., 2007).

Since GAG effects are potentially related to their abilities
to modulate osteogenic factor activities, more information
on their chemical structure is still required for a better under-
standing of these complex processes. A family of sulfated poly-
saccharides, structural and functional analogs of natural GAG,
has been developed as a new approach to integrate the rele-
vance of the chemical signatures of GAG to their biological
function. The interest of such GAG mimetics is that their struc-
tures can be modulated by chemical synthesis, allowing avail-
ability of well-characterized products with high therapeutic
potential (Papy-Garcia et al., 2005). These compounds, also
named RGTA (for ReGeneraTing Agents), improved both the
efficiency and quality of wound healing after local treatment
in numerous animal models of injury, such as skin (Garcia-
Filipe et al., 2007), muscle (Meddahi et al., 2002) and bone re-
pair (Escartin et al., 2003; Lafont et al., 2004). Their regener-
ative properties could be partly explained by their interactions
with HBP (Meddahi et al., 1996; Desgranges et al., 1997). Some
studies on this family of compounds have shown that they are
more stable than natural GAG because they resist glycanase
activities (Meddahi et al., 2002). This property enhances
their ability to stabilize and protect HBP from enzymatic deg-
radations in vitro, increasing their half-life and improving
their biological effects, as compared to endogenous GAG
(Rouet et al., 2005; Garcia-Filipe et al., 2007). In particular,
a GAG mimetic induced closure and repair in a model of tre-
phine skull defect in rats in which no spontaneous healing oc-
curred (Lafont et al., 1998). This molecule also accelerated
the spontaneous healing process observed in rat craniotomy
defects (Colombier et al., 1999). In vitro investigations demon-
strated that the mimetic, used alone or associated with FGF-2,
stimulated the expression of osteoblast markers such as alka-
line phosphatase without modifying the proliferation of
MC3T3-E1 osteoblastic cells derived from mouse calvarias
(Blanquaert et al., 1999). Moreover a kinetic study of the
early regenerative effects of the mimetic during skull suture
indicated that the treatment could have elicited a favorable
microenvironment promoting the commitment of dura mater
cells which are the primary source of osteoprogenitors (Lafont
et al., 2004).

To explain this effect of GAG mimetics on bone regenera-
tion, we hypothesize that it is partly due to their capacity to
modulate endogenous MSC properties in vivo. Therefore, to
validate this hypothesis we investigated in this study whether
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some particular mimetics are able to potentiate effectively
the properties of rat MSC (rMSC) in vitro. Two different mi-
metics with specific structural signatures, [OTR4120] and
[OTR4431], were compared to natural GAG on their ability to
modulate clonogenicity, growth, migration and osteogenic
differentiation of rMSC. Each GAG mimetic was used in rMSC
culture, alone or in combination with a long term treatment
with FGF-2, to assess the advantages of a GAG mimetic condi-
tioning prior to therapeutic treatment of bone defect by MSC.

Results

Effects of GAG and FGF-2 on colony forming efficiency
of rat MSC

Colony forming efficiency (CFE) of rMSC was evaluated from
bone marrow mononucleated cells (BMMC) cultured in medi-
um supplemented or not with GAG mimetics, [OTR4431] Or
[OTR4120], or heparin or FGF-2 for 10 days (Fig. 1). Exposure
of cells to GAG mimetics or to heparin induced an increase of
the CFE as compared to untreated cells (CT). Although some
inter-individual variability in the intensity was observed, this
effect was significant for the mimetic [OTR4120], with a 3
fold increase (p<0.05). Surprisingly, exposure to FGF-2 de-
creased by half the CFE of BMMC (p<0.05). For further ex-
periments, rMSC expanded in the absence or presence of
FGF-2 were respectively named rMSC(-) and rMSC(+) and
used for testing GAG mimetic effects on MSC properties.

In order to characterize rMSC populations obtained in these
culture conditions, cell surface antigen expressions were ana-
lyzed by flow cytometry from the initial BMMC whole fraction
to the amplification steps, during passage 1 and 2 (P1 and P2)
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Figure 1  Effect of GAG mimetic, Heparin and FGF-2 treat-

ment on rMSC clonogenicity. Colony Forming Efficiency (CFE)
of rat MSC were evaluated as the number of CFU-F at day 10
per 10° BMMC seeded, without (CT) or with GAG mimetics
[OTR4131] and [OTR4120] (100 ng/ml), Heparin (100 ng/ml) and
FGF-2 (5 ng/mL). Each CFE is the mean of the value obtained
for at least 3 wells of 6-well plates per condition and per rat
sample. Experiments were performed on N=6 independent
animals.

(Table 1). In the absence of FGF-2, mesenchymal marker ex-
pressions, including CD44, CD54, CD73 and CD90, increased
during the subculture and were highly expressed (90% to 99%)
at P2. During this rMSC(—) subculture, the percentage of cells
expressing hematopoietic markers, such as leukocyte CD45
and macrophage CD11b, decreased progressively, from 59%
and 55% of the BMMC at day 0 respectively to 7% and 10% at
P2, corresponding to elimination of non adherent hematopoi-
etic cells from the culture. In the presence of FGF-2, CD44
and CD54 expressions were always highly expressed (98% and
95% respectively), while lower percentage of cells expressed
CD73 and CD90 (72% and 62% respectively) at P2, and percent-
ages of positive cells for the two hematopoietic markers still
high (35% and 28% respectively). CD31 expression was initially
low on BMMC at day 0 and decreased with subculturing inde-
pendently of FGF-2, suggesting that endothelial cells disap-
peared gradually from the culture. These data indicate that
subcultures of rat BMMC performed in the absence of FGF-2
resulted in a cell population enriched in mesenchymal progen-
itor cells. In the presence of FGF-2 the CFE was decreased and
contaminating cells are present, despite homogeneous mor-
phology and clear expression of mesenchymal markers.

Effects of GAG and FGF-2 on rMSC growth

Effects of mimetics or natural GAG on the growth of the rMSC
(—) and rMSC(+) populations were tested in 2% FCS (Fetal
Calf Serum) medium for 72 h (Fig. 2). In the absence of
FGF-2 long term treatment (Fig. 2A), HS and heparin had sig-
nificant effects on the growth of rMSC(—) with maximal in-
creases of 1.5-fold and 1.6-fold respectively for the
100 ng/mL dose. Similar growth effect on rMSC(—) was only
observed with addition of the acetylated and sulfated GAG
mimetic [OTR4431] (1.25-fold increase with 100 ng/mL
dose) whereas no significant effect was observed with the
sulfated analog [OTR4420] (non acetylated compound). As a
positive control, a 2 fold increase of rMSC(—) growth was
obtained in the presence of FGF-2. Since HS is a co-
receptor for the FGF/FGFR complex and because FGFR1 is
a high affinity receptor for FGF-2 binding, the same experi-
ments were performed in the presence of SU5402, the chem-
ical inhibitor SU5402 of FGF-R1 signaling. Addition of this
blocker was effective since we noted an inhibition of cell
growth induced not only by FGF-2 but also by natural GAG
and by the mimetic [OTR4131] as well. These results indicate
that the effect of active GAG are partly mediated through
the FGF-2/FGFR1 pathway and could be due to interaction
with endogenous FGF-2, present in FCS or secreted by rMSC.

When rMSC were amplified with FGF-2 long term treat-
ment (Fig. 2B), we observed that the growth rate of CT
rMSC(+) (dotted line) decreased by about 25% as compared
to CT rMSC(-) (solid line, Fig. 2A). In the presence of FGF-
2, HS (100 ng/mL) and heparin (10 ng/mL) potentiated
rMSC(+) growth by 1.3 fold and 1.7 fold increases, respec-
tively. Addition of acetylated GAG mimetic [OTR4134]
showed a higher effect than that observed on rMSC(-),
with a 1.5 fold increase at 100 ng/mL. As observed with
rMSC(—) the non acetylated GAG mimetic [OTR4120] had no
significant effect. Finally, addition of SU5402 decreased
the proliferative effects of the natural GAG, the mimetic
[OTR4131], and the FGF-2 on rMSC(+).
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Table 1  Phenotypic analysis of surface markers expressed by mesenchymal progenitor cells amplified without or with FGF-2.
Antigen DO (BMMC) FGF2 PO (CFU-F) P1 P2
CD31 8%+/-2 - 1.9%+/-0.2 0.8%+/-0.2 0%+/-0
£ 2.2%+/-0.2 0.7%+/-0.2 0.3%+/-0.1
CD45 59%+/—8 - 18%+/-2 22%+/-2 7%+/-3
+ 33%+/-3 38%+/-3 35%+/—4
CD11b 55%+/—4 - 23%+/-3 18%+/-3 10%+/-2
+ 19%+/-3 30%+/-3 28%+/—5
CD44 57%+/—-13 - 99%+/—1 96%+/—2 99% +/—1
+ 98%+/-1 98%+/—1 98%+/—1
CD54 18%+/-2 - 99%+/-1 99%+/—1 99%+/—1
+ 92%+/~2 95%+/—2 95%+/—2
CD73 10%+/—1 - 86%+/—-2 86%+/—2 90% +/—-2
+ 69%+/—2 65%+/—2 72%+/-2
CD90 34%+/—-4 - 81%+/-2 81%+/-2 94% +/-2
+ 58%+/—2 51%+/-2 62%+/-2

Flow cytometry analysis were performed on endothelial (CD31), hematopoietic (CD45, CD11b) and mesenchymal (CD44, CD54, CD73 and CD90)
markers expressed on BMMC at day 0 (DO) and all along amplification step (passages PO, P1 and P2) of rMSC treated (+) or not (—) with FGF-2. Results
were expressed as percentage of positive cells from populations, and correspond to the mean and SEM from N=4 independent experiments.

These results suggest that, whereas the sulfated com-
pound [OTR4120] had no effect, the addition of acetyl groups
to its counterpart [OTR4¢31] was able to significantly modify
its ability to potentiate the growth of rMSC to a similar extent
than HS or heparin. This effect may occur through interactions
with HBP, including FGF-2, present at low concentration (in 2%
FCS) or endogenously expressed by rMSC.

Effects of FGF-2 and GAG on rMSC migration

Chemoattractant potential of the two GAG mimetics was
tested on rMSC(—) (Fig. 3A) and rMSC(+) (Fig. 3B) in an in
vitro Boyden chambers migration model.

Basal migration levels of cells in control conditions (CT)
were first analyzed in the absence of serum (FCS-0%) show-
ing that rMCS(—) were less able to migrate as compared to
rMSC(+). This suggests that FGF-2 long term treatment po-
tentiate migration properties of rMSC. In the presence of
FCS-2%, basal migration levels of cells (CT) were increased
as compared to FCS-0%, and were roughly the same for
rMSC(-) and rMSC(+), indicating that in the presence of
serum, FGF-2 effect on rMSC migration is negligible. This
was confirmed by the addition of SU5402 that induced only
a slight decrease of migration in these CT conditions.

The effects of GAG mimetics were then analyzed in serum-
free condition (FCS-0%). While acetylated [OTR4431] had low
significant effects on the migration of rMSC(-) (Fig. 3A) and
rMSC(+) (Fig. 3B), the sulfated compound [OTR410] improved
rMSC(—) migration by 3.6 fold at 100 ng/mL as compared to
CT cells (Fig. 3A). This promoting effect was not significantly
reduced by the addition of SU5402, suggesting that it could
be due to interactions with HBP secreted by rMSC(-), other
than FGF-2. Moreover this stimulatory effect of [OTR4120] on
FGF-2 treated rMSC(+) was enhanced by 2.8 fold at 100 ng/
mL as compared to CT cells (Fig. 3B) and partially inhibited
by the addition of SU5402, indicating that [OTR450] is able
tointeract at least with FGF-2, in addition to other HBP, to in-
duce cell migration.

Then, migrations were analyzed in FCS-2% condition. Both
GAG mimetics significantly induced rMSC(—) migration by 1.3

folds at 100 ng/mL compared to CT FCS-2%(Fig. 3A), whereas
HS or heparin were less efficient at the same dose. The addi-
tion of GAG mimetics allowed to reach 45% of the migration
level obtained with positive control performed in FCS-20%.
This suggests that GAG mimetics interact with HBP, secreted
by cells or present in FCS-2%, to chemoattract rMSC(—). The
most significant migratory effect of the two GAG mimetics
was revealed on rMSC(+) (Fig. 3B, 2- and 2.4-fold increases
of cells/field). Under these conditions, GAG mimetics trig-
gered cell migration to a similar extent than HS and heparin,
corresponding to 75% of the migratory efficacy obtained with
FCS-20%. These data indicate that FGF-2 long term treat-
ment of rMSC(+) potentiates the stimulatory effect of GAG
mimetics. Such result is relevant since SU5402 addition abro-
gates these migratory effects. This could be due to a direct in-
teraction of the GAG mimetic with FGF-2/FGFR1 pathway or to
the ability of the FGF-2 treatment to modify the profile of che-
moattracting HBP secreted by rMSC(+).

Finally, we observed that the migratory effect of the
acetylated compound [OTR4134] is only revealed in the pres-
ence of FCS-2%, independently of FGF-2 long term treat-
ment. This suggests that acetyl groups in the sulfated
compound are able to drive some specificity against particu-
lar chemokine(s) present in FCS.

