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Avant-propos

Ce travail de thése a été réalisé dans le cadre d’'une Convention Industrielle de Formation
par la Recherche (CIFRE) délivrée par I’Association Nationale de la Recherche et de la
Technologie (ANRT) et subventionnée par le Ministere de I'Enseignement Supérieur et de la
Recherche.

Ces travaux n’auraient jamais pu aboutir sans la collaboration du laboratoire de Biologie,
Génétique et Thérapies Ostéoarticulaires et Respiratoires BioTARGen (anciennement laboratoire
Microenvironnement Cellulaire et Pathologies - Microenvironnement des Pathologies
Dégénératives et Fibrotiques (MILPAT-MIPDF)), I'entreprise VETBIOBANK et I'Université de Caen
Normandie (UCN).

Le cartilage articulaire est un tissu conjonctif hautement spécialisé. Il est formé durant les
premieres phases du développement embryonnaire de l'organisme et perdure, a 'dge adulte, a
I'extrémité des os longs. Son réle est d’assurer la fonction de I'articulation par une double capacité
a résister aux chocs gu’elle subit et a permettre le mouvement des piéces osseuses entre elles.

Le cartilage présente la particularité d’étre non vascularisé, non innervé et alymphatique. Il
est faiblement cellularisé et est composé principalement d’'un type cellulaire majoritaire : le
chondrocyte. Ce dernier synthétise et régule I'intégrité d’'une abondante matrice extracellulaire
(MEC) qui fournit au cartilage ses propriétés biomécaniques spécifiques. Néanmoins, la faible
diffusion d’oxygéne et de nutriments au sein de ce tissu impose au chondrocyte un
microenvironnement particulier. Du fait de sa faible cellularité et face aux traumatismes qu’il peut
subir, le cartilage est pourvu d’une capacité de réparation intrinseque restreinte.

Une sur-sollicitation du cartilage aboutit a I'émergence de Iésions focales et d’une réaction
inflammatoire localisée. Le diagnostique des atteintes cartilagineuses de faible ampleur est
difficile. Indubitablement, cette inflammation localisée va évoluer vers une inflammation
généralisée de l'articulation. C’est dans ce contexte que le chondrocyte va voir son statut de
différenciation évoluer vers un phénotype pathologique. Dés lors, ce chondrocyte va étre incapable
de réguler sa synthése matricielle. L’homéostasie du cartilage, normalement régulée par le
chondrocyte, est alors perdue. Ce tissu devenu pathologique va progressivement se dégrader,
laissant place a un tissu fibrotique de mauvaise qualité, cassant et incapable d’assurer son rble
natif, on parle alors d’arthrose. Dans les stades tardifs de cette maladie, la perte du volume
matriciel aboutit au contact des os entre eux au sein de larticulation. L’os sous-chondral étant
innervé, les mouvements de larticulation provoquent alors de fortes douleurs.

Comme chez I'Homme, le cartilage articulaire du cheval est soumis a d’énormes
contraintes mécaniques. Ces contraintes sont d’autant plus importantes lorsque I'on replace le
cheval dans sa pratique sportive. Chez I'équidé, plus de 60% des troubles locomoteurs sont dus a
arthrose. Les traitements actuels de I'arthrose ne sont que palliatifs : ils visent I'atténuation de la
composante inflammatoire mais ne permettent en aucun cas une réparation tissulaire. Ainsi,
I'arthrose équine provoque généralement un arrét prématuré de la carriere du cheval sportif
générant un important déficit financier pour la filiere équine.

Ces derniéres années, chez ’'Homme, énormément d’espoirs ont émergé sur les thérapies
basées sur la génération en laboratoire d’'un substitut biologique néo-cartilagineux hyalin. Cette
thérapie de médecine régénérative a été décrite pour la premiére fois en 1994 par I'équipe de Mats
Brittberg. Ce procédé nommé « transplantation de chondrocytes autologues » (TCA) se base sur
P'utilisation d’'une biopsie et I'isolement de chondrocytes articulaires d’'une zone non portante de
I'articulation et macroscopiquement saine du cartilage. Ces chondrocytes sont amplifiés in vitro
afin d’obtenir un nombre suffisant de cellules qui seront par la suite réimplantées au sein des
|ésions cartilagineuses sous une membrane de périoste. Initialement définie comme une thérapie
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cellulaire, la TCA a progressivement évolué vers une thérapie d’ingénierie tissulaire. Cette
évolution a eu pour objectifs le perfectionnement des méthodes chirurgicales (telles que le
remplacement de I'arthrotomie par [I’arthroscopie), I’'amélioration de [I'implantation des
chondrocytes (via le remplacement du support implantatoire par un biomatériau en trois
dimensions (3D)) et le perfectionnement des méthodes de cultures cellulaires (favorisant un
phénotype chondrocytaire stable).

C’est dans ce contexte que le projet ANR PROMOCART (2007-2012) a permis, en 2012, le
dépdt d’'un brevet par l'unité BioTARGen sur une technique de génération d’'un substitut néo-
cartilagineux de type hyalin a partir de chondrocytes humains. Les premiers travaux sur
I'application de l'ingénierie tissulaire du cartilage ont été réalisés chez le cheval. Les résultats
montrent qu’il est ainsi possible de réaliser une preuve de concept pour ces nouvelles stratégies
innovantes chez ce modele gros animal dont la biologie du cartilage est analogue au modéle
humain. C’est dans cette optique que ce projet de thése s'inscrit dans la poursuite du projet
HIPPOCART 1 (FEDER, N°33535, 2012-2013) et dans le développement d'HIPPOCART 2 visant
a développer une approche intégrée pour le traitement de I'ostéo-arthropathie chez le cheval. Car
en effet, en plus d’'un intérét financier pour la filiere équine, ces travaux menés chez I'équidé
pourraient s’orienter vers des essais cliniques chez ce modéle gros animal et ainsi permettre une
continuité vers des essais cliniques chez ’'Homme.

Ainsi, la premiére partie de cette these est consacrée a la validation de I'obtention d’un
patch de néo-cartilage a partir de chondrocytes équins sur la base du brevet déposé en 2012 en
santé humaine. Ce patch de cartilage doit étre de haute qualité biologique. De ce fait, il est
indispensable d’évaluer la qualité de la MEC néo-formée ainsi que le statut phénotypique des
chondrocytes aprés génération du substitut cartilagineux in vitro. Afin de valider ces pré-requis,
I'expression des marqueurs spécifiques du cartilage hyalin sera confrontée a I'expression des
marqueurs atypiques du cartilage. L'utilisation du chondrocyte dans le cadre de la thérapie
autologue est considéré a I'heure actuelle comme un « gold-standard » parmi les stratégies
d’ingénierie tissulaire du cartilage. C’est sur cette base que le patch de chondrocytes équins sera
utilisé comme outil de comparaison pour l'utilisation de sources cellulaires alternatives pour
I'ingénierie tissulaire du cartilage.

Malgré les bons retours cliniques des nouvelles générations de TCA en santé humaine et
son application possible en santé équine, des limites techniques et biologiques, inhérentes au type
cellulaire persistent. Dans cette optique, ces vingts derniéres années, les efforts se sont tournés
vers I'utilisation de sources cellulaires alternatives pour I'ingénierie tissulaire du cartilage. Parmi
ces sources cellulaires, les cellules souches mésenchymateuses (CSM) sont les plus étudiées.

Parmi leurs caractéristiques biologiques, leur capacité a s’engager dans différents lignages
cellulaires est largement exploitée dans le cadre thérapeutique. La faculté qu’ont les CSM a
générer un tissu spécialisé, et notamment du cartilage, est I'un des principaux axes de recherche
dans leur utilisation en ingénierie tissulaire du cartilage et permet ainsi de s’affranchir de
I'utilisation des chondrocytes. Les CSM peuvent étre isolées a partir de différents tissus ou liquides
biologiques. Parmi ces sources, la moelle osseuse (MO) et le tissu adipeux (TA) sont des sources
de CSM adultes chez lesquelles le potentiel chondrogénique a été le plus étudié. Néanmoins, ces
CSM possedent un potentiel de différenciation dépendant des facteurs intrinséques (age) et
extrinseques (environnement) liés au sujet chez lequel elles sont isolées. D’autres sources de
CSM échappent en partie a l'influence de ces parameétres, il s’agit des CSM néonatales. Ces
derniéres peuvent étre isolées a partir du cordon ombilical. Elles sont décrites dans la littérature
comme ayant un potentiel de différenciation accri par rapport aux CSM adultes, une prolifération
plus importante elles sont tolérées par I'organisme. De plus, leur isolement est facilité par le
caractéere non-invasif du prélevement de cordon ombilical. Au sein du cordon ombilical, deux types
de CSM peuvent étre isolés. Il s’agit de CSM issues de Gelée de Wharton (GW) qui correspond a
un tissu de soutien du cordon ombilical et de CSM issues de sang de cordon ombilical appelé
aussi sang placentaire (SPL). Les CSM-GW sont originaires d’un tissu conjonctif embryonnaire
entourant les artéres et la veine ombilicale, elles pourraient présenter un intérét thérapeutique et
industriel car elles possédent un énorme potentiel prolifératif. Les CSM-SPL sont, quant a elles,
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présentes en suspension dans le plasma ombilical et co-localisent avec les autres types cellulaires
composant le sang placentaire.

Les CSM, indépendamment de leur origine, posseédent des caractéristiques communes
servant a les discriminer par rapport aux autres types cellulaires indésirables en culture cellulaire
in vitro. Ces caractéristiques se basent sur leur capacité a adhérer au plastique, sur I'expression
spécifiqgue de marqueurs membranaires, leur prolifération, leur capacité a moduler le
comportement des cellules immunitaires ainsi que leur capacité a se différencier en types
cellulaires spécialisés. Afin de réaliser ce projet de thése, ces pré-requis ont tous été étudiés avant
I'utilisation des CSM pour les expérimentations.

Ces caractéristiques communes sont a nuancer avec les spécificités inhérentes a chaque
sources de CSM. Les nouvelles générations de thérapies basées sur l'utilisation des CSM
s’orientent vers la recherche d’'une source spécifique de CSM pour une application thérapeutique
spécifique. En effet, malgré leurs spécificités communes, les différents types de CSM n’ont pas le
méme potentiel de différenciation et/ou de prolifération. Ainsi, leur potentiel thérapeutique est a
adapter a la nature du traitement désiré.

C’est dans ce contexte scientifique que la deuxiéme et la troisieme partie de la thése
s’organisent. Dans le deuxiéme axe, I'objectif est de substituer I'utilisation des chondrocytes
articulaires équins par les CSM néonatales issues de SPL et de GW pour la génération d’'un
substitut cartilagineux. C’est par I'induction de la chondrogenése que les CSM-SPL et les CSM-
GW vont ensuite s’orienter vers un phénotype chondrocytaire mature et stable. Il est essentiel de
maitriser cette chondrogenese par un contréle du microenvironnement cellulaire afin de stabiliser
le statut de différenciation, le phénotype chondrocytaire étant étroitement lié au phénotype
ostéoblastique.

Dans une démarche d’optimisation des techniques d’ingénierie tissulaire du cartilage, la
finalité de ce projet aura ainsi pour but de comparer le potentiel chondrogénique de CSM-SPL et
de CSM-GW dans le cadre de telles thérapies.

L'ensemble des résultats obtenus durant cette thése a pour vocation, d’'une part de mieux
comprendre les processus cellulaires et moléculaires gouvernant la différenciation chondrogénique
chez différents types de CSM et plus précisément le phénotype chondrocytaire mature. D’autre
part, la comparaison des trois types cellulaires d’étude laisse envisager des voies d’optimisation du
procédé de fabrication d’un substitut cartilagineux in vitro. Ces résultats ont également pour but
d’approfondir les connaissances sur le cartilage équin, ce modéle n’étant pas a considérer comme
unique sujet d’expérimentation mais également comme sujet d’étude. D’un point de vue plus
global, ces avancées chez le modéle équin permettront d’aborder les essais cliniques chez ce
modele gros animal pour, in fine, envisager les essais cliniqgues chez ’'Homme.
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Chapitre 1. Le cartilage en tant
que tissu squelettique.
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Chapitre 1. Le cartilage en tant que tissu
squelettique.

. Le cartilage : un tissu de soutien.

A. Généralités sur le cartilage.

La premiére mention du mot ‘ e —
cartilage a été attribuée a Aristote au gxagy:agleeg-;{f—cannages in Thyroid “\~'}Law
IVeme siecle avant Jésus-Christ en etar catioge e J
citant sa présence au sein de l'oreille
et du nez. Mais la notion de cartilage ¢, g

) W' of ajoint cartilage
Costal cartilage
in intervertebral

articulaire n’est apparue qu’en 175 i

(Benedek, 2006). Il a été décrit en
premier lieu comme un tissu situé aux
extrémités osseuses au sein d’une
articulation et dont la principale s

Meniscus (padlike \

fonction est la protection de cette  caniagein

\\

derniére. C'est au XXéme siecle que la o> / 3 wbocaioges
fonction du cartilage, ses  ofapin et ol

caractéristiques et sa composition ont 8:213:23

étés rigoureusement étudiées et ont R B W s

fait I'objet d’une forte activité de
publication dans la communauté !
scientifique. Ll -
Le cartilage est un tissu ‘
conjonctif retrouvé chez tous les
Vertébrés et I'ensemble des
mammiféres. Chez ces derniers, il est
présent a la fois durant le stade e
embryonnaire comme tissu de
transition et a I'dge adulte comme o]
tissu spécialisé. Il existe différents
types de cartilage mais ils répondent e
a des caractéristiques communes. || prnl el
s’agit d’un tissu hautement spécialisé,
avasculaire a la fois résistant et
élastique. Ces deux propriétés, Figure 1 : Représentation schématique de la localisation du
d’apparences antinomiques, tissu cartilagineux chez 'Homme et sa correspondance chez le

conférer)t au cgrtile,lge un role de (mhggjllzn??awit.org/wp-content/uploads/2011/09/Iocations-of-hya|ine-
protegtlon mals_ egal_ement des elastic-cartilage-and-fibrocartilages.png).

fonctions physiologiques plus

complexes. Il est composé

principalement d’un type cellulaire

faiblement représenté au sein du tissu : le chondrocyte. Ce dernier synthétise une importante MEC
de composition variable mais comportant une forte proportion de molécules de type collagéniques
et de polyméres glycosylés. La composition de cette MEC confere au cartilage les propriétés qui
lui sont propres

[ Hyatine cartilages
[ Etastic cartilages
W Fibrocartiages

ibs
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os caldis

2nd metatarsal

tarsus
4th metatarsal
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proximal phalanx (long)
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Le cartilage est présent sous différentes formes et dont la typologie est dépendante de sa

composition, de sa localisation et de sa fonction.

B. Les différents types de cartilage.

1. Le cartilage élastique.

Le cartilage élastique est un tissu faiblement représenté
dans l'organisme. Il est retrouvé au niveau de l'oreille externe,
de la trompe auditive, dans le larynx et au niveau du nez.
Comme son nom lindique, il posséde la capacité de se
déformer tout en retrouvant sa conformation initiale en absence
de contraintes physiques. Ces propriétés sont assurées en
grande partie par la forte proportion de collagene de type I,
d’élastine et de polyméres de protéoglycanes (PG)

(Ross & Pawlina, 2011 ; Cox & Peacock, 1977).

2. Le fibrocartilage.

Le fibrocartilage est un type de cartilage extrémement
rigide et dont les propriétés élastiques sont moindres par rapport
aux autres types de cartilage. Ce cartilage fibreux restreint la
mobilité d’'un complexe de deux tissus solides. Il se retrouve au
sein des disques intervertébraux, de la symphyse pubienne, a la
jonction du tendon et de I'os ainsi qu’au niveau du ménisque. Le
fibrocartilage est également un tissu transitoire observé lors de
la réparation osseuse suite a une fracture. Il compose le bonus
callus (cal osseux) et représente un tissu d’accueil pour
I'ossification endochondrale. Cette fonction physiologique est
assurée par une forte proportion de collagéne de type | qui
s’organise autour d’un réseau protéique et collagénique dense

(Ross & Pawlina, 2011).

3. Le cartilage hyalin.

D’apparence translucide, le cartilage hyalin est le
cartilage majoritairement présent chez les Vertébrés. Il compose
I’ensemble du squelette embryonnaire mais ne perdure qu’a des
endroits spécifiques a I'dge adulte. Il est principalement localisé
aux extrémités distales et proximales des os longs en lieu et
place de l'articulation. Néanmoins, il est également retrouvé a
I'age adulte dans la cloison nasale, au niveau du larynx et aux
extrémités ventrales des cétes. |l posséde des propriétés
biomécaniques uniques apportées par la prépondérance du
collagéne de type Il et d’agrécane (polymere de PG). Il est
capable d’emmagasiner une grande quantité d’eau lui conférant
un fort pouvoir d’absorption de chocs (Ross &
Pawlina, 2011).

Cette typographie ne peut étre exhaustive concernant les

cartilage élastique.
(http://medcell.med.yale.edu/
histology/connective_tissue_lab/
images/elastic_cartilage.jpg).
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Figure 3 : Coupe histologique de
fibrocartilage.
(http://medcell.med.yale.edu/
histology/connective_tissue_lab/
images/fibrocartilage.jpg).
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Figure 4 : Coupe histologique de
cartilage hyalin.
http://medcell.med.yale.edu/
histology/connective_tissue_lab/
images/fibrocartilage.jpg.

différentes formes que peut prendre le cartilage. Outre le cartilage de croissance et hypertrophique
(définis par la suite), pour chaque type, la composition matricielle et cellulaire varient. Cette
variation est visible au cours du développement ainsi qu’au sein méme du tissu sous forme de
gradients cellulaires et moléculaires. Les chondrocytes sont présents sous forme hiérarchisée et la

micro-architecture est hétérogene.
biomécaniques du cartilage.
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C. L’articulation.

L’articulation peut étre considérée comme un organe a part entiére

. Parmi les

différents types d’articulation, la diarthrose permet un mouvement de grande amplitude entre

plusieurs pieces osseuses
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(Metacarpophalangeal
Joint)

Pastern Joint
(Proximal Interphalangeal
Joint)

Coftin Joint
(Distal Interphalangeal
Joint)

Figure 5 : Représentation schématique des articulations des membres antérieur

et postérieur du cheval.

(Gregory, 2011. Gregory's textbook of farriery. Heartland Horseshoeing School).

Figure 6 : Représentation schématique de
la classification des diarthroses
synoviales.

Les diarthroses sont classifiées en fonction de
leur degré de liberté (A) articulation
sphéroide, (B) articulation ellipsoide, (C)
articulation sellaire, (D) articulation
trochléenne, (E) articulation trochoide, (F)
articulation plane (http://www.blog-elsevier-
masson.fr/wp-content/uploads/2016/10/

figh4big.jpg).

=7 Medullary cavity
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Spongy bone
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synovial fluid)
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| & DR N

Figure 7 : Représentation schématique de la
structure d’une diarthrose ou articulation synoviale.
Une diarthrose se compose de plusieurs extrémités
osseuses positionnées en apposition. Elles sont
protégées au niveau des zones de contacts par le
cartilage articulaire hyalin. L'ensemble est cloisonné au
sein d'une capsule synoviale contenant le liquide
synovial (https://www.pdhpe.net/wp-content/uploads/
2017/02/structure-of-Synovial-joints-1.jpg).

Appelée aussi articulation synoviale, elle se compose de deux extrémités osseuses (ou plus)

enfermées dans une capsule synoviale

. Cette capsule synoviale comprend une capsule

articulaire, une membrane synoviale et le liquide synovial. Les ligaments intra-articulaires
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permettent une limitation des mouvements des pieces osseuses et le maintien des surfaces
articulaires de fagon apposée. Le frottement des piéces osseuses entre elles est prévenu par la
présence d’un cartilage hyalin présent sur les surfaces articulaires.

La diarthrose peut contenir des pieces fibrocartilagineuses afin d’assurer la congruence de
I'articulation.

La fonction principale de l'articulation est de permettre un mouvement contrélé autour d’'un
axe imposé par sa structure. C’est I'action des muscles qui permet le mouvement. Le contréle de
ce mouvement est quant a lui assuré par I'action combinée des différents muscles, 'agencement
des tendons et ligaments ainsi que par la structure méme de I'articulation. Ce contréle articulaire
est également dépendant d’un degré de liberté propre a chaque articulation. L'ensemble assure la
stabilité de cette derniére.

En plus de cette fonction active, I'articulation synoviale est un organe de protection des
membres, répartissant les charges corporelles, amortissant les chocs voir redistribuant ces forces
subies par l'articulation telle I'action d’un ressort.

La faculté d’élasticité et de résistance de l'articulation est assurée en partie par la cavité
synoviale (et le liquide synovial) mais surtout par la présence du cartilage articulaire a la surface
des os.

Il. Le cartilage articulaire : un tissu conjonctif
hautement spécialisé.

A. L'organisation tissulaire du cartilage articulaire.

Les propriétés de lubrification, de résistance aux frottements et de répartition des charges
du cartilage articulaire dépendent de son organisation tissulaire et de sa composition. Il s’agit d’un
tissu faiblement cellularisé dont le principal type cellulaire est le chondrocyte. Ce dernier est ancré
au sein d’'une abondante MEC représentant 98% du volume tissulaire chez ’'Homme (Lohmander,
1988). A la fois dense et fortement hydraté, il a la
particularité d’étre alymphatique, non-innervé et

dépourvu de systéme vasculaire. Sa surface . , e
translucide, capable de faciliter les forces de friction, : QR o)
procure au cartilage un aspect nacré. Ainsi, le = . o RO
cartilage articulaire est également nommé cartilage = = =, _~
hyalin. G S l 2 ; I

| - Tangential i

Le cartilage articulaire est hétérogéne et
posséde une composition stratifiée et orientée de
facon centripéte de sa surface vers I'os sous-chondral.
Cette microarchitecture implique la présence de
muljuple_s gra(_:ile_nts Chl_mlques,. str_uctureIsA et Figure 8 : Coupe histologique longitudinale
moI_e(_:uIalres. A|nS|_, le cartilage aryculalre peut étre 4o cartilage articulaire hyalin sain.
défini selon plusieurs zones microscopiquement |e cartilage articulaire hyalin sain est un tissu
discernables : la zone tangentielle, la zone  composé de différentes zones. De la surface a
transitionnelle, la zone radiale et la zone calcifiée I'os sous-chondral, on distingue la zone
(Kheir & Shaw, 2009). D’une zone a lautre, la tg’;@?i“rt;et“iec;n"ar?sé'“n?g':i”f’ lria:]d;a'eefté‘::fi'fr']e:-
cor_nposmon d_e la MEC et I’orgamse_atlon ceIIuI'fure grossissement x40 (Kheir &yShaW’ 2009). :
varient. Au sein de I'ensemble du cartilage peut étre
observé un gradient de concentration de PG,
d’oxygéne et d’eau

Transitional

. .

\ ‘5C:;ic'iﬁed26ne f”“_
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Figure 9 : Représentation schématique de la composition moléculaire et cellulaire du
cartilage.

Le cartilage articulaire hyalin est un tissu orienté dont la composition structurale varie en fonction
de sa profondeur. On y distingue plusieurs gradients chimiques et biologiques. Ainsi, il est
observé une variation de la cellularité, de I'hydratation, de la teneur en oxygéene, en composants
macromoléculaires et en nutriments (adaptation de Gadjanski et al., 2012).

4. Le cartilage articulaire : un tissu segmenté.

a. La zone tangentielle.

Fortement hydratée, cette zone est également appelée couche superficielle et est en
contact direct avec le liquide synovial. C’est la zone la plus soumise aux contraintes mécaniques
de l'articulation. De ce fait, il s’agit également de la zone la plus exposée aux atteintes articulaires.
Elle est dotée a sa surface d’'une fine matrice translucide acellulaire nommée lamina splendens.
Cette fine couche matricielle jouant le réle de lubrifiant est composée principalement de petits PG
et de courtes fibrilles de collagéne. La zone tangentielle représente 10-20% du volume total du
cartilage articulaire. Les chondrocytes, nombreux et discoides, sont organisés parallelement a la
surface. Des fibres de collagéne de types Il et IX y sont alignées de facon tangentielle a la limite
cartilage/liquide synovial (Sophia Fox et al., 2009).

b. La zone transitionnelle.

La zone tangentielle recouvre la zone transitionnelle (ou couche moyenne). C’est la plus
épaisse des différentes zones (40-60% du volume cartilagineux). Cette zone correspond a la
premiere ligne de résistance du cartilage face aux forces de compression (Sophia Fox et al.,
2009). La cellularité est plus faible et la morphologie des chondrocytes est sphérique. Les
chondrocytes ne sont plus individualisés mais se présentent sous forme de groupes cellulaires
syngéniques.
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c. La zone radiale.

Cette zone profonde (30-40% du cartilage) est composée d’une MEC plus compacte que
les couches externes. Elles est plus riche en PG et en larges fibrilles de collagéne. La proportion
d’eau au sein de cette couche est réduite. Il s’agit de la zone la plus résistante aux forces de
compression. Les chondrocytes sont disposés sous forme de colonnes perpendiculaires a la
surface du cartilage (Sophia Fox et al., 2009).

d. La zone calcifiée.

Cette zone a pour réle de séparer le cartilage articulaire de I'os sous-chondral. Elle est
composée d’'une MEC rigide et dont la frontiére avec la zone radiale (« Tidemark ») est bien visible
en microscopie (Lane et al, 1977). Cette matrice est riche en collagéne de type X permettant une
forte calcification de cette derniére. Les chondrocytes, rares, possédent un cytoplasme proéminent
et sont qualifiés d’hypertrophiques.

B. La composition cellulaire et moléculaire du cartilage
articulaire.

Une relation étroite existe entre la composition moléculaire de la MEC et la fonctionnalité
du cartilage. C’est le chondrocyte qui synthétise et régule cette abondante MEC.

1. Le chondrocyvte.

Le chondrocyte représente seulement 2% du volume du
cartilage. Il s’agit d’'une cellule généralement arrondie voir
polygonale (Archer & Francis-West, 2003). Elle
possede un noyau proéminent et montre des caractéristiques
typiques d’une cellule métaboliquement active. Cette activité
métabolique est essentiellement consacrée a la synthése d’une
importante MEC dans laquelle le chondrocyte est ancré. En effet, ‘
les chondrocytes sont inclus au sein de compartiments tissulaires  Figure 10 : Photographie de
nommeés chondroplastes. On y distingue des groupes de 2-3 microscopie électronique de
cellules issues de la division d’'une méme cellule. chondrocyte articulaire.

Malgré cette forte activité de synthése, les chondrocytes L€ chondrocyte est caracterise par
sont des cellules relativement quiescentes. En plus d’évoluer UY"¢ Tor‘t’ho'og'e ?’lphde”qéele.t ”r;
dans un tissu non vascularisé, les chondrocytes tirent 'rrgﬁg[funm agﬁg(r)ep:lasemiquoeg' Lee
essentiellement leur énergie de la glycolyse dont I'apport cytoplasme du chondrocyte fait
énergétique est le glucose. L'apport en nutriments et en oxygéne  Iobjet dun important dépét de
s’exercant exclusivement par diffusion a partir du liquide synovial, glycogene (Archer & Francis-
le chondrocyte évolue au sein d’un microenvironnement West 2003).

« stringent ».

Le chondrocyte, en plus de synthétiser la MEC spécifique au cartilage, régule finement
cette derniére. En effet, outre une activité anabolique fournissant les macromolécules et protéines
structurales, le chondrocyte renouvelle les composants de la MEC via une activité catabolique
contrélée. Cet équilibre fragile qu’est ’hnoméostasie est régulé par une importante interaction entre
le chondrocyte, sa MEC, son microenvironnement et un ensemble de protéines de signalisation
gue sont les facteurs de croissance et les cytokines.

2. La matrice extracellulaire.

L'eau est une importante composante de la MEC. Elle représente entre 60% et 80% du
poids total du cartilage. Ce liquide interstitiel intervient, a plus de 90% dans la résistance de
I’articulation face a la compression (Chen ef al., 2006). C’est la composition de la MEC qui permet
une telle rétention hydrique tout en étant capable de libérer cette eau sous l'effet de 'augmentation
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de la pression exercée sur le cartilage. L'eau
représente également un véhicule pour
’ensemble des nutriments par leur diffusion
de la surface du cartilage jusqu’au
chondrocyte, diffusion pouvant étre
dépendante des mouvements de
I’articulation. Pour assurer cette hydratation,
la MEC du cartilage doit étre a la fois
perméable et conserver I'eau a I'image d’'un
gel. Ainsi, cette double spécificité est
apportée principalement par deux
macromolécules : le collagene de type Il et
I'agrécane [Figure 11].

Néanmoins, comme Vvu
précédemment, la composition et la
microarchitecture de la MEC varie en
fonction d’une stratification verticale en sein du
cartilage. De surcroit, cette MEC posséde
également une hétérogénéité circonférentielle
autour du chondrocyte. On distingue ainsi trois
types de matrices proximales a ce
chondrocyte.

- La matrice péricellulaire représente la

Cellules
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5 o IRTETETA -

15 % . Autre

. 3%

. Agrecane \‘

9%

Figure 11 : Pourcentages de composition moléculaire
et biologique du cartilage.

La MEC du cartilage est fortement hydratée et
principalement composée de deux marqueurs
moléculaires : le collagéne de type Il et I'agrécane. Sa
composition lui confere ses propriétés biomécaniques
spécifiques (Aigner & Stbve, 2003).

80 %

Collagéne
15 %

Collagénes

plus étroite relation entre le chondrocyte et sa MEC. Elle représente l'interaction directe cellule-

MEC (via les intégrines du chondrocyte), importante a

pour la communication du chondrocyte avec

la fois pour le phénotype chondrocytaire et
son microenvironnement [Figure 12]. La matrice

péricellulaire permet également la transduction des signaux mécaniques jusqu’au chondrocyte,
influencant ainsi le comportement cellulaire de ce dernier. Ce phénoméne est appelé mécano-
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Figure 12 : Organisation de la MEC synthétisée par le chondrocyte.

La MEC proximale du chondrocyte peut étre séparée en 3 zones en fonction la distance de cette derniére par
rapport a la cellule. En fonction de I'éloignement, on distingue la MEC péricellulaire, la MEC territoriale et la MEC
inter-territoriale. Leur composition moléculaire, leur microarchitecture ainsi que leur fonction varie d’'une zone a

l'autre. CILP-1
« chondroitin-sulfate »; KS : « keratan-sulfate »;
protein » (Heinegard & Saxne, 2011).

: « cartilage intermediate layer protein 1 »
PRELP :

; COMP : « cartilage oligomeric matrix protein" ; CS :
« proline-arginine-rich and leucine-rich repeat
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transduction (Guilak et al., 2006). Cette matrice est principalement composée de collagéene de type
VI, d’acide hyaluronique, de courtes fibrilles de collagene de type IX (Poole 1997) et de petits PG
(biglycane, décorine, fibromoduline et fibronectine). La matrice péricellulaire joue également un
réle d’interface entre le chondrocyte et la matrice territoriale.

- La matrice territoriale facilite 'ancrage des chondrocytes a la MEC. Elle englobe une
cellule ou des groupes isogéniques de cellules formant ainsi des complexes cellulaires au sein
méme de cette MEC. Elle a un réle de médiateur entre la matrice inter-territoriale et la matrice
péricellulaire permettant indirectement au chondrocyte d’interagir avec I'ensemble de la MEC. Elle
est concentrée en agrécane, en chondroitine-sulfate et est formée de larges et denses fibrilles de
collagéne de type Il (Poole, 1997).

- La matrice inter-territoriale comble les espaces interstitiels présents entre les groupes de
chondrocytes. Elle est riche en PG de type kératane-sulfate et comprend les plus importantes
fibrilles de collagene de types Il et IX (Poole, 1997 ; Heinegard & Saxne, 2011). D’autres
molécules non collagéniques permettent I'organisation du réseau protéique comme la « Cartilage
Oligomeric Matrix Protein » (COMP), la décorine, la matriline-3 et la fibromoduline.

a. Les collagenes.

Les collagenes forment le

L. Type Class Composition Distribution
groupe de prOteIneS Ie plUS abondant | Fibrillar al1lll,e200 Abundant and widespread: Dermis,
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o o o
Vil Anchaoring fibrils al[VI,o2[VI] Dermis, Bladder
~ Z: Vil Network al [VIIl]3 Widespread: Dermis, brain, heart,
Les chaines protéiques des i ey
a 1 Ari a1 [VIIL,e2[VII]

CC’)”a’geneS (Chalnes (1) Se, C'araCt_erlsen‘t IX FACIT a10X]1a2{IX]1a3[IX] ~ Cartilage, Cornea, Vitreous
généralement par leur prédisposition a «x Network aliX], Cartilage
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P . XVI FACIT = Dermis, Kidney
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respectivement et en grande majorité la
proline et la 4-hydroxyproline/5-

Tableau 1 : Les différents isotypes collagéniques.

Les collagénes sont regroupés par classes en fonction de leur
prédisposition a former différentes structures quaternaires et
notamment leur capacité a former des fibrilles. Les collagenes
sont retrouvés dans une grande variété de tissus de I'organisme.
FACIT : « fibril associated collagen with interrupted triple helices »
; MACIT : « membrane associated collagens with interrupted triple
helices » (Jain et al., 2014).

hydroxylysine. Cette allitération de
séquences d’acides aminés permet la
mise en place d’une structure protéique
quaternaire trimérique appelé
tropocollagéne (combinaison de 3
chaines a). La stabilité du
tropocollagene est assurée par des
liaisons hydrogénes entre les glycines et
les hydroxyprolines (Gelse et al., 2003).
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La famille des collagénes se compose de 28 types qui sont classifiés en fonction de la
structure et des propriétés des collagénes. Chaque isotype posséde sa propre distribution au sein
de l'organisme. La diversité des collagénes est assurée par la présence d’un grand nombre de
génes codants les chaines a, les modifications post-traductionnelles de ces derniéres et de leur
arrangement supramoléculaire en triples hélices [Tableau 1]. Néanmoins, la classification est
essentiellement basée sur la faculté de chaque type a former des triples hélices continues,
interrompues ou partielles. Ainsi, deux grandes familles sont représentées : les collagénes
fibrillaires et non fibrillaires. Les collagenes fibrillaires, au sein de la MEC, permettent la
structuration du réseau matriciel tandis que les collagenes non-fibrillaires, s’associant aux
fibrillaires, servent d’ancrage protéique ou cellulaire a cette MEC ainsi qu’a sa modulation
fonctionnelle [Figures 13 et 14] (Ricard-Blum, 2011).
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Figure 13 : Représentation schématique des domaines protéiques composant les différents collagénes.
Les différents collagénes sont tous constitués de domaines hélicoidaux formés d’une triple hélice. Pour autant, ils
différent par leur structure supramoléculaire, leur composition et leur fonction (Ricard-Blum, 2011).

Fibrils

=

FACITs (collagen IX)

Hexagonal networks (collagens Vil and X)

M Figure 14 : Représentation schématique des
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Network (collagen IV) ° (Ricard-BIum, 2011 )

Anchoring fibrils (collagen VII)
> > @ Non-collagenous domain
—— Triple-helical domain (Gly-X-Y) Thrombospondin domain

42



Dans le cartilage articulaire, on distingue
10 isotypes collagéniques dont certains sont
exclusivement présents dans ce tissu comme
les collagenes de types Il et X [Figure 15] (Eyre
et al., 2006 ; Plumb et al., 2011). Néanmoins, le
collagéne de type Il est le collagéne spécifique
et primordial au cartilage articulaire sain.

La complexe association de ces
collagenes apporte a la fois les propriétés
biologiques du cartilage mais également son
hétérogénéité. Au niveau ultrastructural, la
disposition des fibrilles de collagenes répond a
une organisation précise. L'orientation, la
densité et la micro-architecture du réseau
fibrillaire est en étroite relation avec la
typographie du cartilage décrite

5 ~3%: X

Ly 1o
~7-10% |

L IX-VIEXH-XIV-XH-XX VI

~ 80-90%

+ X (cartilage hypertrophique)

Cartilage articulaire adulte

Figure 15 : Composition en collagéne du cartilage.
Proportion approximative en pourcentage des différents
isotypes collagéniques au sein de la MEC du cartilage
articulaire adulte (Aigner et Stove, 2003, Eyre et al., 2006,
Plumb et al., 2011).

précédemment. Alfred Benninghoff décrivit un

concept d’organisation des fibres de

collagénes au sein du cartilage. Ce concept est appelé « modéle en arcade » en référence aux
fibres de collagéne organisées tangentiellement a la surface du cartilage et verticalement en
profondeur du cartilage, a I'image d’une arcade architecturale [Figure 16] (Benninghoff, 1925). Ce
concept, datant pourtant de 1925, est toujours d’actualité (Hardin et al., 2015).

i. Le collagéne de type Il.

Le collagene de type Il représente 80% des collagénes et 40% des protéines totales du
cartilage. Il apporte une capacité de déformation au cartilage et est capable de résister aux forces
compressives mais également aux forces de cisaillement. Il est indispensable a la fonction du
cartilage. Malgré le fait que le collagene de type Il soit également exprimé dans ’humeur vitrée de
I'oeil, divers types cellulaires au cours du développement et les CSM (Sandell et al., 1994), son

Modeéle original en arcade de Benninghoff (1925) Représentation de Hardin (2015)

i N 1
R
\\\%ﬂ%\@\
/&%
" H I |Mﬁ%ﬂh

Chondrocytes Collagens  Proteoglycans

Gliding surface

Transitional zone

Radial zone

Tidemark

Calcified layer

Figure 16 : Deux représentations schématiques du modéle en arcade.

Le modéle en arcade décrit par Benninghoff fait référence a la structure architecturale des arcades d’un
batiment. Ce modéle vise a expliquer I'orientation des fibres de collagéne au sein du cartilage en fonction de la
profondeur dans le tissu. L'orientation de ces fibres est paralléle a la surface du cartilage en zone superficielle
pour devenir verticale en profondeur. Elle est en relation avec la disposition des chondrocytes au sein du
cartilage (Benninghoff, 1925 et Hardin et al., 2015).
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importance est telle au sein du cartilage qu’il est considéré comme biomarqueur phénotypique
(Miller & Matukas, 1969 ; Galéra et al., 1992).

Il s’agit d’'un homotrimeére de chaines a1(ll) codées par le géne COL2A1. Du fait de sa
glycosylation et de son importante hydroxylation, les fibrilles de collagene de type Il possedent une
plus importante capacité d’élongation et de déformation que ses analogues, les collagénes de
types | et lll. Le collagéne de type Il est principalement retrouvé sous deux formes au sein de
'organisme, la forme IlA et la forme 1IB. D’autres isoformes, IIC et 1ID, sont retrouvées de fagon
mineure (McAlinden et al, 2008). L’Acide Ribonucléigue messager (ARNm) IIC inclut 34
nucléotides de I'exon 2 et ne semble pas traduit. Quant a ’ARNm IID, il comporte la totalité de
I’exon 2 ainsi que 3 nucléotides supplémentaires, ce qui lui confere 1 acide aminé surnuméraire
par rapport a l'isoforme llA, avec qui il est co-exprimé lors de la chondrogenése des CSM
humaines in vitro.

La forme I|IB du collagéne de type Il est issue de I'épissage alternatif de I'acide
ribonucléiqgue messager (ARNm) Col2ai. A la différence de la forme IlA, la forme |IB est
synthétisée a partir d'un ARNm Col2a1 (53 exons) délété de I'exon 2. Cet exon codant pour un
domaine protéique de 69 acides aminés (aa) riche en cystéine du pro-peptide amino-terminal, la
forme [IB est donc plus courte que son analogue

A N-telopeptide C-telopeptide
N-propeptides C-propeptide
Cys Rich l l [
Domain 47
maijor triple-helix
nap| | I A — |
major triple-helix a
ns | : (1014pAA) // H |
t . ot (ll) i R
B Propeptide N-terminal Domaine triple hélice Propeptide C-terminal

Peptide

DRC
signal
o=y |
AA
A X DA DOR SNSRI,
Mésenchyme, arthrose s 5/ (S
e RIS,
Cartilage

ARN m
[CETTTT T [T 11
Exon 1 2 3456 7 52 53 54
> « > -«
2 produits PCR 1 seul produit PCR

1A 472 pb
343 pb
11} 268 pb

Procollagéne des types llA et IIB Procollagéne de type Il total

Figure 17 : Représentation schématique de la structure moléculaire du
collagéne de type llA et IIB.

(A) Le collagéne de type IIB est issu de I'épissage alternatif de I'ARNm
Col2at codant pour la forme [IA/D. LARNm codant la forme 1IB est dépourvu
de I'exon 2 codant pour une partie du propeptide N-terminal de la molécule.
(B) La détection des isoformes IlIA et 1IB par RT-PCR permet d’évaluer leur
proportion au sein du cartilage et de déterminer la qualité biologique de ce
dernier (Salentey et al., 2009 et Aubert-Foucher et al., 2014).

Au cours du développement, la forme IIA du collagéne de type Il est essentiellement
exprimée par les progéniteurs chondrocytaires. Cette forme IIA pourrait avoir un réle de réservoir
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de facteurs de croissance au cours de la
différenciation chondrocytaire du fait de la
présence des 69 aa codés par I'exon 2 (Zhu et al,
1999).

La forme IIB, quant a elle, est exprimée
exclusivement chez le chondrocyte mature. Ainsi, il
représente un biomarqueur spécifique de ce
phénotype et témoigne de la qualité du cartilage
hyalin. Le passage de la forme IIA a la forme 1IB
est utilisé comme indicateur de la chondrogenése.

Le collagene de type Il fait I'objet d’'une
maturation post-traductionnelle. A I'état de
procollagéne, il comporte, a ses extrémités COOH-
terminale (C-ter) et NHo-terminale (N-ter), des
propeptides pouvant étre clivés et permettant la
maturation du collagene de type Il. Les trois
composantes, propeptides C-ter et N-ter, ainsi que
la forme mature du collagéne de type I, ont
chacune un réle biologique au niveau matriciel et
notamment dans la formation des fibrilles de
collagene (Gelse et al., 2003 ; Sandell et al., 2014)
[Figure 18].

ii. Les collagenes de types IX, Xl et
les fibrilles hétérotypiques.

Claus et al., 2012

Y trimére —

B dimére —
dimére —260 kDa

Pro=—

Pc/Pn___ 1
. =130 kDa

Mat=— —135 kDa

Cartilage humain Cartilage équin

Figure 18 : Profil de migration électrophorétique
en « Western-blot » du collagéne de type Il
extrait a partir de cartilage articulaire humain et
équin.

Le collagene de type |l subit des modifications post-
traductionnelles pour atteindre sa forme mature. Ces
modifications se traduisent par le clivage des
télopeptides C-terminal et N-terminal. Pro : pro-
collagene de type Il ; Pc : Procollagéne de type II
dépourvu du télopeptide C-terminal ; Pn
Procollagene de type Il dépourvu du télopeptide N-
terminal ; Mat : Collagene de type Il mature ; B
dimére : cross-link de deux molécules de collagene
de type Il ; y trimere : cross-link de trois molécules
de collagene de type Il (Claus et al., 2012).

Les fibres de collagéne du cartilage correspondent a un agencement de fibrilles
hétérotypiques composées de collagenes de types Il, IX et XI.

Le collagéne de type IX, de la sous famille des « fibril associated collagen with interrupted
triple helix » (FACIT), est capable de se lier de facon covalente a la surface des tropocollagénes

Figure 19 Structure
supramoléculaire formée
par les collagénes de types
I, Xl et IX.

L'organisation du réseau de
collagéne de type Il du
cartilage dépend de
l'interaction étroite entre ce
dernier et les collagénes de
types Xl et IX. Cette
interaction régule la
microarchitecture du réseau
collagénique, sa mise en
place et sa maturation (Eyre,

© Collagen XI
© Collagen 11
@ Collagen IX

2004, Kadler et al., 2008 et

Eyre et al., 2008).
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de type Il. Il participe a I'organisation du réseau collagénique en liant deux fibrilles de collagéne
entre elles.

Le collagéne fibrillaire de type Xl est quant a lui situé a l'intérieur des fibrilles de collagéne
de type Il. Il joue un réle dans I'enroulement de la fibrille dite hétérotypique et D-périodique. En se
liant de fagon covalente au collagéne de type X, il forme une gaine protéique autour du collagene
de type Il. Ce complexe assemblage est un outil de stabilisation et de régulation de la MEC. Les
interactions entre ces trois collagénes permettent a la fois I'organisation de la MEC collagénique,
sa mise en place et son remodelage (Kadler ef al., 2008 ; Eyre, 2004)

iii. Le collagéne de type X.

Le collagéene de type X est un
collagéne fibrillaire homotrimérique. Il est Coll Il in situ Coll Il in situ Coll X in situ

composé de 3 chaines courtes a1(X)
codées par Col10at. Il correspond a un
marqueur spécifique du cartilage articulaire
et plus précisément de la zone
hypertrophique calcifiée. Il est exprimé par
les chondrocytes hypertrophiques. Il a un
rble prépondérant au cours de la [ i} coll ll st
croissance et au cours du développement Figure 20 : Hybridation in situ du collagéne de type Il e
embryonnaire (Magee et al., 2005). Il de type X sur section histologique de tibia proximal de
représente 18% des collagénes de la S°Us- .

- . . Le collagéne de type X est localisé au niveau de la plaque
plaque épiphysaire (plaque de (_:r0|ss_anc_e). de croissance et dans le cartilage hypertrophique. Il
Son réle est de permettre la minéralisation  représente ainsi un marqueur du chondrocyte
de la matrice cartilagineuse a partir d’'un  hypertrophique (Pfander et al., 2004).
dépdt de vésicules matricielles contenant
des minéraux et de la phosphatase alcaline.
De par sa structure, le collagéne de type X
permet le dépdt des vésicules matricielles par son interaction avec I'annexine V située a la surface
membranaire de ces dernieres (Shen, 2005). Beaucoup de suppositions ont été faites concernant
le r6le du collagéne de type X dans l'ossification endochondrale. Néanmoins, méme s'il est
omniprésent dans ce phénomene biologique, sa fonction précise et son implication n’ont pas été
clairement identifiées (Mackie et al., 2008)

in situ

iv. Les autres collagenes du cartilage.

D’autres types de collagénes sont retrouvés dans le cartilage articulaire. lls représentent
une proportion mineure et pour la plupart leur fonction précise au sein du tissu n’est que peu
décrite dans la littérature.

Le collagene de type VI est un collagéne microfibrillaire trés important dans la composition
et la fonctionnalité de la MEC péricellulaire du chondrocyte. Capable de s’associer a un grand
nombre de protéines matricielles et aux intégrines membranaires du chondrocyte, il joue un réle de
senseur pour la transduction des signaux biologiques et mécaniques au chondrocyte (Guilak et al.,
2006). D’autres collagénes comme les isotypes lll, XllI, XIV et XVI composent la MEC du cartilage
(Aigner & Stove, 2003). Plus récemment, un nouveau membre de la famille des collagénes, le
collagéne de type XXVII, a été décrit comme jouant un rble dans lorganisation et le
développement de la plaque épiphysaire (Plumb et al., 2011).

b. Les protéoglycanes.

Tandis que le réseau de collagéne assure la structuration de la MEC et son élasticité, les
PG, quant a eux, assurent une capacité de rétention hydrique, permettent un maillage de la MEC
et participent a la régulation de cette derniére. Au sein du cartilage, les PG représentent un
composant non collagénique majeur. Les PG correspondent a un assemblage de chaines
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polysaccharidiques et d’une protéine appelée corps protéique. Les chaines polysaccharidiques
sont formées d’une succession d’unités dissaccharidiqgues non ramifiées, de nature et de taille
variable : il s’agit de glycosaminoglycanes (GAG). Les PG sont présents en abondance dans tout
I’organisme et tout particulierement dans le cartilage.

Keratan sulfate (KS)

Figure 21 : Représentation schématique de différentes
structures des unités disaccharidiques des GAG.
(Schiller & Huster, 2012).

Corps protéique

Figure 22 : Structure de liaison des GAG au corps

protéique.

Les GAG sont généralement liés de fagon covalente au

corps protéique par une unité tétrasaccharidique sur une GAG, =P
sérine. (adaptation de https:// m_O_CH?_é_H Seririe
classconnection.s3.amazonaws.com/694/flashcards/597694/ % Ome
png/proteoglycan1310928304019.png) ' k

glucoronate - galactose - galactose - xylose

Les PG sont caractérisés par la nature de leur corps protéique ainsi que la nature et la taille
des GAG qui les composent. Les unités disaccharidiques des GAG se composent d’hexosamines
(N-acétylglucosamine/N-acétylgalactosamine) et généralement d’un acide uronique (glucuronique
ou iduronique). Ces GAG ont la particularité de pouvoir fixer des résidus sulfate et procurent a
cette molécule une importante charge négative pouvant ainsi interagir avec des molécules
positives (protéines et cations) et fixer de grandes quantités d’H20. En fonction de la combinaison
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des deux saccharides, ces GAG peuvent étre du type chondroitine-sulfate (CSF), dermatane-

sulfate (DS), héparane-sulfate (HS) ou encore kératane-sulfate (KS)

. Les chaines de

GAG sont généralement liées de fagon covalente au corps protéique. Cette liaison est réalisée au
travers d’une succession tétrasaccharidique sur un résidu sérine du corps protéique

i. L'agrécane.

L’agrécane est le PG
primordial du cartilage articulaire.
Il est, en effet, spécifique de ce
tissu et est considéré comme l'un
des marqueurs du cartilage au
méme titre que le collagéne de
type Il (Kiani et al., 2002). C’est un
PG de la classe des CSF dont le
corps protéique est codé par le
géne Acan. |l représente 90% des
PG du cartilage et fournit au
cartilage son caractére visco-
élastique de par son hydratation.

Il s’agit d'un PG de trés
haut poids moléculaire composé
d’'un corps protéique sur lequel se
greffe une centaine de longues
chaines de KS et de CSF.

aggrécan

acide hyaluronique

Figure 23 : Structure de I’agrécane au sein du cartilage.

Les agrégats d’agrécane se composent de centaines de chaines
d’agrécane reliées a une molécule d’acide hyaluronique via des
protéines de liaison (Alberts, 2002 Molecular Biology of the Cell. 4th
edition. New York: Garland Science).

L'agrécane est capable, via son

extrémité N-ter, de se lier a une
« link-protein » le fixant de facgon

non covalente a une molécule d’acide hyaluronique. Ainsi, des centaines d’agrécanes sont
capables de se lier a lacide hyaluronique et former l'un des plus grands complexes
macromoléculaires de Il'organisme pouvant atteindre 200 000 kDa (Morgelin et al., 1988 ;

Lohmander, 1988)

Decorin S 2
NH, >s I B35 COOH
Loxxooixx [)
——
LRR
Biglycan
NH, S-S Wﬂ}—g&QCOOH
Lumican
NH, S >5-cooH

Figure 24 : Structure moléculaire des SLRP.

Les SLRP possédent une structure commune
caractérisée par une importante répétition d’acides
aminés (généralement des leucines). lls participent a la
formation de la MEC du cartilage et a sa fonction
biologique. LRR : « leucine-rich repeats » (Mouw et al.,
2014).

. Les longues chaines de GAG font de I'agrécane une molécule
sensible a l'action des glucosidases. Suite a

I’action stochastique de ces protéines de
dégradation, chaque molécule d’agrécane
difféere I'une de l'autre.

ii.Les « Small Leucin Rich Proteoglycans ».

D’autres PG minoritaires détiennent un réle
majeur dans le cartilage. C’est le cas des
« small leucin rich protéoglycans » (SLRP). Les
SLRP ont pour caractéristique commune un
corps protéique pourvu de séquences répétées
d’acides aminés dont la plupart sont des
leucines. Cette séquence répétée est flanquée
aux extrémités N-ter et C-ter par des
« clusters » de quatre et deux cystéines
respectivement (Schaefer & lozzo, 2008)

. Les clusters de cystéines forment alors des
ponts disulfures sur le corps protéique. Les
SLRP les plus communs retrouvés au sein du
cartilage sont la décorine, la fiboromoduline, le
« leucine-rich repeat protein » (PRELP), le
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biglycane et la chondroadhérine (Heinegard, 2009). Les SLRP sont capables de se fixer aux
molécules de collagene et participent a la formation des fibrilles collagéniques (Heinegard, 2009).
Une autre fonction des SLRP est d’organiser la MEC par 'agencement des fibres de collagene.
Ainsi, le biglycane et la décorine se lient au collagéne péricellulaire de type VI pour favoriser son
organisation en réseau (Wiberg et al., 2001). La fiboromonuline est quant a elle capable d’interagir
avec des facteurs de croissance comme le « fibroblast growth factor-2 » (FGF-2) (Heinegard,
2009).

iii. Les autres types de protéoglycanes.

D’autres protéoglycanes sont présents dans le cartilage. Au niveau de la lamina splendens
est retrouvée la lubricine ou protéoglycane 4. Ce protéoglycane est capable d’assurer une
lubrification au niveau de la surface articulaire pour minimiser les forces de frottement (Coles ef al.,
2010). Au niveau de la membrane plasmique du chondrocyte est retrouvée une variété de
protéoglycanes transmembranaires ayant pour réle la transduction du signal issu de son
microenvironnement proximal vers le compartiment intra-cellulaire. On peut notamment citer
certains récepteurs membranaires comme le « Clusters of Differentiation » CD-44 (récepteur de
I’acide hyaluronique), le « neural/glial antigen 2 » (NG2) ou d’autres PG-HS capables de réguler
lactivité de facteurs de croissance comme le syndécane, ou le bétaglycane (Hardingham &
Fosang, 1992).

c. Les protéines non collagéniques.

D’autres protéines n’appartenant ni a la famille des collagénes, ni au groupe des PG ont
une grande importance dans la structuration et la fonctionnalité de la MEC. Nous pouvons citer la
« cartilage oligomeric matrix protein » (COMP) qui correspond également a un marqueur
caractéristique du cartilage. La COMP appartient a la
famille des thrombospondines et est composé de cinq
sous-unités identiques. La COMP a une trés forte affinité
pour les collagenes de types | et Il. Via ses cing unités, elle
peut ainsi interagir avec cing molécules de collagéne
simultanément, permettant ainsi la création d’'un réseau
collagénique en participant a la formation des fibrilles
(Halasz et al., 2007). Parmi les protéines non collagéniques
du cartilage, la matriline, I'annexine V, la thrombospondine,
la tétranectine, la ténascine et la fibronectine sont en
relation étroite avec le chondrocyte. Le chondrocyte
exprime également des protéines membranaires du type
anchorine Cll ou les intégrines jouant le réle de médiateurs
entre la cellule et sa matrice environnante ou entre deux
cellules (Sader et al., 2002).

3. Le chondron et la
mécanotransduction.

Parler de la MEC du cartilage sans prendre en Figure 25 : Représentation
compte le chondrocyte correspondrait & un non-sens :f’:::‘:;':d‘:znde coupe transversale
biologique au vu d_e Imte_rdependance_ de ces deL’JX Le chondron correspond & une structure
structures. Cette étroite relation est parfaitement illustrée  cejiulaire et moléculaire composée du
par le chondron. chondrocyte entouré par son glycocalyx

péricellulaire (Pg), de sa capsule

Le concept de chondron a été utilisé pour la fe”",‘:”“'_a”le ((PTC) )et Ide sa m"t’“f'ce

‘a . . . erritoriale m). m : matrice
premiere fois par Benninghoff en 1925 (Bennmg_hoff, 1925) interterritoriale (Poole, 1998).
pour parler du chondrocyte et de son environnement
péricellulaire. |l ne s’agissait que d’'une simple observation
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histologique. Au fils des années et de I'évolution des
technologies, le concept de chondron a évolué vers
une structure biologique a part entiére définie par le
chondrocyte, son glycocalyx et la membrane
péricellulaire . Ce chondron est polarisé au
sein du cartilage et est présent de fagon verticale dans
la zone radiale du cartilage. Cette structure a
premieérement été décrite comme étant un outil de
protection du chondrocyte face aux forces de
compression mais sont réle d’unité mécanique est
plus complexe (Pool, 1997). Sous l'effet des forces
mécaniques, le chondron est capable d’assurer le
transfert de vésicules, de molécules matricielles ou de
molécules de communication vers la matrice
territoriale et inter-territoriale. Le chondrocyte n’étant
pas capable de migrer au sein de la MEC compacte
du cartilage, le chondron joue un réle important dans

) < Z
|l
I
Figure 26 : Représentation schématique de
I'influence des contraintes mécaniques sur le
chondron.
Le chondron joue un réle biologique au sein du
cartilage. Il est notamment capable d’assurer le
transfert de composants matriciels synthétisés
par le chondrocyte vers I'ensemble de la MEC.
Ce transfert est dépendant des contraintes
mécaniques subies par le cartilage

(schématisées par les lignes directrices) (Poole,

le remodelage et I'évolution de la MEC
1997).

Cette relation entre l'unité biologique et Iactlon
mécanique permet par exemple I'exportation de
'agrécane néosynthétisé par le chondrocyte vers la
matrice territoriale via le collagéne de type VI composant la matrice péricellulaire du chondron
(Poole, 1997).

Outre cette communication cellule-MEC, le chondron est également impliqué dans la
communication MEC-cellule (Guilak et al., 2006). Les intégrines et des récepteurs tels que le «
neural/glial antigen 2 » (NG2) sont présents sur la membrane des chondrocytes et en contact avec
la MEC. lls servent de mécanorécepteurs. Ces protéines se fixent aux composants matriciels et
sont capables de traduire un signal extracellulaire en signal intracellulaire via I'activation de voies
de signalisation spécifiques. Lorsqu’une force est appliquée a la MEC, le signal mécanique est
traduit in fine en réponse cellulaire par le biais de différentes strates physiques, chimiques et
biologiques appelées phases de couplages (Millward-Sadler & Salter, 2004). La réponse cellulaire
du chondrocyte a la mécanostimulation se traduit par la maintenance de la synthése matricielle et
notamment I'expression de PG. Néanmoins, cette réponse varie et peut devenir délétere en
fonction de la fréquence et de l'intensité des stimulations.

Une grande partie de cette réponse cellulaire est assurée par le cil primaire du
chondrocyte, une structure cellulaire

correspondant a un long prolongement
cytoplasmique et agissant comme un
véritable senseur du microenvironnement
cellulaire. Ce dernier est protégé par la
matrice péricellulaire au sein du chondron
. La mécanotransduction au sein
du chondron est un processus
indispensable au maintien du phénotype du
chondrocyte. Son altération au cours
d’affections induit de profondes
modifications du comportement du
chondrocyte ainsi que de la composition de
la MEC du cartilage (McGlashan et al,
2008 ; Millward-Sadler & Salter, 2004).

Figure 27 Microphotographies permettant la
visualisation du cil primaire du chondrocyte.

L'empreinte du chondrocyte peut étre visualisée a gauche par
microscopie a contraste interférentiel. A droite, un marquage
de l'o-tubuline permet d’observer une concentration de cette
protéine sur certaines structures cellulaires. Ces structures
représentent le flagelle sensoriel du chondrocyte, il s’agit du
cil primaire (McGlashan et al., 2008).
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C. Larticulation et le cartilage
articulaire équin : le cheval
comme sujet d’étude.

205 os sont présents chez le cheval, dont 80 sont
concentrés sur les membres porteurs. Comme pour tout
mammifére, les mouvements des membres sont assurés
par les articulations. Néanmoins, dans le cas du cheval,
les contraintes imposées a I'articulation sont énormes. Le
cheval posséde une activité physique soutenue et un
nombre restreint d’articulations doit étre capable de
supporter ponctuellement la masse totale de I'animal
allant d’'une moyenne de 500 kg jusqu’a 1500 kg pour les
plus massifs [Figure 28].

7

L'ensemble de la masse est soutenue par les Figure 28 : Photographie illustrant les
quatre pattes du cheval et cela de fagon symétrique par  contraintes sportives subies par le cheval.
rapport & I'axe antéropostérieur. Néanmoins, cette masse :‘35 ;rgsg:ats'grr‘j’ :}i rﬁgdg”zl:st "zf]ar:‘“::'f{
_n’est pas relpartle de la méme fagon sur les 4 membres ! contraintes colossales dans le Cogmexte
il est estimé que 60-65% de la portance est faite par les  goortit (Photo de Jim Beckel : http://
membres antérieurs. Ainsi, les articulations de ces newsok.com/gallery/6030743/pictures/
derniers sont les plus sollicitées. C’est notamment le cas  2850262).
lors d’activités physiques intenses ou les forces de
compression peuvent étre poussées a leur paroxysme
suite aux transferts de masse de l'arriere vers I'avant de I'animal. Dans le cadre sportif, le cheval
athléte voit la sollicitation de ses articulations sensiblement augmentée et ceci durant I'ensemble
de sa carriére (Adams, 1966).

Les importantes contraintes articulaires chez le cheval peuvent étre mises en relation avec
la complexité anatomique. A titre d’exemple, c’est le cas de la structure du genoux du cheval (se
positionnant sur les membres antérieurs). Ce carpe, s’apparentant au poignet mobile de 'Homme,
voit sa fonction détournée en structure résistante et élastique au sein du cheval. Il est composé de
8 os imbriqués au sein d’'une importante capsule fibreuse et maintenu par plusieurs ligaments. En

o ® Medial Lateral

d Radius
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8,7’
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°
°
" ohal ' [ Third carpal -~ 2
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Figure 29 : Représentation schématique des transferts de forces au niveau de I’articulation du carpe.
Le carpe tire ses propriétés de résistances aux forces mécaniques de la composition de I'articulation (ligament,
cartilage et liquide synovial) mais également de sa structure osseuse permettant la répartition des forces au
sein de l'articulation (image de gauche : https://s3.amazonaws.com/classconnection/204/flashcards/1558204/
jpg/picture171360020731978-14FFFCC23D1624BBCDB.jpg) (Deane & Davies, 1995).
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plus de jouer un réle dans l'absorption des chocs, cette articulation résiste aux forces
compressives, latérales et d’extension. Sa composition et sa structure permettent de se servir a la
fois de la capacité biomécanique du cartilage, de I'élasticité des ligaments mais aussi d’utiliser la
forte résistance des 8 os (Deane & Davies, 1995) . Parmi les autres articulations les
plus importantes du modéle équin, nous pouvons citer I'articulation du boulet, du coude, scapulo-
humérale, du grasset et du jarret.

Comme chez 'Homme, le cartilage articulaire joue un role prépondérant dans la réponse
mécanique de I'articulation et dans la protection des os sous-chondraux.