In addition, double labeled Annexine+/PI +apoptotic cells
were analyzed by flow cytometry on each condition, and
were less than 5% of total population (data not shown), sug-
gesting that rMSC were not subjected to apoptosis in the mi-
gration medium even at low FCS concentrations. Moreover,
this level of apoptotic cells remained the same regardless
of the concentration of GAG mimetics used, highlighting
that the migratory effects of GAG mimetics were not due
to protective effects against apoptosis.

Effects of FGF-2 and GAG on rMSC differentiation

The potential of rMSC(—) and rMSC(+) to undergo differentia-
tion was assessed by culturing cells in adipogenic and osteo-
genic induction media for 14 days. Adipogenic differentiation
was evaluated by Oil Red O specific staining of cytoplasmic

136



184 G. Frescaline et al.
A * K K
2.00’]?
G
1.50 1
1.25
w
] -
Z 100 +5 ],; % L
< Z1% o 7
- A/ V /
2 717 2 7
2 075 1-1 |1 717 7r 2
o) ; Z21% g
: i 1
0.50 717 é é g
Zl7 zlz 7
0.00 4% é’ Z z
€T - - +4 - -4+ - - ++ - - ++ - 4 SUS02
PERSEL DRSS NP RSP o 9 ng/ml
OTR;y3; OTR,150 HS Heparin FGF-2
B * % 5k
250 4,
4
1.50
1.25 - *
g I
i
Z 100 ] [
=
(&)
8 075 tt%=-1 H H || F-=-1 H HA -t - B i 3 =T
= v,
:
0.50 1 é
7
0.25 1 é
7
0.00 ] %
€T = % 4% - - 4+ 4 - 4 SU5402
SRR NP o o ng/ml
OTR;131 Heparin FGF-2
Figure 2  Effect of GAG, natural and mimetics, on rMSC proliferation. P2 rMSC, amplified without (rMSC(—) panel A) or with 5 ng/mL

of FGF-2 (rMSC(+) panel B), were seeded at low density and treated with the indicated concentration of GAG mimetics [OTR4131],
[OTR4120], HS, Heparin or FGF-2 in FCS-2% supplemented media, in the presence of chemical inhibitor SU5402 (10 uM, hatched bar)
for 3 days. Cell numeration was performed by MTT assay. The proliferation rates of each condition were expressed as fold changes
as compared to control conditions (CT) from rMSC(-) (full line). Values are the mean and SEM calculated from triplicates in 3 inde-

pendent experiments, (n=9, *p<0.05; *p<0.01, ***p<0.001).

lipidic droplets (Fig. 4A) and intracellular triglyceride accumu-
lation quantification (Fig. 4B). Oil Red O staining were negative
in control (CT) conditions in rMSC(—) and rMSC(+) (Arbitrary
Unit (AU)=0), showing that FGF-2 treatment did not induce
lipid droplet accumulation. Addition of GAG mimetics to CT
conditions did not induce droplet accumulation either (data
not shown). When rMSC were induced to differentiate in adipo-
cytic medium (AD), staining intensities were significantly in-
creased. This effect was amplified for rMSC(+) (AU=0.5) as
compared to rMSC(-) (AU=0.2), suggesting that FGF-2 treat-
ment of rMSC potentiated their adipogenic differentiation.

Furthermore, addition of GAG mimetics slightly decreased
lipid triglyceride accumulation in rMSC induced to differentiate
(Fig. 4A). However these decreases, measured by Oil Red O rel-
ative quantification, were not statistically significant (Fig. 4B).
This suggests that sulfated GAG mimetics do not have signifi-
cant effect on adipocytic differentiation of rMSC.

The effect of FGF-2 and/or GAG mimetics on osteogenic
phenotype of rMSC(—) and rMSC(+) was then evaluated in a
control medium (CT) and in osteogenic induction medium
(OS) after 14 days of culture. Von Kossa staining was performed
to visualize calcium deposit (Fig. 5A) and transcript levels of
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Figure 3

Effect of GAG, natural and mimetics, on rMSC migration capacity. After an overnight stimulation in migration medium

(MM) with FCS-0% or FCS-2%,, P2 rMSC(—) (panel A) and rMSC(+) (panel B), were seeded in upper Boyden chambers and exposed to
indicated concentrations of GAG mimetics or HS, Heparin (100 ng/ml) or FCS-20%, in the presence of chemical inhibitor SU5402
(10 uM, hatched bar), into lower chambers. Migrations were performed through transwell for 6 h and the migrated cells were
MGG-stained and counted. Data represent the mean and SEM from 3 independent experiments with each condition in duplicate. In
each MM, 0% or 2% FCS, effect of GAG was statistically compared to internal control (CT). (n=6, *p<0.05; **p<0.01, ***p<0.001).

the osteogenic genes, alkaline phosphatase ALP and RUNX2
transcription factor, were evaluated by qRT-PCR (Fig. 5B).
First we analyzed the effect of FGF-2 long term treatment on
the osteogenic phenotype: Von Kossa staining was stronger
for rMSC(-) than for rMSC(+) in OS medium (Fig. 5A). This cyto-
logical observation was confirmed by gene expression analysis,
since in CT condition, basal level of ALP and RUNX2 expression
were clearly down-regulated in rMSC(+) as compared to rMSC
(). ALP and RUNX2 gene expression were induced significantly
for rMSC(-) and rMSC(+) in OS conditions as compared to CT
(Fig. 5B). These results suggest that FGF-2 treatment of rMSC
inhibits basal levels of osteogenic gene expression in CT condi-
tion and subsequent matrix mineralization but does not inhibit
transcriptional activation of osteoblastic genes. Next, we ana-
lyzed the effect of GAG mimetics on osteogenic differentiation
of fMSC. We did not observe any modification of Von Kossa
staining when the molecules were added to OS medium (data
not shown). However their addition to CT medium induced a

positive Von Kossa staining of rMSC(—) and rMSC(+) (Fig. 5A).
These observations were confirmed by induction of osteogenic
gene expression levels (Fig. 5B): in CT condition, addition of
[OTR4120] significantly induced expression of ALP (1.7 fold for
rMSC(—), 1.6 fold for rMSC(+)) and RUNX2 (1.5 fold for rMSC
(-),1.9 fold for rMSC(+)). These data suggest that in the ab-
sence of osteoinductive factors, GAG mimetic [OTR4120] wWas
able to induce mineralization and to initiate the osteogenic
transcription program of rMSC. In OS condition, addition of
the mimetics did not induce significant changes in ALP and
RUNX2 levels of expression in rMSC(—) and rMSC(+) cells, prob-
ably because these OS conditions overload the GAG mimetics
effects. Finally, even if [OTR4y31] also seems to potentiate
mineralization and osteoblastic gene expression, this is only
significant for RUNX2 on rMSC(+), suggesting that, as observed
for migration properties, the modulatory effects of this acety-
lated GAG mimetic are more restricted to specific HBP present
in the media. These results indicate that FGF-2 long term
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Figure 4 Effect of GAG mimetics on rMSC adipogenic differentiation. P2 rMSC(—) and rMSC(+) were differentiated in adipocytic in-

duction medium (AD) and compared to control medium (CT), without or with the mimetics [OTR4120] and [OTR4434] (100 ng/mL) for
14 days. (A) Cytological Oil Red O staining of lipid vesicles was performed at Day 14. (B) Intracellular triglyceride contents were quan-
tified after direct extraction by DMSO, relatively to absorbances at 510 nm. Backgrounds from CT samples were deduced. Values
expressed in arbitrary units (AU) are the mean and SEM calculated from 3 independent experiments with each condition tested in trip-

licates (n=9, **p<0.01).

treatment is inhibitory for osteogenic phenotype of rMSC
whereas GAG mimetics can differently potentiate this pheno-
type according to specific structural features.

Discussion

Bone marrow MSC are currently exploited in clinical trials as
a promising cell therapeutic tool to repair damaged tissues.
During regenerative processes, the properties of MSC are
regulated through complex interactions between HBP and
GAG harboring fine specific chemical structures (Cool and
Nurcombe, 2005; Jackson et al., 2006). In the past few
years, structural and functional analogs of GAG were devel-
oped and demonstrated to display regenerative properties
as illustrated in animal model of bone repair (Lafont et al.,
2004). Here, we studied the effect of two structurally differ-
ent GAG mimetics, equally sulfated and bearing or not acetyl
groups, on the properties of MSC. We hypothesize that GAG
mimetics can represent potential therapeutic alternatives
to treatments with exogenous growth factors, since they
can modulate endogenous growth factor activities. The in

vitro effects of these GAG mimetics, with or without continuous
treatment with FGF-2, were studied on rMSC obtained after pu-
rification, amplification and functional characterization.

Effects of FGF-2 treatment on MSC clonogenicity
and differentiations

In vitro studies have demonstrated the complexity of FGF-2
effects on osteoblastic cells in culture, since exogenous
treatments modulate positively or negatively both growth
and differentiation through separate pathways, each of
which requiring spatially and temporally controlled concen-
trations (Noff et al., 1989; Raucci et al., 2008; Quarto and
Longaker, 2008).

We demonstrate for the first time that the presence of
FGF-2 (5 ng/mL) at day 0 on rat MSC cultures from BMMC de-
creases the CFE of these cells. Phenotypic characterization
of the rMSC(—) and rMSC(+) populations suggest that in the
presence of FGF-2, some hematopoietic contaminating cells
remained despite homogeneous morphology and clear ex-
pression of mesenchymal markers. In previous works, FGF-2
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Figure 5

Effect of GAG mimetics on rMSC osteogenic differentiation. P2 rMSC(—) and rMSC(+) were differentiated in osteogenic in-

duction medium (OS) and compared to control basal medium (CT), without or with the mimetics [OTR4120] and [OTR4434] (100 ng/mL).
(A) Cytological Von Kossa staining of calcium deposits was performed at Day 14. (B) Phosphatase alkaline (ALP) and transcription fac-
tor (RUNX2) expression levels were analyzed by quantitative PCR. Values are the mean and SEM calculated from 3 independent ex-
periments with each condition tested in triplicates (n=9, *p<0.05; **p<0.01; **p<0.001).

effect was tested on clonogenicity in a specific culture medi-
um, to stimulate rapidly the capacity of the cells to produce
mineralized bone like tissue. However, no effect of FGF-2 was
observed, may be because the culture medium used allowed
the rapid selection of mesenchymal osteoprogenitor cells, lim-
iting the possibility of hematopoietic cell amplification (Kotev-
Emeth et al., 2000; Pitaru et al., 1993). Our present result
clearly indicates that, even if FGF-2 mitogenic activity is of in-
terest for MSC expansion, it must not be added from the begin-
ning of cultures in basal media, to avoid limited efficiency of
MSC colony formation and presence of contaminating cells.

Moreover, our results show that long term treatment with
FGF-2 inhibits not only MSC clonogenicity but also calcium de-
position and osteogenic marker expression. Previous works
have described that FGF-2 regulatory activity on proliferation
and osteoblastic differentiation are tightly linked. In these
studies, exogenous FGF-2 up to 3 ng/mL, applied during rat
calvaria osteoblast or MSC growth phase only, was shown to
improve their growth and subsequent mineralization (Pitaru
et al., 1993; Hanada et al., 1997; Ling et al., 2006). However
these processes were inhibited at 10 ng/mL of FGF-2 (Noff et
al., 1989). Short term exposure of MSC to FGF-2, followed by
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treatment with BMP-2, improved their osteogenic differentia-
tion (Hanada et al., 1997; Martin et al., 1997), whereas long
term exposure clearly inhibited maturity and mineralization,
(Chaudhary et al., 2004; Dombrowski et al., 2009). In accor-
dance with these reports, we confirm that a long term treat-
ment at dose 5 ng/mL is deleterious for proliferation of rat
MSC and mineralization during osteogenic differentiation.

Osteoblasts and adipocytes are both derived from mesen-
chymal marrow progenitors, according to lineage specific
differentiation, tightly controlled by intracellular signals
and extracellular factors. Among these, FGF-2 effect on adi-
pocytic differentiation is controversial. Indeed in vitro stud-
ies have suggested both pro- or anti-adipogenic effects of
FGF-2 after treatment of different cells lines or MSC cultures
(Neubauer et al., 2004; Navre and Ringold, 1989). However,
recent in vivo data obtained on fgf-2 null mice clearly sup-
port an anti-adipogenic effect of FGF-2 in bone, since
these mice present an increase of bone marrow fat as well
as induction of adipogenic differentiation pathway associat-
ed to inhibition of osteoformation (Xiao et al., 2010). On the
contrary, our in vitro results indicate that sustained treat-
ment with FGF-2 is necessary to optimize vesicle droplets
formation whereas it inhibits mineralization. This apparent
discrepancy points out differences classically observed be-
tween in vitro data from exogenous treatment as compared
to in vivo endogenous growth factor roles analysis. Such dis-
crepancy could be explained by availability of ECM com-
pounds such as GAG, which regulate growth factors in vivo.
Moreover, these data underline that, as previously described
for osteogenic differentiation, kinetics and doses of FGF-2
are also important for adipogenic differentiation. Modula-
tion of FGF-2 signaling by matrix components such as GAG,
may be a key element in determining the choice of MSC to
proliferate or to differentiate through adipogenic or osteo-
genic pathway.

Chemically different GAG mimetics have distinct ef-
fects on clonogenicity and growth properties of rMSC

Although ubiquitous, GAG are characterized by their exten-
sive structural diversity based on the number and location
of sulfated groups (Merry and Gallagher, 2002; Handel et
al., 2005). The biological relevance of such sulfation pat-
terns of HS was demonstrated for their specific binding of
hematopoietic growth factor in the stromal bone marrow
niche (Gordon et al., 1987). These variable sulfation pat-
terns are crucial during bone development and regeneration
because of their abilities to interact with growth factors and
morphogens, such as FGF-2 and BMP, and then to modulate
cell proliferation and differentiation (Ling et al., 2006;
Habuchi et al., 2004). To date, other structural features of
GAG, such as the presence of partially acetylated regions,
have been considered of less biological relevance. However,
we recently demonstrated that whereas the two equally sul-
fated GAG mimetics [OTR4431] and [OTR4420] are able to mo-
bilize hematopoietic progenitors in vivo, only the acetylated
one [OTR434], is able to mobilize a specific more immature
population of hematopoietic stem cells (HSC) (Albanese et
al., 2009). Given the relevance of the chemical structure
of GAG on their biological activities on stem cells, we tested
the effect of [OTR4431] and [OTR4420], on MSC.

Our first results indicate that the treatment of BMMC with
GAG mimetics during the first step of rMSC cultures can in-
duce an increase of CFE, which is of interest for optimizing
the preparation of stem cell based therapeutic products.
However, this effect is variable according to biological sam-
ples, suggesting that adhesive mechanisms in which mi-
metics are involved in this clonogenic effect need to be
clarified. Moreover the participation of some contaminating
cells in these cultures should be addressed.

Concerning growth properties, we observed that only the
acetylated product [OTR43¢] significantly potentiates the
growth of rMSC through FGF-2/FGFR1 pathway. Our data
points out the importance of the hydrophobic regions on
the modulation of HBP proliferative activities. This is a new
information since the most extensively studied aspect of
GAG structures and activities mainly focuses on the content
and positions of their sulfate moieties, as illustrated by the
involvement of HS 6-O- sulfation for the binding to FGF-2
and its FGF-R dimerization (Turnbull et al., 1992; Pye et
al., 1998). Our results suggest that the acetyl group involve-
ment in the HS/FGF/FGFR complex formation and its mito-
genic signaling effect should be studied in greater detail.

Chemically different GAG mimetics have distinct ef-
fects on migration properties of rMSC

The acetyl groups are characteristic of chondroitin sulfates
(CS) and of poorly sulfated HS sequences (NA/NS sequences).
It was demonstrated that during the latter phases of osteo-
genesis, bone ECM undergoes change in its predominant pro-
teoglycan species from HS proteoglycan (HSPG) to CS
proteoglycan (CSPG). The latter are primarily secreted to
create stable tissue forms as they bind calcium, mineralize
and maintain tissue hydration. The growth-promoting ef-
fects of the HSPG thus give way to the increasing need for
the structural integrity of adult bone tissue that is supported
by the CSPG (Cool and Nurcombe, 2005; Nurcombe et al.,
2007). We hypothesize that participation of such kinds of
CS in the medullar niche has been underestimated as they
could also be involved in progenitors and stem cell recruit-
ment during homeostasis and regenerative process.

Here, we validate the relevance of acetyl groups on mi-
gration properties under specific conditions. We demon-
strate for the first time that both sulfated GAG mimetics
are able to potentiate the migration capacity of MSC, proba-
bly through their ability to modulate chemo-attractant mol-
ecules, such as FGF-2, expressed by rMSC or present in
serum, with different specificity according to the presence
or not of acetyl groups. In Contrast to hematopoietic stem
cells, the chemo-attraction process of MSC does not rely on
a specific couple of chemokines/receptor such as SDF-1/
CXCR-4 but rather on a wide range of poorly understood sig-
nals (Ponte et al., 2007; Stich et al., 2008). Few studies have
currently identified specific chemokines involved in MSC mi-
gration and no data are available demonstrating synergistic
migratory effects of natural GAG. Such migratory properties
were hypothesized for GAG mimetics to explain regenerative
properties of RGTA11 (without acetyl groups) during cranial
calvaria suture closure, through osteoblastic progenitors re-
cruitment from dura mater (Lafont et al., 2004). In addition,
we previously demonstrated that GAG mimetics induced
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mobilization of hematopoietic progenitors involved interac-
tions with SDF-1 (Albanese et al., 2009). Moreover, it was dem-
onstrated that while HS sulfation is a foremost requirement,
acetylation of saccharides of constant charge density increases
the binding of chemokines (Schenauer et al., 2007). This sup-
ports our hypothesis asserting that, because of its acetyl
groups [OTR4434] has more affinity than [OTR4;,0] for chemo-
attractant factors that remain to be identified. Altogether,
our results suggest that regenerative effect of GAG mimetics
could also be explained by their ability to induce migration of
circulating or resident stem cells on the injury site.

Sulfated [OTR4120] GAG mimetic is able to potenti-
ate osteogenic differentiation of rMSC

In a previous study, we have demonstrated that a GAG mi-
metic, named RGTA11, was able to potentiate proliferation
of osteoblastic cells in vitro, and to accelerate bone regen-
erative closure in a rat model of calvaria defect (Blanquaert
et al., 1995). It was hypothesized that such molecules would
have been able to create a matrix microenvironment suit-
able to induce migration of osteoblastic progenitor cells
from dura mater proximal region. In this work, our results
strengthen this hypothesis since we show that sulfated
[OTR4120] GAG mimetic supports both chemo-attraction and
osteogenic differentiation. Interestingly, this molecule
does not have significant proliferative activity. [OTR4120]
was able to initiate osteogenic transcription program of
rMSC, in the absence of osteoinductive factors, and to in-
duce mineralization despite the inhibitory effect of FGF-2.
The signal effectors responsible for this mimetic induced dif-
ferentiating effect need to be identified, as was done for
natural HS. HS potentiated proliferation and osteogenic dif-
ferentiation of rMSC, such as bone nodule formation and
mineralization, through their ability to enhance endogenous
FGF-2/FGFR1 signaling and to promote the expression of
FGFR1 (Dombrowski et al., 2009). HS are also required for
BMP signaling supporting the idea that HS orchestrate the
transition between proliferation and differentiation (Khan
et al., 2008). However, HS saccharides can also have an in-
hibitory effect on the activity of osteoinductive factors. In-
deed, enzymatic depletion of HS and CS from MSC cell
surface liberated and increased the biological activity of
BMP2, bone nodule formation, calcium accumulation and os-
teoblast marker expressions (Manton et al., 2007). HS may
be able to induce such a shift between proliferation and dif-
ferentiation by increasing RUNX2, which supports previous
findings showing the importance of stage-specific HS pat-
terns in controlling cell phenotype (Jackson et al., 2007). It
would be then of interest to analyze the ability of GAG mi-
metics to enhance osteogenic factor activity, through
osteoblast-specific transcription factors such as RUNX2.

In summary, a growing number of studies suggest that
during their growth phase, MSC establish an appropriate mi-
croenvironment, in which GAG contribute to the optimiza-
tion of the subsequent differentiation process through their
specific interactions with HBP (Bi et al., 2006; Nurcombe
et al., 2007). Our results suggest that GAG mimetics modu-
late clonogenicity, proliferation, migration and/or osteo-
genic differentiation properties of MSC, with structural
implications of sulfate and acetyl groups. We propose that

a synthetic GAG library with distinct lengths, charges and
conformations would allow the screening of optimal GAG
structures, with unique regulating activity according to a
specific partner. Application of this chemical design strategy
in regenerative medicine is in accordance with innovative
tissue engineering approaches, which focus on the in situ re-
cruitment of stem and progenitor cells to the defective sites
and their subsequent use for guided tissue repair. Therefore,
GAG mimetics would be of great interest as an alternative to
exogenous growth factor treatments: in addition to consti-
tute matrix scaffolds for a proper cell environment, GAG mi-
metics are able to potentiate promising therapeutic product
based on adult stem cells.

Materials and methods
Materials

The GAG mimetics [OTR4120] and [OTR4131] were obtained
from OTR3 Inc. (Paris, France). These sulfated polysaccha-
ride derivatives of dextran T40 are composed of about
2500 glucosidic units linked by «1-6 bonds (Papy-Garcia et
al., 2005). They present the same degrees of substitution
for carboxymethyl and sulfate residues as heparan sulfate
(HS), and differ only by the presence of acetyl groups in
the [OTR4y31] derivative. Heparin and HS used as natural
GAG control were cell culture grade. Heparin was extracted
from porcine intestinal mucosa (Sigma-Aldrich, H9399 lot
125K1400). HS was extracted from bovine kidney (Sigma-Al-
drich, H7640 lot 068K7002). Recombinant human FGF-2 was
prepared as described (Courty et al., 1991). The chemical in-
hibitor SU5402 was purchased from Calbiochem, used at
10 uM final concentration, and its vehicle DMSO was diluted
1:1000 for the control.

Rat mesenchymal stem cell isolation, clonogenicity
and culture

rMSC were prepared from both femora and tibias of male Wis-
tar rats (7 weeks old, avg weight 220 g, Janvier, France) as
previously described (Rochefort et al., 2006). Bone Marrow
Mononuclear Cells (BMMC) were seeded at the density of
5x10° cells/cm?, in complete medium (CM) comprising
«MEM, (Invitrogen), 20% fetal calf serum (FCS) (PAA Laborato-
ries, Austria), 1% antibiotic/antimycotic (ATB/ATM) solution
(PAA) at 37 °C and 5% CO, in a humidified chamber. After
2 days, cultures were washed with PBS to remove non-
adherent hematopoietic cells and the medium changed.
Cells were fed every 2-3 days until day 10, when colonies
formed of more than 50 fibroblastic adherent cells, character-
istic of Colony Forming Unit-Fibroblastic (CFU-F), were scored
after May-Griinwald Giemsa (MGG) staining. The Colony Form-
ing Efficiency (CFE) was calculated as the number of CFU-F per
10° BMMC seeded (Passage 0). Then amplification steps were
performed until sub-confluency, from CFU-F obtained in CM
supplemented or not with FGF-2 (5ng/mL): cells named
rMSC(+) or rMSC(—) respectively were trypsinized, seeded at
10* cells/cm? density and passaged in CM(+) or CM(—). Media
were changed twice a week.
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Flow cytometry analysis

Cells were trypsinized, washed in PBS 1x, blocked in PBS 1x
with 1% bovine serum albumin (BSA) (Sigma-Aldrich) and
stained with mouse anti rat monoclonal antibodies (Ab) direct-
ed against CD31, CD44 CD45, CD54, CD90 (Abd Serotec, Diissel-
dorf, Germany) and CD73 (BD Pharmingen, San Diego, CA,
USA), as described [28]. Secondary labeling was performed
with a FluoProbes 488 donkey anti mouse IgG (Interchim,
France). Cells stained with irrelevant isotype Ab (Abd Serotec)
were analyzed in parallel as negative controls. Cell labeling
was analyzed on 10 000 events at least with a MACS Quant cyt-
ometer (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany).

Proliferation assay

Passage 2 rMSC(—) and rMSC(+) cells were seeded in 24-well
culture plates at the density of 10° cells/well and allowed to
adhere overnight. Cells were then washed and treated with
varying concentration of GAG or FGF-2 or chemical inhibitor
in medium containing 2% FCS (CT). After 72 h, the total num-
ber of viable cells was estimated with the colorimetric MTT
cell viability assay, as compared to a standard curve, accord-
ing to the manufacturer's protocol (Sigma-Aldrich).

Cellular migration in Boyden's chamber assay

Migration assays were performed in 24-well micro-chemotaxis
chambers (Corning Costar, USA) using polycarbonate mem-
branes with 8-um pores as described previously (Ponte et al.,
2007; Rochefort et al., 2006). Briefly, 250x10° P2 rMSC(+)
and rMSC(-) cells were harvested in 0.1 mL of migration medi-
um (MM) composed of RPMI 1640 (Invitrogen), 0.25% BSA (Frac-
tion V, Sigma-Aldrich), FCS 0% or FCS 2%, then seeded in the
top chamber. The bottom chamber unit contained 0.6 mL of
MM supplemented or not with varying concentrations of
GAGs. MM without any factor or supplemented with 20% FCS
were used as negative or positive controls respectively. The
plates were incubated for 6 h at 37 °C. Then, all membranes
were MGG-stained, mounted and photographed. Quantitation
of migrated cells through filter was estimated on 3 separate
areas.