Parmi les mammiferes, le cheval présente un cartilage articulaire proche de celui de
'’Homme, a la fois dans sa fonction, sa structure et sa biologie. L'épaisseur du cartilage équin et
humain est comparable. Par exemple, au niveau du condyle fémoral, I'épaisseur est comprise
entre 0,96 mm et 3,13 mm pour le cheval et 0,65 mm et 3,52 mm pour 'Homme (Malda et al.,
2012). Il en est de méme pour la cellularité du tissu (Aigner et al., 2010).

Les similarités biologiques et génétiques font du modeéle équin un modele de choix dans
I’étude du cartilage. Comme nous le verrons dans la partie suivante, les cartilages équin et humain
possedent également une physiopathologie trés similaire. Ainsi, cette derniére analogie ne
restreint pas le cheval en tant que simple modele expérimental mais comme un réel sujet d’étude a
part entiere ou se mélent intérét scientifique, médical, vétérinaire et économique.

lll. Le cartilage articulaire : d’un tissu provisoire
vers un tissu permanent.

A. La matrice cartilagineuse en tant que siége de
I’ossification.

La formation du cartilage se déroule durant les premiers stades du développement
embryonnaire a partir de progéniteurs cellulaires. Ce processus est appelé chondrogeneése.

Comme d’autres tissus, la présence au sein de l'organisme et la fonction du tissu
cartilagineux est en évolution constante durant les premiers stades embryonnaires et cela jusqu’au
stade adulte. Néanmoins, le cartilage a la particularité de représenter la totalité du tissu
squelettique durant les premiers stades du développement. Paradoxalement, le cartilage ne
perdure qu’au niveau de localisations précises et restreintes a I'dge adulte. Ainsi, la majorité du
cartilage mis en place au cours de I'embryogenése est voué a disparaitre et a un réle d’ébauche
ou de patron pour la formation du squelette. Ce processus biologique aboutissant a la formation de
I'os est nommé ossification endochondrale. Il fait 'objet d’'une fine régulation et est le témoin de la
transition d’une prédominance du cartilage vers sa raréfaction.

1. La condensation des cellules souches
mésenchymateuses.

La condensation des CSM est une étape-clé pour la formation du cartilage et de I'os (Hall &
Miyake, 2000). Le phénoméne a été observé pour la premiéere fois en 1925 par Fell et al. (Fell,
1925) mais n’a été étudié que 70 ans plus tard.

Le développement d’'un membre débute par une migration de cellules progénitrices vers le
site d’ébauche squelettique. Sous l'effet d’'une stimulation de I'’épiderme (interaction epithélio-
mésenchymateuse) régulée par I'action du « Transforming growth factor-81 » (TGF-81) et de la
fibronectine, s’ensuit la condensation des CSM . Cette condensation mésenchymateuse
correspond a une adhésion cellule-cellule via l'interaction des N-cadhérines, des « neural cell
adhesion molecule » (N-CAM) membranaires et de la fibronectine, induisant un ensemble de voies
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reponse des CSM aux facteurs chondrogéniques
comme la BMP-2 et donc a la chondrogenése.
L'ensemble est régulé, entre autres, par le facteur de
transcription Sox-9. M : Agrégation du mésenchyme ;
A : ébauche squelettique ; C : Chondrocyte ; | : inter-

zone (Hall & Miyake, 1995, Pitsillides & Beier, 2011).

Pitsillides & Beier, 2011
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de signalisation et modifiant le phénotype cellulaire (Singh & Schwarzbauer, 2014). Lors de cette
condensation, une forte activité hyaluronidase est présente, induisant la dégradation de I'acide
hyaluronique exprimé au niveau basal par les CSM. La modification du phénotype passe par
’expression concomitante de facteurs de transcription tels que « Paired box protein » 1 et 2
(Pax-1, Pax-2) et « SRY-Box 9 » (Sox-9) induisant I'expression de facteurs autocrines et
paracrines responsables de la différenciation chondrogénique. Cette étape faisant intervenir
plusieurs boucles de rétrocontréle moléculaire, est indispensable a la différenciation
chondrogénique in vitro et in vivo (Ghone & Grayson, 2012). A ce stade, les CSM synthétisent une
matrice composée essentiellement de collagéne de type |, de fibronectine et de collagéne de type
lIA. Les cellules sont alors capables de répondre a des stimuli chondrogéniques comme I'action
des « Bone morphogenetic protein » (BMP) qui vont, en plus de favoriser la différenciation en
chondrocyte, participer au recrutement d’autres progéniteurs mésenchymateux faisant ainsi
évoluer la structure cellulaire.

2. La chondrogenése.

La chondrogenése se traduit par le passage des CSM d’un stade indifférencié vers un
stade de chondrocyte mature . La formation de cartilage implique un dépét matriciel de
collagéne de type Il et d’agrécane. Elle est également structurée par des marqueurs moins
majoritaires comme la COMP et les collagenes de types IX et XI. La transcription de ces génes est
dépendante de l'activité de Sox-9, facteur prépondérant de la différenciation chondrogénique, qui
est exprimé par les CSM au cours de la condensation. Néanmoins, Sox-9 ne peut pas enclencher
seul la différenciation chondrogénique. En effet, pour activer I'expression des marqueurs
phénotypiques du cartilage, deux autres facteurs de transcription, Sox-6 et L-Sox5, vont participer
a la liaison de Sox-9 sur les séquences de régulation des génes cibles (Lefebvre & Crombrugghe,
1998).
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Figure 31 : Les intervenants et les différentes étapes de la chondrogenése.

La chondrogenése se traduit par la spécialisation de cellules indifférenciées en chondrocytes. Elle est principalement
sous la gouverne de trois facteurs de transcription : Sox-6, Sox-9 et L-Sox-5. Un effet temporel de différents facteurs
de croissance permet linitiation, la maturation et la différenciation terminale des cellules lors de la chondrogenése.
Lors des différentes étapes, divers composants matriciels sont exprimés. La structure de la MEC varie ainsi en
fonction du phénotype cellulaire (Vinatier et al., 2009).

Les phénoménes régulant linitiation de la synthése de ces facteurs de transcription et de
I'initiation de la chondrogenése ne sont pas tout a fait élucidés. Néanmoins, ils correspondent a
une chronologie d’événements faisant intervenir I'action de plusieurs facteurs de croissance issus
des CSM mais également des tissus avoisinant comme les « fibroblast growth factor » (FGF),
« sonic hedgehog » (SHH), les BMP-2, 4 et 7, « growth/differentiation factor 5 » (GDF-5), et
I" « insulin-like growth factor-1 » (IGF-1) (Vinatier et al., 2009). La MEC proximale des progéniteurs
chondrocytaires va également réguler la différenciation en pré-chondrocytes. Des intervenants
comme les intégrines et le « discoidin domain-containing receptor 2 » (DDR-2), récepteur
collagénique, régulent l'induction de la chondrogenése, le phénotype chondrocytaire, et son
devenir (Pitsillides & Beier, 2011). Cette induction va alors permetire aux progéniteurs
chondrocytaires d’atteindre le stade de pré-chondrocytes.

Une étape cruciale de la formation du cartilage et de la chondrogenése correspond a la
commutation du collagéne de type IlIA vers le collagene de type 1B, étape de transition vers le
phénotype chondrocytaire mature. Cette transition est sous la gouverne des trois facteurs de
transcription Sox-9, Sox-6 et L-Sox5. Cette transition est accompagnée d’une forte expression de
la MEC par les chondrocytes en cours de maturation. Les chondrocytes matures expriment alors
des collagéne de types IX et XlI et la COMP, marqueurs typiques du cartilage articulaire.

3. Lhypertrophie des chondrocytes.

Durant la croissance du cartilage, il est observé une poursuite du lignage chondrocytaire
vers un stade prolifératif. La balance entre l'action des FGF et des BMP régule la vitesse de
prolifération, la synthése matricielle des chondrocytes et la croissance de I'ébauche squelettique
(Goldring & Tsuchimochi, 2006). En parallele, les chondrocytes prolifératifs expriment la
« parathyroid hormone-related protein » (PTHrP). Cette derniére inhibe I'évolution des
chondrocytes vers le stade hypertrophique. Du fait de I'éloignement de 'amas cartilagineux, les
chondrocytes arrétent de proliférer et entrent en phase de pré-hypertrophie. Ces cellules
échappant au contréle hormonal de PTHrP commencent alors a synthétiser « indian
hedgehog » (IHH) qui est impliqué dans le développement de l'os a partir des cellules
périchondrales mais également dans l'inhibition de I’hypertrophie. IHH et PTHrP représentent tous
deux un rétrocontréle négatif de I’hypertrophie et régulent ainsi la croissance du cartilage.

En absence de PTHrP, les chondrocytes ayant arrété de proliférer expriment « Runt-related
transcription factor 2 » (Runx2), aussi connu sous le nom de « core-binding factor subunit
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Figure 32 : Représentation schématique de la boucle de
régulation Ihh/PTHrP dans I’évolution de la zone —
hypertrophique.
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alpha-1 » (CBFa1). Runx2 (inhibiteur de PTHrP) est le facteur de transcription impliqué dans
I’hypertrophie mais également la différenciation ostéoblastique. Il est capable d’inhiber I'expression
de Sox-9, d’induire I'expression du collagéne de type X, de la « matrix metalloproteinase »-13
(MMP13) et de la phosphatase alcaline, biomarqueurs du cartilage hypertrophique. Cette
complexe régulation a la fois spatiale et temporelle induit la différenciation hypertrophique et la
calcification du centre de l'esquisse cartilagineuse qui deviendra ainsi le centre d’ossification
primaire (Mackie et al., 2008)

4. L’ossification endochondrale.
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Figure 33 : Représentation schématique de I'ossification endochondrale.

La formation du cartilage au cours du développement participe a la formation de I'os. Une
esquisse cartilagineuse est formée a la base du développement squelettique (A). Un premier
centre d’ossification prend forme en lieu et place de la zone hypertrophique du membre en
cours de formation (B et C). Aux exirémités distales des os en formation, un centre
d’ossification secondaire est créé (D). Ce phénoméne biologique complexe aboutit a la
formation de l'os et a la disparition de la maquette cartilagineuse pour ne laisser qu’une fine
couche de cartilage articulaire aux extrémités des os longs (E) (Mackie et al., 2008).

La formation d’un cartilage hypertrophique implique une dégradation progressive de la
matrice cartilagineuse par MMP-13, ciblant les collagénes, et par les agrécanases comme les « a
disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs » (ADAMTSs) (Mackie et al., 2008). Le
chondrocyte hypertrophique est un type cellulaire instable et a tendance a s’orienter vers
I’apoptose.
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Les lacunes générées par ce profond remodelage tissulaire permettent une invasion
angiogénique puis la migration de progéniteurs ostéoblastiques. L'angiogenése est induite par
’lexpression du « vascular endothelial growth factor » (VEGF) par les chondrocytes
hypertrophiques et du FGF-18 exprimé par le périchondre (Kronenberg, 2003). La dégradation
compléte de la matrice hypertrophique est alors assurée par l'invasion d’ostéoclastes. Les zones
vacantes générées par I'apoptose des chondrocytes hypertrophiques vont, quant a elles, servir
d’accueil aux progéniteurs ostéoblastiques. Ces derniers vont procéder a un remaniement de la
MEC extracellulaire et a la formation d’un dépdt d’une matrice calcifiée puis osseuse et former I'os
sous-chondral

5. La plaque de croissance.

Durant la croissance du centre d’ossification primaire, les zones de prolifération des
chondrocytes restent actives aux extrémités distales et proximales de l'os trabéculaire en
formation. Les fronts prolifératifs et hypertrophiques migrent simultanément par rapport a la
progression de l'ossification. Aux extrémités des ébauches cartilagineuses en cours d’ossification
et de facon distante par rapport au centre d’ossification primaire, un centre d’ossification
secondaire se forme également. La zone cartilagineuse intermédiaire résultante, formée
principalement de chondrocytes hypertrophiques est appelée cartilage de conjugaison et compose
la plague de croissance épiphysaire (Shapiro et al., 2005). Ce cartilage assure la croissance de
l'os et donc des membres de la naissance a l'adolescence. Son évolution est étroitement
dépendante de I'activité hormonale et notamment de I'action de PTHrP et d'IHH. La plaque de
croissance disparait a I’dge adulte aprés un pic hormonal durant la puberté .
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Figure 34 : Représentation schématique de la plaque de croissance.

La plague de croissance est formée au cours du développement de l'os et perdure
jusqu’a la fin de la formation de l'os juvénile. Cette plaque de croissance
cartilagineuse progresse en fonction de la croissance du membre et permet
I'avancée du front d’ossification. Elle permet la formation et la progression d’une
matrice cartilagineuse et hypertrophique d’accueil a 'ossification endochondrale au
niveau de la jonction chondro-osseuse métaphysaire (COJ) (Williams et al., 2007).

6. Le devenir du chondrocyte hypertrophique.

La situation physiologique de la plaque de croissance pose forcément la question de
I'implication des chondrocytes hypertrophiques dans la formation de I'os mais surtout de leur
devenir.

Depuis presque 100 ans, I'hypothése que le chondrocyte puisse servir de source cellulaire
a la construction de l'os a été avancée de fagon récurrente mais jamais clairement vérifiée.
Néanmoins, depuis quelques années, cette hypothése est en passe d’étre vérifiée.
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L'orientation des progéniteurs ostéo-chondrogéniques est sous la gouverne des deux
facteurs de transcription majeurs que sont Sox-9 et Runx-2. La balance d’activité entre Sox-9 et
Runx-2 oriente les progéniteurs dans le lignage chondrogénique ou ostéogénique (Eames et al.,
2004). Au cours de la différenciation chondrogénique, Sox-9 régule négativement Runx-2
(Yamashita et al., 2009). Néanmoins, au cours de la différenciation terminale, ce dernier est
exprimé pour orienter le chondrocyte vers le stade hypertrophique. En 2014, Liu Yang et al. de
I’Université de Hong Kong ont montré que le chondrocyte hypertrophique, généré au cours du
développement des membres mais également au cours de la réparation osseuse, pouvait
s’orienter vers le lignage ostéoblastique et participer de maniére significative a l'ossification
endochondrale. Ainsi, il a été montré que le lignage chondrocytaire peut évoluer vers le stade
hypertrophique pour aboutir soit @ une mort cellulaire par apoptose soit a une différenciation
ostéoblastique (Yang et al., 2014). Cette étude et le controle étroit du lignage ostéo-
chondrogénique par Sox-9/Runx-2 montre la proximité phénotypique du chondrocyte et de
I'ostéoblaste
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Figure 35 : La transdifférenciation du chondrocyte hypertrophique en ostéoblaste.

La différenciation chondrocytaire et la différenciation ostéoblastique sont régulées par la balance d’activité des
facteurs de transcription Sox-9 et Runx-2 (A). In vivo, le chondrocyte peut participer a la formation et a la

reconstruction osseuse par un phénoméne de ftransdifférenciation en ostéoblaste (B). HC : « hypertrophic
chondrocytes » ; GP : « growth plate »; TB : « trabecular bone » ; CB : « cortical bone » ; OB : « osteoblast » ; QY :
« osteocyte » ; BV : « blood vessel » ; PE : « periosteum » ; BC : « bone collar » (Yang et al., 2014). Liste des

marqueurs exprimés durant le lignage ostéochondral (C) (Bahney et al., 2015).

B. Le cartilage articulaire en tant que tissu persistant : réle
de I’lhoméostasie.

Comme nous l'avons vu, le chondrocyte a un statut particulier au cours du développement
et son devenir oscille entre éphémérité et pérennité. Pourtant, ce dernier est retrouvé tout au long
de la vie aux extrémités osseuses au sein de larticulation. La localisation du site articulaire est
déterminée de fagon précoce au cours du développement, mais les mécanismes impliqués sont
peu renseignés (Pacifici et al., 2005). C’est a la frontiére entre l'os et la cavité synoviale que va
perdurer une fine couche de cartilage articulaire.
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Enzyme

MMP

ECM
substrate

Collagenases
Collagenase-1

Collagenase-2

Collagenase-3

Collagenase-4

Gelatinases
Gelatinase A

Gelatinase B

Stromelysins
Stromelysin-1

Stromelysin-2

Stromelysin-3

Membrane type MMPs
MT1-MMP

MT2-MMP

MT3-MMP
MT4-MMP
MT5-MMP
MT6-MMP

Others
Matrilysin

Matrilysin-2
Metalloelastase

No trivial name
Enamelysin

No trivial name
XMMP (Xenopus)
CMMP (Chicken)

MMP-1

MMP-8

MMP-13

MMP-18

MMP-2

MMP-9

MMP-3

MMP-10

MMP-11

MMP-14

MMP-15

MMP-16
MMP-17
MMP-24
MMP-25

MMP-7

MMP-26
MMP-12

MMP-19
MMP-20
MMP-23
MMP-21
MMP-22

Collagens (I, II, III, VII, VIII and X),
gelatin, proteoglycan link protein,
aggrecan, veriscan, tenacin, entactin

Collagens (I, II, I1I, V, VII, VIII and X),
gelatin, aggrecan

Collagens (I, II, 10T, 1V, IX, X, XIV),

gelatin, aggrecan, perlecan, large tenascin-C,
fibronectin, osteonectin

ND

Collagens (I, IV, V, VII, X, XI and XIV),
gelatin, elastin, fibronectin, laminin-1,
laminin-5, galectin-3, aggrecan, decorin,
hyaluronidase-treated versican, proteoglycan
link protein, osteonectin

Collagens (IV, V, VII, X,and XIV), gelatin,
elastin, galectin-3, aggrecan, fibronectin,
hyaluronidase-treated versican, proteoglycan
link protein, entactin, osteonectin

Collagens (III, IV, V and IX), gelatin, aggrecan,
versican, hyaluronidase-treated versican, perle-
can, decorin, proteoglycan link protein, large
tenascin-C, fibronectin, laminin, entactin,
osteonectin

Collagens (I, IV and V), gelatin, casein,
aggrecan, elastin, proteoglycan link protein
aggrecan, elastin, proteoglycan link protein
Casein, laminin, fibronectin, gelatin, collagen
IV and carboxymethylated transferrin

Collagens (I, IT and III), casein, elastin,
fibronectin, gelatin, laminin, vitronectin,
large tenascin-C, entactin, proteoglycans
Large tenascin-C, fibronectin, laminin,
entactin, aggrecan, perlecan
Collagen-III, gelatin, casein, fibronectin
ND

ND

ND

Collagens IV and X, gelatin, aggrecan,
decorin, proteoglycan link protein,
fibronectin, laminin, insoluble fibronectin
fibrils, entactin, large and small tenascin-C,
osteonectin, B, integrin, elastin, casein,
transferrin

Collagen IV, gelatin, fibronectin
Collagen 1V, gelatin, elastin, casein,
laminin, proteoglycan monomer,
fibronectin, vitronectin, enactin

Gelatin

Amelogenin

ND

ND

ND

Tableau 2 : Les métalloprotéases matricielles.

Les métalloprotéases peuvent étre classées en
fonction de leurs substrats. Elles ont pour réle, entre
autres, de dégrader les composants de la MEC
aboutissant au remodelage tissulaire (Chakraborti et

al,, 2003).
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1. L’homéostasie du cartilage : un équilibre entre le versant
anabolique et le versant catabolique.

Comme tout tissu de I'organisme, le cartilage articulaire est soumis aux facteurs exogénes
et endogénes. Il évolue au cours du temps et répond a un paradoxe biologique entre la stabilité et
le renouvellement. Néanmoins, a la différence d’une majorité de tissus, son évolution et son
renouvellement sont extrémement lents, comme figés dans le temps. A titre d’exemple, le
collagéne de type Il est une molécule d’une grande stabilité. Le collagéne de type Il articulaire a
une demi-vie de 115 ans alors qu’elle est seulement de 15 ans pour le collagene de type |
épithélial (Verzijl et al., 2000).

Physiologiquement, peu de variations dans la composition du cartilage sont observables.
Le chondrocyte exerce une synthése constante des composés matriciels mais sa faible
représentation et sa faible prolifération au sein du tissu ne permet pas une formation de novo du
cartilage. C’est néanmoins ce chondrocyte qui régule la composition matricielle. Il est capable de
synthétiser les composants spécifiques du cartilage comme le collagéne de type I, 'agrécane ou
la COMP. A I'opposé, par la synthése de molécules protéolytiques, le chondrocyte est capable de
dégrader sa propre matrice et d’assurer un remodelage tissulaire du cartilage. Ces molécules sont
de différentes natures et répondent au nom de protéases matricielles.

On compte parmi les protéases du cartilage principalement les MMP, les ADAMTS et les
« proteins with a disintegrin and metalloproteinase » (ADAM). Ces enzymes ciblent des substrats
spécifiques par l'intermédiaire de leur site catalytique.

La conformation quaternaire des MMP comporte une structure protéique et un ion
métallique qui participent a la catalyse protéique. Les MMP regroupent un ensemble de
collagénases, de gélatinases, de stromelysines et de MMP membranaires (Chakraborti
et al., 2003). Elles se classent selon le type de protéolyse engendré, leur structure et leur substrat.
Dans le cas du cartilage, les principales représentantes des MMP sont les MMP-1, 3, 9 et 13 (Lee
et al., 2013). Elles interviennent dans la dégradation de la matrice collagénique et dans une partie
de celle des PG. Elles sont régulées a la fois au niveau transcriptionnel, traductionnel et post-
traductionnel (clivage d’un pro-peptide). L'activité catalytique des MMP est inhibée par les « tissue
inhibitors of metalloproteinases » (TIMP) qui représentent un autre niveau de régulation agissant
sur la fonctionnalité méme de ces enzymes. Dans la matrice cartilagineuse, TIMP-2, 3 et TIMP-4
jouent un réle de médiateur de la dégradation de la MEC. Outre le fait d’inhiber I'action des MMP,
les TIMP régulent I'action des agrécanases ou ADAMTs/ADAM.

Découvertes pour la premiére fois en 1999 (Tortorella et al., 1999), les ADAMTS sont des
métalloprotéinases possédant un noyau a zinc. Les ADAM, quant a elles, présentent un domaine
transmembranaire et se lient a la membrane cellulaire. Concernant la dégradation des composants
matriciels, l'agrécane est I'une des cibles principales des agrécanases. C’est notamment le

Enzyme Substrate Activity

ADAMTS-1 Aggrecan, versican, o.,-macroglobulin Cleavage of proteoglycan core proteins, anti-angiogenic
ADAMTS-2 Procollagen |, procollagen Il Processing of N-propeptide of procollagen

ADAMTS-3 Procollagen Il Processing of N-propeptide of procollagen

ADAMTS-4 Aggrecan, versican, brevican Cleavage of proteoglycan core proteins

ADAMTS-5 Aggrecan Cleavage of aggrecan core protein

ADAMTS-8 Anti-angiogenic

ADAMTS-13 von Willebrand factor Reduced activity results in thrombotic Thrombocytopaenic purpura
ADAMTS-14 Procollagen | Procollagen N-proteinase

Tableau 3 : Les ADAMTS.
Les ADAMTS participent au remodelage matriciel et a la maturation de la MEC (Nagase &
Kashiwagi, 2003).
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substrat des ADAMTS-1, 4 et 5 , héanmoins, ce n’est pas le seul role des ADAMTS.
Parmi elles, les ADAMTS-2 et les ADAMTS-3 participent a la maturation du collagéne de type I
par clivage des pro-peptides en N-ter (Nagase et al., 2006).

Ces deux composantes anabolique et catabolique fonctionnent en interaction. L’'une assure
un approvisionnement suffisant en matériel moléculaire concourant a la formation de la MEC
tandis que l'autre assure son renouvellement par dégradation des composés endommagés ou
assure la maturation des composés néo-synthétisés. Lintégrité du cartilage réside dans un
équilibre entre ces deux versants.

2. Larégulation de ’homéostasie du cartilage.

Le microenvironnement du chondrocyte a une influence majeure sur le comportement de
ce dernier. Au sein du cartilage, afin d’assurer son réle, le chondrocyte doit capter les signaux
biologiques et physiques de son microenvironnement. Cela passe a la fois par I'action de facteurs
de croissance et de cytokines, par une interaction étroite avec la MEC mais également par les
conditions oxiques ainsi que par I'impact des contraintes mécaniques. L'ensemble de ces acteurs

sont également impliqués dans la différenciation chondrogénique et le statut phénotypique du
chondrocyte.

Il est difficile d’évaluer précisément l'impact de chaque acteur de I'homéostasie du
cartilage.
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Figure 36 : I'influence du microenvironnement sur le phénotype
cellulaire.

Le phénotype cellulaire est en relation étroite avec le
microenvironnement cellulaire. Ce dernier est multiparamétrique et son
impact sur la cellule varie en fonction du temps, du stade de
développement, du stade de différenciation de la cellule et des facteurs
extrinseques liés a I'age (adaptation de Lane et al., 2014).
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Il existe, de surcroit, une importante temporalité d’action et de mode d’activité de ces
facteurs : I'effet de chaque parameétre ou acteur biologique dépend a la fois du développement de
I’organisme ou de la différenciation cellulaire, du contexte physiopathologique de la cellule au tissu
et de laction isolée, combinée ou multifactorielle de chaque facteur . Ainsi, il est
impossible de restreindre la fonction d’un facteur microenvironnemental a un réle unique pour un
type cellulaire unique. Les parametres biologiques et physico-chimiques décrits par la suite ont été
généralement étudiés, dans un premier temps, dans le tissu adulte ou in vitro. Néanmoins, ils ont
tous un réle au cours de la différenciation cellulaire et lors du développement embryonnaire.

a. Les facteurs de croissance.

Les facteurs de croissance jouent a la fois un rdéle de communication entre les differents
types cellulaires mais également un réle de stimulation pour les chondrocytes, induisant ainsi une
réponse cellulaire de ces derniers. lls sont qualifiés de facteurs chondrogéniques.

i. Le TGF-B1.

Le TGF-B1 appartient a la sous-famille des TGF-B qui appartient elle-méme a la
superfamille des TGF-B . Il a été caractérisé pour la premiére fois en 1983 (Assoian et
al., 1983) et est impliqué dans un grand nombre de processus cellulaires comme la croissance
cellulaire, le systéme immunitaire, la différenciation, le développement tumoral, la migration ou
I'apoptose. Il joue un rdle pivot dans les processus cellulaires et tissulaires et sert de médiateur
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Figure 37 : Représentation schématique des membres de la superfamille du TGF-B.

La superfamille du TGF-B représente un ensemble de facteurs de croissance regroupant les Activines/inhibines, les
GDF (« growth and differentiation factors »), les BMP, les « glial cell-derived neurotrophic factor » (GDNF) et les TGF-
B (Weiskirchen et al., 2009).
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biologique au cours du développement, pour ’homéostasie et au cours des affections tissulaires et

cellulaires.

Au sein du cartilage, il est exprimé par les chondrocytes sous une forme homodimérique
inactive de 390 acides aminés. Le TGF-B1 est néanmoins ubiquitaire dans I'organisme. Il existe de
nombreux activateurs du TGF-B1 comme la variation de pH, une action protéolytique, une activité
de dérivés réactifs de Il'oxygéne (DRO) ou encore une interaction avec les intégrines

membranaires.

Le TGF-B1 se fixe a des récepteurs de type sérine-thréonine kinase pour déclencher une
cascade de phosphorylations et de signalisation impliquant Smad-2/3 et Smad-4 qui s’associent a

Sox-9 pour la transcription de geénes cibles
(Furumatsu et al., 2009). Ainsi, il est capable
d’induire la synthese de collagéne de type Il
sous sa forme IIA et d’agrécane par les
chondrocytes cultivés in vitro. Néanmoins,
I'utilisation de TGF-B1 sur des chondrocytes
cultivés en monocouche les oriente dans le
lignage hypertrophique (Narcisi et al,, 2012).
Le TGF-B1 posséde ainsi un réle ambivalent
dans le phénotype chondrocytaire.

Le TGF-B1 est également impliqué
dans la condensation mésenchymateuse et il
est indispensable a I’engagement
chondrogénique des cellules progénitrices. En
combinaison avec la BMP-2, il est notamment
capable d’inhiber le phénotype ostéogénique
(Alliston et al., 2001 ; Demoor et al., 2014).

ii. Les BMP.

Les BMP sont des facteurs de
croissance impliqués majoritairement dans la
formation des tissus squelettiqgues et plus
généralement dans I'organisation tissulaire et
matricielle. Elles appartiennent également a la
superfamille des TGF-B (excepté pour BMP-1
qui est une métalloprotéinase). Parmi les
BMP, la plus impliquée dans le
développement et ’homéostasie du cartilage
est la BMP-2. Néanmoins, les BMP-4 -6 et -7
jouent également un rdle dans la mise en
place du cartilage.

La BMP-2 se fixe a des récepteurs
serine-thréonine kinases qui sont de deux
types les récepteurs de type | et les
récepteurs de type Il. Ensemble, les deux
types de récepteurs forment un complexe
tétramérique induisant la signalisation
cellulaire en aval via la transphosphorylation
du type | par le type Il (van Wijk et al., 2007)

. La signalisation intracellulaire est
gouvernée par les Smad-1, -5, -8 et -4. Les
BMP ont une forte affinité pour les récepteurs

Type |
AVCR1
BMPR1A
BMPR1B

BMP Type Il
ACVR2A
ACVR2B

BAMBI BMPR2

l

No signal
i@ == transcription
Figure 38 Représentation schématique de la

signalisation cellulaire des BMP.

Les membres de la famille des BMP se lient a un jeu de
deux types de récepteurs. C’est leur affinité pour les deux
types de récepteurs qui impligue une cascade de
signalisation dépendante principalement de la voie des
SMAD (van Wik et al., 2007).

A BMP-6/7 Signaling in Human MSC
—— BMP-6/7
+—— Tvpe Il receptor
+—— Type | receptor
BMPR1A ACVR‘1A
Percent of BMP-6 25% 76 %
Total . BMP-7 18 % 72%
B BMP-2/4 Signaling in Human MSC
/—— BMP-2/4
BMPR1A/ACVR1A  BMPR1A ACVR1A
percentof | BMP-2 46 % 40 % 14 %
Total BMP-4 51 % 36 % 13 %
Figure 39 Représentation schématique des

structures tétramériques des récepteurs de type | a la
BMP.

Outre une affinité différente des BMP pour leurs
récepteurs, leur liaison implique la formation de
tétrameres de récepteurs difféerents. Ce sont
principalement les diméres de récepteurs de type | qui
influencent les différentes signalisations induites par les
BMP-6, -7 (A) et BMP-2, -4 (B)(Lavery et al., 2008).
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de type I. Il y a 3 types de récepteurs de type | : le « BMP Receptor 1A » (BMPRIA), le « BMP
Receptor 1B » (BMPRIB) et I'« Activin A receptor type | » (AVCR1). Ce sont eux qui régulent
principalement l'activité¢ de la BMP-2 sur le chondrocyte ou sur les progéniteurs ostéo-
chondrogéniques.

Les couples de récepteurs de type | peuvent varier en fonction de I'affinité de la liaison
BMP-2/récepteurs ou récepteur/récepteur (Lavery et al., 2008) . I semble que BMPR1A
soit impliqué dans la différenciation et la réponse des chondrocytes tandis que BMPR1B est
impliqué dans l'initiation de le chondrogenese (Sanyal et al., 2002).