In vitro adipogenic and osteogenic differentiation
assays

Adipogenic and osteoblastic differentiations were initiated
in 6-well culture on P2 rMSC(—) and rMSC(+) populations re-
spectively at 90% and 60% confluency. Adipogenic medium
was aMEM supplemented with 10% FCS, 100 uM isobutyl
methylxanthine, 60 pM indomethacin, 1 pg/mL insulin and
0.5 uM hydrocortisone. Osteogenic medium was «MEM sup-
plemented with 20% FCS, 0.1 pM dexamethasone, 2 mM f3-
glycerophosphate and 150 pM ascorbic acid. All reagents
were supplied by Sigma-Aldrich. Corresponding control of
rMSC(—) and rMSC(+) were cultured with CM. All media, sup-
plemented or not with GAG mimetics, were changed twice a
week for 2 weeks. Oil Red-O staining was performed to re-
veal the intracellular triglyceride accumulation, which
were extracted by DMSO treatment (250 uL per well).

Thereafter absorbance was measured at 510 nm and OD
values were used as arbitrary units (AU) to perform relative
quantification of differentiation level as compared to CT
cells. Von Kossa staining was performed to reveal calcium
deposit with silver nitrate solution 2% (w/v) (Sigma-Aldrich)
under a 60 watt light bulb for 1 h. The unreacted silver salt
was removed with sodium thiosulfate 2.5% (w/v) (Sigma-
Aldrich).

RNA extraction, reverse transcription and quantita-
tive polymerase chain reaction

RNA was extracted with TRIzol® reagent (Invitrogen, France),
DNase treatment was performed with a DNA-free Kit (Applied
Biosystems/Ambion, USA) and cDNA were synthesized by Super-
script Il Reverse Transcriptase (Invitrogen), according to the
manufacturer's protocol. Primers were designed by Primer3out-
put software (Rozen and Skaletsky, 2000), and obtained by
Eurofins MWG (Germany). The following specific oligonucleo-
tide primers were used: GlycerAldehyde-3-Phosphate DeHydro-
genase (GAPDH, NM_017008, forward 5’-TGC CAC TCA GAA GAC
TGT GG-3', reverse 5-GGA TGC AGG GAT GAT GTT CT-3’), Tu-
bulin alpha 1A (Tub1A, NM_022298.1, forward 5'-GCA CTC
TGA TTG TGC CTT CA-3/, reverse 5-GAG GGA AGC AGT GAT
GGA AG-3'), runt-related transcription factor 2 (RUNX2,
NM_053470, forward 5-GCC GGG AAT GAT GAG AAC TA-3/, re-
verse 5'-GGA CCG TCC ACT GTC ACT TT-3’), and alkaline phos-
phatase (ALP, NM_013059, forward 5’-GAC AAG AAG CCC TTC
ACA GC-3', reverse 5'-CTG GGC CTG GTA GTT GTT GT-3’). For
the real-time PCR, the amplifications were performed on the
LightCycler (Software version 3.5;) LightCycler FastSart DNA
Master SYBR Green | (Roche, Switzerland) following the manu-
facturer's procedure. All samples were amplified simultaneous-
ly in one assay run. Cycling conditions included one cycle of
8 min at 94° C followed by 48 cycles consisting of denaturation
for 15s at 94° C, annealing for 25s at respective Tm (65 °C
for GAPDH, Tub1A and RUNX2; 68 °C for ALP) and elongation
for 30 sat 72° C, in 2 mM MgCl,. After the final cycle the melting
curve was started for 10sat 95° C, 30 sat 65° C and then tem-
perature was raised to 95° C (0.1° C/s). Relative quantification
of gene expression was performed using the comparative CT
method, also referred to as the AACt method. Two reference
genes, GAPDH and Tub1A were used as an endogenous control.
The normalization of these genes was accomplished with the
geNorm program (Vandesompele et al., 2002).

Statistical analysis

Results were expressed as mean of values+standard error
mean (SEM) from at least three independent experiments
with triplicate values per condition. Statistical analyses
were performed using Student's t-test (unpaired two-tailed).
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Abstract

Tissue engineering approaches to stimulate bone regeneration currently combines bioactive
scaffolds with osteocompetent human mesenchymal stem cells (hMSC). Moreover, osteogenic
and angiogenic factors are required to promote differentiation and survival of hMSC through
improved vascularization in the damaged extracellular matrix (ECM). Glycosaminoglycans
(GAG) are ECM compounds which act as modulators of Heparin Binding Proteins (HBP)
activities during bone development and regenerative processes. GAG mimetics have been
proposed as ECM stabilizers and were previously described for their positive effects on bone
formation and angiogenesis after local treatment. Here, we investigated a strategy associating the
GAG mimetic [OTR4;20] with bone substitutes to optimize stem cell-based therapeutic products.
We showed that [OTR420] was able to potentiate proliferation, migration and osteogenic
differentiation of hMSC in vitro. Its link to Tricalcic/Hydroxyapatite (TCP/HA) scaffolds
improve their colonization by hMSC. When these combinations were tested in an ectopic model
of bone formation in immunodeficient mice, the GAG mimetic promoted an osteoclastic activity
and modulated the inflammatory response. Finally the peri-implant vascularization was more
developed. Together, these finding underlined the ability of GAG mimetics to organize the ECM
that will permit to potentiate vascularization and amplify the host response toward the implanted

biomaterial.
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Introduction

Standard protocols for treatments of bone deficiencies such as cortical autografts, are often
associated with complication risks and morbidity. To regenerate damaged bone, tissue
engineering is currently investigating the feasibility to associate biomaterials to stem cells
therapeutic products, such as human mesenchymal stem cells (hMSC) committed to an
osteogenic phenotype [1, 2]. One rational challenge in this area is to create scaffolds that could
provide an appropriate extracellular matrix (ECM) for efficient adhesion, survey, proliferation
and differentiation of therapeutic cellular products in the injured tissue. However, perfect
mimicry is difficult to achieve considering the complex molecular, cellular and mechanical
processes that need to be timely coordinated for tissue repair. Synthetic bone substitutes such as
tricalcium phosphate/hydroxyapatite (TCP/HA) ceramics, have been developed because of their
bioactive and osteoconductive properties [3] and bone marrow MSC loaded on such porous
ceramics have shown efficacy in some clinical trials [4, 5]. However, these products still need to
be improved, for example on hMSC scaffolds colonization efficiency in vitro, to overcome
specific pitfalls for implementation on large scale clinical applications. Finally, angiogenesis is
crucial for the formation of a functional microvasculature network which supplies nutrients to the
device, allowing survival of the injected cells in the damaged matrix [6, 7]. Thus, tissue
engineering strategies aim to recreate complexes “niches” optimized to stabilize endogenous or
therapeutic growth factors and to preserve or potentiate therapeutic cells properties.

Among the major components of ECM, sulfated glycosaminoglycans (GAG) including
heparan sulfates (HS) and chondroitin sulfates (CS) species, assure structural scaffold functions
and relevant biological effects on cell growth, migration and differentiation [10]. These

regulatory roles are related to their ability to interact with “heparin binding proteins” (HBP) and
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to protect them from proteolytic degradation increasing their half-life [10]. During osteogenesis,
HS provide matrix-bound or cell surface-bound reservoirs for specific HBP including growth
factors, such as fibroblast growth factor (FGF-2) [12] and bone morphogenic proteins (BMP)
[13], chemokines, cytokines and enzymes also (for review [11]). The structural complexity of
HS, characterized by spatially discrete sulfated domains, confers to these GAG particular
physical and chemical properties associated to their ability to interact specifically with different
HBP [15]. In injured tissues, enhanced glycanase activity is supposed to limit the capacity of
these endogenous GAG to protect HBP and so to alter their regulatory effects [14].

As a new approach to associate the relevance of the chemical signatures of GAG to their
biological functions, a family of glycanase resistant GAG mimetics, called ‘heparan mimetics’
(HM), has been developed as structural and functional analogs of natural GAG. Structural
mimicry is related to the presence of sulfate and carboxylate moieties along their polysaccharidic
chains [16]. These compounds have improved both the efficiency and quality of healing after
local treatment in numerous animal models [17, 18] and are currently used as medical devices for
the treatment of skin and eye ulcers [19]. From a functional point of view GAG mimetics are
thought to replace natural GAG destroyed by matrix endoglycosidases in injured tissues in where
they stand as scaffolds that support the activity of HBP [20]. Thus HM were able to accelerate the
spontaneous bone healing process observed in partial full-thickness calvarial defects [21] and to
induce the repair of trephine skull defects in rats, in which no spontaneous healing occurs [22].
HM were also able to enhance endothelization of prothesis [23] and neovascularization after
skeletal muscular ischemia [24]. These effects were partly explained by interactions with HBP
such as FGF-2 [23] or vascular endothelial growth factor (VEGF) [26]. Recently, we
demonstrated that GAG mimetics modulate stem cells properties since two different HM were

able to mobilize hematopoietic stem cells in-vivo and to enhance rat MSC clonogenicity,
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proliferation, migration and osteogenic differentiation in-vitro, according to their specific
structural signatures [27] [28].

In this work, we propose to engineer a new therapeutic product by combining bone substitutes
and hMSC with the sulfated HM [OTR4;20], chosen because of its bone regenerative effect after
local treatment and its angiogenic properties [26]. First, we studied the [OTR420] effect on the
capacity of hMSC to proliferate, migrate and differentiate into an osteogenic phenotype in vitro.
Then, we developed TCP/HA ceramics engrafted with [OTR4j20] and evaluated hMSC
colonization efficiency on them in vitro. Finally we evaluated the interest of [OTR4j2]
association to substitutes on bone formation induced by hMSC in an ectopic model in
immunodeficient mice. Our data indicate that GAG mimetic associated to the bone substitutes

modulate inflammatory response, osteoblastic/osteoclastic balance and vascularization in vivo.

Materials and Methods
GAG mimetic, heparin, heparan sulfate and growth factors

[OTR4j20] was obtained from OTR3 Inc. (Paris, France). This derivative of dextran T40
(Sigma, France) contains the same degree of substitution in carboxylate and sulfate residues than
heparin [16]. The fluorescein-labeled derivative [OTR4]3()]F”C was prepared from dextran-FITC
(Sigma) as previously described [29]. Heparin from porcine intestinal mucosa (Sigma) and HS
from bovine kidney (Sigma) were used as natural GAG controls and were cell culture grade.

Recombinant human FGF-2 was prepared as previously described [30].

Human mesenchymal stem cell culture
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hMSC were separated from bone marrow nucleated cells obtained from patients undergoing
routine total hip replacement surgery (Percy Military Hospital Clamart, France) after informed
consent. Primary cells were isolated from supernatant of spongious bone fragments and expanded
in culture media (CM) based on o-MEM (Invitrogen, France) plus 10% fetal calf serum (FCS) as
previously described [31]. Media were routinely changed twice a week. All experiments were

performed with hMSC at passage 2.
hMSC proliferation assay

hMSC were seeded at 1x10° cells/cm? in 24-wells plates. The day after, CM was changed and
supplemented or not with increasing concentrations of [OTR4 20]. T40, HS and Heparin were
used as controls. Five days after, cell growth rate was measured by the colorimetric MTT cell

assay according to manufacturer’s protocol (Sigma) using a standard curve of hMSC.
hMSC migration assay

Migration assays were performed in micro-chemotaxis Boyden’s chambers (Corning Costar,
MA, USA) as previously described [32]. Briefly, hMSC were harvested after 24 h culture in
migration medium (MM) composed of RPMI 1640 medium (Invitrogen) and 0.25% of bovine
serum albumin (BSA Fraction V, Sigma). Then 5x10° cells were loaded into the top chamber.
The bottom chamber unit containing the MM was supplemented or not with increasing
concentration of [OTR420] and with FGF-2 or FCS as controls. Plates were incubated for 12 h at
37°C. Then, membranes were stained with May-Griinwald and Giemsa solutions, mounted and

photographed. Quantification of migrated cells was performed on 3 separate areas per filter.

In vitro osteogenic differentiation assay
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hMSC were seeded at 3x10” cells/cm? in 6-well plates. The day after, media was replaced by
CM or osteogenic induction medium (OS) composed of «MEM plus 20% FCS (v/v), 0.1 uM
dexamethasone, 10 mM B-glycerophosphate and 0.05 mM ascorbic acid (all from Sigma). Media
were supplemented or not with [OTR420] and changed twice a week. After 3 weeks, cells were
fixed in absolute ethanol and stained with 2% alizarin red solution. Alkaline phosphatase (ALP)
membrane expression was analyzed by flow cytometry using phycoerythrin (PE)-conjugated
monoclonal anti-human ALP antibody (R&D Systems Europe, England). PE-conjugated isotypic
antibody was used as negative control. Cell labeling was analyzed with a MACS Quant cytometer

(Miltenyi Biotec, France).
Quantitative real-time PCR (qRT-PCR)

Total mRNA was extracted with TRIzol® reagent (Invitrogen). DNase treatment was
performed with a DNA-free kit (Applied Biosystems/Ambion, Austin, TX, USA) and cDNA
were synthesized by Superscript® II Reverse Transcriptase (Invitrogen) according to
manufacturer’s instructions. Primers were designed by Primer3output software and obtained by
Eurofins MWG (Germany). The following specific oligonucleotides were used as reaction
primers: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), NM_002046.3, forward 5’-TGC
CTGATGAGACAGAGGTG-3", reverse 5-TCCACCTGGACAGGATTAGC-3’;  bone
morphogenetic protein 2 (BMP2), NM_001200.2, forward 5’-TGTGTCCCGACAGAACTCAG-
3’, reverse 5-ACAACCCTCCACAACCATGT-3’; osteocalcin (OC), NM_199173.4, forward 5°-
GTGCAGAGTCCAGCAAAGGT-3’, reverse 5’-TCCCAGCCATTGATACAGGT-3’;
osteopontin (OP), NM_001040058.1, forward 5’-CGCAGACCTGACATCCAGTA-3’, reverse
5’-ATGGCCTTGTATGCACCATT-3". c¢DNA real-time amplification was performed with

FastStart Universal SYBR Green Master (Rox) (Roche, Switzerland) by following
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manufacturer’s procedures and monitored with the ABI Prism 7900 Sequence Detection System
(PerkinElmer/Applied Biosystem, Switzerland). All samples were amplified simultaneously in
one assay run set with classical cycling and melting conditions. Amounts of cDNA were
normalized to GAPDH (ACT=CTene of interest -CTGappn). Results are reported as relative gene

expression (Z'ACT).