La BMP-2 détient un réle bivalent dans la physiologie ostéo-chondrale. In vitro et a faible
concentration (50 ng/ml), elle est capable d’'induire la différenciation chondrogénique tandis qu’a
plus forte concentration (100, 200 ou 400 ng/ml), elle inhibe cette derniere et oriente les
chondrocytes vers I'’hypertrophie (Valcourt et al., 1999 ; De Luca et al., 2001). Elle est également
impliquée dans le lignage ostéogénique (Rosen ef al.,1994).

La BMP-2, en combinaison avec le TGF-B1, est capable d’induire la chondrogenese et
d’assurer la maturation du pré-chondrocyte. La BMP-2 est également capable de réguler I'activité
de synthése du chondrocyte mature. Elle agit par induction de I'activité de Sox-9, Sox6 et L-Sox5.
Elle est également capable, a la différence du TGF-B1, d’induire le changement isotypique du
collagéne de type A en type IIB au cours de la maturation chondrocytaire. Chez le chondrocyte, la
BMP-2 a la faculté de stimuler une synthése matricielle de meilleure qualité par rapport au TGF-
B1, avec une pré-dominance de la synthése des biomarqueurs du cartilage et notamment de
I'isoforme 1IB par rapport a la forme IIA (Demoor et al., 2014).

Le réle de la BMP-4 est trés similaire a celui de la BMP-2. Sa signalisation passe
également par les mémes jeux de récepteurs et elle a un effet similaire sur le lignage
chondrocytaire a la différence prés qu’elle induit une plus forte hypertrophie et une plus faible
synthése de collagéne de type Il in vitro (Valcourt et al., 1999 ; Lavery et al., 2008).

BMP-7 et BMP-6 quant a elles, semblent avoir un impact sur le lignage ostéo-chondral.
Leur signalisation passe préférentiellement par leur interaction avec les récepteurs de type |
ACVR1A. BMP-7 est capable d’orienter les progéniteurs ostéochondraux dans le lignage
chondrogénique mais également ostéogénique. Combinée avec le TGF-B3, elle est capable
d’initier la différenciation chondrogénique et ostéogénique. Elle favorise I'expression du collagéne
de type Il mais également des marqueurs osseux (Shen et al., 2010). Elle aurait également un rble
anti-fibrotique (Weiskirchen et al., 2009). Néanmoins, son rdle précis est méconnu au sein du
cartilage.

Concernant BMP-6, elle semble avoir la méme fonction que la BMP-7, néanmoins, son
utilisation semble nécessaire a la différenciation des CSM du tissu adipeux (CSM-TA) en
chondrocytes (Hennig et al., 2007).

iii. Les autres facteurs de croissance.

D’autres facteurs de croissance peuvent étre qualifiés de facteurs chondrogéniques. C’est
le cas notamment de I'lGF-1 impliqué dans I'anabolisme du chondrocyte. En effet, il est capable
d’augmenter la synthése de PG et des collagenes du chondrocyte par la stimulation de I'activité de
liaison de Sox-9, Sox-6 et L-Sox-5. Néanmoins, ce dernier induit également les marqueurs non
spécifiques du cartilage comme le collagéne de type | et les marqueurs d’hypertrophie (Legendre
et al., 2013).

Le FGF-2 a fait I'objet de beaucoup de travaux ces dernieres années et il a été montré une
certaine ambiguité dans son activité chondrogénique. Il est une composante essentielle a
’'homéostasie du cartilage et semble favoriser la prolifération chondrocytaire plutét que
'anabolisme (Goldring & Tsuchimochi, 2006). Utilisé durant 'amplification des chondrocytes in
vitro, il permet néanmoins de favoriser la réponse a la BMP-2 (Claus et al., 2012). D’autre part, il
pourrait avoir un réle dans le catabolisme des chondrocytes par une régulation positive de la

63



MMP-13 et de TADAMTS-5. Le FGF-2 semble également surexprimé au sein du liquide synovial
de patients atteints d’arthrose (Im ef al., 2007 ; Yan et al., 2011).

b. L’hypoxie.

Le cartilage est en permanente interaction avec les tissus qui I'entourent. De part et
d’autre, il est en contact direct avec le liquide synovial et I'os sous-chondral. Cette situation a une
influence dans le contréle de son homéostasie. Il existe des échanges hormonaux entre le
cartilage, la zone hypertrophique et I'os sous-chondral. Mais le principal impact vient du liquide
synovial. Du fait de la non vascularisation du tissu, I'apport en glucide et en oxygéne se fait par
diffusion hydrique du liquide synovial vers le cartilage. Ainsi, un gradient de concentrations
s’impose au sein du tissu cartilagineux [Figure 40]. Ce gradient conféere au cartilage une physioxie
de nature hypoxique allant de 6% a 1% d’oxygéne en fonction de la profondeur du cartilage.
Souvent, dans la littérature, seule l'influence du liquide synovial est détaillée. Ceci s’explique par
un apport mineur en oxygene de la part de I'os sous-chondral, de I'ordre de 10% contre 90% pour
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Figure 40 : Représentation schématique des gradients en nutriments et
oxygeéne au sein du cartilage.

La concentration en nutriments et en oxygene varie de la surface du cartilage
a l'os sous-chondral. Ainsi, ces deux gradients opérant au sein du cartilage
imposent un métabolisme particulier au chondrocyte (Blanco et al., 2011).
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le liquide synovial (Gibson et al., 2008)

. Ainsi, le parameétre hypoxique est prépondérant

dans la définition du phénotype du chondrocyte de méme que dans ’homéostasie du cartilage.

L’hypoxie provoque une sensibilité accrue des
chondrocytes aux radicaux oxygénés mais également aux
troubles d’activité mitochondriale (Fermor et al., 2007 ;
Blanco et al, 2011). La faible teneur en oxygéne oblige le
chondrocyte a tirer parti de son activité glycolytique au
détriment de la phosphorylation oxydative pour son
métabolisme.

L'acteur principal de la régulation dépendante de
'oxygéne est I'« hypoxia-inducible factor - 1o » Hif-1a

. Il s’agit d’un facteur de transcription dont la dégradation
est dépendante de la concentration en oxygene

En normoxie, Hif-10 subit une ubiquitination I'orientant vers
une dégradation par le protéasome. A l'inverse, en hypoxie,
cette ubiquitination est inhibée. Hif-1a est alors transloqué
dans le noyau et par association avec HIF-18, il va activer la
transcription de génes « hypoxia response element » (HRE)
dépendants. La cible la plus connue de I'action de Hif-1a est
le « Vascular endothelial growth factor » (VEGF) impliqué
dans la vascularisation, mais son expression est
paradoxalement réprimée dans le cartilage sain adulte
(Murata et al., 2008).

Cette hypoxie est tout de méme indispensable a la
synthése matricielle du cartilage et a la survie du chondrocyte
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Figure 42 La double fonction
d’HIF-10 chez le chondrocyte.

HIF-1a est capable de contréler le
phénotype chondrocytaire en favorisant
un phénotype de chondrocyte mature et
en inhibant I'expression de marqueurs
de dédifférenciation (Duval et al., 2009).

(Schipani et al., 2001). En effet, les marqueurs du cartilage tels que le collagéne de type Il et
I'agrécane, ainsi que les facteurs de transcription impliqués dans leur synthése, sont eux mémes

régulés par I’hypoxie via I'activité de HIF-1a (Duval et al., 2009). L’hypoxie possede également un
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Figure 43 : Représentation schématique de I’'action d’HIF-1a.
HIF-1a est un facteur de transcription capable de réguler I'expression de génes
cibles. Son action dépend de la concentration oxique régulant sa dégradation (Maes

et al., 2012).

role dans la différenciation des CSM de moelle osseuse (CSM-MO) en chondrocytes matures

(Galera et al., 2012).

Ainsi, ’'homéostasie du cartilage s’assimile a une capacité du chondrocyte a
percevoir et a répondre aux facteurs micro-environnementaux. L’homéostasie du cartilage
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est un équilibre fragile. L'impact de chaque facteur peut étre modulé au cours du temps et
en fonction du nombre de facteurs totaux mis en jeu. Les facteurs exogénes et endogénes
au tissu peuvent également modifier drastiquement cet équilibre. C’est notamment le cas
lorsqu’un stress est induit au tissu ou lors de dysfonctionnements cellulaires. Un
déréeglement trop profond de I’homéostasie du cartilage aboutit a une perte totale et
inéluctable de cette derniére et engendre un contexte pathologique.
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Chapitre 2. Les affections du
cartilage articulaire : de la
pathologie a I'ingénierie
tissulaire du cartilage.
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Chapitre 2. Les affections du cartilage
articulaire : de la pathologie a
I’ingénierie tissulaire du cartilage.

. Le cartilage articulaire pathologique.

Le cartilage articulaire est la premiére ligne de résistance aux mouvements et chocs subis
par larticulation. Sa fonction, son intégrité et son activité sont directement dépendantes des
facteurs exogénes de larticulation. Néanmoins, des facteurs intrinséques a I'organisme peuvent
influencer le devenir du tissu.

L'impact sur le cartilage de ces deux types de facteurs est étroitement dépendant des
contextes environnementaux et sociaux dans lesquels se trouve l'organisme. L'intégrité du
cartilage est ainsi dépendante de I'environnement (facteurs biotiques et abiotiques) de I'organisme,
des propres caractéristiques de son cartilage et de la sollicitation de celui-ci au cours de la vie de
I’organisme.

Ainsi, la compréhension des affections touchant ce tissu nécessite de mettre en relation les
facteurs intrinseques et extrinséques avec les mécanismes biologiques et moléculaires qui

régissent ’homéostasie du cartilage [Figure 44].
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Figure 44 : Les facteurs de risque de I'arthrose.

L’émergence de l'arthrose dépend de facteurs intrinséques et extrinseques.
Linfluence de ces facteurs est également dépendante de facteurs systémiques
(Warner & Valdes, 2016).
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C. Les atteintes cartilagineuses : causes et conséquences
chez ’Homme et le cheval.

Les atteintes du cartilage sont en grande majorité physiques et directement liées aux
contraintes mécaniques. Elles sont soit accidentelles, soit provoquées par I'activité articulaire sur
le long terme. La gravité des atteintes est généralement déterminée par la douleur générée a
posteriori. Le cartilage articulaire étant non-innervé, cette douleur vient de I'os sous-chondral.

Ainsi, il est important d’ajouter une notion de « profondeur » lors que l'on traite des atteintes
cartilagineuses.

Afin d’envisager une évaluation des atteintes cartilagineuses, une classification des lésions
chondrales a été mise en place. Néanmoins, la difficulté diagnostic, I'impact hétérogene et la
difficulté d’appréciation des lésions rend difficile une homogénéité des classifications. Chez
I’Homme, c’est ainsi que sur 60 publications scientifiques, 52 systémes de mesure ont été utilisés,
rendant difficile I’'harmonisation des résultats cliniques au niveau international (Oakley & Lassere,
2003). Néanmoins, entre 2002 et 2007, une classification validée par I’ « International Cartilage
Research Society » (ICRS) a vu le jour (van den Borne et al., 2007). Elle se base a la fois sur la
profondeur de la Iésion du cartilage mais également sur sa localisation au niveau de la surface
articulaire. De ce fait, ce dernier paramétre prend en compte I'hétérogénéité de la portance de la
surface cartilagineuse pour la classification des Iésions (Brittberg & Winalski, 2003)
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Figure 45 : La classification des lésions chondrales par I'ICRS.
Ces classifications des lésions chondrales se basent a la fois sur la taille et la profondeur

de la lésion cartilagineuse (A) ainsi que sur sa localisation au niveau de la surface
articulaire (B) (Brittberg & Winalski, 2003).

Méme si beaucoup d’efforts ont été consacrés a I'évaluation de ces deux derniers
parametres, la difficulté du diagnostic persiste. En effet, se pose la question du caractéere
asymptomatique des lésions mineures. Seul des examens préventifs peuvent les metire en
évidence par imagerie ou scanner au niveau de la surface articulaire. Pourtant ces lésions

mineures, bien qu’asymptomatiques dans un premier temps, ne sont pas a négliger puisqu’a long
terme, elles feront le nid de l'arthrose.
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Nous avons vu précédemment la particularité du cartilage a ne détenir qu’une trés faible
proportion de cellules peu prolifératives. Ainsi, des lésions focales cartilagineuses ne sont que peu
résorbées par les propriétés de réparations intrinséques du cartilage. Pire encore, la succession
de telles lésions au cours de la vie d’'un sujet peut laisser émerger un contexte inflammatoire
généralisé au sein de larticulation, modifiant drastiquement la physiologie du cartilage et des
tissus avoisinants.

De ce fait, le cartilage articulaire détient en quelques sortes un capital de résistance aux
traumatismes. Ce capital s’amenuise par la sollicitation de I'articulation au cours de la vie et de
I’activité du sujet.

Ainsi, 'ensemble des facteurs pouvant porter atteinte au cartilage articulaire sont nommés
facteurs de risque.

Chez le cheval, comme cité précédemment, beaucoup de similarités avec I’'Homme ont été
observées d’'un point de vue physiologique. De méme, le cartilage articulaire équin subit des
contraintes physiques comparables a celles du cartilage humain, quoique exacerbées par rapport
a la taille de l'animal [Figure 46]. Ainsi, l'activité sportive du cheval de course est tout a fait
comparable a celle d’'un athléte humain de haut niveau. Un cheval de trait implique des forces de
résistance énormes appliquées aux articulations et aux muscles. Lintérét économique dans la
filiere équine contraint souvent l'organisme équin a accuser des charges et des contraintes
mécaniques anormales, associées a des sollicitations trop régulieres et trop lourdes de
I’articulation, sans repos ou prise en charge.
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Figure 46 : Les événements survenants suite a un traumatisme du cartilage et menant a
la dégradation du cartilage.
(Mcllwraith et al., 2012).

Une évolution anormale de l'atteinte articulaire peut notamment étre observée chez le
cheval athlete. Suite aux sollicitations physiques cycliques de l'articulation, des inflammations
(dites primaires) des tissus avoisinants (capsule synoviale, os sous-chondral) peuvent étre
observées. Ces derniéres peuvent alors générer une inflammation dite secondaire du cartilage
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menant a un stade pathologique (Mcllwraith & Frisbie, 2012). De ce fait, comme chez l'athlete
humain, certains événements pathologiques peuvent étre chronologiquement inversés.

D. L’arthrose : une arthropathie dégénérative chronique.

Les capacités de réparation tissulaire du cartilage, la répétition de traumatismes, la prise en
charge tardive et la sur-sollicitation de l'articulation engendrent un contexte inflammatoire au sein
de [larticulation. Cette inflammation, par le biais de cytokines, va modifier drastiquement
’lhoméostasie du cartilage. Cette perte d’homéostasie engendre une réduction de la qualité et du
volume matriciel du cartilage aboutissant a une dégénération du tissu. Cette maladie, nommée
arthrose, génére de fortes douleurs et comporte une importante prévalence chez ’'Homme et chez
le cheval . Elle est multifactorielle mais aussi étroitement liée a I'age de I'individu.

L’émergence du contexte arthrosique résulte de deux processus : une forme mécanique
dépendante d’une surpression sur le cartilage sain et une forme structurale (souvent liée a I'age)
liée a la faible capacité de résistance intrinseque du cartilage d’origine ne pouvant assurer
pleinement son réle face a des pressions normales.

Articulation Arthrose pré-

N L Arthrose
saine clinique

Lésions Inflammation Douleurs
focales Réduction du volume Inflammation généralisée
du cartilage matriciel Atteinte synoviale et

osseuse

Figure 47 : Diagramme de I’évolution de I'arthrose.

L'arthrose est une maladie dégénérative touchant le cartilage. Elle émerge
suite & une succession de traumatismes du cartilage et évolue vers une
dégradation inéluctable du tissu cartilagineux (www.servier.fr).

E. L’épidémiologie et le colit économique de I’'arthrose chez
I’humain et chez I’équidé.

Chez 'Homme, le surpoids, I'age et les pratiques sportives intensives sont les premieres
causes d’atteintes cartilagineuses et d’arthrose (Brandt et al., 2008). D’autres facteurs de risque
ont été décrits comme des causes génétiques ou les désordres hormonaux (comme par exemple
lors de la ménopause). L’arthrose est un probléme majeur de santé publique humaine. On estime
que 70 a 80% des personnes agées de 60 a 80 ans sont touchées par cette arthropathie. On
estime a 100 millions, le nombre de personnes touchées par I'arthrose en Europe (Altman et al.,
2006). En 2001, le colt de I'arthrose pour la société francgaise s’est élevé a 1,64 milliard d’euro (Le
Pen et al., 2005). Elle représente ainsi la maladie au plus fort taux de morbidité au monde.

Chez le cheval, l'arthrose a été pour la premiére fois caractérisée en 1938 (Callender &
Kelser, 1938). Selon une étude américaine, elle représente 60% des causes de boiterie et affecte
ainsi plusieurs millions d’individus aux Etats-Unis (Oke & Mcllwraith, 2010). Ainsi, elle représente
I'une des principales causes d’arrét de carriere dans le monde sportif que cela soit en concours de
saut d’obstacles, courses de galop ou de trot. A ce jour, aucun traitement durable de I'arthrose
n’est disponible sur le marché. Ainsi, les chevaux atteints d’arthrose voient leur carriére s’arréter
prématurément et de fagon irrémédiable. Ce manque a gagner provoque un important déficit

71



financier pour la filiere équine. A titre o
d’information, on estime a 10,49 milliards ~ Settsindrects e aaects
d’euros les flux financiers générés par les
courses hippiques dans la filiere équine
en France, dont 90% correspondent aux
paris sportifs (Chiffres de [I'Institut
Frangcais du Cheval et de [I'Equitation
(IFCE) de 2014). La perte de gains
sportifs représente ainsi un des coults
indirects de I'arthrose équine qui englobe 100008/ems Asonns

également la perte d’emploi et I'absence

de bonne prise en charge vétérinaire Figure 48 : L’évaluation des colts de Ilarthrose chez

(diagnostics faussés). Le codt direct, |Hommeetlecheval. o .
s p; J Le colt de I'arthrose se matérialise par des colts directs (prix de

quant a lui, represente les depenses en la médication, colts des consultations ou colts des analyses) et
soins a apporter au cheval (consultations,  ges codts indirects. Chez le cheval, les colts indirects
dispositifs médicaux et prescriptions représentent les manques a gagner, la perte d’emploi, ou encore
médicamenteuses). On estime a 3000 $ les faux diagnostics. Chez 'Homme, I'évaluation du codt indirect
par an les codts directs de I'arthrose pour e’st ?mprécis‘e du fait de [lincapacité a évalger le colt de
un cheval et a4 15000 $ par an la globalité I’'assistance a la personne (AAP) (Oke & Mcllwraith, 2010).
des colts. Chez 'Homme, le colt direct
et indirect s’éleve a 10000 $ par an et par
patient (Oke & Mecllwraith, 2010)

. Ainsi, l'étude des atteintes cartilagineuses et de l'arthrose représente un fort intérét
économique mais également une nécessité sanitaire et vétérinaire.
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Il. Linflammation et la perte d’homéostasie.

A. Laréponse cellulaire du chondrocyte suite aux
traumatismes.

Des 1742, Wiliam Hunter qualifia les dommages subits au cartlage comme étant
problématiques du fait de I'incapacité de ce dernier a se régénérer (Hunter, 1742). Ce n’est que
bien plus tard que ce constat fit expliqué. Du fait de la faible cellularité du cartilage et du
déréglement phénotypique du chondrocyte, ce dernier va étre dans l'incapacité de combler les
Iésions par un tissu fonctionnel.

Suite aux lésions focales, une premiére réponse catabolique des chondrocytes peut étre
observée.

La premiere étape se traduit d’abord par une dégradation des fines fibres de collagene de
type Il péricellulaire et une augmentation de la synthése de PG dans I'espace proximal du
chondron (McGlashan et al., 2008). Un remaniement péricellulaire est réalisé et passe par un
remodelage du collagéne de type VI qui semble représenter un facteur central dans la réponse
proliférative du chondrocyte. En effet, suite a ce remodelage, les chondrocytes vont combler
’espace péricellulaire par une augmentation de la syntheése matricielle et de leur prolifération,
laissant place a la formation d’'un « cluster » de chondrocytes (Soder et al., 2002). Méme si ces
mécanismes sont décrits dans la littérature, I'implication de cette réponse primaire dans la
progression de l'arthropathie reste a élucider. Il est néanmoins important de préciser que la
synthese d’acteurs cataboliques majeurs comme la MMP-13 est dépendante de la signalisation
MEC-cellule et de I'activation de récepteurs membranaires comme DDR-2 (Xu et al., 2014).

La modification structurale du chondron impligue un changement phénotypique du
chondrocyte. Ce dernier va ainsi perdre son role de médiateur de ’homéostasie. S’ensuit alors un
important bouleversement physiologique du cartilage menant a la dégradation de la matrice
cartilagineuse puis a l'arthrose.
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A I'’échelle du cartilage, la succession de micro-traumatismes engendre la « clustérisation »
des chondrocytes, majoritairement au niveau de la surface articulaire, rendant le chondrocyte plus
sensible au microenvironement synovial, que cela soit vis-a-vis des facteurs de croissance, des
especes réactives de I'oxygene ou des cytokines. Avec I'age, une accumulation de lésions focales
va ainsi drastiquement augmenter la sensibilité des chondrocytes aux facteurs extrinséques. En
paralléle, le chondrocyte va surexprimer le TGF-B1 et I'lGF-1 et voit son phénotype se modifier, il
va alors synthétiser une MEC altérée. Il commence par synthétiser du collagene de type IlA, de
type | et de type lll. Ces deux derniers sont atypiques au cartilage hyalin et de nature cassante et
fibrotique en comparaison avec la MEC hyaline du cartilage (Miosge et al., 2004). Cette
modification qualitative et quantitative de la MEC cartilagineuse se fait au détriment de la synthése
de collagéne de type Il, et notamment de type IIB. Ce phénoméne de dédifférenciation représente
une tentative de réparation du cartilage par la cellule. Néanmoins, ce cartilage altéré néo-formé
s’érode avec l'activité articulaire, libérant de nombreux fragments collagéniques et de PG au sein
du liquide synovial (Demoor et al., 2014 ; Struglics et al,, 2006). De surcroit, un phénomeéne
d’apoptose est également observé chez les chondrocytes dés les premiers stades d’arthrose au
niveau des clusters, laissant au niveau matriciel des zones vacantes (Lotz et al., 1999).

B. La composante inflammatoire.

Les aspects moléculaires et cellulaires de I'arthrose sont relativement bien renseignés dans
la littérature. Néanmoins, la succession des événements menant a cette maladie dégénérative
reste incertaine. A I'heure actuelle, il est difficile d’évaluer les facteurs initiateurs de 'arthrose en
dehors des facteurs de risque. Tout comme il est difficile de connaitre l'impact de I'os sous-
chondral et du liquide synovial dans le processus arthrosique pourtant touchés par cette affection.

La seule constante observée au cours de I'arthrose chronique et entre ces différents tissus
est une prépondérance de la composante inflammatoire (Lee et al., 2013 ; Chevalier et al., 2013)

. Linflammation visible a la fois au niveau cartilagineux, synovial et osseux au cours de
I’arthrose est le principal perturbateur homéostatique et le médiateur catabolique de la maladie.
Cette inflammation est générée a la fois par le systéme immunitaire et les tissus avoisinants. De ce
fait, I'arthrose ne peut étre simplifi€ée a une unique pathologie du cartilage car elle représente plutét
une maladie plus globale touchant plusieurs tissus et organes avec une multitude d’intervenants
cellulaires, autres que le chondrocyte.
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Figure 49 : Représentation schématique de
I'aspect inflammatoire de I'arthrose.
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L'inflammation est gouvernée par les Inflammatory B :
. . e Signaling Mediators Proteases
cytokines. Durant le processus arthrosique, me

de nombreuses cytokines sont sécrétées et  *TNF * NF«B * MMP-1
. N P o IL-18 « ERK1/2 * MMP-3
jouent chacune un réle spécifique dans la . «p38 « MMP-9
maladie . On distingue néanmoins  -IL8 * JNK * MMP-13
f : ¢ IL-15 * PKCS ¢ ADAMTS-4

3 acteurs majeurs d_ans la progression de e e e
cette arthropathie : linterleukine 18 (IL-18), .21 » B-catenin * TACE
i i - i * PGE2 e Glil
I'interleukine 6 (IL-6) et le « Tumor Necrosis i el
Factor-o » (TNF-a) (Kapoor et al., 2011). * NGF « HHIP

Suite a un stress biologique ou [t by
mécanique, le chondrocyte, les cellules du  .ggr2 « RUNX2

tissu synovial, de l'os ainsi que les cellules

immunitaires sont capables d’exprimer ces

cytokines inflammatoires. Elles sont produites  Tableau 4 : Les principaux facteurs impliqués dans
a de forts taux dés les premiers stades de Varthrose.

'arthrose. Au cours de cette affection, les (Lee et al, 2013).

récepteurs a IL-1B et au TNF-o sont sur-
exprimés a la surface du chondrocyte, ainsi,
I’action de ces cytokines en est exacerbée. Concernant I'lL-6, son activité est dépendante a la fois
de la présence de son récepteur membranaire et/ou de son récepteur soluble hautement présent

dans le liquide synovial pathologique (Kaneko et al., 2000). L’action de I'lL-1B et du TNF-o passe
par plusieurs voies de signalisation intracellulaires (Bottini & Firestein, 2013). Parmi elles, la voie
« nuclear factor-kappa B » (NF-kB) est impliquée dans I'expression de facteurs assurant la
progression de [larthrose (Lianxu et al, 2006). Concernant I'lL-6, elle est impliquée dans
I’activation de la voie « Janus kinases » / « Signal transducers and activators of
transcription » (JAK/STAT) afin de stimuler ou réprimer la transcription de genes cibles (Legendre
et al., 2003).

Sous l'effet de I'lL-1B, de I'lL-6 et du TNF-a, le chondrocyte voit sa capacité de synthese
matricielle drastiquement réduite et particulierement I'expression du collagéne de type Il et de
'agrécane (Saklatvala, 1986 ; Goldring ef al., 1994 ; Porée et al., 2008). L’action de ces cytokines
va également entretenir I'inflammation issue des cellules et des tissus environnants (Kapoor et al.,
2011).

Les cytokines pro-inflammatoires sont les effecteurs primaires du catabolisme du cartilage
articulaire. Par leur action, elles forment une boucle d’induction catabolique ayant pour finalité la
destruction progressive du tissu sans capacité de rétrocontréle négatif. C’est la perte inéluctable
de ’homéostasie du cartilage.

C. Le catabolisme et le remodelage de la MEC.

1. Le catabolisme au détriment de I’anabolisme.

Les transcrits induits par les cytokines inflammatoires sont principalement ceux des
ADAMTS et des MMP. L'action de ces protéases sur le chondrocyte, la MEC et les tissus
avoisinants provoque une exacerbation de la composante catabolique au détriment de
I'anabolisme (Demoor et al., 2014)

En condition physiologique, l'activité basale des protéases matricielles du cartilage est
relativement basse. Au cours de l'arthrose, en parallele de I'inhibition de la synthése matricielle,
I'expression des acteurs cataboliques est anormalement élevée et aboutit a une dégradation
progressive des composants de la MEC cartilagineuse (Lee et al., 2013). Parmi les protéases, on
distingue un role majeur des MMP-1, -3, -9 et -13 ainsi que des ADAMTS. D’autres protéases au
spectre d’action plus large sont également induites au cours de I'arthrose. C’est notamment le cas
de la « High-temperature requirement serine protease a1 » (Htra1) (Troeberg & Nagase, 2012).
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Figure 50 : Représentation schématique de la régulation de ’homéostasie du cartilage.
L’homéostasie représente un équilibre biologique entre I'activité anabolique du chondrocyte et I'activité catabolique
des protéases matricielles. Au cours de I'arthrose, le catabolisme prend le pas sur I'anabolisme et fait ainsi perdre cet

équilibre homéostasique (Demoor et al., 2014).

L'IL-1B, I'IL-6 et le TNF-a sont capables d’induire I'expression des MMP-1, -2, -3, -8, -9, -13
et -17 ainsi que les ADAMTS-4 et -5 ayant pour cible la structure collagénique de la MEC ainsi que
les PG et notamment I'agrécane (Tetlow ef al., 2001 ; Nagase & Kashiwagi, 2003). D’un autre cété,
linflammation au sein du cartilage va diminuer d’expression du TIMP-3, permettant ainsi I'action

catalytique des protéases (Kevorkian et al., 2004)
[Figure 51]. —

23 7 89 10111213 141516 17 19 20 21 23 24 25 26 27 28

La libération des fragments de ©* o
dégradation de la MEC va jouer un role
d’amplificateur du signal inflammatoire. L'apport ——
en acteurs cataboliques n’est pas restreint au T & k#3935 BN
chondrocyte. Dans ce cadre, les synoviocytes m_‘f [ 1
présents dans la membrane synoviale, les " =
ostéoblastes et les macrophages vont pousser le
catabolisme du cartilage a son paroxysme. s 4 IS —

Alors que le rbéle du chondrocyte o,.x-
hypertrophique dans la progression de I'arthrose  »
est sujet a débat, un marqueur pré-
hypertrophique représente un inducteur majeur
de l'arthrose. Il s’agit de la MMP-13. Cette MMP, protéases matricielles et de Igurs,iphibiteur§. )
dont la synthése est dépendante de I'activation AU cours de larthrose (OA), il a été constate qu'il y

. L avait une sur-expression des acteurs cataboliques tels

de la voie du NF-kB, est la principale que certaines MMP et ADAMTS. En paralléle, une
responsable de la dégradation du collagéne de  sous-expression de TIMP-3 est également observée
type Il. Elle est surexprimée par les en comparaison avec le cartilage normal (N)
chondrocytes sous l|’effet de contraintes (Kevorkian et al., 2004).
mécaniques, oxiques, inflammatoires et par
I’absence de contact avec la matrice
péricellulaire du chondrocyte. Elle pourrait jouer
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Figure 51 : Etude de la transcription des génes des
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Figure 52 : Implications de MMP-13 et de la voie NF-kB dans I’hypertrophie du chondrocyte.

La voie de signalisation NF-kB est une voie majeure sollicitée par le microenvironnement inflammatoire ou lors de
stress mécaniques du chondrocyte. Cette voie est capable d’induire I'expression de MMP-13 qui va alors dégrader la
matrice proximale du chondrocyte. Cette perte de contact cellules-MEC va aboutir a la modification phénotypique du
chondrocyte qui se transforme en chondrocyte hypertrophique (Goldring et al., 2011).

un role dans la priorisation du phénotype pré-hypertrophique des chondrocytes au cours de
’arthrose, dans l'apoptose de ces derniers et dans la calcification du cartilage arthrosique
(Goldring et al., 2011)

2. « High-temperature requirement serine protease a1l ».

Htral a été caractérisée initialement
chez les bactéries comme étant une protéase
a sérine . Elle est beaucoup A
étudiée en cancérologie car elle est impliquée ,
dans la malignité tumorale ainsi que dans la ’2 7 ot Serineplmase Lances — Laer Jeo
dégénérescence maculaire (Chien et al., Terinal TT—TT—"
2004 ; Yang et al., 2006). Il a été montré
qu’Htra1l était surexprimée dans les
désordres musculo-squelettiques et qu’elle
pourrait jouer un réle dans I'’émergence des
affections touchant ces tissus (Tiaden &
Richards, 2013) . Elle a également
un impact sur la différenciation cellulaire et la
formation de la matrice calcifiée lors de
I'ossification endochondrale (Tiaden et al.,
2012).