Biomaterials functionalization and colonization

Cube-shaped (4x4x4 mm’ ) bone substitutes (Ceraver, France) were made of [ tricalcium
phosphate hydroxyapatite (65%) and hydroxyapatite (35%) (TCP/HA) with a mean pore size of
500 um. To covalently immobilize GAG mimetic on surfaces [33], the biomaterials were
incubated 36h at 50°C with [OTR420] solutions at 10 or 50 mg/mL in PBS1x or with PBS1x
alone (GAG-free control). Functionalized scaffolds were washed twice with NaCl 1 M to
eliminate electrostatics interactions between the bone substitutes and the mimetic. To colonize
the biomaterials, 5x10° hMSC were incubated with the scaffolds in 100ul for 3 h at 37 °C. Cell-
free scaffolds were incubated under similar conditions. Cell colonization was performed one day

before in vivo implantation.
Biomaterial cell-loading measurement

Cell-loaded biomaterials were washed with PBS 1x and incubated with a lysis solution
containing Tris-EDTA buffer 1x, 0.1% triton X-100, 0.2 mg/mL proteinase K (Roche Applied
Science, France) at 50 °C 12 h. Samples were then treated with 3 freeze/thaw cycles under strong
shaking and sonication. A fixed volume of each sample was incubated with the PicoGreen® dye
from the Quant-iT™ PicoGreen® dsDNA kit (Invitrogen). Optical densities (OD) associated to

DNA amount were analyzed with a Fluoroscan II (Labsystems, Thermo Fisher Scientific, France)
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at 480 nm and 520 nm, for exciting and emission wave lengths respectively. OD was then
reported to total number of hMSC, as compared to a standard curve of DNA amount prepared

with increasing number of hMSC according to the same Picogreen protocol.

GAG mimetic quantification

GAG mimetic quantifications were performed in the coated biomaterials before their in vivo
implantation (day 0) and at their recovery from animals 30 days after the implantation procedure.
Surrounding connective tissues were eliminated by 0.2 mg/mL proteinase K (Sigma) and 0.1 %
triton X-100 treatments, during 24 h at 56 °C. Natural GAG were eliminated with 4 mU
chondroitinase ABC (Sigma) and nitrous acid treatments successively [34]. Selective
quantification of GAG mimetic linked to bone substitutes were performed by the dimethyl

methylene blue (DMMB) assay [34].

In vivo ectopic implantation

Four experimental groups of bone substitutes, functionalized or not and colonized or not, were
subcutaneously implanted into 7 weeks old female immunodeficient nude mice (Rj:NMRI-nu,
Janvier, France): (1) TCP/HA alone; (2) TCP/HA/OTRy420; (3) TCP/HA/hMSC and (4)
TCP/HA/OTR4120/hMSC. Three independent experiments were performed with 4 biomaterials
per condition: 2 biomaterials per mice were implanted on 2 mice per group. Mice were
anesthetized with 100 mg/kg ketamine (Virbac Santé Animale, France) and 10 mg/kg xylasine
(Bayer, Germany). Biomaterials were implanted along the dorsal axis of the back skin in
subcutaneous pockets created by 7 mm incisions. 8 weeks after implantation, mice were
sacrificed, the back skin was incised and the connective tissues separated to expose the bone

substitutes and the surrounding vascularization network. Panoramic digital views were obtained
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with a numerical color camera (PowerShot A650 IS, Canon). A binocular loupe associated to a
camera (E8400, Nikon) was used to take 4 pictures for numerical segmentation analysis of the

vessel tree. All biomaterials were recovered and fixed in 70% ethanol for histological analysis.

Histological analysis of bone substitutes sections

Biomaterials were dehydrated by gradient ethanol, cleared by xylene and embedded in methyl
methacrylate resin (Merck, Germany). Sections with thickness of 5 um were obtained using a
Polycut E microtome (Leica, Germany) and then deplastified in 2-methoxyethyl acetate solution
(Carlo Erba, Italy), dehydrated in graded ethanol solutions and cleared in water. Sections were
stained with toluidine blue (pH 3.8) and visualized using standard light microscopy. Alkaline
phosphatase (ALP) activity was detected using naphtol AS-TR phosphate and fast blue RR salt
(Sigma) in Tris 0.1 M (pH 9), MgCl,, dimethylformamide (Merck, Germany) [21]. Enzymatic
activity of tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP) was detected using naphthol AS-TR
phosphate, sodium tartrate, and fast red TR salt (all from Sigma) dissolved in acetate buffer 0.1
M (pH 5.2) with dimethylformamide [35]. Masson’s trichrome staining was performed according

to standard procedures.

Batch images statistical analysis procedure of vessel tree segmentation

Pictures of the capillar network were analyzed using an Image] software program developed
to quantify elements associated to the vascularization tree. Images were pretreated to improve
tree image detection. Briefly, background signal, lightning shadings and reflections were
removed. Then, the channel exhibiting the maximum of absorbance at the vessels locations was
segmented [36]. The resulting binary images, once skeletonized, were analyzed as a sum of

segments, branches and nodes. A “segment” was classically delimited by two nodes. A “branch”
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was defined by one node and one extremity. Each detected segment and branch was characterized
by its length and each image analysis was summarized as object counts and length parameters

recorded into a batch table [37].

Statistical analysis

Results were expressed as mean of values + standard deviation (sd) of the mean from triplicate
(in vitro) or quadruplicate (in-vivo) values per condition per experiment, obtained from at least
three independent in vitro and in vivo experiments. Statistical analyses were performed using the

Student’s t-test (unpaired two-tailed).

Results

[OTR 4120] potentiates proliferation and migration properties of hMSC in vitro

Addition of [OTR4i20] at increasing doses in the culture media of hMSC induced significant
increase of the cell proliferation rate (Fig. 1A), as illustrated during the first 3 days with a
maximal 50% increase obtained with the 1000 ng/mL dose. [OTR420] was as efficient as HS or
heparin (100 ng/mL) whereas dextran T40 showed no effect. Moreover [OTR4 2] induced a 3.5
fold increase of migrating cells per field with 100 ng/mL dose (Fig. 1B), as compared to control
cells in FCS-free medium (CT). This increase was similar to that obtained with FGE-2 (3 fold),
whereas a maximal 5 fold increase was obtained with 20% FCS positive control. These results

indicate that [OTR4 0] is able to induce proliferation and migration properties of hMSC.

[OTR 4;2¢] induces osteogenic differentiation of hMSC in vitro
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We tested the ability of [OTR4i20] to stimulate osteogenic phenotype on hMSC cultured in
basal control (CM) or osteogenic (OS) media for 21 days, as compared to the same conditions in
absence of HM. Alizarin red staining of calcium-rich deposits (Fig. 2A), indicative of functional
osteocytes, was low in CM whereas additions of [OTR4j20] induced a clear increase of red
staining intensity. In OS condition, the staining was strong and addition of [OTR4;20] had no
effect. Similar effect was observed by flow cytometry analysis of cells expressing ALP marker
(Fig. 2B). In CM 40% of cells were positives for ALP expression (ALP* and addition of
[OTR4120] (100 ng/mL) induced a 2 fold increase of ALP cells. In OS condition 96% of cells
were ALP™ and addition of [OTR4120] had no effect on this high level of expression. Next, the
expression of osteogenic genes was analyzed by qRT-PCR at day 7 of culture (Fig. 2C). The
treatment by [OTR4;20] significantly induced the expression of BMP-2 in CM as well as in OS
conditions. This inductive effect was also significant for late markers, such as ostéocalcine (OC)
and osteopontin (OP) that were not already induced in cells under the OS condition. Altogether,
these results establish that [OTR420] is able to induce an osteogenic phenotype on hMSC in the

absence of osteogenic media.
[OTR 4;20] coating on TCP/HA ceramics improve their colonization by hMSC in vitro

TCP/HA ceramics were functionalized with 10 mg/mL or 50 mg/mL [OTR4;20] solutions (A
and B respectively), corresponding to 4 or 20 pg of mimetic incubated per cm? of ceramic surface
respectively. DMMB assay performed at day O (Fig. 3A) indicated coated [OTR4i20]
concentrations of 3.60.4 ng/cm2 (TCP/HA/OTR4120-A) and 6.0%0.7 ng/cm2 (TCP/HA/OTR 420~
B) on the ceramic surface, corresponding to 0.1% and 0.03% of grafting efficiency respectively.
These rate are explained as the linkage reaction occur between the phosphate groups on the

ceramic and the polysaccharides bearing a reactive reducing end, only available in 0.1% of the
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total amount of molecules [16, 33]. Then these TCP/HA/OTRuy;20 scaffolds were analyzed for
their ability to modulate hMSC colonization in vitro (Fig. 3B). Whereas only 42% of total cells
(5.105 hMSC) were found on control scaffolds, cell colonization efficiency reached 80% for
TCP/HA/OTR4120-A and 90% for TCP/HA/OTRu4;20-B. These results highlight that [OTR4;20]
efficiently improve colonization of hMSC in functionalized scaffolds, which is a critical step for

further osteoformation in vivo.
[OTR 4;20] engraftment on TCP/HA ceramics is stable in vivo

To make sure the stability of the [OTR4 20]-engineered scaffolds as a matrix for extended
period of time in vivo, TCP/HA substitutes functionalized with the [OTR4120]™™¢ were
subcutaneously implanted on immuno-deficient mice and compared to GAG-free substitutes as
controls. The immobilized [OTR4120]™¢ was quantified by the DMMB assay (Fig. 3A) after
optimized enzymatic and chemical removal of endogenous GAG 30 days after in vivo
implantation  (D30). [OTR420]™'C amounts were quantified at 3.2#0.3 ng/cm’
(TCP/HA/OTR4;20-A) and 5.4+0.4 ng/cm2 (TCP/HA/OTR4120-B) at D30 (Fig. 3A, white plots),
which are similar values to those obtained before implantation (DO0) (Fig. 3A, black plots).
Macroscopic observation post DMMB assay confirmed that no more endogenous GAG were
detected on control scaffolds which were colorless (Fig. 3C), whereas the GAG mimetic were
still present on the functionalized scaffolds at D30, as revealed by the strong purple staining of
the DMMB dye (Fig. 3F). Moreover, fluorescent analysis of the scaffold sections showed a

homogenous distribution of the coated [OTR420]™ "¢

(Fig. 3H) colocalized with both macropores
and micropores (Fig. 3G), whereas no fluorescence was observed on GAG-free scaffold (Fig.
3E). These results clearly demonstrated the GAG mimetic immobilized on scaffolds are stable for

at least one month in vivo and are resistant to mammalian glycanase digestion.
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Effect of [OTRy120] and hMSC associated to scaffolds on osteoformation in vivo

Four groups of scaffolds were analyzed for ectopic bone formation 8 weeks after implantation
into nude mice: (1) TCP/HA alone; (2) TCP/HA/OTRy42; (3) TCP/HA/hMSC and (4)
TCP/HA/OTR4;20/hMSC. Masson's trichrome staining was used to reveal matrix organization
and collagenic deposition, with bone formation characterized by green round nodules growing
from the margin and connected to the biomaterial (Fig. 4A). ALP activity staining (ALP") was
used to reveal osteoblastic precursor cells in purple, known to be responsible for calcification of
osteoid matrix, characterized by a fibroblastoid shape and a dense network organization, and
classically found around bone nodules in formation (Fig. 4B). In parallel, semi quantitative
evaluation of bone nodule formation and ALP" areas were performed (Table 1). An accumulation
of collagen depositions was noted around the [OTR420] coated scaffolds TCP/HA/OTRy;20 as
compared to TCP/HA alone (Fig. 4A). Similar collagen deposits were observed on the top of
bone formation areas in the TCP/HA/hMSC biomaterials and were increased in the
TCP/HA/OTR4120/hMSC coated scaffolds (Fig. 4A). TCP/HA and TCP/HA/OTRyj20 scaffolds
were not associated to bone nodule areas or ALP* cells (Figs. 4A and 4B respectively, and 0/12
values on Table 1). However, most of the TCP/HA/hMSC scaffolds (9/12 Table 1) were
characterized by the presence of bone nodules essentially localized on the periphery of the
constructs or into the most peripheral pores and interstices (Fig. 4A), and all of them (12/12
Ttable 1) were clearly associated with ALP* cells areas (Fig. 4B). The presence of [OTR420] in
scaffolds (TCP/HA/hMSC/OTR420) was associated with a decrease of the ALP* areas number
per block (2/12 Table 1) plus a decrease of their size and intensity of staining (Fig. 4B).