Figure 53 : Structure moléculaire d’Htra1.

Le géne Htrat code pour une protéase a sérine capable de
Au cours de l'arthrose, cette gegrader plusieurs substrats via laction de son domaine

protéase a sérine est surexprimée (Grau ef catalytique. (A): domaines protéiques d’Htra1, (B): structure

al., 2006). Elle a pour substrat un large protéique 3D d’Htral (Goldring et al., 2011).

spectre de protéines matricielles comme la

fibronectine, la décorine, le biglycan,

I’ « Integrin-binding sialoprotein » (IBSP), la fibromoduline, I'agrécane et les collagénes

(Murwantoko et al., 2004). Elle est ainsi capable de dégrader a la fois la matrice péricellulaire du
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chondrocyte et le reste de la matrice cartilagineuse. Son
implication n’est néanmoins pas limitée a la dégradation
de la MEC. En effet, elle est également capable de
dégrader les récepteurs de la famille des TGF-B. Au
niveau du chondrocyte et du lignage chondrocytaire, elle
pourrait ainsi avoir un réle dans la signalisation médiée par
les TGF-B et les BMP, faisant perdre la réponse cellulaire
vis-a-vis de ces facteurs de croissance (Oka et al. 2004).
Dans la physiopathologie du cartilage, elle est
impliquée dans I'expression de la MMP-13. Il a été montré
gu’Htral était surexprimée sous l'effet du TGF-B1 chez le
chondrocyte. Via I’activité catabolique d’Htral, la
dégradation de la matrice péricellulaire du chondrocyte
permet le contact du récepteur membranaire DDR-2 avec
la matrice collagénique. Via I'activation de ce récepteur, le
chondrocyte va alors exprimer la MMP-13 (Xu ef al., 2014)

3. Le collagéne de type I.

Le collagéne de type | est un collagéne fibrillaire
constitué de 2 chaines ail(l) et d'une chaine a2(l)
respectivement codées par les genes Col1at et Col1a2. |l
est le constituant principal de la matrice des tissus
conjonctifs et est majoritairement retrouvé dans la peau et
l'os. Il assure un rOle de soutien et de résistance.
Néanmoins, a la différence du collagene de type I, il ne
posséde pas les mémes propriétés biomécaniques.

Au cours de larthrose, il a été montré que le
chondrocyte voyait son phénotype et son profil
d’expression modifié. Cette modification peut passer par
une expression du collagéne de type I. Durant le
processus arthrosique, les chondrocytes expriment
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Htra1l est capable d’induire I'expression
de marqueurs hypertrophiques en
favorisant linteraction des récepteurs
DDR2 par la dégradation de la matrice
péricellulaire (Xu et al., 2014).




fortement le géne Col71a1 au niveau des clusters chondrocytaires (Martin et al., 2001 ; Aigner et al.,
1993). Il a été montré que dans des modeles d’arthrose expérimentale, que les chondrocytes
situés dans la zone tangentielle et transitionnelle
expriment d’importantes quantités de collagéne de e
type | (Moriyama et al., 2008 ; Hagiwara et al., A
2010) . La problématique posée par le & o N
collagéne de type | est due au fait que, conjugué a & AR e Gas S
une baisse de la synthése de collagéne de type Il, = MY ey 0k
la matrice néo-formée est de nature fibrotique et
incapable de résister aux forces de tension. De ce
fait, _cette matrice esf[ _norr_lmée fibrocartilage et Figure 56 : Marquage du collagéne de type | sur
implique une modification des propriétés une coupe histologique de cartilage sain (A) et de
biomécaniques du cartilage hyalin. Néanmoins, modéle d’arthrose expérimentale (B).
son role dans la progression de l'arthrose reste  Au cours de I'arthrose expérimentale, le collagéne de
controversé (Hagiwara et al., 2010). L'expression type | est localement sur-exprimé par les
du collagéne de type | est également visible lors ~ chondrooytes et notamment au niveau de la zone
o7 ] . tangentielle (souris de 12 semaines) (Moriyama et
de l'ossification endochondrale et de la réparation  ; ">qog).
osseuse a proximité des chondrocytes au niveau
du cal osseux (Yang et al., 2014).
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L’ensemble des modifications physiologiques du cartilage au cours de I'arthrose induisent
la perte de son réle premier : la résistance aux chocs et la protection des tissus squelettiques au
cours du mouvement. Lors qu’il est détérioré, I'os sous-chondral peut étre a la fois exposé aux
frottements articulaires mais également a I'inflammation persistante. A la différence du cartilage et
tout comme la membrane synoviale, I'os est innervé. Les stades tardifs d’arthrose générent ainsi
de vives douleurs chroniques. Malheureusement, ces douleurs articulaires sont généralement les
premiers symptomes observés chez le cheval, via 'émergence de boiteries handicapantes. Ce
constat fait de I'arthrose une maladie chronique dont le dépistage est toujours trop tardif.

D. Les traitements de I’arthrose dans les modéles humain et
équin.
1. Le diagnostic de I'arthrose.

A I'heure actuelle, il n’existe pas de traitement durable de I'arthrose. Ceci est en partie di
au caractére multifactoriel de la maladie (versant dégénératif et inflammatoire) mais également a
I'absence de diagnostic précoce.

Chez 'Homme, ce diagnostic peut étre réalisé par radiographie, échographie, arthroscopie
ou imagerie par résonance magnétique (IRM). Néanmoins, les observations morphologiques
spécifiques du cartilage arthrosique permettent uniquement le constat des modifications
pathologiques trés avancées du cartilage ou de l'os : ostéophytes, amincissement du volume
matriciel, zones de contact, vascularisation et/ou épanchement synovial . Seuls des
diagnostics préventifs suite a des accidents ou des affections secondaires de [larticulation
(tendinites, rupture des ligaments ou inflammations primaires) peuvent permettre un diagnostic
précoce. Néanmoins, uniquement les Iésions macroscopiques restent observables et détectables.

D’autres techniques diagnostiques quantitatives peuvent étre utilisées par le biais de
I'utilisation de biomarqueurs. Il est ainsi possible de quantifier, par dosage sérique, la présence de
télopeptides C-ter de collagene de type |l et de télopeptides N-ter de collagéne de type | libérés au
cours du processus arthrosique. Néanmoins, il est impossible de déterminer une réelle localisation
et les seuils de détection du dosage demeurent trop élevés, témoignant d’une arthrose a un stade
tardif.
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Figure 57 : Classification et évaluation des grades d’arthrose chez le cheval.

Exemple de colorations histologiques (€osine/ hématoxyline (H&E) et safranine-O (OS)) pour I'’évaluation de I'arthrose
équine. On y distingue les différents grades d’arthrose (1-4) ainsi que le caractéere étudié comme les fissures et la
perte cellulaire (H&E) ou l'intensité de coloration d’OS (Mcllwraith et al., 2010).

Chez le cheval, la morphologie de I'animal apporte une autre contrainte par la rareté du
matériel d’imagerie mis a disposition pour I'éleveur. De plus, les symptdmes sont plus difficiles a
évaluer car ils demandent une attention toute particuliere de la part du propriétaire ou du
vétérinaire. Ainsi, il est nécessaire d’observer le plus rapidement possible des symptomes de
défauts d’aplomb, de zones de chaleur articulaire, des gonflements, des déformations structurales
de larticulation, des stades précoces d’ankyloses ou encore une boiterie.

2. Les traitements médicamenteux et préventifs de
I’arthrose.

Le traitement de I'arthrose n’est que symptomatique et palliatif. Il n’existe pas de traitement
capable de traiter durablement I'arthropathie par inversion ou par arrét de la dégénérescence du
cartilage articulaire.

Les versants touchés par les traitements sont presque exclusivement restreints au
caractére inflammatoire et aux douleurs chroniques. Ainsi, le traitement de I'arthrose passe
essentiellement par la prescription d’antalgiques et d’anti-inflammatoires (Felson, 2006) [Tableau
5]. D’autres traitements comme les injections intra-articulaires de molécules assurant la
lubrification ou encore les lavages synoviaux montrent une efficacité sur le court terme, constaté
par le ralentissement de la dégénération tissulaire.

Chez le cheval, la majorité des traitements passe par 'administration d’anti-inflammatoires
non stéroidiens, les « Nonsteroidal anti-inflammatory drugs » (NSAID). lls jouent un réle
analgésique et anti-inflammatoire en diminuant I'action des chimiokines capables de mobiliser la
réponse inflammatoire primaire. Outre les effets secondaires des NSAID, leur principale limite est
une forte toxicité lorsque ces derniers sont mal dosés. L’ « interleukin receptor antagonist protein »
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Table 2. Phar logic Tre for O thritis of the Knee.

Treatment Dosage Comments
Acetaminophen Uptolg4timesaday  Patients with liver disease or alcoholism should avoid.
Prolongs half-life of warfarin.

NSAIDs*
Naproxen 375-500 mg twiceaday  Take with food. High rates of gastrointestinal side effects, in-
Salsal 1500 icead cluding ulcers and bleeding, occur. Patients at high risk for

alsalate mg twice a day gastrointestinal side effects should also take either a proton-

Ibuprofen 600-800 mg 3 to 4 times pump inhibitor or misoprostol.} There is an increased con-

a day cern about side effects (gastrointestinal or bleeding) when
taken with acetylsalicylic acid. Can also cause edema and
renal insufficiency.

Cyclooxygenase-2 inhibitors

Celecoxib 100-200 mg per day High doses are associated with an increased risk of myocardi-
al infarction and stroke. Can cause edema and renal insuf-
ficiency.

Glucosamine 1500 mg per day Side effects are similar to those with placebo.
Chondroitin 1200 mg per day Side effects are similar to those with placebo.
Opiates Various Common side effects include dizziness, sedation, nausea

or vomiting, dry mouth, constipation, urinary retention,
and pruritus. Respiratory and central nervous system
depression can occur.

Capsaicin 0.025-0.075% cream Can irritate mucous membranes.
3 to 4 times a day

Intraarticular injections

Hyaluronic acid Varies from 3 to 5 weekly ~ Mild to moderate pain at injection site.
Steroids injections, depend-
ing on preparation

Tableau 5 : Les traitements pharmacologiques utilisés pour I’'arthrose
humaine.
(Felson, 2006).

(IRAP) est un traitement visant a court-circuiter la signalisation inflammatoire médiée par les
interleukines. Il est régulierement utilisé pour limiter le caractére inflammatoire de la maladie.
L'injection intra-articulaire de glucocorticoides est également employée pour son effet anti-
inflammatoire mais son utilisation tend a diminuer et a étre remplacée par l'injection intra-articulaire
d’acide hyaluronique (Goodrich & Nixon, 2006).

Chez I'équidé, le marché des traitements préventifs est en pleine expansion. Il s’agit
principalement de la prise de compléments alimentaires. Une attention particuliére est consacrée a
I'alimentation équine dans le cadre de son activité sportive. L'impact de l'alimentation, des
nutriments et des compléments alimentaires sur les performances sportives sont des pratiques
populaires dans la filiere équine. Il est montré que 34% des compléments alimentaires vendus aux
Etats-Unis sont a visée préventive et curative des affections de larticulation équine (Oke &
Mcllwraith, 2010).

L’ensemble des traitements connus a ce jour ne permet pas de traitement durable de
I'arthrose. Le caractere dégénératif n’est que tres peu impacté par les traitements conventionnels
et totalement délaissé chez le cheval.

Néanmoins, des progreés significatifs sont réalisés chez 'Homme et le cheval dans
P'utilisation de médicaments de thérapie innovante (MTI). lls ont émergé chez I'Homme avec la
mosaique-plastie ayant pour principe d’'implanter des carottages cartilagineux issus de zones non
portantes de l'articulation sur des zones atteintes d’arthroses (préalablement débridées). L'un des
premiers MTI ayant vu le jour dans le cadre de la thérapie du cartilage est une technique de
thérapie cellulaire. Il s’agit de la technique de TCA initiée chez 'Homme et désormais applicable
chez le cheval.
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Chapitre 3. Le chondrocyte et la
transplantation de chondrocytes
autologues : « un gold
standard ».
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Chapitre 3. Le chondrocyte et la
transplantation de chondrocytes
autologues : « un gold standard ».

. Le principe de la TCA.

La TCA a pour vocation a remplacer une zone cartilagineuse détériorée ou perdue suite a
un important traumatisme par un néo-cartilage. Ce dernier est généré a partir des chondrocytes de
Pindividu. Initialement décrite comme une approche de thérapie cellulaire, elle a progressivement
évolué vers une thérapie d’IT.

A. Les origines de la TCA.

C’est en 1994 que la TCA a été décrite pour la premiére fois par I'équipe de M. Brittberg.
Au préalable, une biopsie du cartilage sur une zone non portante d’'un patient est réalisée. Les
chondrocytes sont isolés enzymatiquement a partir du prélévement de cartilage et cultivés in vitro.
En paralléle, la zone cartilagineuse
portante et macroscopiquement atteinte
du méme patient est débridée afin
d’obtenir une surface opératoire iantom” |, O
homogéne et délimitée. La zone débridée [ F‘“'
est recouverte par une membrane de ="
périoste par suture. Les chondrocytes
amplifiés en culture sont alors récupérés

T

Injection of

Biopsy of healthy
cartilage

& (

et ré-implantés par injection sous la ) N “ndor o
membrane de périoste suturée (Brittberg i T

et al., 1994). Les chondrocytes issus du Cultvaior 1521 deye <SSR s < % Sl
pahent tra”:é ne Sont a|ors pas rejetés par (10-fold increase in number of cells) 2ASX105—5:‘<VD€ceIIS
I’hdte et sont alors capables de — !
synthétiser une nouvelle matrice °l
cartilagineuse . Des résultats v

C“mqu.(.as, sur .10 ans montrent une Figure 58 : La technique originale de TCA.

p033|b|I’|te_de traitement sur Ie_Iong terme La TCA consiste a prélever une biopsie de cartilage sain sur
des lésions macroscopiquement yne zone non portante de Iarticulation. Les chondrocytes sont
importantes (supérieures a 4 cm?2) (Makris  alors isolés enzymatiquement, amplifiés puis réimplantés sous
et al., 2015). La TCA apporte un bénéfice  une membrane de périoste suturée au niveau de la lésion
certain face aux approches de chondrale (Brittberg et al., 1994).

microfracture ou de mosaique-plastie

utilisées auparavant.

B. Les limites de la TCA.

La TCA, de part sa conception, présente des limites. Elle nécessite deux arthrotomies
représentant des interventions chirurgicales lourdes pouvant endommager l'articulation et le
cartilage du patient. La TCA nécessite également une importante période de convalescence allant
de 6 a 12 mois. La limite la plus difficile a surmonter est la complexité du processus allant de
I’extraction du chondrocyte & son implantation. Enormément d’étapes in vitro sont nécessaires a
’obtention d’un inoculum cellulaire viable et fiable. Dés la premiere génération de TCA, sa
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réalisation peut étre comparée a un processus de fabrication dont le caractére multiparamétrique
implique une forte complexité d’application.

Les premiers retours négatifs de la thérapie ont été rapportés a propos du devenir de
limplant biologique. Dans un premier temps, il a été constaté qu’un des problemes provenait de la
membrane recouvrant les chondrocytes. En effet, aprés la TCA, la membrane de périoste s’oriente
vers I'hypertrophie induisant ainsi la calcification de la surface cartilagineuse limitant a la fois la
qualité du cartilage reconstruit et la stabilité du dispositif. Une seconde problématique a également
été mise en évidence, la dédifférenciation des chondrocytes.

C. La dédifférenciation chondrocytaire.

La nécessité de disposer d’un grand nombre de cellules (entre 12 et 48 millions) lors de la
TCA implique un importante période d’amplification in vitro des chondrocytes isolés. Durant cette
période d’amplification, il a été montré que les chondrocytes voyaient leur phénotype modifié. lls
acquierent rapidement une morphologie de type fibroblastique et montrent une capacité de
synthese de collagene de type Il et d’agrécane drastiquement diminuée. De surcroit, le
chondrocyte exprime un fibrocartiliage composé essentiellement de collagene de type |. Cette
modification phénotypique est appelée dédifférenciation chondrocytaire (Benya et al., 1978)
(Marlovits et al., 2004). La faible expression des marqueurs cartilagineux et la persistance du
collagene de type | conduit in vivo a la la génération d’un cartilage de faible qualité biologique par
les chondrocytes dédifférenciés (Brittberg, 1999).

. DelaTCA ala MACI.

A. La seconde génération de TCA.

C’est pour faire face a ces limites mentionnées
auparavant que la TCA a évoluée au travers de plusieurs
générations. Elle vise a améliorer d’'une part, I'intervention s e
chirurgicale par une standardisation et harmonisation de  Figure 59 : Photographie d’une
'opération au sein du corps médical et d’autre part, le  membrane de ChondroGide®.
remplacement de [larthrotomie par une arthroscopie. L’utilisation de la membrane de
Rapidement, la membrane recouvrant les chondrocytes a gehogdr?gdei)né;ﬁs:ezf T"Ce:‘:e(!grazt';’;
et’e_ modifiée avec le remplagement de_ la membrane‘de génération p%r remplacement du périoste
périoste par une membrane a deux feuillets de collagene 4 yne membrane implantatoire
(ChondroGide® ) limitant I'hypertrophie de la membrane  composée de collagénes de types Uil
suturée (Marlovits et al., 2006) . porcin (Haddo et al., 2004).

B. La troisiéeme génération de
TCA :la MACL.

L'autre voie d’amélioration du procédé de TCA est de contrbler le devenir du chondrocyte
aprés implantation. La dédifférenciation des chondrocytes et la faible capacité de rétention des
chondrocytes au sein des membranes suturées ont mené a [utilisation d’'un biomatériau
d’'implantation pour la thérapie autologue du cartilage. Des lors, cette thérapie cellulaire a laissé
place a I'ingénierie tissulaire. C’est en 1998 que les premier essais de cette thérapie de troisieme
génération ont été réalisés (Behrens et al., 2006). Elle se base sur l'inclusion des chondrocytes
amplifiés au sein d’'une matrice biologiquement inactive composée de collagénes de types | et .
Le biomatériau et les chondrocytes sont alors cultivés durant trois jours. Cette matrice permet une
adhésion cellulaire des chondrocytes et donc une meilleure rétention in vivo. Elle permet
également une meilleure personnalisation de la thérapie en adaptant les dimensions du
biomatériau a celles de la Iésion. L'implant biomatériau-cellule est alors placé dans la zone
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débridée et fixé par une colle biologique composée de fibrine. Cette troisieme génération a été
baptisée « Matrix-induced autologous chondrocyte implantation » (MACI). La structure 3D a pour
avantage de limiter la dédifférenciation des chondrocytes pour l'implantation et faciliter cette
derniére par arthroscopie
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Figure 60 : Représentation schématique des techniques de thérapie tissulaire et cellulaire du cartilage.

(a) Lésion cartilagineuse. (b) Un débridement est nécessaire avant I'application de techniques de médecine
régénérative afin d’obtenir une zone homogéne servant de support. (¢) Microfracture. (d) Premiéres générations de
TCA : transplantation de chondrocytes autologues. (e) 3¢me génération de TCA-MACI : « matrix-associated/induced
autologous chondrocyte implantation » (Makris et al., 2015).

La MACI n’est encore qu’en phase d’essai clinique mais les résultats incitent la poursuite
de 'amélioration de cette technique dans cette voie (Brittberg, 2010). Néanmoins, le peu de recul
temporel sur cette technique ne permet pas de distinguer un bénéfice clinique entre la premiere et
cette troisieme génération de TCA (Behrens et al., 2006). Elle a néanmoins le mérite de lever
certaines contraintes techniques et permet un meilleur contréle chirurgical, clinique et
thérapeutique.

A I'heure actuelle, la TCA est la seule thérapie cellulaire et tissulaire du cartilage visant sa
reconstruction. En ce sens et avec les retours cliniques positifs, le chondrocyte autologue
représente un « gold standard » dans lingénierie tissulaire visant a traiter les Iésions
cartilagineuses.

L'avenement de la MACI dans le traitement des atteintes cartilagineuses ouvre la voie a
une nouvelle génération d’ingénierie tissulaire du cartilage. Elle ouvre également la porte a
l'utilisation de nouveaux outils biotechnologiques pour le procédé de fabrication du substitut
cartilagineux. La complexité des procédés d’ingénierie tissulaire nécessite un regroupement de
compétences telles que : les sciences du biomatériau, la médecine, la biologie cellulaire et
moléculaire, la biochimie, I'ingénierie ou plus récemment I'étiologie. Le caractére pluridisciplinaire
de la MACI en fait un formidable outil de recherche en médecine régénérative du cartilage.

V4 L L

lll. Une nouvelle génération d’ingénierie tissulaire
du cartilage.

Afin d’améliorer I'utilisation, la fabrication ou I'efficacité d’un dispositif d’ingénierie tissulaire,
il est nécessaire d’en comprendre le concept. L'ingénierie tissulaire réside dans I'utilisation d’un
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Figure 61 : Les nouvelles modalités de la
médecine régénérative du cartilage.

Les nouvelles thérapies de médecine
régénérative du cartilage se basent sur
I'utilisation d’un biomatériau pour implanter des

In vivo tissue engineering

Figure 62 : Le paradigme de I'IT tel qu’il est percu a
I’heure actuelle.

A I'heure actuelle, I'I'T se base conventionnellement sur la
culture d’un type cellulaire spécifique en 3D qui est soumis a
un/des signal(aux) capable(s) de générer une réponse
cellulaire biologique d'intérét thérapeutique. La modulation de
cellules in vivo ou sur la génération d’un ces divers parameétres permet une forte personnalisation des
substitut cartilagineux ex vivo (technique techniques de thérapie cellulaire et tissulaire (Makris et al.,
d’ingénierie tissulaire) (Chen et al., 2006). 2015)

dispositif a visée médicale composé de cellules et d’un biomatériau. Cette structure hybride,
cellulaire et acellulaire, permet la génération d’'un substitut biologique in vitro. Elle est rendue
possible par l'utilisation de facteurs exogénes physiques, chimiques, biochimiques ou biologique.
Ce substitut est voué a étre réimplanté pour améliorer ou remplacer un tissu.

Alors que la MACI et la TCA, telles qu’elles sont pratiquées aujourd’hui, sont considérées
comme des thérapies in vivo ou la reconstruction tissulaire se fait de maniere post-implantatoire,
les nouvelles générations d’ingénierie tissulaire se basent sur une reconstruction tissulaire ex vivo
avant ré-implantation (Chen et al., 2006) . Ainsi, la génération d’un substitut biologique
en ingénierie tissulaire vise a la fois a mimer un microenvironnement cellulaire assurant la survie,
la prolifération, la différenciation ou la synthése matricielle et d’autre part a stimuler les cellules de
facon adéquate pour obtenir I'effet biologique escompté (Makris et al., 2015) . L’'objectif
général est donc de placer les cellules in vitro dans une situation pseudo-physiologique permettant
la génération d’un tissu biologique fonctionnel.

A. Vers la maitrise du microenvironnement et le contrdle du
phénotype chondrocytaire.

Au sein du laboratoire, une vingtaine d’années d’expertise et cinq ans d’études ont été
nécessaires a I'obtention d’un brevet sur la génération d’'un substitut cartilagineux en laboratoire a
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partir de chondrocytes humains (Galéra et al., 2D cell culture 3D cell culture
2012).

Monolayer Aggregate Scaffold Coating

(Cell Sheet)

1. Le biomatériau.
Seed cells :

En ingénierie tissulaire, le biomatériau

fournit un support de fixation et de rétention !
aux cellules. Il a pour but de mimer un  celsdeposi

. . . matrix
environnement 3D, conformation native des S oy Sy

i i i - Forced polarit . v i

cellules au niveau physnologlque. Cette : Foesiptlaty . Adaptative polarity
conformation est essentielle au comportement * Cell-Cell contact * Global ECM expression

Y 7 . . < . + Migration limitation ) . Molecular gradient
et a la réponse cellulaire vis-a-vis d’une : Suises EC sipssaih
condition de culture. Elle stimule les contacts - Cell homogeneity

cellule-cellule et cellule-MEC tout en favorisant
les stimulations autocrines et paracrines par Figure 63 : La différence de comportement cellulaire
sa réticulation dense [Figure 63]. Le  entrelaculture 2D et 3D. _

biomatériau doit étre biodégradable pour ne ~ (Adaptation de Fitzpatrick & McDevitt, 2015).

pas perdurer au sein du site implantatoire sur
le long terme.

Dans le cadre de la MACI, le biomatériau le
plus utilisé est une matrice biologiquement inactive
composée de collagenes de types | et lll [Figure 64].
Ce biomatériau de conformité européenne (CE) peut
étre facilement ajusté a la taille de la lésion a combler
et est déja utilisé dans d’autre types de thérapies 0
tissulaires comme pour la reconstruction de peau ou Figure 64 : Structure macroscopique et
de parois intestinales (Nakase et al., 2006 ; Suzuki ef  microscopique des éponges de collagéne de
al., 2000). Le caractere biodégradable de la matrice se  types Wil.
manifeste par une dégradation in vivo de 50% en deux  Les éponges de collagene de types I/lll de 5x2
semaines (Brittberg, 2010). Cette matrice de collagéne Qirr:‘iq[jeeprﬁii:‘;?:; g sgg‘r?r:iirz” Egllsdai‘:rlﬁéterg
de type /1 n’|nd9|t pas de rga,ctlon mflammatowe: ou moyen des pores est de 150 pm et permet
de rejet par I'h6éte a la differences des matrices pinclusion de cellules.
composées de collagéne de type Il, considéré comme
immunogene (Cho et al., 2007).

Beaucoup de progrés ont été réalisés durant
ces derniéres années dans la science des biomatériaux. Les travaux actuels s’orientent vers des
biomatériaux moins colteux et plus simples d’utilisation comme le Matrigel®, capable de se
polymériser dans une fenétre de température comprise entre 22°C et 35°C. Une nouvelle volonté
scientifique est de travailler sur la fonctionnalité des biomatériaux de fagon a ne plus représenter
une structure inerte mais biologiquement active et jouant un réle moteur dans le devenir de
implant. Les progres en impression 3D favorisent également ’émergence de la zonation ou de la

deep middle superficial
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Figure 65 : Une technique d’impression
cellulaire en 3D.

L’impression 3D (ici par microextrusion) peut
permettre la génération d’un cartilage fonctionnel et
zonifié. Elle représente l'une des derniéres
avancées en IT (Klein et al., 2009).
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stratification d’'un biomatériau, structures retrouvées dans la majorité des tissus (Klein et al., 2009)

2. BMP-2 et redifférenciation chondrocytaire.

Comme nous l'avons vu, I'une des principales limites de la MACI est la dédifférenciation
des chondrocytes au cours de leur amplification in vitro. Cette contrainte biologique a poussé les
laboratoires a développer plusieurs stratégies. Désormais, ces stratégies ont pour but, soit
d’empécher cette dédifférenciation au cours de I'amplification (Claus et al, 2010), soit de
redifférencier les chondrocytes apreés amplification. Dans ces objectifs, la BMP-2 a montré un
avantage certain.

En effet, a faible concentration, elle est capable de maintenir ou de permetire le
recouvrement de la synthése des marqueurs chondrocytaires par les chondrocytes in vitro. En
comparaison avec le TGF-B1 et I'lGF-1, également considérés comme des facteurs
chondrogéniques, la BMP-2 permet la synthése d’'une MEC cartilagineuse de meilleure qualité en
limitant I'hypertrophie et favorise notamment la forme 1IB du collagéne de type Il (Valcourt et al.,
2003 ; Legendre et al., 2013).

3. La stratégie d’interférence par ’ARN.

L’autre inconvénient de la dédifférenciation chondrocytaire est une synthése matricielle de
collagéne de type I. Or, I'action de la BMP-2 ne permet pas de diminuer cette synthése impliquant
ainsi une diminution du rapport d’expression collagéene de type Il / collagene de type |,
représentant un index de qualité de la matrice néoformée et qui
est requis par les autorités de santé avant de pouvoir envisager pecusor  Dicer
des essais cliniques chez ’'Homme. Par ailleurs, il a été constaté %@m
que dans certains cas, la BMP-2 était capable d’induire la

Dicer

synthése de collagéne de type | (Ollitrault et al, 2015). Il a E%E@EQ
également été montré qu’au cours du processus de culture en
éponge de collagéne, la protéase Htral était exprimée de fagon  Sythetic /
anormale, tout comme lors de l'arthrose, impliquant un fort \Tr;vmm _ _
catabolisme matriciel et/ou une inhibition de la signalisation de la AL Preerprocesing
BMP-2. M

C’est sur cette base qu’une stratégie d’interférence par RISCincorporation
’ARN a été mise au point afin de permettre la redifférenciation !
des chondrocytes (Ollitrault et al, 2015). Linterférence par RISC
’ARN, ou RNAIi pour « ribonucleic acid interference » est un m@%m Target mRNA
puissant outil d’inhibition de la traduction des ARNm. Cette e denticaton
technologie a notamment fait I'objet du prix Nobel en 2006 pour y

les Pr Fire et Mello. Afin d’assurer une spécificité d’inhibition et =

une incorporation transitoire de matériel génétique exogene a la
cellule, des « small interfering RNA » (siRNA) peuvent étre
utilisés. Il s’agit de petits ARN composés d’une vingtaine de
bases homologues a une séquence d’'un ARNm cible. A l'aide du | : .

. . . . I’ARN exercée par les siRNA.
c_omplexe « RNA-lndyced Silencing Complex » (RISC), le brin de | . \10de daction des siRNA utilise
siRNA complémentaire a un ARNm va se fixer sur sa cible et ge maniere détournée les
provoquer le clivage de ce dernier, inhibant ainsi sa traduction mécanismes impliqués dans

. l'activité des micro-ARN (miRNA).
Au cours de la formation du néo-cartilage in vitro, il peut ~ Un duplex siRNA est pris en charge

A s S, L e ; . par le complexe protéique RISC et
ainsi étre reéalisé une inhibition specifique de l'expression du - - dégrade un ARNM cible

géne Collai codant la chaine a1(l) du collagene de type | et  de maniere spécifique (Wittrup &
d’Htra1 codant la protéase Htra1. Lieberman, 2015).
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Figure 66 : Linterférence par
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4. L’hypoxie.

Les conditions oxiques représentent un paramétre microenvironnemental majeur pour le
chondrocyte mature. Concernant la redifférenciation des chondrocytes, l'usage de I'’hypoxie
s’avere largement bénéfique pour la synthése matricielle. En effet, elle est capable d’induire a la
fois les marqueurs chondrocytaires tout en inhibant I'expression des marqueurs atypiques du
cartilage, comme les collagenes de types | et lll (Duval et al., 2016). Dans le cadre de 'utilisation
de la BMP-2 a des fins de redifférenciation chondrocytaire, I'’hypoxie a également un réle
potentialisateur sur I'effet de la BMP-2 sur la synthése matricielle (Lafont et al., 2016).