Concomitantly, no bone nodules were observed under this condition (Fig. 4A and 0/12 Table 1).
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So the GAG mimetic functionalized ceramics induce collagenic deposition without calcification

of osteoid matrix formation even in the presence of hMSC in the ectopic implantation site.

Effect of [OTR 4120] and hMSC associated to scaffolds on the inflammatory response

Toluidine blue staining highlighted a layer of various cells types with cytological features of
hematopoietic cells, including macrophages, giant cells or neutrophils, around each type of
implanted scaffold (Fig. 4C). These cells were observed in contact with all the TCP/HA surfaces,
on which they could initiate a resorption process, creating cavities (Fig. 4C). However, constructs
exhibited variations in the thickness and density of macrophages accumulation that we evaluated
semi-quantitatively according to a relative inflammation index (II) value at the periphery and in
the macropores (Table 1). TCP/HA alone present a dense layer of cells (Fig. 4C) characterized by
a 1.91 II value (Table 1). Association of hMSC to scaffold TCP/HA/hMSC increased slightly II
value to 2.46 (Table 1, Fig. 4C) and these macrophagic cells were infiltrated between substitute
and ALP* areas (Fig. 4B). However, when scaffolds were functionalized with the mimetic,
TCP/HA/OTRu4)2 (Fig. 4C, 1.28 I value) and TCP/HA/hMSC/OTRu4i20 (Fig. 4C, 1.96 1I value),
decreased inflammatory responses were observed in comparison with the respective control
TCP/HA (Fig 4C, 1.91 II value) and TCP/HA/hMSC (Fig. 4C, 2.46 II value).

Cytological analysis revealed several multinucleated cells with macrophagic features and
closely in contact with the scaffolds surfaces, creating multiple foci, rather than staying alone.
Then, histoenzymatic approach with TRAP staining was performed to characterize (Fig. 4D) and
semi-quantitatively evaluate (Table 1) a possible active participation of such osteoclastic cell foci
to create resorption lacunas in surface of the ceramic scaffold. A TRAP positive (TRAP")
staining was confirmed on TCP/HA scaffolds with a homogeneous repartition around the

biomaterial (Fig. 4D) and with a mean of 20 TRAP™ foci per block (Table 1). This staining was 2
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fold increased when substitutes were associated with hMSC or with [OTR420] (Fig. 4D and Table
1). A comparative analysis of serial sections with ALP and TRAP staining indicated that
osteoclastic TRAP™ areas (Fig. 4D) are present in ALP negative regions (Fig. 4C) and inversely,
On TCP/HA/hMSC/OTRu;20 scaffolds, TRAP™ areas were clearly increased in intensity (Fig. 4D)
and number, 4 fold compared to control (Table 1). These results suggest that GAG mimetic

association to scaffold stimulate osteoclastic cell foci.

Effect of [OTR4120] associated to scaffolds and hMSC on vascularization network

Once scaffolds have been removed, macroscopical differences were observed on the capillary
bed surrounding the implantation site of scaffolds (Fig. SA). The vascularization tree around
TCP/HA was composed of few vessels, which failed to join the bone substitute or to invade its
faces. The addition of hMSC induced an increase of the skin vasculature network around the
TCP/HA/hMSC implant. When [OTR4;20] was associated to the bone substitute, with or without
hMSC, vascularization network was more dense. Moreover, in the presence of mimetic, the
vessel tree ramifications was more orientated towards the functionalized substitutes, as compared
to TCP/HA/hMSC substitutes. On the light of these observations we developed a software to
automatically analyze the vascularization tree extent after numerical captures (Fig. 5B and 5C).
Two categories of objects, segments and branches were defined to proceed to the analysis of the
number and length of each ramification degree. Angiogenesis associated with hMSC engraftment
was characterized by an increase in the number of segments and branches (Fig. 5D). However,
functionalization of the scaffold with [OTR4 2] significantly increased the number of terminal
branches and segments, alone or in association with hMSC, indicating that the GAG mimetic

increases the ramification level. Same results were obtained on the lengths of each element (data
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not shown). These results validate the angiogenic potential of the GAG-mimetic which allows

important vascularization around the functionalized scaffold.

Discussion

In this study we demonstrate that GAG mimetic [OTR4j20] modulates the proliferation,
migration and osteogenic differentiation of hMSC in vitro, in accord with our previous results on
rat MSC [28]. Such modulating effects on hMSC properties could be due to cooperative or
protective effect of GAG mimetics on HBP presents in serum or secreted by MSC, such as FGF-2
and BMP. Accordingly, GAG mimetics derivatives were previously shown to modulate FGF-2,
BMP-2 and TGF-b activities on MC3T3-E1 osteoblastic cell line derived from murine calvaria,
possibly by regulation of these growth factors interactions with their membrane receptors [39].
Identification of associated factors is in progress in order to highlight potential pathways involved
in the GAG mimetic promoting effects on primitive bone forming cells such as MSC.

Since [OTR4120] was able to stimulate human mesenchymal and endothelial cell properties in
vitro, we hypothesized that its association with bone substitutes could be of interest to mimic the
matricial environment necessary for effective therapeutic cells recruitment, growth and
differentiation during the bone regenerative process. Thus, we developed a methodology to
engraft the polysaccharide to biphasic TCP/HA porous ceramics. Functionalized
TCP/HA/OTR4j29 were prepared with the mimetic distributed inside the pores and the inter-
connections of the synthetic substitutes as well as on the outside surface. The biological interest
of this strategy was demonstrated by the significant increase of the scaffold colonization by

hMSC prior to implantation in mice. The analysis of [OTR4120]F'TC functionalized scaffolds
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recovered from animals after implantation demonstrates the mimetic stability for at least 1 month
in vivo, and its resistance to host’s proteases, glycanases and inflammation mediators. Thus, we
hypothesize that covalently linking of the linear sulfated GAG covalently linked to bone
substitutes constitutes an anchorage point for cells and a storage site for HBP. Then, as we
demonstrated a chemoattractant effect of the soluble GAG mimetic on hMSC, we suggest that
such properties can be conserved by the engrafted GAG mimetic resulting in improved migration
of hMSC and increased scaffold cell colonization efficiency. Our results demonstrate that GAG
mimetics can be stably bound to TCP/HA bone substitutes resulting in functionalized medical
devices with enhanced interactions with cells.

Ectopic osteoformation was further analyzed after subcutaneous transplantation of TCP/HA
bone substitutes, functionalized or not with the mimetic [OTR4;20.] and in association or not with
hMSC, in immunodeficient mice. Inflammatory response with macrophage fusion observed on
the implantation site has already been reported in similar models and could play a role on the
transition to a chronic inflammatory reaction [38]. Moreover, the cubic shape of scaffolds used
could have perpetuated traumas and could explain such chronicity. Interestingly,
TCP/HA/[OTR420,] scaffolds were associated with a decrease of the inflammatory reaction and
an increase in collagen thickness, as previously described [41] [42]. The anti-inflammatory effect
of GAG mimetics has been related to their ability to increase collagen I and reduce collagen III
accumulation and MMP-2 and MMP-9 proforms inactivation, with consequent reduction of
fibrosis [43] [21]. Previous works on cross-linking of natural GAG to collagen I matrices indicate
that GAG protect porous lamellar matrix structures and modulate the host-tissue response
through inhibition of giant cells and macrophage infiltrations [44]. Moreover, the presence of HS
in these matrices also promoted angiogenesis. Thus, our data attest that GAG mimetics can

readily be associated to bone substitutes to create an optimized matrix environment with
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enhanced biocompatibility, growth factor signalling capacity, and osteogenesis markers
expression.

This ectopic bone formation model was validated since TCP/HA substitute colonized with
hMSC can induce bone nodules formation and ALP* areas in a dense osteoblastic cell network.
These observations also outline the necessity to provide, in situ, osteoblastic progenitor cells to
stimulate osteoformation. Moreover it was demonstrated that chemokine and growth factors
secreted by MSC enhance wound healing through paracrine pathways inducing the recruitment of
macrophages and endothelial cells [45]. In our model, active ceramic resorption occurred also in
relatively small lacunae, excavating the smooth granule surface. This step, previously observed
during integration of various bone graft or implanted bioceramics substitutes, is thought to
gradually prepare the bone surface for further collagen fibrils and calcifiable matrix deposition
[46]. Mono or plurinucleated cells responsible for such degradation had the morphological
appearance of osteoclastic cells and were positive for TRAP activity. Interestingly, no bone
nodules were observed in the TCP/HA (+/- hMSC) scaffolds functionalized with [OTR4;20],
suggesting inhibition of osteoblastic activity of engrafted hMSC, whereas osteoclastic activity
was clearly increased. GAG, and particularly Heparin, have been reported to influence
osteoclastogenesis but data remain very controversial, showing inhibitory [47] [48] [49] or
stimulatory effects [50] [51], depending on the doses, molecular weight and sulfation patterns of
the heparanoids. Accordingly, previous studies have shown that mice deficient in glypican
presented a decreased osteoclast differentiation and a delayed endochondral ossification with
marked reduction in calcified trabecular bone [52].

Whereas our in vivo data suggest resorption activity of GAG mimetic in ectopic site, previous
studies already validated bone formation activity of GAG mimetics on orthotopic models. Indeed,

in periodontitis and craniotomy defective models, GAG mimetic local treatments stimulated bone
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formation through enhanced number of osteoblastic progenitor cells and reduced bone resorption
associated to a decreased number of TRAP™ pre-osteoclasts [43] [21]. These osteoclastic effects
(in ectopic model) vs osteoblastic effects (in orthotopic ones) could be linked to the
physicochemical states of GAG mimeties, depending whether they are free in solution or linked
to protein core or scaffolds. We hypothesis that GAG mimetics immobilized on scaffolds could
have induced mobilization of hematopoietic progenitors, such as macrophages, and stem cells
from the circulation, as previously shown after their intra-peritoneal injection in mice [27]. GAG
mimetics could act also as reservoir of tissue specific HBP, produced by therapeutic hMSC or by
residents or mobilized endogenous stem cells. The mimetic could additionally allow a
progressive release of HBP, inducing gradients interfering with the bone formation or with the
resorption processes. Then in orthotopic models, GAG mimetics could be associated to tissue
specific distributions and concentrations of pro-osteogenic HBP and could stimulate bone
formation, whereas such pro-osteogenic HBP are lower or maybe null in the ectopic model.
Finally, GAG mimetics are classically described as tissue homeostasis regulators. Thus, it can be
assumed that their capacity to modulate the inflammatory response could be associated to the aim
to inhibit bone formation on an ectopic dermal site. Such regulatory effect will pass through
foreign body giant cells mobilized from circulating hematopoietic progenitor cells and associated
to an increase of osteoclastic activities. It would be of interest to open a new line of investigation
on the role of GAG mimetics as regulators of osteoclastic differentiation.

Whereas the involvement of HS activity on bone development was extensively validated,
few studies have already reported successful use of natural HS molecules alone for bone
therapeutic applications. To date, the once-off application of bone-derived HS into a mid-
diaphyseal femoral fracture increased trabecular bone volume by 20% [53]. However, natural HS

associated to a polyprolactone scaffold and to pre-differentiated hMSC in an ectopic model show
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that the survival of the implanted cells was affected by the host response to the implant regardless
of the presence of HS [38]. This highlights the discrepancies observed when using HS alone or
associated to bone substitutes with therapeutic cells, and the importance of controlling the
implantation site of the device to control the host response. Relevance of our in vitro data on the
ability of [OTR4)20] to potentiate hMSC osteogenic properties and scaffold colonization suggests
that GAG mimetics are important to create microenvironment suitable to enhance growth factor
signaling and encourages testing further the bone substitute/hMSC/GAG mimetic combined

biomaterials in orthotopic bone regeneration models.

Another key point for future regenerative devices concerns the local angiogenic response
after scaffold implantation. It’s noteworthy that [OTR4;20] alone is able to modulate the vascular
tree to the same extent as hMSC but with a better organization. Modulation of angiogenesis by
GAG mimetics was previously observed in other lesion models [21] and was further validated by
its ability to potentiate VEGF activity on endothelial cells properties. Here, we hypothesized that
GAG mimetics are able to potentiate local VEGF or other angiogenic factors, secreted by resident

cells or by mobilizated cells of hematopoietic, mesenchymal or endothelial origin.