5. Les autres acteurs de la redifférenciation chondrocytaire.

Les différents paramétres préalablement indiqués ne représentent qu’une partie des
conditions microenvironnentales pouvant moduler le phénotype chondrocytaire. D’autres outils
technologiques sont notamment utilisés aujourd’hui pour permettre la redifférenciation
chondrocytaire. Nous pouvons citer I'utilisation de bioréacteurs permettant un meilleur contréle de
'apport en nutriments et facteurs de croissance ainsi qu’'une standardisation et un gain de
production dans le procédé de fabrication des dispositifs d’ingénierie tissulaire (Mayer ef al., 2016).
Il a également été montré que I'utilisation d’un cocktail de facteurs de croissance/hormones
(BMP-2, insuline et hormone triiodothyronine (T3)) pouvait augmenter de fagcon significative
’expression des marqueurs spécifiques du cartilage par les chondrocytes (Liu ef al., 2007). Un
facteur important dans le phénotype chondrocytaire est sa perception de signaux mécaniques par
mécanotransduction. Ainsi, I'application d’une contrainte mécanique au chondrocyte selon une
fréquence précise permettrait d’améliorer le phénotype chondrocytaire et la qualité de la MEC néo-
synthétisée (Hilz et al., 2014).

B. La MACI dans le modéle équin : vers la preuve de
concept dans le modéle gros animal.

Depuis quelques années, la MACI développée chez 'Homme voit son intérét progresser
dans la filiere équine. La forte morbidité des affections ostéo-articulaires et 'absence de thérapie,
autres que palliatives, chez le modéle équin implique un attrait grandissant pour les thérapies
innovantes et notamment initi€es en médecine humaine.

Tout d’abord, 'Homme et le cheval sont deux mammiféres phylogénétiquement proches.
D’un point de vu génomique, le génome d’Equus Caballus (espéce domestiquée du cheval) est
séquencé de fagon relativement précise. Malgré une grande différence dans le nombre de
chromosomes entre ’lHomme et le cheval (46 (2n) pour 'humain et 64 (2n) pour le cheval) et la
redondance de séquences répétées, on estime a 82% le nombre de génes équins orthologues a
I’Homme sur un total de 20322 génes prédits et codants pour une protéine en 2009 (19313 génes
codants aveéerés chez 'Homme en 2012) (Wade et al.,, 2009). Ces similarités génomiques font du
cheval une espece chez laquelle les application biotechnologiques développées en médecine
humaine sont tout a fait transposables.

De plus, les similarités structurales et cellulaires entre le cartilage équin et humain rendent
possible le transfert technologique thérapeutique entre les deux espéces. D’une part, 'articulation
équine est de taille importante et permet une application relativement simple de l'arthroscopie
(Moran et al., 2016). D’autre part, I'objectif de performance athlétique chez le cheval incite la filiere
équine a investir dans la recherche de traitements liés aux affections locomotrices comme les
tendinopathies, l'inflammation de l'articulation ainsi que les lésions cartilagineuses (Ortved &
Nixon, 2016). C’est dans cette optique que les premiers essais de MACI ont été réalisés chez le
modele équin. Ces derniers ont montré la faisabilité de la technique et, de surcroit, une
augmentation de la qualité du cartilage suite a l'implantation apres 8 semaines, 6 mois et 1 an

(Griffin et al., 2015 ; Frisbie et al., 2008).
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Ainsi, la technologie développée chez
I'’Homme et les récentes avancées
biotechnologiques en terme de MACI
pourraient servir a la fois la filiere équine mais
également la médecine humaine. En effet, un
transfert des technologies et des
connaissances acquises en médecine
humaine chez le cheval pourrait conduire a
des premiers essais cliniques sur un modéle
gros animal proche de 'Homme, tant sur le
plan physiologique, que pathologique mais
aussi dans le cadre de sa pratique sportive.

Avec l’acquisition de nouvelles
connaissances en biologie cellulaire et
moléculaire, les thérapies d’ingénierie
tissulaire sont en perpétuelle évolution.
Concernant l’ingénierie tissulaire du
cartilage et notamment la MACI, une limite
technique semble atteinte. Il s’agit de
I'utilisation méme du chondrocyte. Ce
dernier, peu prolifératif et dont le
phénotype se modifie en cours
d’amplification in vitro, rend difficile
I'application de la MACI. En effet, cette
MACI nécessite un nombre conséquent de

Figure 67 : Chronologie des différentes étapes de
I'implantation MACI chez le cheval.

(A) La zone atteinte est préalablement débridée. (B) Un
implant de type MACI contenant des chondrocytes cultivés
in vitro durant 2 jours dans le dispositif est inséré au niveau
de la zone débridée. (C) Une colle de fibrine est utilisée pour
permettre I'adhésion du dispositif a la surface débridée. (D)
Une finalisation d’adhésion est réalisée en recouvrant le
dispositif de colle de fibrine (Nixon et al., 2015).

cellules, antinomique par rapport a la faible quantité de cellules isolées a partir de biopsies
et la difficulté de leur amplification. Ainsi, les laboratoires se sont penchés vers la
recherche de types cellulaires alternatifs. Parmi ces types cellulaires, les CSM semblent

étre d’excellentes candidates.
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Chapitre 4. Les cellules souches
mésenchymateuses et
I’ingénierie tissulaire du cartilage
: une source cellulaire
alternative.
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Chapitre 4. Les cellules souches
meésenchymateuses et I’'ingénierie
tissulaire du cartilage : une source

cellulaire alternative.

. Les cellules souches et plasticité cellulaire.

Par convention, une cellule souche (CS) peut se définir a partir de deux critéeres. Tout
d’abord, une CS est douée d’auto-renouvellement par une division symétrique fournissant deux CS
filles identiques a la CS d’origine. Le deuxieme critére est la capacité d’'une CS a se spécialiser par
division asymétrique : une méme CS peut alors fournir une cellule fille identique ainsi qu’une
cellule ayant acquis des caracteres spécifiques d’une cellule spécialisée, nommée alors cellule
progénitrice (Weiss & Troyer, 2006) [Figure 68], ce phénoméne est appelé différenciation. Le
progéniteur peut alors poursuivre son lignage pour générer une cellule spécialisée. De part ces
deux propriétés, découle un troisieme processus propre aux CS qui est la capacité a reconstruire
un tissu spécialisé. Il se traduit par le maintien de la population de CS d’origine et la génération de
types cellulaires spécialisés par différenciation.
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Figure 68 : Les caractéristiques des cellules souches.
Les cellules souches ont la double capacité a s’auto-renouveler par division symétrique et a se spécialiser par division
asymétrique. Cette derniere capacité est appelée différenciation cellulaire. A partir d’une réserve de cellules souches,
un tissu est donc capable de renouveler sa population cellulaire par le maintien de sa réserve de cellules souches et le
remplacement des cellules vieillissantes ou a la fonction altérée (Weiss & Troyer, 2006).
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In vivo, l'orientation de la CS dans I'auto-renouvellement ou la différenciation est régulée
d’'une part, par le microenvironnement cellulaire et, d’autre part, par la capacité de la CS a y
répondre. Ce devenir cellulaire a été pour la premiére fois conceptualisé par Waddington en 1957
et interprété par Hochedlinger en 2009 apres les récentes avancées dans la compréhension des
mécanismes mis en jeu (Hochedlinger & Plath, 2009), parmi lesquels I'épigénétique semble
détenir un réle majeur.

On distingue différents types de cellules
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(Montserrat et al., 2013).
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perte et d’'un gain de marqueurs cellulaires . Parmi ces marqueurs, les facteurs de
croissance sont les plus utilisés et étudiés car ce sont les acteurs principaux du devenir des CS
(Montserrat et al., 2013).

Depuis quelques années, les récentes avancées en terme de compréhension des
mécanismes impliqués dans la plasticité des CS ont permis de montrer que cette chronologie
n’était pas figée et pouvait étre modulée par des facteurs endogénes et/ou exogenes. En 2006,
Takahashi et Yamanaka ont réussi a réverser un stade différencié de cellules (fibroblastiques) vers
un stade pluripotent par sur-expression de novo de certains facteurs de transcription (Takahashi et
al., 2007). D’autres preuves dans la littérature montrent des phénomenes de transdifférenciation
(ou conversion de lignage) ou une cellule au lignage déterminé s’oriente vers un lignage connexe.

Parmi I'ensemble de ces CS, une partie est utilisée pour les thérapies cellulaires et
tissulaires. L'utilisation d’un type de CS dépend a la fois de ses propriétés intrinséques exploitées,
de leur facilité d’isolement et des difficultés techniques et éthiques de leur utilisation en laboratoire
et en médecine.

Il. Les cellules souches mésenchymateuses.

La découverte des CSM s’est faite progressivement et indépendamment de la
connaissance de leur réle physiologique précis. Leur découverte émerge d’'une suspicion de la
présence d’'un type cellulaire fibroblastique au sein de la MO, connue a l'origine pour inclure
essentiellement des cellules hématopoiétiques. L'équipe de Frieddenstein, autour des années
1970, a montré, dans la MO de souris, la présence des cellules capables de former des colonies
par adhésion sur boite de culture, colonies nhommées CFU-F pour « fibroblast colony-forming
units » (Friedenstein et al., 1970). Il s’est ensuite avéré que ces cellules détenaient des propriétés
tout a fait uniques.

Les CSM, pour cellules souches mésenchymateuses ou cellules stromales
mésenchymateuses, sont des cellules souches multipotentes (Caplan, 1991). Elles possédent une
capacité d’auto-renouvellement et un potentiel de différenciation restreint par rapport aux cellules
souches pluripotentes. Elles répondent a un ensemble de caractéristiques et sont retrouvées au
niveau stromal dans divers tissus adultes et néonataux. Les CSM sont générées par I'organisme
aux premiers stades du développement. Il est estimé que la majorité sont d’origine mésodermique.
Néanmoins, quelques travaux montrent qu’elles pourraient également étre issues de I'ectoderme
(Takashima et al., 2007).

A. Les caractéristiques des CSM et leur réle physiologique.

Les CSM sont énormément étudiées depuis une trentaine d’année. Ces études ont été
menées dans leur majorité in vitro et ex vivo, et orientées par 'engouement généré par leur intérét
thérapeutique. Cette orientation scientifique a permis une description détaillée de leur isolement,
leur caractérisation et leur utilisation. Néanmoins, la compréhension de leur réle physiologique
souffre de lacunes et d’imprécisions et ceci au sein méme de I'aspect conceptuel de MSC (Bianco
etal., 2013).

1. Les caractéristiques des CSM.

Afin d’utiliser les CSM dans un cadre thérapeutique, il est indispensable de les caractériser,
ces cellules co-localisant avec un grand nombre d’autres types cellulaires. Les critéres requis pour
la caractérisation des CSM sont en perpétuelle évolution. lls sont souvent imposés par consensus
au sein de la communauté scientifique et industrielle selon un principe de bona fine. Cette
démarche est notamment nécessaire a I'élaboration des bonnes pratiques de fabrication dans
I'industrialisation de MTI : les « good manufacturing practices » (GMP). Ces criteres ont été, en
majorité, issus de la caractérisation des CSM-MO, a I'heure actuelle encore considérées comme
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un « gold-standard ». Ainsi, 3 principaux critéres de sélection on été retenus par I’ « international
society for cellular therapy » (ISCT) en 2005 (Horwitz et al., 2005) et détaillés en 2006 (Dominici et
al., 2006) afin d’harmoniser les travaux sur les CSM.

a. La morphologie, la capacité d’adhésion au plastique et la
prolifération.

Le premier critere de sélection des CSM est leur capacité d’adhésion au plastique et leur
aptitude a former des colonies fibroblastiques (CFU-F). Ce critere se base sur leur propriété
supposée d’auto-renouvellement. Les cellules, a titre d’unités, sont capables de générer une
population clonale conséquente en condition de culture normale. Cette sélection par adhésion au
plastique permet d’éliminer tous les types cellulaires non-adhérents comme les cellules
hématopoiétiques ainsi que les cellules ayant une faible capacité de prolifération ou soumises a
une sénescence précoce. Cette premiére sélection permet de mettre en évidence une population
de type clonal capable de répondre aux autres criteres qualifiants les CSM. Du fait de la forte
prolifération des CSM, des analyses du caryotype sont encouragées par I'lSCT.

b. Les marqueurs de surface membranaires en tant que
déterminants cellulaires.

Ce deuxiéme critere se base sur la technologie employée initialement afin de caractériser
les leucocytes, en utilisant I'expression de marqueurs cellulaires présents au niveau de la
membrane plasmique des cellules, ou immunophénotypage. Cette caractérisation protéique est
faite par cytométrie en flux et est préconisée par I'lSCT pour les cellules souches (Horwitz et al.,
2005). Elle utilise des anticorps capables de fixer les antigénes spécifiques afin de trier les cellules
d’intérét.

Les marqueurs de surface d’intérét sont qualifiés de « cluster of differentiation » (CD) et
représentent des protéines membranaires, jouant chacune un réle cellulaire et généralement de
signalisation. Ces protéines peuvent étre des intégrines, des récepteurs ou encore des ligands
couplés a des récepteurs. Il est nécessaire d’analyser un panel de CD car jusqu’a présent, aucun
CD spécifigue des CSM n’a été caractérisé. De méme, la présence ou lI'absence de CD est un
argument de sélection cellulaire par immunophénotypage. La spécificité des CD pour un type
cellulaire est corrélée avec un réle généralement majeur de la protéine a laquelle il correspond.

Chez les cellules souches, un panel minimum de 9 CD est préconisé pour leur
caractérisation par I'ISCT (Dominici et al.,, 2006). Pour autant, d’autres CD et marqueurs de
surface sont couramment utilisés et admis par la communauté scientifique pour augmenter la
robustesse de la caractérisation. Les CD devant étre absents (CD-) correspondent généralement a
des marqueurs spécifiques des types cellulaires co-localisant in vivo avec les CSM : marqueurs
des leukocytes (CD45-), hématopoiétiques (CD34-), des cellules endotéliales (CD34-), des
macrophages (CD14- et CD11b-), des monocytes (CD14- et CD11b-) et des cellules B (CD79a- et
CD19-).

Les CD caractéristiques a minima des CSM étaient au nombre de trois en 2006 : le CD105,
le CD73, et le CD90. Entre autres,

les CSM sont considérées comme e e
naives et ne sont généralement pas Mse ey |
rejetées par un héte lors qu’elles o

sont implantées. Ainsi, il est souvent ooz o
nécessaire de suivre I'expression coss cost
des complexes majeurs cogo coas
d’histocompatibilité, le CMH-I et le / l \ co16s corva
C M H - | | , p our a f f| ner Osteoblasts Adipocytes Chondrocyte aggregates S
l'immunophénotypage. Figure 71 : Liste non exhaustive de marqueurs de surface utilisés

Au fur et a mesure des pourla caractérisation des CSM.
investigations des CSM, d’autres (Gebler et al., 2012).

marqueurs de surface se sont
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greffés a cette liste non-exhaustive (Gebler et al., 2012). A titre d’exemple, deux études
récentes en haut débit ont respectivement montré la spécificité de 116 CD (Niehage et al., 2011) et
137 CD (Billing et al., 2016) pour les CSM-MO. Ces deux études montrent d’'une part la spécificité
du profil membranaire de CSM-MO par rapport a d’autres types de cellules différenciées, et d’autre
part par rapport a d’autres cellules souches.

La présence de CD spécifiques des CSM et I'absence de CD spécifiques d’autres types
cellulaires non désirés permettent d’envisager un comportement « MSC-like » et le potentiel
thérapeutique des cellules isolées. En ce sens, I'immunophénotypage peut s’apparenter a une
démarche prospective (Bianco et al., 2013).

c. Le potentiel de différenciation des CSM.

Le troisieme critére est en lien étroit avec le potentiel thérapeutique des CSM dans le cadre
de l'ingénierie tissulaire. Il s’agit de I'étude de leur potentiel de différenciation. La communauté
scientifique s’accorde a qualifier les CSM de multipotentes afin de les distinguer des cellules
souches pluripotentes au potentiel de différenciation plus large. Elles sont capables de s’engager
dans différentes voies de différenciations spécifiques de différents feuillets embryonnaires.

C’est en 1999 que I'équipe de Pittenger (Pittenger et al., 1999) détailla de fagcon rigoureuse
la capacité de différenciation des CSM dans
trois lignages : le lignage ostéoblastique,
adipogénique et chondrocytaire \
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transcriptomique et protéomique. De méme, Les CSM sont généralement caractérisées par une
il est nécessaire d’évaluer la capacité des tripotence. Elles sont capables de se différencier en
cellules a générer un tissu spécialisé chondrqcytes, .osltéoblgst.es et adipoc_:ytgs. Néan‘moins, Iegr
comprenant les cellules différenciées et leur qapacne de dn‘_ferencnatlon ne se limite pas a ces ftrois
MEC fonctionnelle, notamment par immuno- lignages (Uccelli et al, 2008).

histochimie.

>

°

DL

S’ > Connective |
Self-rencwl F '," <9> stromal cell

s ’." @ Cartilage cell
/ Mesoderm

y
\ Fat cell

@ Bone cell

K

D

G

Dans le cadre de la caractérisation des CSM, I'lSCT préconise l'investigation de ces trois
lignages ostéoblastique, adipogénique et chondrocytaire correspondant au tissu squelettique.

Pour autant, d’autres voies de différenciation peuvent étre empruntées par les CSM. Elles
sont notamment capables de s’orienter dans des lignages spécifiques des trois feuillets
embryonnaires : ectoderme, endoderme et mésoderme.

Ainsi, des équipes travaillant sur des thématiques différentes sont capables de générer a
partir des CSM des cellules musculaires, des ténocytes, des neurones ou encore des cellules
hépatiques (Uccelli et al., 2008).
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d. Limmunomodulation en tant que caractéristique des CSM.

Une propriété biologique des CSM vient s’ajouter a celles énoncées précédemment. Elle a
directement découlé des applications thérapeutiques des CSM et n’a été découverte que trente
ans apres les travaux de Frieddenstein. Cette découverte a révolutionné I'intérét thérapeutique des
CSM ces vingts derniéres années (Wang et al., 2014)
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Figure 73 : Chronologie des événements majeurs dans I’étude du caractére immunomodulateur des CSM.
Violet: études pré-cliniques; orange: études cliniques (Wang et al., 2014).

En 1998, Mcintosh et al. déposent un brevet sous le nom de la société Osiris Therapeutics,
Inc. (Mcintosh et al., 1998). Cette invention se base sur l'injection de CSM indifférenciées en
paralléle d’'une implantation de greffon. Les inventeurs désirent ainsi exploiter une propriété
d’inhibition de rejet de greffe par les CSM ainsi que leur caractére naif. Leur raisonnement
s’appuie sur la preuve in vitro, de I'inhibition de prolifération et d’activation de lymphocytes T par
des CSM (Di Nicola et al., 2002). Par la suite, beaucoup de travaux ont été entamés sur la
compréhension de cette possible inhibition de la réponse immunitaire et inflammatoire.

Il s’est avéré que les CSM pouvaient, in vitro et in vivo, se comporter comme des réservoirs
a facteurs biologiques capables de réguler la réponse immunitaire innée (Gebler et al., 2012). Par
le biais de I'’émission de facteurs paracrines, les CSM sont capables d’inhiber la prolifération et la
différenciation des acteurs cellulaires responsables de la réponse immunitaire (les cellules T, les
« natural Killers » (NK), les cellules dentritiques, les monocytes et les cellules B). En paralléle,
elles sont capables de moduler la prolifération des cellules régulatrices (« cellules T-Helper » (Th)).
Linhibition de prolifération des cellules immunitaires est liée a l'action de cytokines anti-
inflammatoires (IL-6, IL-10), d’enzymes (IDO, INOS), de médiateurs (PGE2) et de facteurs de
croissance sécrétés par les CSM (TGF-8, HGF, KGF) (Nauta & Fibbe, 2007) .

Il s’est avéré que cette capacité immunomodulatrice était dépendante du
microenvironnement des CSM. En effet, in vivo, il a été montré que I'expression des facteurs
immunomodulateurs par les CSM était dépendante d’une stimulation de ces derniéres par des
cytokines/facteurs pro-inflammatoires (comme linterféron-y (IFN-¥) ou le TNF-a)ou encore
dépendante de leur conformation en 3D (Ren et al., 2008 ; Bartosh et al., 2010). On parle alors de
« priming » dans le cadre de leur utilisation thérapeutique. In vivo les CSM peuvent étre recrutées
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comme un outil thérapeutique multifacettes. Cet aspect
augmente d’autant plus I'’étendue scientifique des travaux sur ces derniéres afin de comprendre

leur réle physiologique.

En 2013, I'ISCT déclare, par une dépéche dans la revue « Cytotherapy », la nécessité de la
prise en compte de cet aspect immunomodulateur dans le cadre de la caractérisation des CSM
(Krampera et al., 2013). Cette recommandation montre bien I'impact de ce rdle biologique des
CSM indifférenciées dans le cadre thérapeutique et scientifique. Néanmoins, elle pointe du doigt
les difficultés de la communauté scientifique a lever les ambiguités générées par le concept de
CSM.

2. Les propriétés biologiques et le role physiologique des
CSM.

Paradoxalement, le role précis des CSM au cours du développement et leur role
physiologique dans les tissus adultes restent peu connus. Les premiers travaux sur leur réle
physiologique se sont basés sur la localisation des cellules au sein de I'organisme et du tissu
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adulte. Seuls quelques versants biologiques sont relativement bien étudiés. La démarche
scientifique a I'heure actuelle vise a extrapoler les résultats scientifiques issus des retombées de
recherche appliquées vers l'implication des CSM dans les processus physiologiques de réparation
tissulaire.

a. Les CSM en tant que support de I’hématopoiése.

Le premier réle physiologique qui a été caractérisé chez les CSM est de représenter un
support de I'hématopoiése. Dans l'organisme, les cellules souches hématopoiétiques (CSH)
indifférenciées sont cloisonnées dans des niches stromales de la moelle osseuse. Lorsqu’elles
sont stimulées, elles se différencient et migrent par le systéeme vasculaire sinusoidal. Les niches
stromales permettent I'auto-renouvellement et le maintien du caractere indifférencié des CSH par
un contréle microenvironnemental et cellulaire. Elles assurent également la différenciation et
I’évacuation des progéniteurs dans le systeme vasculaire.
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Figure 76 : La formation de la moelle osseuse.

La moelle osseuse est formée au cours du développement embryonnaire dans la cavité médullaire des os. Elle
comporte une réserve de progéniteurs hématopoiétiques et des adipocytes. Elle inclut également une réserve de CSM
jouant le réle de cellules nourriciéres et de cellules régulatrices (Wang et al., 2014).
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al., 2016).
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Les CSM co-localisent avec les CSH dans la moelle osseuse et forment la gaine de
cellules stromales périvasculaires . I a été montré que les CSM assuraient la
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constitution des niches par leur différenciation (Muguruma et al., 2006). De plus, les CSM par le
biais de leur activité paracrine et immunomodulatrice, sont capables d’exercer un contrble de la
prolifération des CSH ainsi que de moduler leur différenciation et leur relargage dans le systeme
vasculaire . Un marquage de la nestine permet notamment de visualiser la présence de
CSM au sein des vaisseaux sinusoidaux mais également au niveau endostéal, impliquant un réle
potentiel dans la construction globale des niches (Mendelson & Frenette, 2014).

Il a par ailleurs été montré que les CSM présentaient des marqueurs cellulaires communs
avec les péricytes localisés au niveau de I'’endothélium des capillaires sanguins qui assurent la
fonction vasculaire (CD146 et NG2). Les propriétés des CSM les rapprochent d’autant plus de la
fonction des péricytes qui assurent un caractére nourricier, une régulation de I'immunité, une
multipotence ainsi qu’une capacité de régénération tissulaire au niveau vasculaire. Néanmoins,
toutes les CSM ne présentent pas ces caractéres communs aux péricytes et tous les péricytes ne
présentent pas toutes les fonctions biologiques apparentées aux CSM (Nombela-Arrieta et al.,
2011).

b. Les CSM et I'aspect multifacette de leur fonction.
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phénomeéne est appelé « homing » S Y
cellulaire (El Omar et al., 2014) = ®

et s’exerce slrement par le biais de  Figure 78 : Le phénoméne d’« homing » cellulaire par les
la circulation des CSM dans les CSM.
vaisseaux sinusoidaux des niches et du  -es CSM sont douées de chimio-attraction grace a l'interaction de
N . Lo ces derniéres avec les chimiokines exprimées par d’autres types
Sys,teme‘ VaSCUIa,‘Ir,e,, systémique. Ce cellulaires. En passant par la circulation générale, les CSM sont
pheénomene est verifie dans le cadre de  capaples de migrer vers les sites lésionnels ol régne une
certaines maladies mais son implication  importante inflammation. Les CSM pourraient alors réguler a la
systématique dans la réparation fois 'aspect inflammatoire de la Iésion, mais également participer

tissulaire est pour autant Contestée ala réparation du tissu (E| Omar et al., 2014)

Elles sont capables de
communiquer avec tous les types cellulaires de l'organisme par I'expression de molécules
ubiquitaires et utilisent un langage cellulaire commun a tout tissu. Elles peuvent notamment
intervenir dans les fonctions d’angiogenese, anti-apoptotiques et anti-fibrotique (Meirelles et al.,
2009). Leur réle de réservoir a cytokines et facteurs de croissance ainsi que leur capacité de
communication cellulaire représente le réle trophique des CSM (Caplan & Dennis, 2006)

. Ce role trophique, additionné a leur capacité de différenciation, montre les deux grand
versants physiologiques des CSM et sont allegrement exploités dans un objectif thérapeutique.
Les CSM sont donc a ce titre impliquées dans le contréle de I’homéostasie et du
microenvironnement tissulaire tout en assurant un role de reconstruction. Ces deux versants ont
été imagés par Wang et al. par le concept de « empowerment/replacement » (Wang et al., 2014)

B.
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Figure 79 : L’effet trophique
des CSM.

Les CSM représentent un
important réservoir de
facteurs de croissance et de

molécules bioactives. En Renouvellement
fonction de leur
microenvironnement, elles

sont capables d’exercer des
effets paracrines et autocrines
sur les cellules environnantes.
Cette communication
cellulaire pléiotrope intervient
des une multitude de
processus cellulaires et
tissulaires (fleches vertes
effet/interaction cellulaire ;
fleches bleues : sécrétion/
modification) (Caplan &
Dennis, 2006).
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Figure 80 : Les deux fonctions des CSM exploitées dans le cadre de leurs applications.

Le concept de « empowerment/replacement » représente les deux versants des activités biologiqgues des CSM dont
les thérapies tirent partie. L'« empowerment » vise a optimiser la réponse cellulaire d’un tissu face a un dommage ou
une inflammation par I'action trophique des CSMs. Le « replacement » exploite la plasticité des CSM afin de combler
ou résorber une lésion tissulaire par difféerenciation des CSM en cellules matures spécialisées au sein de ce dernier

(Wang et al., 2014).

C. Les applications des CSM.

La capacité de différenciation des CSM et leurs rbles paracrine/autocrine ont été exploités
a des fin thérapeutiques [Figure 81]. Ces stratégies ont été employées dans de nombreuses

maladies.
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Cette utilisation des CSM tire
largement parti de leurs propriétés
trophiques et immunomodulatrices
lorsqu’elles sont utilisées au stade
indifférenciée. Il existe deux principaux
modes d’administration des CSM
indifférenciées : linjection localisée et
I'injection intraveineuse (systémique).
Elles représentent les principales
utilisations de ces CSM en clinique
humaine et vétérinaire.

L’aspect trophiqgue des CSM fait
notamment |'objet d’importantes
utilisations cliniques. Comme
précédemment indiqué, elles sont
employées dans le cadre de la limitation
des rejets de greffons ou encore pour
résorber un déficit immunitaire (Fouillard
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et al., 2003). Leurs facultés a réguler la musculaire peau
prollferafuon et !a d'ffereAnC'at'on des Figure 81 : Nombre de maladies répertoriées par
cellules immunitaires peut étre exploitée  Clinicaltrials.gov faisant I'objet d’une thérapie a base de
afin de traiter des maladies CSM.

neurodégénératives telles que les (

‘apres Ullah et al., 2015).

maladies de Parkinson et d’Alzheimer.
D’autre part, elles pourraient servir a

diminuer les symptdmes des maladies auto-immunes. Ainsi, I'injection intra-articulaire de CSM
pourrait diminuer la progression de la polyarthrite rhumatoide en régulant la différenciation des
cellules T régulatrices par I'action de I'lL-10 sécrétée par les CSM.

L'injection localisée ou systémique
cardiaque. En effet,

de CSM pourrait permettre le traitement du tissu

les CSM représentent une excellente source de progéniteurs de

cardiomyocytes et pourraient permetire une augmentation de la vitesse de réparation du tissu
cardiaque suite a un infarctus du myocarde (Ullah ef al., 2015).

C’est ainsi que plusieurs essais

Number of Cells used and C|InlqueS Ont été menéS en
Indication patients route of delivery Result Reference , . .
_ réparation osseuse, cardiaque,
Large bone defect 3 Autologuse MSC mixed Improved bone (Quarto, et P , ) .
with hydroxyapatite repair a.20m - cerébrale, et cutanée (Millard & Fisk,
Ost i 3 Mixed all i New b Horwitz, et .
irne?)gei?:: b:ne m(;grex ef:;;m(:tlieon and some ( :f,wll999)e 201 3 ’ Kassem ’ 2004) [Tableau 6] "
transplantation clinical improvement
Myocardial infarct 60 Autologous mono- Improved global (Wollert, et
lear b left icl L, A H
ol e fanction n 22008 On répertorie notamment
ematopoietic an oy . .. .
stromal cels) I’utilisation d’injection de CSM
Peripheral ischemia 22 Autologous mono- Improved clinical (Tateishi- . . - .z
in lower extremities nuclear bone parameters related Yuyama, et N d | ff erencilees d ans d es
marrow cells to vascular supply al., 2002) . . . " -
(mixed hematopoietic inflammations aigués variées comme
and stromal cells) . . , . .
Metchs ti 4/6 All ic MSC Well tolerated and Ko, et
‘laeuk?(;;:trcophy l:;‘nesr;fanta_ﬁun of ;om(; ?:pero_::ment ( sf, ;002) I €S In ﬂ amm atl ons d € I a rt Icu I at ion
e, urler ;,Lg;eml in neurological _ (Saulnier et al., 2015). Concernant
o plastic amermia ! A arapiantation P eens i ces affections locomotrices et les
B 28 Autol MSC Well tolerated and Koc, et . Ay : .
“iransplaniation of togetber with improved | “ixw  arthropathies, les injections intra-
Breast cancer peripheral blood haematological . . . Ty .z
patients progentorcall recovery articulaires de CSM indifférenciées
Chronic non-healed 3 Al.lllgolos;(’)rl:s bone Dermal rebuilding (Badiavas, et SO nt p I é b | SC | té es d ans I e m Od é I e
skin wound marrow (mixed and closure of non- al., 2003) . N
hematopoietic and healed wounds h umailn et mammi fe re. L eur

stromal cells)
implantation

Tableau 6 : Essais cliniques utilisant les CSM.
Récapitulatif des études de cas et essais cliniques de phase |

(Kassem, 2004).
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réduire l'inflammation de I'articulation
et des tissus environnants et favorise
d’autre part la reconstruction des
tissus touchés.



Ainsi, il a été montré que linjection intra-articulaire des CSM chez I'dne permettait
d’améliorer les grades cliniques dans un modele d’arthrose expérimentale (Mokbel et al., 2011).
De surcroit, une réparation tissulaire peut étre observée ainsi qu’une localisation (post-injection)
des CSM au niveau des sites |ésionnels. L'injection intra-articulaire de CSM humaines marquées
chez des cochons d’Inde montre que ces dernieres migrent dans le cartilage articulaire |ésé et
participent a la réparation tissulaire (Sato ef al., 2012). Chez I'Homme, l'injection intra-articulaire de
cellules souches fait I'object d’'un nombre conséquent d’essais cliniques (Barry & Murphy, 2013).