Conclusion

Intelligent scaffolds are necessary to optimize bone repair and most current strategies are
based on specific growth factors induction of osteogenesis and angiogenesis. However, such
therapeutic use of growth factors is limited by their susceptibility to degradation, the need to
maintain prolonged local release at efficient levels, and the cost. Our results suggest that GAG

mimetic [OTR4j20] could be an alternative since this stable compound, recognized to protect and
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potentiate HBP, is able to modulate hMSC properties in vitro. We showed here that engrafted to a
biphasic ceramic scaffold, this mimetic improved the efficiency of hMSC scaffold colonization,
which is a key parameter for successful biomaterials engraftment. Moreover, in vivo data showed
an increased bone remodeling activity associated to GAG-engrafted scaffolds and highlighted a
new mechanism of action of GAG mimetic on osteoclastogenesis and angiogenesis. Our results
indicate that GAG mimetics could be of great interest for potential applications in bone therapy,
since, in addition to constitute matrix scaffolds to restore an injured ECM and thus favor a proper
cell environment, they can effectively modulate key properties of hMSC, angiogenesis and bone

remodeling.
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Table 1. Semi-quantitative analysis of histological studies. The numbers of scaffolds
exhibiting bone nodules and ALP positive areas have been reported. The inflammatory tissue
responses developed around each biomaterial have been semi-quantitatively analyzed
considering the cell layer thickness and the density of inflammatory cells on periphery and
inner pores. Intensity was reported on an “Inflammation index” (scaled between 0 and 3).
Osteoclastic activity was analyzed semi-quantitatively by counting the number of TRAP+
cells foci per device. Values are means + sd from n=12 samples (2 scaffolds x2 mice x3

independent experiments; *p<0.05; **p<0.01)

Device TCP/HA TCP/HA/OTR4120 TCP/HA/hMSC TCP/HA/hMSC/OTR4120
Bone nodule + 0/12 0/12 9/12 0/12
n=12
ALP Areas + 0/12 0/12 12/12 2/12
N=12
Inflammation 1.91+4/-0.15 1.28 +/-0.18 246 +/-0.17 1.96 +/-0.26
Index * i
TRAP+ areas 20+/-5 45 +/-7 46 +/-6 95 +/-3
per device * % e
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Glycosaminoglycan mimetic associated to human mesenchymal stem cell
based scaffolds modulate osteoblastic/osteoclastic balance and angiogenesis in

vivo.

ab
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Baroukh ¢, Fernando Sineriz ¢, Marina Trouillas ¢, Jean Louis Saffar ¢, José Courty “°, Jean-

Jacques Lataillade ¢, Dulce Papy-Garcia®®, Patricia Albanese >

Figure legends

Fig. 1. The GAG mimetic [OTRy;2] potentiates the hMSC in vitro proliferation and
migration properties. (A) hMSC proliferation was quantified using MTT assay after 5 days of
treatment without (CT) or with increasing doses (ng/ml) of the GAG mimetic [OTR4;20]
solubilized into culture medium and compared to 100 ng/ml of Dextran (T40), natural Heparan
Sulfates (HS) and Heparin (Hep). (B) Migration capacity of hMSC towards soluble [OTR4)2]
were analyzed in Boyden chambers for 12 h. Controls were performed in absence of FCS as
negative CT, and with 20% FCS and 5 ng/mL FGF-2 as positive CT. Values of mean +/- sd were
obtained from triplicate per condition and per experiment, and from 3 independent experiments

(¥p<0.05; #p<0.01; *#%p<0.001).

Fig. 2. The GAG mimetic [OTRy;] potentiates the hMSC in vitro commitment to
osteogenic lineage. hMSC were expanded in control (CM) or osteogenic (OS) media
supplemented or not with [OTRy;20] during 21 days. (A) Calcium deposits revealed by Alizarin

Red staining. Bar: 1 mm. (B) Flow cytometry analysis of Phosphatase ALkaline (PAL)
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expression. (C) Quantitative RT-PCR analysis of the expression of bone morphogenic protein-2
(BMP-2), osteocalcin (OC) and osteopontin (OP) after 7 days of treatment. Expression levels are
reported to GAPDH and presented as 2-ACt. In vitro values are means + sd of triplicate per

condition and per experiment, from 3 independents experiments (n=9; *p<0.05; **p<0.01).

Fig. 3. The GAG mimetic [OTRy;2¢] functionalizes TCP/HA bone substitutes. Scaffolds were
engrafted with 4 or 20 pg of [OTR4120] per cm? of TCP/HA developed surface, TCP/HA/OTR4120
[A] and [B] scaffolds respectively, or with PBS1x (negative control), and colonized by hMSC in
vitro before implantation in vivo. 4 weeks after, scaffolds were harvested and treated
enzymatically to eliminate proteins and endogenous glycans. (GAG mimetics are resistant to
these treatments.) (A) Output of [OTR4;20] amount (ng/cm?) covalently engrafted and quantified
by DMMB assay at Day 0 before implantation (DO black plots) and 30 days after in vivo
implantation (D30 white plots) (n=6; ***p<0.001). (B) Colonization efficiency of scaffolds by
hMSC (means of cell number + sd), remaining into the scaffolds after 3 h of in vitro incubation

before in vivo implantation (D0), and quantified with the fluorescent DNA probe Picogreen

localization and stability of [OTR4;20]™ ¢ engrafted on bone substitutes (F, G, H) compared to
control scaffolds without GAG mimetic (C, D, E). Scaffolds were treated for DMMB assay (C,
F), embedded in methylmetacrylate for analysis by phase contrast microscopy (D, G) and
fluorescence microscopy (E, H). Ma: macropores; Mi: micropore; Ic: interconnection; Sc:

scaffold; MM: methylmetacrylate; Bo : border. Black bar: 1000 um, white bar: 500 um.

Fig. 4. The GAG mimetic [OTR4129] immobilized on TCP/HA substitutes modulates the
osteoblastic/osteoclastic balance in ectopic site. Controls and/or functionalized and/or

cellularized scaffolds were implanted on mice and harvested after 8 weeks for histological study.
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(A) Masson Trichrome staining revealed the collagenic fibrillar tissue (arrow). (B) ALP activity
staining showed violet areas with osteoblastic precursor cells (stars). (C) Toluidine blue staining
indicated the host inflammatory response (arrow). (D) TRAP staining highlighted the red foci of
osteoclastic cells (stars). Bn: Bone nodule; Sc: Scaffold; Bo: border. Bar: 200 um. Pictures are
representative of n=12 samples (2 substitutes per mice x2 mice x3 independent experiments).

Semi quantitative analysis of this histological study was reported in Table 1.

Fig. 5. The GAG mimetic [OTR4;2] immobilized on TCP/HA substitutes potentiates the in
vivo vascularization of the devices. (A) Macroscopic views of the capillaries network
surrounding each type of constructs. White bar: 5 mm. (B,C) Automatic computerized vessel tree
segmentation decomposed the capillaries areas in a sum of objects discriminating intermediary
(segments) and terminal (branches) degrees of ramification before (B) and after (C)
skeletonization. Black bar: 2 mm. (D) Automatic computerized quantification of the vascular
elements number. Data are mean values + sd from n=12 samples (4 cardinal areas per scaffold x2
scaffolds per mice x2 mice per conditions x2 independent experiments; *p<0.05; **p<0.01;

»ﬁk’p<0001 )
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4 Discussion

Ces travaux démontrent que les mimétiques potentialisergrégriétés de prolifération, de
migration et de différenciation ostéoblastigue des CSM adenrais également celles des CSM
humaines et ce de facon plus efficace. Ces résultats suggerent 1’intérét de I’utilisation des mimétiques
dans le cadre des thérapies de régénération osseuse passant famation osseuse de type
membranaire. Cependantjcun résultat n’existe actuellement sur les effets des mimétiques sur la
différenciation chondrogénique des CSM humaines. Ces données peemettde définir
completement les propriétés différenciatrices des mimétiquestarpopulation cellulaire.

Les expériences de formation osseuse ectopique montrent que 1’association de CSMh a des
biomatériaux phosphocalciques permet la formation d’os en site sous-cutané. Etonnement,
I’association des GAG mimétiques aux CSMh conduit a une absence de formatiomusesse
Cependant, nous avons observé une augmentatioserutement des ostéoclastes et de I’angiogénése
autour de I’implant. Ces résultats sont en apparente opposition avec les résultaissomae Lafont et
al. qui avaient démontré que les mimétiques des GAG peremtttane formation osseuse efficace
(Lafont et al., 2004).

Noss résultats obtenus in vitro, montrant que les mimétiquazgsent la différenciation
ostéoblastique des CSMh, et in vivo, montrant que les ngjoegisont associés a une absence de
formation osseuse sont discordants. Pour expliquer ces dié&enotre hypothése est que dans ce de
greffe en site ectopique sous cutané, siientjtst pas favorable a I’ ostéoformation, le recrutement de
progéniteurs ostéoblastiques endogénes capables de sécréter hckenf@cteurs ostéoinducteurs
n’a pas été possible. Cependant, les capacités mobilisatrices des GAG mimétiguretes cellule
hématopoiétiques (Albanese et al., 2009) a put permettreedeutement de progéniteurs
macrophagiques qui ont pu se différencier en ostéocladtesinsi perturber la balance
ostéoblastes/ostéoclastes sur ce site ectopique. Nous suggéraes gests de formation osseuse en
site orthotopique, comme ceux réalisés avec HARP, pernegitraértainement de valider les effets
ostéoinducteurs des mimétiques sur les progéniteurs ostéoblastiqdestsésul sur les produits de
thérapie cellulaire camplantées grace a leurs capacités a potentialiser 1’activité des facteurs de
croissances endogenes. Enfin, I’effet des mimétiques n’a pas été complétement négatif, puisqu’il a
clairement permis de stimuler la vascularisatle I’implant, certainement par une potentialisation des

effets des facteurs de croissance angiogéniques présents.
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Perspectives

1 HARP, le développement et la réparation osseuse

La croissance osseuse et la réparation des os longs passent mereasys nommeé formation
osseuse endochondrale. Ce processus implique la formation d’une esquisse cartilagineuse avant
’ossification proprement dite. Lors de la croissance osseuse, le cartilage s’organise en différentes
zones ou les chondrocytes ne présentent pas les mémes propriézémeldistale contient des
chondrocytes quiescents synthétisant une matrice principalemeposées de collagene 2. La zone
proliférative se trouve en position proximale et contient desdrocytes en proliférath s’organisant
en chapelet cellulaires. Enfin, les cellules entrent dans une phase qualifiée d’hypertrophique. Elles
changent leur production matricielle en arrétant la swethde collagéne 2 au profit de celle de
collagéne 10, minéralisent leur magriet synthétisent des protéases. Ces modifications matricielles
permettentine invasion vasculaire, I’arrivée de chondroclastes qui dégradent la matrice avant I’arrivée
des ostéoblastes qui formeront la matrice osseuse. La répasasieuse suit les mémes étapes que la

croissance osseuse.

1.1 Développement osseux

HARP est surexprimé durant le développement du cartilage etatpgeplde croissance, ainsi
gue dans le callus durant la régénération osseuse (Dreylusl&98b; Imai et al., 1998; Petersen and
Rafii, 2001; Petersen et al., 2004). Cette expression a étééassola migration des progéniteurs
ostéoblastiques dans la zone d’ossification, ainsi qu’a la potentialisation des propriétés des
ostéoblastes. Nos nésts suggérent que HARP pourrait également avoir un role dans 1’induction de
I’hypertrophie chondrocytaire. IIs pourraient donc expliquer ceux obtenus par Imaalequi ont
montré que les souris inactivées pour HARP présentaiergtard de croissance (Imai et al., 2009)
En effet, I’absence de HARP dans les plaques de croissance peut résulter en un retard de
I’hypertrophie et donc a un ralentissement de la croissance osseuse. Une analyse réalisée par Lehman
et al. a montré que les plaques de croissances de ces animaux avaient une morphologie d’apparence
normale. Cependant, ces résultats ne s’intéressent pas aux constituants matriciels du cartilage de
conjugaison des souris KO. gkrait donc intéressant d’étudier les protéines et GAG matriciels
spécifiques de I’hypertrophie ainsi que le statut de la minéralisation des plagues de croésse ces

animaux. En effet, si ces paramétres étaient égalememtudisjicela confirmerait notre hypothése.
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1.2 Fractures et thérapies ostéoréparatrices

Lors des fractures réfractaires aux traitements habituedsjemstratégies actuelles consiste a
associer a associer de la BMP2 aux greffes de tissus osseurdaatol allogénique). Ce traitement
permet une formation osseuse de type membranaire effiCapendant, quelques cas de trop forte
minéralisation ou d’ostéolyse de la zone réparée ont été observées (Balseiro and Nottmeier, 2010;
Lewandrowski, Nanson, and Calderon, 2007; Owens et al., 20%dnble donc nécessaire d’obtenir
un os fonctionnel présentant les mémes caractéristiques que 1’os préexistant. Pour cela, 1’obtention
d’une régénération basée sur une formation osseuse endochondrale, impliquant la préeenc
chondrocytes hypertrophiques qui réguleront ceiperation, est importante. D’aprés nos résultats
I’association de HARP a des CSMh et a des biomatériaux, permettant une réparatiarsesietype
endochondrale, semble étre une alternative intéressante #iceopar rapport a la BMP2.