Souvent, I'objectif thérapeutique confond 'impact trophique des CSM indifférenciées et leur
capacité de différenciation. Il est pour autant difficile de déterminer avec certitude I'implication de
chacun de ces deux aspects dans les thérapie par injection de CSM.

Leur capacité de chimiotactisme est également exploitée. En effet, les CSM sont capables
de s’orienter vers les sites lésés, inflammatoires ou tumoraux. Par cette capacité de migration, les
CSM sont utilisées dans le cadre d’essais cliniques comme véhicules de molécules thérapeutiques
(Komarova et al.,2010).

La principale utilisation des CSM en clinique équine a pour but d’améliorer les résultats
cliniques lors de troubles musculo-squelettiques et des affections locomotrices telles que les
tendinopathies, les inflammations ligamentaires et les fourbures inflammatoires du pied (Schnabel
et al,, 2013). Chez le cheval, dans un modéle d'arthrose expérimentale induite, I'injection intra-
articulaire de CSM permet d’augmenter les taux synoviaux de PGE2 pouvant exercer un réle anti-
inflammatoire (Frisbie et al,, 2009). Les CSM sont également utilisées chez ce modele pour le
traitement ligamentaire. L'injection de CSM au sein d'une Iésion tendineuse induite permet une
amélioration de la structure histologique du tendon (Nixon et al., 2008). Ainsi, a I'neure actuelle,
dans le monde équin, l'utilisation des CSM est en plein essor en industrie vétérinaire (Frisbie &
Smith, 2010).

En marge de ces thérapies in vivo et grace aux propriétés de plasticité des CSM, ces

derniéres montrent un intérét énorme dans les stratégies thérapeutiques d’ingénierie tissulaire ex
vivo.

lll. Les CSM et I'ingénierie tissulaire du cartilage.

Face aux limites liées a l'utilisation de chondrocytes en ingénierie tissulaire du cartilage,
une alternative consiste a utiliser la multipotence des CSM. En effet, la capacité de différenciation
des CSM en chondrocytes permet d’envisager la génération d’'un substitut biologique néo-
cartilagineux ou patch cartilagineux a partir de ces derniéres. De plus, les multiples sources de
CSM et leur capacité de prolifération permet un approvisionnement en matériel cellulaire
conséquent. Les propriétés spécifiques des CSM peuvent ainsi permettre de contourner les limites
inhérentes a la TCA/MACI actuelle.

L'utilisation des CSM dans I'lT du cartilage se base sur leur capacité a générer un néo-
cartilage ex vivo dans le but de le réimplanter ultérieurement. Cette capacité est supportée par le
potentiel chondrogénique des CSM. De plus, I'absence de CMH-II chez les CSM pourrait fournir un
avantage supplémentaire par la possibilité de greffes allogéniques.

A I'heure actuelle, ce type de thérapie est envisageable chez 'Homme. Elle fait I'objet de
plusieurs essais cliniques et est en voie d’approbation par la FDA « Food and Drug
Administration » (Djouad et al., 2009).

Ces techniques s’appuient sur le méme principe que la MACI. Ainsi, les CSM sont incluses
dans un biomatériau puis engagées dans la chondrogenése a l'aide de stimuli. On parle alors de
thérapie « MACI-like ». La différence avec la MACI réside dans la nécessité de contréler le lignage
chondrocytaire afin de ne pas orienter les cellules vers I'hypertrophie ou l'ostéogenése. Les
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premiers résultats d’une étude pilote de 2009 montrent un gain histologique dans la reconstruction
du cartilage, par I'utilisation des CSM, en comparaison avec une MACI classique qui présenterait
un important aspect fibrotique. De surcroit, le score qualitatif du cartilage néo-formé par les CSM
serait similaire au cartilage natif (Li ef al., 2009).

Afin d’utiliser les CSM comme source cellulaire alternative en IT du cartilage, il est
nécessaire de maitriser leur culture, leur différenciation mais également leur isolement.

A. Le contrdle de la chondrogeneése.

Le principal défi de I'lT utilisant les CSM est le contréle de la chondrogenése. En effet, il ne
suffit pas seulement d’initier les prémices du lignage chondrocytaire. La stabilité du lignage
chondrocytaire peut étre entravée par une forte tendance a I'hypertrophie des cellules. De plus, le
lignage chondrocytaire est étroitement lié au lignage ostéogénique. Il est ainsi indispensable
d’obtenir par différenciation un phénotype de chondrocyte mature tout en stabilisant les CSM
différenciées a ce stade.

Afin de tendre vers ces objectifs, il est nécéssaire de s’inspirer des mécanismes
moléculaires régissant le développement du cartilage et plus particulierement l'ossification
endochondrale. Les parametres clés reposent ainsi sur la simulation in vitro des différentes étapes
de la chondrogenése, de la condensation des CSM, en passant par linduction de la
chondrogenése jusqu’a la maturation. Une inhibition de la différenciation terminale est primordiale,
avec I'absence de minéralisation de la MEC cartilagineuse du substitut. Ainsi, a I'image de la
MACI, la génération de cartilage a I'aide des CSM est multiparamétrique.

1. La culture en 3D et la condensation des CSM.

La culture en 3D est indispensable a la
chondrogenése des CSM. En effet, en A :“.
absence de contacts cellule-cellule et cellule- ,,..;:,._!_—_"_,:I E_,E L-
MEC, les CSM sont incapables d’initier la B Ceu;;ega(e Sp:mid
chondrogenése (Ghone & Grayson, 2012). "5 "
Dans cette optique, plusieurs techniques, 5 OO VO S
souvent basées initialement sur le = renuingsasgouns ’ - o
développement de modéles de culture de o e Rt
cellules cancéreuses, permettent la formation o @ ® @a %3

de structures 3D des CSM. Il peut étre B
notamment cité l'utilisation de biomatériau a
base de polyméres biodégradables
(Hutmacher, 2000) comme le collagéne ou de
polymeéres hydrophiles et hydrophobes (Miot
et al., 2005) (polyglycolide, polylactides, _ - X s T
polycaprolactone, agarose). Ces biomatériaux ELQL":a::ir:gR:r%rsie“ta“°" schematique du principe
peuvent etre utIIISQS sous_ forme de gels ou Afin de maximiser les interactions cellules-cellules, les
sous forme de microarchitectures poreuses.  cgm peuvent étre cultivées en suspension dans des
L'une permet un contact omniprésent autour  goutes de milieu. Leffet de pesanteur permet une
des cellules tandis que 'autre permet une plus  agrégation des cellules a la base de la goute (A). Au bout
grande modulation de la structure du de 24 h, une micromasse est formee et représente un
biomatériau (contrle de la réticulation et de la ~ &Xemple de culture en 3D (B) (adaptation d'Asghar et al.,
. . .. sl 2013 et Cao et al., 2015).
microarchitecture) ainsi que de ses propriétés

biologiques et physiques.

D’autres travaux s’appuient uniqguement sur le contact cellule-cellule par la formation de
micromasses a haute cellularité. Il a en effet été montré que la réponse chondrogénique des CSM
était proportionnelle au nombre d’interactions cellule-cellule (Cao et al., 2015). Ces formations 3D
a haute cellularité peuvent étre réalisées par centrifugation en tubes coniques ou par simple
gravité comme pour la technique des « hanging-drops » . Les objectifs de cette culture
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sont, d’'une part, la possible application de ce procédé en thérapie d’IT du cartilage, et d’autre part,
mimer la condensation des CSM a la base de la chondrogenése in vivo. Les processus mis en jeu
respectent tous linduction des marqueurs chondrocytaires par I'activation du facteur de
transcription Sox-9 via I'activation des médiateurs membranaires.

Il peut étre précisé que la culture a haute densité cellulaire des CSM peut modifier leur
phénotype en augmentant leurs propriétés biologiques intrinseques (Bartosh et al., 2010).

2. Les facteurs de croissance : acteurs de la
chondrogenése.

Alors que la BMP-2 suffit a elle seule a induire un recouvrement de la synthése de

marqueurs cartilagineux chez le chondrocyte, elle ne suffit pas a l'initiation de la chondrogenése
(Weiss et al.,, 2010). En effet, linitiation de la chondrogenése est dépendante de I'activation de
plusieurs voies de signalisation comme la voie des Smad 2/3 et 1/5, « wingless integration
site » (Wnt) et des « Mitogen-activated protein kinases » (MAPK) (Cleary et al., 2015)
Chaque voie et dépendante de I'action d’'un ou de plusieurs facteurs de croissance. Pour autant
dans la littérature, est retrouvée I'utilisation récurrente de certains : la BMP-2, -4, -6 et -7, le TGF-
B1 et 3, le « Growth Differentiation Factor 5 » (GDF5), I'lGF-1 ou encore le PTHrP.

La BMP-2 est régulierement combinée avec le TGF-B1 pour induire la chondrogenése de

TGF-B(s)

rocytes % e res
M ‘mma\u'cd‘wd . et ondroct

TGF -B(s)

: FGF(s)

MSCs Immature chondrocytes Chondrocytes

Figure 83 : L'implication des TGF-B et des BMP dans la chondrogenése.

L'initiation de la chondrogenése et la différenciation chondrogénique sont finement régulées par une variété de
facteurs de croissance et voies de signalisation. Sur ce schéma sont présentés I'effet général des TGF-B et des BMP
au cours de la chondrogenése, en plus de I'implication de la voie Wnt/B-caténine. Il existe un grand nombre de
communications entre les différentes voies de signalisation intracellulaires. Plusieurs voies/acteurs peuvent étre
impliqués dans un méme processus et peuvent avoir des effets adverses en fonction du stade de différentcation
(Cleary et al., 2015).

par leur réle respectif de médiateur et initiateur de la chondrogenése. De plus, cette combinaison
permet le changement isotypique du collagene de type IlA en type IIB (Demoor et al., 2014). Le
TGF-B3 est capable a lui seul d’induire la chondrogenése et est régulierement utilisé pour limiter
l'utilisation de plusieurs facteurs de croissance. Des combinaisons simultanées ou temporelles
plus complexes sont également utilisées afin de mimer la succession d’évenements biologiques
observables durant le développement embryonnaire (Handorf & Li, 2014).
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3. L’hypoxie : un réle bivalent.

L’hypoxie a un réle important sur le phénotype des CSM induites en chondrocytes. Comme
vu précédemment, elle est capable de limiter I'entrée des chondrocytes vers le stade
hypertrophique et ainsi inhiber la différenciation terminale des CSM différenciées en chondrocytes.
L’hypoxie est, de plus, capable d’induire la synthése d’'une MEC chondrogénique de meilleure
qualité chez les CSM-MO différenciées en chondrocytes (Lee et al.,, 2013 ; Branly et al., 2017 ;
Legendre et al., 2017). Pour autant, son implication reste discutable dans les premiéres étapes de
la chondrogenése et dans la différenciation d’autres sources de CSM telles que celles de SPL.
L’hypoxie pourrait également étre impliquée dans la plasticitt des CSM et leur auto-
renouvellement. En effet, au sein des niches de CSM/CSH, réside un microenvironnement
fortement hypoxique (Cipolleschi et al., 1993). Cette hypoxie pourrait favoriser d’une part la
prolifération des CSM et d’autre part leur capacité d’engagement dans différents lignages
cellulaires (Grayson et al., 2006).

B. Les différentes sources de CSM.

Les CSM-MO représentent 'exemple méme des CSM et demeurent les plus étudiées a ce
jour. Ayant permis d’établir les caractéristiques des CSM, elles sont encore considérées comme
étant un « gold standard ». Pourtant, des CSM ou CSM-like sont retrouvées dans la quasi totalité
des tissus somatiques adultes et néonataux. Outre la MO, des CSM ont été isolées a partir de
tissu adipeux (Zuk et al., 2002) et en proportion moindre au niveau de la membrane synoviale, du
muscle, du périoste, du foie, du poumon, de la pulpe dentaire (Mafi et al., 2011) (Chamberlain et
al.,, 2007 ; Huang et al.,, 2009) ou encore du sang périphérique. Il a également été décrit la
présence des progéniteurs chondrocytaires CSM-like au sein du cartilage articulaire mature adulte.
Ces chondroprogéniteurs joueraient potentiellement un réle dans la réparation précoce du
cartilage suite a des dommages (Jiang & Tuan, 2015). En paralléle de ces CSM adultes, d’autres
CSM ont été isolées a partir de tissus prénataux et néonataux (Weiss & Troyer, 2006). Ces
différents tissus accueillant des populations de CSM-like correspondent au placenta, au systeme
périvasculaire, au liquide amniotique et au cordon ombilical.

IV. Les cellules souches mésenchymateuses
néonatales.

Méme si le type de CSM le plus utilisé dans le cadre thérapeutique reste les CSM-MO, il
est admis dans la communauté scientifique que leur utilisation présente des limites. En effet, ces
CSM adultes perdent leur potentiel biologique en fonction de I’age du sujet chez lequel elles sont
prélevées. D’une part, la quantité de CSM adultes isolées chez les sujets agés est sensiblement
diminuée et d’autre part, ces CSM entrent plus rapidement en sénescence réplicative a cause
d’'une diminution de la taille de leurs téloméres (Mareschi et al., 2006). Le phénotype des CSM
adultes semble influencé par les facteurs intrinseques et extrinséques de I'organisme. En effet,
chez un individu, I'administration chronique de NSAID pourrait affecter le potentiel de
différenciation des CSM adultes issues du méme individu. Il a, entre autres, été constaté que
I'alimentation de I'individu avait également une grande influence sur le comportement des CSM ex
vivo (Kalaszczynska & Ferdyn, 2015).

Pour limiter ces impacts sur les stratégies thérapeutiques, les recherches se sont orientées
vers des sources cellulaires théoriquement non soumises aux phénomenes épigénétiques liés a
I'age, il s’agit des tissus néonataux.

I a été décrit dans la littérature, autour des années 2000, que des progéniteurs
mésenchymateux pouvaient étre retrouvés dans les tissus foetaux, prénataux et postnataux
(Campagnoli et al., 2001 ; Erices et al., 2000). Les cellules issues notamment des annexes
embryonnaires et du cordon ombilical présentent un avantage considérable en terme d’isolement
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car ces tissus peuvent étre récupérés sans intervention lors de la naissance des mammiféeres. Ces
tissus représentent des réservoirs conséquents de CSM et de CSH au regard de leur importance
dans la formation des cellules sanguines au cours du développement embryonnaire (Péault, 1996 ;
Romanov et al., 2003).

D’un point de vu biologique, un débat existe sur le fait de considérer les CSM néonatales
comme étant des CSM primitives. En effet, cette question peut étre considérée a juste titre, étant
donné que ces CSM sont générées durant les stades précoces du développement et qu’il est
possible de les isoler a la fin de la gestation. Il a notamment été montré que les CSM néonatales
étaient plus prolifératives et possédaient des télomeres plus longs que les CSM adultes. Il semble
également que les CSM néonatales soient plus naives, immunologiquement parlant, dans la
mesure ou il y a une absence d’expression du CMH-II (Troyer & Weiss, 2008). Des suspicions
d’expression de génes de pluripotence ont également été soulevées (Carlin et al., 2006).

Le cordon ombilical, initialement considéré comme déchet opératoire avant 2011 (en santé
humaine), représente une forte attractivité thérapeutique étant donné la présence de CSM. Cette
attractivité est basée sur le fait que tout en répondant aux caractéristiques préconisées par I'ISCT,
les CSM de cordon ombilical présenteraient des différences biologiques avantageuses par rapport
aux CSM adultes.

A. Le cordon
ombilical.

Poche remplie de sang maternel

Artére
maternelle

Le cordon ombilical est un
organe formé a la quatrieme semaine
du développement embryonnaire chez
'Homme et est constitué a partir de
I’embryon lui-méme. |l évolue en
paralléle de I'embryon et permet
principalement le transport du sang
maternel et son plasma entre le
placenta et I'embryon/foetus

Il est entouré d’'un épithélium Liquide amniotique
amniotique et composé de deux artéres g
organisées en spirale autour d’une ougene
veine, ancrées au sein d’'une matrice o ‘ L i
appelée gelée de Wharton i = e S—— e
La veine ombilicale apporte au foetus e
un sang riche en nutriments et oxygene

\ \ entre le foetus et le placenta.
alors que les deux arteres amenent le Le réle du cordon ombilical est de permetire I'’échange de sang
sang vers le placenta. Chez I'équidé, entre la mere et le foetus. Ce sang transite par le placenta qui
ce volume sanguin transitant par le  assure sa filtration (http:/svt.ghediri.com/upload/placenta.jpg).

cordon représente un tiers du volume
sanguin total du poulain. Le cordon
ombilical peut étre séparé du nouveau-né une dizaine de minutes apres la naissance, une fois la
majorité du sang afférent transféré vers le poulain.
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Figure 84 : Représentation schématique des flux sanguins

Le cordon ombilical est riche en CSM et ces derniéres peuvent étre isolées a partir de
plusieurs zones du cordon chez les mammiferes, y compris chez le cheval (Reed & Johnson, 2008
; Hass et al., 2011).

B. Les cellules souches de sang placentaire (CSM-SPL).

C’est en 2000 que les progéniteurs mésenchymateux ont été pour la premiére fois isolés
dans le sang de cordon ombilical (Erices et al., 2000). En 2005, I'équipe de McGuckin est la
premiére a décrire un protocole d’isolement reproductible de cellules « fibroblastiques » a partir de
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sang de cordon ombilical ou sang placentaire

(McGuckin et al., 2005). Ces cellules répondent aux T Vein _
caractéristiques des cellules souches et représentent l /A”e”es

une alternative intéressante aux cellules souches f\ &-:/]17'/ '
em_bryonnalres qui imposent d’lmportant_es cont_ralntgs \ W, ; A;ger;'r‘;':g'e:y::;fc
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d’exclure les cellules sanguines et immunitaires. Ce Amnlioﬁc Venous pressure
protocole a évolué et s’est simplifié (Kern et al., 2006).  epiheium 25mmrg
Brievement, le sang placentaire est récupéré a partir du - =
cordon ombilical tout en empéchant sa coagulation. En f 7= \\

laboratoire, ce sang est passé sur gradient de densité
sous centrifugation afin d’en séparer les différentes
phases et types cellulaires.

J 4 Jr
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Figure 85 : Représentation schématique de
Le sang placentaire est composé de types la structure du cordon ombilical.

cellulaires différents : des CSH, des granulocytes, des ~Le cordon ombilical est un organe se
érythrocytes et de cellules fibroblastiques Composant de deux arteres et dune veine.
i . . s Les trois vaisseaux sont entourés d’un tissu de
mononucléées. Sur le gradllent ,d(,a densité, la phase soutien, la gelée de Wharton (http://
cellules mononucléées est récupeérée. Les cellules sont  gjinicalgate.com/wp-content/uploads/2015/03/
isolées par leur capacité d’adhésion au plastique. Au  B9780702030680000045_f004-005-97807020

bout de 10 a 20 jours, des CFU-F sont visibles. 30680.jpg).

Ces CSM-SPL présentent un fort potentiel de
prolifération, supérieur aux CSM adultes (Kern et al.,
2006). Elles présentent les marqueurs spécifiques des CSM et sont dépourvues des marqueurs
hématopoiétiques. Elles sont également capables de se différencier en chondrocytes et en
ostéoblastes. Néanmoins, leur capacité a se différencier en adipocytes semble différente des
CSM-MO. En effet, il semble difficile de les orienter vers ce lignage cellulaire (Karagianni et al.,
2013). Les CSM-SPL semblent capables de se différencier en d’autres types cellulaires comme les
cellules musculaires, hépatocytes ou en neurones (Gang et al., 2004 ; Hong et al., 2005).

Les CSM-SPL représentent une source alternative de CSM, dont le prélevement n’est pas
invasif. La présence de certains marqueurs embryonnaires au sein des CSM-SPL suggére une
alternative a l'utilisation de CSE qui reste controversée (McGuckin et al., 2005).

C. Les cellules souches de gelée de Wharton (CSM-GW).

Autour des veines et de l'artére du cordon ombilical, un tissu fibreux est présent et sert de
gaine de protection au systéme vasculaire. Ce tissu est de nature hétérogéne et la distinction des
sous-types de tissus est difficile. On note néanmoins la présence d’une zone péri-vasculaire, inter-
vasculaire et du sub-amnion

Umbilical Cord Compartments Containing MSCs

1. Umbilical cord blood

Figure 86 : Représentation 2. Umbilical vein subendothelium

4 H 3. Umbilical cord perivascular cells
schématique d’une coupe Review focus —>| 4. Umbilical cord Wharton's Jelly
transversale de cordon ombilical. 5. Subamnion

La matrice du cordon ombilical
entoure les 2 artéres et la veine
ombilicale. Elle apporte une 3. Perivascular
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également un réle nourricier. Au

sein de la matrice, les zones péri-

vasculaire, inter-vasculaire et le 4. infervasciiian
sub-amnion constituent la gelée de

Wharton (Troyer & Weiss, 2008).
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2. Umbilical vein subendothelium

5. Subamnion

Amnion
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Ce tissu est également considéré comme étant la matrice ou matrice stromale du cordon
ombilical. Au cours de la formation du cordon ombilical, cette matrice possede un réle stromal et
permet la migration et la maturation des cellules hématopoiétiques du cordon. Cette fonction
nourriciére vis-a-vis des CSH est assurée par les cellules progénitrices considérées comme CSM-
like, communément appelées CSM-GW ou CSM de matrice de cordon ombilical. Il est possible
d’isoler ces CSM-GW (Mitchell et al., 2003), néanmoins il est difficile de connaitre leur localisation
précise au sein de la matrice du cordon.

Leur isolement est réalisé a partir de cordons ombilicaux pris en charges dans les 24 h
suivant la naissance. Les cordons sont nettoyés, découpés en piéces de 3 a 5 cm de longueur et
les vaisseaux sanguins sont retirés. Deux digestions enzymatiques successives assurent la
dégradation de la matrice conjonctive afin de permettre la récupération des cellules. La sélection
des cellules adhérentes est ensuite réalisée par culture en monocouche.

Les CSM-GW répondent aux caractéristiques des CSM. D’apres la littérature, les CSM-GW
sont trés semblables aux CSM-SPL. Elles possedent, en effet, une capacité de prolifération
supérieure aux CSM adultes et voient leur capacité d’adipogenéese restreinte, a la différence de
leur capacité de différenciation en chondrocytes et en ostéoblastes. En revanche, leur taux
d’isolement semble largement supérieur aux CSM-SPL étant donné qu'il est proche de 100%,
contre 67% pour les CSM-SPL (Bieback et al., 2004 ; Weiss & Troyer, 2006).

L’accessibilité des CSM-GW, leur isolement, leur capacité de prolifération et le maintien de
leur phénotype au cours des passages facilite la démarche de stockage cellulaire ou « banking »
de ces CSM dans le cadre de leurs applications. A I'heure actuelle, les CSM-GW sont utilisées
dans diverses thérapies et applications comme la maladie de Parkinson ou les ischémies
cérébrales. Leur capacité de différenciation ne se limite pas a une tripotence. Elles servent entre
autres de support a ’'hématopoiése in vitro ainsi qu’a la génération de neurones et de cellules
cardiaques (Seshareddy et al., 2008 ; Wang et al., 2004).

V. Les CSM néonatales : une source alternative
dans le cadre de I’'ingénierie tissulaire du
cartilage.

L'ingénierie tissulaire du cartilage doit faire face a certaines limites dont une partie réside
dans le matériel cellulaire nécessaire pour cette application. En effet, a I'heure actuelle, le
chondrocyte représente toujours le « gold standard » dans le cadre de la MACI. La
dédifférenciation des chondrocytes, le caractere invasif de leur prélevement, leur faible
prolifération ainsi que le nombre de cellules nécessaires a I'application de la MACI font de cette
derniére un défi thérapeutique. Par leur capacité a générer un néo-tissu in vitro, les CSM
permettraient de contrecarrer ces limites techniques. Elles possédent un potentiel prolifératif
conséquent ainsi qu’un prélevement simplifié par rapport a la ponction pour la MO ou une biopsie
pour le tissu adipeux. De plus, les CSM adultes semblent perdre leurs capacités d’auto-
renouvellement et de différenciation avec I'dge de l'individu et en fonction de la durée de leur
culture, ceci rend difficile les démarches d’industrialisation de techniques de culture ex vivo.

Grace a un prélevement dépourvu de toutes contraintes éthique et chirurgicale, les CSM
issues de cordon ombilical détiennent un intérét certain. Leur forte capacité de division cellulaire
permet la mise en place de modéles de culture industriels comme la culture « Scale-up » et le
« bio-banking » (Nekanti et al, 2010). Dans l'objectif de générer un cartilage in vitro, il est
indispensable de s’intéresser au potentiel chondrogénique de ces CSM de SPL et de GW. Leur
chondrogenese peut étre évaluée par la mise en évidence des marqueurs spécifiques du cartilage
apres induction de ce lignage chez les CSM. La caractérisation phénotypique passe par l'utilisation
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Figure 87 : Comparaison des potentiels thérapeutiques entre CSM-SPL et CSM-MO.

Ce schéma récapitule les résultats acquis lors d'une étude visant a analyser le potentiel
chondrogénique de CSM-SPL et CSM-MO co-cultivées avec des chondrocytes articulaires. D’aprés
cette étude, les CSM-SPL présentent un meilleur potentiel chondrogénique que les CSM-MO (Lo et
al., 2013).

de différents outils analytiques comme I'’étude du transcriptome et du protéome, mais également
par I'aspect morphologique (macro- et microscopique), I'aspect biomécanique ou fonctionnel.

Depuis leur découverte et grace aux démarches de caractérisation des CSM, la
différenciation chondrogénique est évaluée dans la plupart des travaux portant sur les CSM-SPL et
CSM-GW. Néanmoins, cette différenciation est réalisée dans I'objectif de répondre aux pré-requis
de I'ISCT. Cependant, I'analyse de la génération de cartilage in vitro a partir de CSM-GW et CSM-
SPL est souvent réalisée par simple coloration histochimique (bleu alcian, bleu de toluidine ou
safranine-O) ou via l'utilisation de quelques biomarqueurs au niveau de leur taux moyen d’ARNm.
L'absence de certains contréles et la faible puissance des résultats sur la qualité de la
différenciation rendant difficile le fait de statuer sur le potentiel chondrogénique des CSM issues de
différentes sources.

La différenciation chondrogénique fait intervenir beaucoup de parameétres de culture in
vitro, comme la maitrise des facteurs chondrogéniques, la structure en 3D ou les conditions
oxiques. Bien souvent, les contraintes techniques, liées a la différenciation chondrogénique et aux
analyses biochimiques et moléculaires, conduisent a des investigations pour le moins peu
finalisées, poussées et donc critiquables (Kern et al., 2006 ; Karahuseyinoglu ef al., 2007 ; Reed &
Johnson, 2008 ; Wagner et al., 2005 ; Lee et al., 2015).

De plus, la plupart des études concernant les CSM néonatales visent a définir 'ensemble
des caractéristiques de I'lSCT sans focalisation sur la voie chondrogénique en particulier.

Néanmoins, la communauté scientifique s’accorde a dire que ces CSM néonatales
possedent un fort potentiel chondrogénique. Ces résultats sont souvent issus de comparatifs
cellulaires entre les CSM néonatales et les CSM adultes. Leur différenciation chondrogénique est
le plus souvent réalisée par culture en micromasse a haute densité cellulaire et aprés 21 a 28 jours
de culture en milieu chondrogénique supplémenté de facteurs de croissance ou a l'aide de milieux
commerciaux.

A. Les CSM de sang placentaire et I'ingénierie tissulaire du
cartilage.

La communauté scientifique indique que les CSM-SPL sont capables de se différencier en
chondrocytes (Kern et al., 2006). En effet, il a été montré que les micromasses de CSM-SPL
différenciées en chondrocytes présentaient une forte coloration par le bleu alcian et par la
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safranine-O (Lee et al, 2015). De méme, elles sont capables d’exprimer des marqueurs
chondrocytaires au cours de leur différenciation (Lo ef al., 2013 ; Bosch et al., 2012)
Les marquages immunohistochimiques montrent une preponderance du collagéne de type Il au
sein des structures induites par la différenciation chondrocytaire des CSM-SPL (Zhang et al.,
2011). D’aprés ces derniers auteurs, I'expression des marqueurs spécifiques des chondrocytes est
supérieure chez les CSM-SPL par rapport aux CSM-MO aprés chondrogenese. Ceci sous-
entendrait une utilisation préférentielle des CSM-SPL dans le cadre de l'ingénierie tissulaire du
cartilage.

Une étude récente au sein du laboratoire a évalué le potentiel chondrogénique de CSM-
SPL incluses en éponges de collagene de type | puis implantées chez la sourie nude en sous
cutané. Les résultats ont montré la présence d’'une MEC proche du cartilage hyalin avant et apres
implantation, validant ainsi leur utilisation in vivo chez le petit animal (Gomez-Leduc et al., 2016).

B. Les CSM de gelée de Wharton et I'ingénierie tissulaire du
cartilage.

L’analyse bibliographique sur les CSM-GW est compliquée par le fait que les CSM-GW
sont présentes sous plusieurs dénominations dans la littérature : CSM de gelée de Wharton, de
cordon ombilical, de matrice de cordon ombilical, dérivées de cordon ombilical ou péri-vasculaires.
Ces différentes appellations rappélent I'imprécision de la zone du cordon a partir de laquelle les
cellules son extraites.

Les premiers travaux sur les CSM-GW montrant leurs caractéristiques CSM-like indiquent
un potentiel de différenciation chondrogénique. On distingue une positivité aux différentes
colorations histologiques du cartilage et un marquage du collagene de type Il (Wang et al., 2004).
Plus récemment, des publications montrent que les CSM-GW différenciées en chondrocytes
expriment les marqueurs du cartilage a la fois au niveau transcriptionnel mais aussi protéique
(Nirmal & Nair, 2013 ; Tanthaisong et al., 2017 ; Karahuseyinoglu et al., 2007 ; Fong et al., 2011)
(Reppel et al., 2015 ; Liu et al., 2014 ; Arufe et al., 2011). La communauté scientifique considére
que les CSM-GW représentent donc un type cellulaire alternatif utilisable en ingénierie tissulaire du
cartilage.
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Figure 88 : Les différentes sources de CS et leurs applications.

Liste non exhaustive des sources a partir desquelles peuvent étre issues les cellules souches. Parallélement, les
stratégies thérapeutiques utilisant les cellules souches multiples sont présentées. Les travaux actuels sur les cellules
souches cherchent a évaluer si une relation de causalité existe entre la source de CS et son potentiel thérapeutique
pour une maladie donnée.
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Paradoxalement, d’autres équipes montrent un potentiel chondrogénique restreint chez les
CSM-GW. Notamment, Hildner et al., montrent une différenciation moins effective chez les CSM-
GW que chez les CSM-TA (Hildner et al., 2010). Dans le méme sens, le potentiel chondrogénique
des CSM-GW est inférieur aux CSM-MO et CSM-SPL d’aprés Wang et al., (Wang et al., 2009).
Malgré une différenciation en chondrocytes démontrée, certaines publications montrent de faibles
expressions des marqueurs chondrocytaires au niveau transcriptionnel (Beeravolu et al., 2016 ;
Lee et al., 2015).