Les GAG sont finement régulés durant la réparation osseuse ¢6ahg 2006). lIs régulent
les propriétés des facteurs de croissance et assurent le nailetim MEC (Bramono et al., 2012;
Choocheep et al., 2010). Les propriétés structurales et fonctionhedl@simétiques des GAG en font
des molécules d’intérét dans les thérapies régénératrices. Nous avons montré que les mimétiques des
GAG pouvaient étre liés covalemment aux biomatériaux phosmimeal HARP étant un HBGF, son
association a de telles constructions pourrait permettrereffage plus efficace de ce facteur de
croissance aux biomatériaux et une potentialisation de ses proptiéties cellules co-implantées ou
résidentes. Nos résultats montrent que HARP potentialdifféaenciation chondrocytaire des CSMh
in vitro et permet une formation osseuse de type endochoddrs des modeles de défauts
orthotopiques in vivo. L’association de HARP aux mimétiques pourrait donc étre intéressante dans le

cadre des thérapies régénératrices osseuses.

2 HARP et ’arthrose

L’arthrose est une des premicres causes de handicap physique (McALindon 2012). Cette
pathologie dégénérative est associée a une dégradatiamtilage et une douleur de I’articulation
amenant a une baisse de la mobilité du patient. La forte prévalence de I’arthrose, entre 19% et 28% des
personnes agées de plus de 45 ans (Suri, Morgenroth, and Hunterer2@di2un probléme de santé
public majeur (Bertrand et al., 201@urant I’arthrose, les chondrocytes articulaires se différencient
enchondrocytes hypertrophiques. Ces modifications cellulaingsassociées a une minéralisation de
la matrice et a la pousse de spicules osseux sur le cartipglés ostéophytes, suivant un mécanisme
ressemblant a 1’ostéoformation endochondrale. Le cartilage, normalement avasculaire, subiréggle

une invasion de vaisseaux sanguiis.niveau tissulaire, 1’arthrose est associée a une diminution du
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contenu en glycosaminoglycannes sulfatés, une minéralisation derlaengta une baisse de la
cellularité (Kawaguchi, 2008). Ces modifications tissulaires ssswcaées a une forte inflammation

dans ’articulation.

HARP induit la production de molécule de la MEC par les chondesdffiapp et al., 1999)
De plus, HARP présente des propriétés angiogéniques (Christrahn2005; Souttou, Raulais, and
Vigny, 2001) Durant I’arthrose, la synovie présente un fort taux de HARP par rapport a une
articulation saine. Jusqu’a maintenant, cette observation a été interprétée comme

1) un effet protecteur de HARP permettant d’augmenter la synthése de MEC pour compenser
la dégradation cartilagineuse associée a cette pathologie

2) a une induction de I’angiogénése, donc comme participant & un des symptomes de
I’arthrose (Pufe et al., 2003a; Pufe et al., 2003b).

Certains travaux radtent I’hypothése que les CSMh pourraient étre impliqguées dans la
formation des ostéophytes (pour revue (van der Kraan anderaBerg, 2007)). Nos résultats sur la
différenciation chondrocytaire hypertrophique des CSMh suggégdemert que HARP pourrait
jouer un réle important dans la pousse de ces excroiSSaETREeS.

Enfin, le traitemen par HARP ddymphaocyte B issus de ang p&iphéique humain induit la
production de facteurs pliaflammatoires tels que I'IL1-B, I'IL-6, et le TNFe (Achour et al., 2008)
Ces protines sont également surexprimées dans la synovie lors de I’arthrose ((Madry, Luyten, and
Facchini, 2011) HARP pourrait donc également étre impliqué dans la foftemmation observée
dans I’articulation durant 1’arthrose. Afin d’évaluer 1’influence de HARP dans la progression des
pathologies arthrosiques, il serait intéressant d’étudier des modéles d’arthrose induite par
meriscectomig technique nimpliquant pas une inflammaticchimiguementinduite, chez les souris
KO ou surexprimant HARP. &a méme &qn, il seraitintéressant @value les effets deHARP seul
injecté dans la capsule articulaire sur une éventueiaergence dune pathologie arthritique chez

’anmal.

Le laboratoire CRRET a développé des peptides dérivés de HadRtopour les différents
domaines fonctionnels de HARP, dont les applications font 1’objet d’un brevet CNRS (Courty, FR 2
701 955-B1 PCT en cours 3530PCT/CA). Ces peptides rentrent en itmmpadtec la protéine
compléte pour la liaison aux récepteurs. Ainsi, le peptideespondant a la partie C-terminale de
HARP (p111-136) rentre en compétition avec HARP pour les réoepRPTPz, ALK et la nucléoline
de surface. Le traitement de tumeurs induites chez la sourte paptide induit une diminution de
I’angiogénése de ces tumeurs (Hamma-Kourbali et al., 2011) . utilisation de ce peptide durant
I’arthrose pourrait ainsi permettre de diminuer 1’angiogénése anormale du cartilage durant cette

pathologie.
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Le peptide p653*7 entre lui en compétition avec HARP pour sa liaison a 1’héparine (Hamma-
Kourbali et al., 2008)La liaison de HARP aux GAG permet de potentialiser son aotais aussi de
le concentrer localemenDurant 1’arthrose, on observe une forte concentration de HARP dans la
synovie, au contact direct du cartilage articulaire. Nos résuttat montré que HARP induit la
différenciation hypertrophique durant la chondroinduction. L’engagement dans la voie hypertrophique
des chondrocytes articulaires est un des symptomes de I’arthose et participe activement a la
dégradation de la matrice (Bertrand et al., 2010). Leetraitt de cartilage arthrosé avec p65-97
pourrait permettre de relarguer "THARP accumulé dans la matrice cartilagineuse et ainsi diminuer les
processus de différenciation hypertrophique.

Il serait donc intéressant, en premier lieu, de valieeeffetsd’induction de I’hypertrophie de
HARP sur des chondrocytes articulaires in vitro. Une fois ces donbémsues, il serait nécessaire
d’évaluer les propriétés de ces peptides sur les chondrocytes et tester leur capacité a mhitadentir
le processus de différenciation. Enfin, desstés vivo sur des modéles d’arthrose induite chez
I’animal pourraient permettre de valider I’intérét thérapeutique de ces peptides, que ca soit sur
I’hypertrophie chondrocytaire, mais également sur la vascularisation se développant durant 1’arthrose.

Cesdonnées pourraient permettre 1’émergence de nouveaux traitements pharmaceutiques dans

le traitement de la progression de la dégénérescence ayti@osi

Lors de I’arthrose, on observe un fort taux de HARP dans la synovie (Pufe et al., 2003a; Pufe
et al.,, 2007; Pullig et al., 2000), associé a une diminution dpidatité de GAG sulfatés dans la
matrice cartilagineuse (Kawaguchi, 2008}la suggére d’une part qu’il y a moins de GAG sulfatés
dans la MEC du cartilage arthrosé, mais également que lesdBAsartilage arthrosé ne présentent
pas les mémes propriétés gue ceux retrouvés en condition nolinzkté motré que le traitement
par HARP de chondrocyte induisaa production @ GAG (Tapp et al., 1999). Cependant, les
propriété biochimique et bidogiques @& ces GAG n’ont pas été évaées |l serait donc intéressant
d’étudier quantitativement la répartition des différents types de GAG et qualitativejra longueur
des chaines, les taux de sulfatationl’acetylation, leur affinité pour les HBGF, et leurs propriétés
biologiques sur les chondrocytes. Ces modulations du contenu iglyeade la MEC pourront étre
evalués lors de la culture de chondrocytes normaux ou arthrosiguiteo, en présence de HARP,
mais également lors de la dégénérescence arthrosique chez I’homme. Ces réutats pourraient fournir

des donnéeondamentales ilesdans la comg@hersion de la pogressia des maladies arthrosigs
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Résumeé

La régénération osseuse est un processus impliquant de nomlpeaxcéflulaires comme les ostéoblastes, les chondronytéss cellules
stromales mésenchymateuses (CSM). Les CSM possédent pieitésa de différenciation suggérant leur implication demgrocessus de
réparation. La régénération osseuse est le fruit de dedication complexe dé’activit¢é de nombreux facteurs de croissance. Parmi eux,
I’« Heparin affin regulatory peptide » (HARP) est fortengequrimé dans le callus durant la régénération soaigdle n’est pas clairement établi

Le but de ce travail de thése a étéd’Eyaluer les effets de HARP sur les propriétés de migration, de prolifération efifiérenciation des CSM

in vitro ; (2) évaler la capacité de HARP & induire une formation osseusm@uégénération osseuse in Vvivo.

Nos résultats démontreque HARP est chémoattractant pour les CSM et potestialis prolifération. De plus, nous montrons pour la premier
fois que le traitement de CSM par HARP durant leur chondraiimiuconduit a une différenciation chondrocytaire de type hyggtique. Ce
type cellulaire est primordial dans les derniers stadés fdemation osseuse endochondrale qui se met en place @Bucarissance ossge mais
également durant la réparatidn’implantation de biomatériaux associés & HARP dans un défaut osseux de condyle fémoral a conduit a la
formation de cartilage et d’os dans I’implant, reproduisant le mécanisme physiologique de formation oseadsehondrale. Le biomatériau seul
n’a été envahi que par du tissu fibreux.

Durant les processus de réparation tissulaire, leggysinoglycannes (GAG), des chaines polysaccharidique€sslfabmposants majeurs de
la matrice extracellulaire, participent a la modulati@s eéffets des facteurs de croissance durant la réparBéaemment, des mimétiques
structuraux et fonctionnels des GAG ont été développés. Durant ma thése, j’ai été associéu travail d’un doctorant de 1’équipe de P.Albanese, qui

a montré que des mimétiqgues de GAG induisent différenciation ostéoblastique des CSM en I’absence de traitement ostéoinducteur.

L’ implantation sous-cutanée de biomatériaux covalemment associés aux mingtmpieégalement été menées, et mmis d’observer des
potentialisations des processusvescularisation de I’implant et de I’activité ostéoclastique. Ces resultats ont permis deaevdlinterét des GAG
mimétiques dans le cadre des thérapies de régénérationeosseus

Cette étude démontre pour la premiére fois les effets obioddicteurs directs de HARP sur la production de moléculesa daatrice
cartilagineuse par les CSM in vitro, mais égalementsssynthése de tissu cartilagineux in vikes effets de HARP observés sur la régénération
osseuse confirmegir’il pourrait étre un bon candidat en chirurgie orthopédique en permettant une régénération dertgipehondrale typique de
la réparation physiologique. De plus les nouvelles sfiegédeveloppées dans le laboratoire sur la fonctionnalisedvalente de biomateriaux
par des GAG mimédiues, meriteraient d’etre testées en association avec HARP, afin d’augmenter sa demi-vie et de controler son relarguage et ses
activités biologiques in vivo.

Mots clefs: «heparin affin regulatory peptide », mimétiqgues des glycosanyicenghes, régénération osseuse, endochondral,
cellule stromale mésenchymateuse, ostéoblaste, cluytelro

Abstract

Bone regeneration is a complicated process which involved celhyar types such as osteoblasts, chondrocytes and mgsethistromal cells
(MSC). MSC can differentiate toward chondrocytes and bkists, suggesting their implication in bone regeneratiocegses. Bone reparation
involved a complex coordination of growth factors. Amongrthkeparin affin regulatory peptide (HARP) is found in callusnduregeneration.
However, its role is poorly understadthe aim of this thesis was (1) to evaluate HARP effentgroliferation, migration and differentiation of
MSC in vitro, (2) to evaluate HARP ability to promditene regeneration or bone formation.

Our results demonstrate that HARP has chemoattractiveraliférative properties on human MSC. Moreover, we shawtte first time that
HARP commits human MSC toward hypertrophy during chondrogenesssisToi great interest since hypertrophic chondrocytesfgsgmary
importance in the late stage of endochondral bone formationfurtteer tested the association of HARP to scaffolds incaleihof bone
regeneration in femoral defect in rat. HARP associateffodds showed an invasion of cartilage and bony tissuesicking endochondral bone
formation, whereas scaffold alone was just filled wilthdus tissue.

During regenerative processes glycosaminoglycans, pohaddes sulfated chains, are known as major components ektifaeellular matrix
and modulate the effects of growth factors during regeneratiocesses. Recently, structurally and functionally moweif GAG had been
developed. During my PhD thesis, | was associated to thle of@ doctoral student of P. Albanese who showed that GAG mimieiitse
osteoblastic differentiation of MSC without any other ostductive treatment. The ectopic implantation of mimeassociaté scaffolds didn’t
show effects on osteoformation but induced an enhancememisciilarization and of osteoclastic activity, both relldte tissue remodeling.
These results validate that GAG mimetics are of greatdst in bone regenerative field.

This study demonstrates for the first time the chondroingrigidtential of HARP through its ability to induce cartegpecific matrix production
by MSC in vitro but also by inducing cartilage tissue synthasivivo. The effects of HARP observed on bone regenerdbyprinducing an
endochondral bone formation similar to that observed in norama begeneration, confirm that HARP could be a good candidatthopedic
surgery. Moreover, scaffold covalently linked with GAG ratios should be tested in association with HARP. Thiseglyatould increase the
half life, control the release and potentiate HARP prageiti vivo.

Keywords: heparin affin regulatory peptide, glycosaminoglycans riagse bone regeneration, endochondral, mesenchymal
stromal cell, osteoblast, chondrocyte.
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