A I'heure actuelle, il semble que les conclusions sur la possibilité de générer du cartilage
hyalin a partir de CSM-GW restent incertaines du fait des contradictions de la littérature
scientifique (Klontzas et al., 2015).

Chez le cheval, les résultats sont a 'image de ceux de la littérature en médecine humaine,
comme en témoignent les études de Burk et al. et de Lovati et ses collaborateurs (Burk et al., 2013
; Lovati et al., 2011). Néanmoins, la plupart des revues vétérinaires n’abordent que quelques
facettes de la chondrogenése et permettent difficilement d’évaluer le potentiel de différenciation
chondrogénique des CSM-GW.

C. D’une source de CSM a une thérapie.

L’ensemble des tissus présente une quantité variable de CSM. De plus, la proportion de
CSM dans les tissus évolue avec I'age. Pour chaque tissu, les protocoles d’isolement des CSM
peuvent varier, passant d’une digestion enzymatique a un isolement par gradient de ficoll. Ces
variables techniques et biologiques impliquent une importante hétérogénéité inter-population.
Cette hétérogénéité implique potentiellement une différence phénotypique entre les différentes
sources de CSM. Les différences
phénotypiques se traduisent par des 100 4 sa o )
différences dans les propriétés biologiques. ° csd

Les nouveaux travaux de recherche ‘
sur I'application thérapeutique des CSM se -
tournent donc vers la prise en compte de
cette variable inter-population. La
communauté scientifigue cherche alors a
évaluer les différences entres les CSM, st
mieux les caractériser pour limiter ces -‘
différences, comprendre ces différences et 0 >
ceci dans le but d’'une personnalisation des 0 >0 100
applications utilisant ces CSM [ Y — Colt
(Russell et al., 2010 ; Pevsner-Fischer et al., '3
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Objectifs de I'’etude




Obijectifs de I’étude

Cette these CIFRE représente un partenariat entre le laboratoire académique BIOTARGEN
et I'entreprise vétérinaire VETBIOBANK. La premiére équipe a apporté les connaissances, des
ressources financiéeres, et les technologies utilisées pour I'élaboration de I'étude et la seconde a
fourni des moyens financiers, son expertise sur I'aspect trophique/immunomodulateur des CSM
ainsi que les CSM de qualité industrielle nécessaires a I'étude.

Cette thése a permis le développement d’un projet de recherche visant a améliorer les
stratégies thérapeutiques d’ingénierie tissulaire du cartilage chez le modéle équin dans I'objectif de
traiter les arthropathies équines. Elle fait I'objet notamment de [I'évaluation du potentiel
thérapeutique de cellules souches néonatales issues SPL et de GW.

Elle s’organise principalement autour de deux axes :

- Le premier axe vise a la mise au point d’'une stratégie thérapeutique optimisée
utilisant les chondrocytes articulaires équins. A I'heure l'actuelle, la TCA développée et
utilisée chez 'Homme présente des limites biologiques comme la perte du potentiel
d’expression d’'une MEC hyaline par les chondrocytes ainsi qu’une sur-expression du
collagéne de type I. Cet axe a pour but, d’'une part, de transposer un procédé breveté par
le laboratoire chez 'Homme (Galéra et al., 2012) chez le cheval ainsi que I'élaboration in
fine d’un « gold standard » utilisé comme outil de comparaison pour le deuxiéme axe.

- Du fait des limitations observées dans I'utilisation des cellules somatiques adultes
en ingénierie tissulaire, les techniques de médecine régénérative s’orientent vers
I'utilisation de cellules souches pour I'’élaboration de nouvelles génération de thérapies. Le
deuxiéme axe vise a une comparaison de potentiel thérapeutique des CSM néonatales
équines issues de cordon ombilical : CSM-SPL et CSM-GW. Dans le cadre de I'ingénierie
tissulaire du cartilage, c’est le potentiel chondrogénique de ces deux types de CSM qui a
été évalué et plus particulierement la possibilité de générer un substitut cartilagineux de
haute qualité biologique. Les résultats ont alors été comparé au « gold standard » utilisant
les chondrocytes articulaires équins.

Outre le caractére appliqué de ces deux axes, les résultats qui découlent de ce projet de
recherche permettent une meilleure compréhension des mécanismes de maturation, de
développement et de régulation du chondrocyte et de sa MEC. La comparaison du potentiel
thérapeutique des cellules permet également d’aborder un aspect plus conceptuel des cellules
souches par la mise en évidence d’hétérogénéités biologiques entre les sources de CSMs.

Le cheval, par son caractére sportif et sont statut de modéle gros animal, permet
d’envisager I'utilisation de telles thérapies chez ce dernier. Les similitudes biologiques entre
I'Homme et le cheval permettent un transfert technologique entre ces deux modeles. Le contexte
économique de l'arthrose chez le cheval a permis, ces derniéres années, de voir émerger de
nouveaux outils diagnostiques et thérapeutiques notamment par le biais de traitements cellulaires
utilisant les CSM. Les enjeux économiques et sanitaires de la recherche cellulaire et tissulaire du
cartilage chez 'Homme et le cheval sont élevés. Outre les avancés dans le domaine vétérinaire,
ces résultats permettraient ainsi un apport conjoint de technologie entre les deux modéles.
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Chapitre 1 : Premier article

. RNA interference and BMP-2 stimulation
allows equine chondrocytes redifferentiation in
3D-hypoxia cell culture model: Application for
matrix-induced autologous chondrocyte
implantation.
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A. Obijectifs de l'article : La MACI, de ’'Homme au cheval.
Vers I’obtention d’un « gold standard ».

Chez le cheval, les affections locomotrices induisent une importante perte économique a la
filiere équine. Parmi ces affections locomotrices, I'arthrose serait responsable de 60% d’entre elles
et représente ainsi un intérét sanitaire majeur en médecine vétérinaire. Cette arthrose est induite
par I’émergence de lésions focales a la surface du cartilage lors de sur-sollicitations ou lors de
chocs traumatiques. Ces derniers facteurs extrinséques sont exacerbés lorsqu”il s’agit du cheval
sportif.

Chez 'Homme, les récentes avancées en terme de médecine régénérative ont permis
I’émergence de thérapies cellulaires du cartilage et dont la principale représentante est la TCA.
Cette derniere a évolué sous plusieurs aspects pour aboutir a une thérapie d’ingénierie tissulaire :
la MACI. Cette évolution s’est basée sur la volonté de lever les verrous technologiques inhérents a
lintervention chirurgicale et a la stabilité phénotypique du chondrocyte en culture.

C’est dans cette optique qu’en 2012, le laboratoire a déposé un brevet sur une stratégie de
redifférenciation du chondrocyte articulaire humain afin de recouvrir un phénotype chondrocytaire
mature et stable, perdu au cours de la période d’amplification in vitro des cellules.

Des études récentes ont montré une faisabilité de la technique de TCA chez le cheval avec
I’obtention de résultats bénéfiques sur le court et le moyen terme. Suite a ces avancées, notre
volonté a été de transposer le protocole humain de redifférenciation des chondrocytes vers le
modele équin avec les contraintes techniques qui en découlent : limitation des outils moléculaires
disponibles, démarche d’approvisionnement en matériel cellulaire et création d'un réseau
scientifique dynamique.
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Cet article résume I'ensemble du projet visant a I'obtention d’'un phénotype chondrocytaire
mature stable aprés dédifférenciation des chondrocytes amplifiés en culture.

Le processus de dédifférenciation de chondrocytes n’ayant pas été décrit chez le cheval, la
perte du phénotype chondrocytaire avec I'amplification des cellules a été vérifiée dans un premier
temps.

D’un point de vue méthodologique, le processus de redifférenciation se base sur une
stimulation des chondrocytes dédifférenciés en culture par la BMP-2, au cours d’une culture en
modele 3D et hypoxique. Le premier objectif de l'article a été de montrer, d’une part, I'intérét de la
redifférenciation des chondrocytes équins, y compris chez des sujet jeunes, et d’autre part, de
permettre un recouvrement de la synthése de MEC par ces chondrocytes.

L'utilisation de la BMP-2 et de ce modéle de culture implique une expression de marqueurs
atypiques du cartilage. Il s’agit du collagene de type | qui ne posséde pas les mémes propriétés
mécaniques que son analogue, le collagéne de type Il. Une induction d’Htral est également
observée et est responsable de la dégradation de la MEC cartilagineuse ainsi que des récepteurs
de la famille des TGF-B tels que les récepteurs a la BMP-2. La derniere partie de cet article est
consacrée a I'application d’une stratégie d’interférence par ’ARN ciblant le collagéne de type | et
Htra1 afin d’inhiber I'expression de ces marqueurs atypique et aboutir a la synthése d’'une MEC de
haute qualité biologique.

Outre le transfert de la stratégie de redifférenciation des chondrocytes de ’'Homme vers le
cheval, ces premiers travaux de thése ont permis de construire la base technologique nécessaire a
I'analyse moléculaire et cellulaire des cellules équines. lls ont également pointé les différences et
subtilités du modele équin et, notamment, le comportement des cellules issues d’individus jeunes,
difficiles a obtenir dans le modele humain lorsqu’il s’agit de travailler sur le chondrocyte.

B. Premier article.
1. _Abstract.

As in humans, osteoarthritis (OA) causes considerable economic loss to the equine
industry. New hopes for cartilage repair have emerged with the matrix-associated autologous
chondrocyte implantation (MACI). Nevertheless, its limitation is due to the dedifferentiation
occuring during the chondrocytes amplification phase leading to the loss of its capacity to produce
a hyaline ECM. To enhance the MACI therapy efficiency, we have developed a strategy for
chondrocyte redifferentiation and demonstrated its feasibility in the equine model. Thus, to mimic
the cartilage microenvironment, the equine dedifferentiated chondrocytes were cultured in type /111
collagen sponges for 7 days under hypoxia in the presence of BMP-2. In addition, chondrocytes
were transfected by siRNA targeting Col1al and Hiral mRNAs which are overexpressed during
dedifferentiation and OA. To investigate the quality of the neo-synthesized ECM, specific and
atypical cartilage markers were evaluated by RTqPCR and Western-blot.

Our results show that the combination of 3D hypoxia cell culture, BMP-2, and RNA
interference increases the chondrocytes functional indexes (Col2a1/Col1a1, Acan/Col1at) leading
to an effective chondrocyte redifferentiation. These data represent a proof of concept for this
process of application in vitro in the equine model, and will lead to the improvement of the MACI
efficiency for cartilage tissue engineering therapy in preclinical/clinical trials, both in the equine and
human medicines.

119



Keyword: Chondrocyte, tissue engineering, equine model, dedifferentiation, MACI, BMP-2,
hypoxia, siRNA, Col1a1, HtrA1, type Il collagen.

Running head: Chondrocyte redifferentiation by 3D culture in hypoxia, BMP-2 and siRNAs

2. Introduction.

Cartilage defects caused by traumas, focal lesions, or articular overstress is the leading
cause of osteoarthritis (OA) development. This incurable pathology generates pain, walking-related
disability, and high morbidity. The poor intrinsic cartilage self-repair is not able to prevent the
ineluctable tissue degradation. Chondrocytes, the major cartilage cell type, synthesize an abundant
extracellular matrix (ECM), mainly composed of two specific phenotypic markers (type Il collagen
and aggrecan). During OA, the primary chondrocyte response to the inflammatory
microenvironment is a change in its normal secretome leading to the decreased expression of
cartilage specific markers and matrix metalloproteinases synthesis. ECM remodeling occurs
resulting in an ineluctable homeostasis loss. In parallel, chondrocytes dedifferentiate and express
the fibrotic type | collagen leading to a fibrocartilage of a poor quality.

As in humans, disorders of the equine musculoskeletal system cause considerable
economic losses in equine industry (Mcllwraith et al. 2012)'. The use of horses for sports makes
this model one of the first targets of OA (Mcllwraith et al., 2010)2. OA is responsible for up to 60%
of lameness and represents a direct and indirect cost of $15,000/yr per horse in the U.S.
(compared to $10,000/yr per human) (Oke & Mcllwraith, 2010)3. The similarity in epidemiology and
physiopathology between humans and horses makes the latter an excellent study model
(Mcllwraith et al. 2012)', (Aigner et al., 2010)*. To treat OA, major medical and veterinary
prescriptions are mainly composed of analgesic and anti-inflammatory drugs, but these treatments
remain palliative. Additionally, advanced OA cannot be treated while early treatment of cartilage
defects can stop its progression.

In the past decades, advances in regenerative medicine have led to the emergence and
improvement of new generations of therapies based on tissue engineering (Marlovits et al., 2006)°.
Among these approaches, matrix-induced autologous chondrocyte implantation (MACI) has been
established as an attractive and hopeful therapy (Bartlett et al., 2005)8, (Brittberg et al., 2008)7 for
treating cartilage defects in horses (Moran et al., 2016) (Nixon et al., 2015) (Griffin et al., 2015)8-10.
Such therapy combining the use of chondrocytes and biomaterials is minimally invasive and shows
promising results for cartilage healing, both in humans and horses (Ortved & Nixon, 2016)'.
Although good outcomes have been reported, MACI still has some limitations and disadvantages.
In particular, this technique requires a substantial number of chondrocytes that lose their
phenotype during in vitro amplification, a phenomenon called dedifferentiation (Benya et al.,
1978)'2. In this sense, during expansion in monolayers, the chondrocytes dedifferentiate into
fibroblast-like cells and stop expressing cartilage specific markers such as type Il collagen or
aggrecan (Schnabel et al., 2002) (Kiani et al., 2002)'3. 14, Concomitantly, they secrete catabolic
mediators and regulators (Lin et al., 2008) (Blaise et al., 2009) (Pelttari et al., 2008)'>17. The
imbalance between anabolism and catabolism leads to cell homeostasis disruption (Demmor et al.,
2014)'8. Furthermore, following long term culture, dedifferentiated chondrocytes produce fibrotic
type | collagen in an exacerbated manner (Marlovits et al., 2004)'°. Consequently, the newly
synthesized cartilage substitute does not own the same biomechanical and physiological
properties compared to the hyaline articular cartilage (Huang et al., 2016)20.

Two major in vitro strategies have been investigated in order to optimise the mature
chondrocyte phenotype for MACI: the maintenance of the mature chondrocyte phenotype during
extensive cell culture (Vinatier et al., 2009)2' or the chondrocyte redifferentiation after extensive
cell culture. The present study particularly focused on the improvement of the redifferentiation
process by finely controlling some cellular microenvironment parameters which are key regulators
of chondrocytes behaviour (Vinatier et al., 2009)21.
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It was demonstrated that high cell density three-dimensional (3D) cultures in combination
with hypoxia support redifferentiation of dedifferentiated articular chondrocytes. Hypoxia is known
to act on type Il and type X collagen expression (Duval et al., 2009)22. Indeed, low oxygen tension
during chondrocyte culture is able to stabilize cell phenotype by favouring the mature chondrocyte
phenotype and preventing hypertrophy (Lee et al., 2013)23, (Lafont et al., 2016)24. Additionally, cell
culture with selective growth factors and cytokines appropriately supplemented plays a major role
in the regulation of anabolic and catabolic chondrocyte activities. In particular, members of the
transforming growth factor-B8 (TGF-B) superfamily may exert a dual role on chondrocyte
development. Among them, bone-morphogenetic-proteins (BMPs) such as BMP-2 is used as a
pro-chondrogenic factor at low concentration (Hautier et al., 2008)25, allowing the recovery of type
Il collagen and aggrecan syntheses by chondrocytes (Claus et al, 2010)%6, (Jiménez et al,
2015)27. Although BMP-2 contributes to the redifferentiation of articular chondrocytes, it also
simultaneously induces type | collagen chondrocyte expression (Ollitrault ef al., 2015)28. This
overexpression of both collagen isoforms prevents high biological quality of extracellular matrix
(ECM) synthesis.

On the other hand, BMP-2 cellular responses can be affected by High-temperature
requirement A Serine Peptidase 1 (Htra1), a serine protease. Indeed, Htra1 is able to inhibit TGF-B
family signalling via proteolytic activity and can play a role on BMPs mediating the redifferentiation
of chondrocytes (Demoor et al, 2014)28, (Launay et al., 2008)29, (Graham et al, 2013)30,
Furthermore, among the catabolic events, the serine-protease Htral seems to have important roles
in OA development, ECM remodelling and cell fate (Launay et al., 2008)2°, (Chien et al., 2004)31,
(Tiaden et al., 2012)32. This is corroborated by the fact that HirA1 is expressed by chondrocytes, it
is up-regulated during OA and is present at high levels in the synovial fluid and seems as a
consequence to contribute to OA development and change in cartilage composition (Grau et al.,
2006)33, (Polur et al., 2010)34.

Autograft synthesis based on chondrocytes redifferentiation mediated by BMP-2 leads to
fibrotic and pro-catabolic cartilage substitutes. To limit this problem, specific inhibition of atypical
markers of fibrocartilage is necessary. Some studies have shown that RNA interference can finely
modulate the chondrocyte phenotype in vitro, but these investigations are all based on the
fundamental aspect of cell biology and not on the context of applied biology (Vonk et al., 2014),
(Zhou et al., 2004), (Lianxu et al., 2006)3>-37, Here, we used a multifactorial strategy based on the
use of 3D cell culture in type I/lll collagen sponges and BMP-2 stimulation under hypoxia condition
(Galera et al., 2012)38. To counteract the up-regulation of type | collagen induced by BMP-2 and
the Htral induction in culture, we used a specific and transient RNA interference approach
targeting Col1a1 and Htra1 mRNA

We have extensively analysed the expression of cartilage specific markers, catabolic
enzymes, and particularly focused on the fibrotic aspect of chondrocytes during redifferentiation.
Finally, the quality of the ECM cartilage synthesis was especially determined by the consideration
of the functional indexes Col2a1/Col1al and Acan/Col1ai1. Our results demonstrated that this
strategy allows type Il collagen synthesis, while the level of type | collagen expression was
drastically reduced in the horse model. This suggests that the use of siRNA could be a valuable
approach for the tissue engineering of functional articular cartilage.

3. Results.

a. Loss of equine articular chondrocyte phenotype during
amplification.

To evaluate chondrocyte phenotype recovery after amplification, eACs isolated from equine
cartilage were cultured for 11 passages. During the subculture, eACs lose their classical polygonal
shape after only 2 passages, and exhibit cytoplasmic elongations characteristic of fibroblastic-like
cells . Concomitantly, the doubling time of eACs decreases drastically by
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2.75-Fold at P3 compared to PO, and then remains constant until P7 . During the sub-
cultures, the cartilage specific markers were lost. Indeed, the relative mRNA levels of Col2a1, Acan
and Sox9 decrease overall from P2 (respectively 33,3-fold, 10-fold, and 5-fold
between PO and P2) as well as Col10a1 (16,7-fold between PO and P2) . Col2a1 mRNA
becomes undetectable after P2. In parallel, the steady-state amounts of the atypical Co/Ta’ mRNA
strongly increase (42,9-fold at P1 versus PO) . The catabolic markers Htra1 and Mmp13
are transiently more expressed from P4 to P6 . Meanwhile, Runx2 mRNA is strongly
overexpressed after P4 whereas Alp/ mRNA is not modulated . Only primary
eACs (PO0) are able to express type Il procollagen

b. Combination of 3D-cell culture, hypoxia, and BMP-2 treatment
allows the recovery of cartilage specific markers expression by
eAC, but does not abolish the fibrotic and catabolic
components.

Because the microenvironment strongly influences chondrocyte phenotype, our strategy
intended to be closer to the cellular context observed in native hyaline articular cartilage. In the
latter, oxygen tension oscillates between 6% and 1% O2 (Fermor et al., 2007)%°. Thus, after
chondrocyte dedifferentiation, cells were cultured for 7 days in type I/lll collagen sponges under
hypoxia (2-4% O2).

First, we observed that only Htral mRNA expression is significantly enhanced by 3D/
hypoxia cell culture compared to the 2D culture in normoxia (10-fold increase between 2D and 3D/
hypoxia conditions) . Differences between monolayer cultured cells and 3D basal culture
condition show that the latter, which induces rapid Hitral mRNA increase, is reminiscent of its
homology with stress-induced HtrA proteases family (Clausen et al., 2002)49. Moreover, 3D culture
weakly enhances the transcription of Col2a1, Acan, and Col1al, even though it is not statistically
significant, without modulating the steady-state amounts of Col70a1 mRNA.

To try to allow for better recovery in the expression of chondrocyte-specific markers, eAC
were incubated in the presence of BMP-2 (50 ng/ml) and 3D/hypoxia cultured cells were used as
control (Ctrl). In these experimental conditions, BMP-2 strongly enhances the Col2a1 and Acan
mMRNA expression (respectively 219-fold and 8-fold compared to DO0), but also Col1a’ mRNA (7.59-
fold) . The effect on Col1a1 mRNA explains the low change of Col2a1/Col1a1 ratio
(5,47-fold increase) and Acan/Col1al ratio (not significant) used as functional indexes of the
cartilage ECM . Interestingly, while relative Hiral mRNA increases during the 7-
day period of culture (p<0,05 for Ctrl compared to D0), the BMP-2 treatment is able to significantly
decrease the steady-state amounts of Hira1, by 3.3-fold compared to Ctrl . Likewise, the
relative mRNA levels of Col10a1 are repressed by BMP-2 treatment. Furthermore, no significant
modulation of total protein content was observed upon BMP-2 incubation. Nevertheless, an
increasing trend seems to be detectable

eACs directly isolated from articular cartilage can be considered to be the most efficient
control in terms of phenotype quality. Our results show that even if the use of BMP-2 leads to
comparable mRNA steady-state levels of Col2al and Acan between the in vitro cultured
chondrocytes and fresh cells, the functional indexes remain incomparable due to the absolute lack
of basal Col1a1 expression in eACs from native cartilage. The poor ECM quality induced by BMP-2
to generate a hyaline cartilaginous substitute is represented by the persistence of type | collagen
and HtrA1 expression at the protein level, whereas type Il collagen synthesis is recovered and type
X collagen seemed to be unexpressed .

c. Design of siRNA.

Due to the fibrotic and catabolic effects of BMP-2 induced MACI process in eACs, a
strategy of RNA interference has been developed on the basis of the study performed with human
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articular chondrocytes (Galéra et al., 2012)%8. However, to achieve the proof of concept in horse
chondrocytes, there is need for a technological transfer towards the equine model. In fact, new
designs of siRNA and dose-effects of each siRNA have been performed. Equine Hitral siRNA
(siHtra1) has been previously designed and functionally tested, and the data demonstrate that it
provokes an efficient inhibition of its target . More attention was
devoted to Col1a1 siRNA (siCol1at) efficiency evaluation due to the complex transcriptional and
post-transcriptional regulation of this gene.

First, three siCol1al were designed and different siRNA concentrations were
evaluated (2, 5, 10, 25 nM) on eAC during redifferentiation mediated by BMP-2. A negative control
siRNA (siCtrl) was used at the same concentrations as control to evaluate off-target effects. As
shown in , only siCol1a1-2 is able to inhibit Col1Ta’ mRNA amounts, by more than 50%
for all the concentrations compared to siCtrl at the same concentration. No effects of siCtrl or
siCol1a1 at the same concentrations have been observed on the steady-state amounts of Col2a1
and Htrat . In the following experiments, to take into consideration of the inter-cellular
strains variabilities, a concentration of 5 nM for each siRNA was used to obtain an effective mRNA
interference.

d. RNA interference targeting Col1al improves eAC specific
phenotypic profile during the MACI process.

siCol1a1 transfection inhibits Col1Ta’ mRNA expression with or without BMP-2 treatment,
respectively 71,5% and 57,3% of inhibition compared to the respective siCtrl conditions
. The experiments, taken one by one, have demonstrated that if more Colial mRNA is
expressed in eAC, more the siCol1al is effective . By contrast, the siCol1a? induced no
significant effect on the relative expression of Col2a1, Acan, Mmp13 and Htra1 (Fig. 6B, C, Fig.
S4). The biological gain of Colilal mRNA inhibition is visible on the functional indexes Col2a1/
Col1at and Acan/Col1at . Thus, the Col2a1/Col1at ratio is increased by 27-fold
under siCol1a1l + BMP-2 treatment compared to siCtrl without BMP-2 treatment, against 7,8-fold
for the siCtrl eAC + BMP-2 condition. The same trend is also observed for the Acan/Col1a1 ratio.

e. RNA interference targeting Htral can modulate the eAC
catabolic process during chondrocyte redifferentiation.

Htral siRNA treatment provokes a decrease on its mRNA in eACs compared to siCtrl
treatment. Indeed, a 64% inhibition by the Htra1 siRNA is observed when the cells are not treated
with BMP-2 and 34% for BMP-2 teated cells . Even if the siRNA inhibition of Htrat is
present for the independent experiments (except for one), it seems that this inhibition is lower
when the cells are treated with BMP-2. This can be explained by the fact that BMP-2 already
decreases Hitral mRNA at a comparable basal level of transcription observed in cells cultured as
monolayers. Thus, a higher inhibition can be technically difficult to obtain in eACs. Additionally, no
significant effect is detected on the relative mRNA expression of Acan and Mmp13 mRNA after

siHtra1 transfection . Interestingly, siHtra1 induces a significant decrease of the
relative amounts of Col1a’ mRNA in the absence of BMP-2 and it provoked an inhibition of Col2a1
mRNA, with or without BMP-2 . Nevertheless, the functional indexes Col2a1/

Col1a1 and Acan/Col1at are not significantly affected by the siHtra1 treatment

f. BRNA interference during the MACI process increases the
quality of the ECM synthetized by eAC.

At the protein level, the Col1a1 siRNA caused a decrease of total type | collagen signal and
the procollagen expression is strongly repressed . This is consistent with the
chronological maturation of type | collagen and it can be supposed that procollagen is the first
isoform affected during inhibition of the Col1ia’ mRNA. Htral synthesis is strongly inhibited by
BMP-2 and such an effect seems to be sufficient to decrease its expression during eACs
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cartilaginous substitute generation. Nevertheless, Hiral interference totally abolishes Htra1
synthesis when BMP-2 effect was not sufficient alone, and only in the BMP-2 teated cells

. It appears that siHiral transfection affects BMP-2 redifferentiation effect since a slight
decrease of type | collagen and type Il collagen compared to the siCtrl condition is observed. Type
X collagen was observed as trace amounts in siCtrl samples.

Overall, these data demonstrate that Col7a? interference combined to BMP-2 and hypoxia
in eACs culture can enhance the quality of the ECM produced by chondrocytes. Even though the
siHtra1 can further abolish its targeted mRNA, the inhibition during BMP-2 redifferentiation seems
to be almost totally effective for the enhancement of mature chondrocyte specific phenotype.

g. Chondrocyte redifferentiation mediated by BMP-2 can be
modulated by both Col1a1 and Hira1 siRNAs.

To clarify the impact of the different culture parameters, combination of both Col1a1 and
Htral siRNAs, 3D hypoxia eAC culture, and BMP-2 treatment was evaluated during the
neocartilage substitute generation process.

The double siRNA interference was efficient on their respective targets by strongly inhibiting
atypical HtrA1 and Col1a1 expressions mediated by BMP-2 . Both siRNAs treatment
shows slight differences in the relative amounts of Acan and Col2a1 compared to BMP-2 treated
cells. The global quality of ECM markers is enhanced as demonstrated by the evaluation of Acan/
Col1a1 and Col2a1/Col1at ratios, when we compare the double interference strategy + BMP-2
with BMP-2 treatment only . At the protein level, the siRNAs effects are also
effective on the global type | collagen and HtrA1 syntheses, thereby improving the quality of the
chondrocyte ECM neo-synthesized

Nevertheless, no further gain in the quality of the neocartilage substitute ECM has been

detected between both HirA1 and Col1al siRNA transfection versus siCol1at transfection only

. Thus, even if this double RNA interference shows its feasibility to knock

down these atypical markers, this strategy does not seem to be better than the Colila’ mRNA

interference only, which also has the advantage of being more accurate and less stressful for the
cells by limiting exogenous genetic material incorporation.

4. Discussion.

Chondrocytes remain the best cell source used in cartilage tissue engineering. Although
new advanced therapies based on MACI are actively developed, like the use of MSCs, some basic
knowledge must be developed for tissue engineering use (Ringe et al., 2012)*'. Previous studies
achieved in the laboratory show that MSCs can provide a promising source as they present a high
chondrogenic potential; however, a high level of type | collagen synthesis is also detected (Gomez-
Leduc et al., 2016)*2. For this reason, in the case of chondrocytes and MSCs, a particular attention
must be given to the fibrotic aspect for their use in cartilage tissue engineering.

It is in this perspective that our previous researches were based on the inhibition of the
fibrotic process during neocartilage substitute generation in vitro with cells of human origin
(Ollitrault et al., 2015) (Galera et al., 2012) (Legendre ef al., 2013)28.38.43, The main objective of the
present study was to ensure the proof of concept in chondrocytes from horse origin, which
represents and excellent large animal model concerning pathologies of the musculoskeletal system
and articular disorders.

The use of an equine model comes with some technical limitations such as the lack of
molecular and biological tools compared to human research. Nevertheless, genome homologies
between human and horse, and the high sequencing quality of Equus caballus, allows for the
technological transfer between these two species (Wade ef al, 2009)*. Our present study
highlights some subtle cellular differences during experiments. We have noticed that the eAC

124



number and their viability after their isolation from the cartilage are substantially increased as well
as their proliferation, RNA and protein contents of the cells, when compared to human cells. During
experiments, certain cell strains were amplified up to P16 without loss of proliferation. The high
proliferation potential of eAC can represent an advantage in the MACI process that requires a
great number of cells. Interestingly, cryopreservation of eAC at early passages is possible, unlike
with human AC. These characteristics are not only explained by the use of different mammalian
models, but more likely by the homogeneity of the cartilage biopsies coming from healthy young or
adult horses. This has the advantage of limiting cell variability related to cellular ageing which is
hardly possible in human research, since most of the samples are obtained after knee replacement
by prosthetic surgery on aged subjects (Tran-Khanh et al., 2005)45.

In this study, we have analysed the impact of chondrocyte amplification on the cartilage
ECM synthesis capacity of eAC. This cellular phenomenon is one of the most important limitations
in the MACI procedure. We show that deep changes in phenotype are observed up to PS3,
particularly with the loss of chondrocyte marker expression. The monolayer amplification of eAC
also induces type | collagen synthesis and catabolic events enhancement, as previously
demonstrated in the princeps article (Benya et al., 1978)'2. Even if the Col1a1 transcription is
increased, type | collagen protein synthesis has not been demonstrated. One possible explanation
is that it has been seen that type | collagen expression appears after 21 days in confluent
monolayer cultures of hAC (Marlovits et al,, 2004)'°. In our study, the time lapse between two
passages is not of a sufficient magnitude to allow for type | collagen secretion due to the rapid cell
confluency reached by the eAC. It must be noted that Col70a7 mRNA is only expressed during
early passages. These observations can be explained by the fact that the cartilage biopsies were
collected in order to maximize the number of cells harvested. Hypertrophic and superficial zones of
articular cartilage were not split. Some traces of hypertrophic chondrocytes probably persist after
cell isolation, but these cells enter in apoptosis during early amplification. Chondrocyte is a
particular cell type that evolves in low oxygen tension. In addition to favouring the expression of
chondrocyte markers, it has been shown that hypoxia inhibits terminal differentiation during
chondrogenesis of MSC (Duval et al.,, 2009) (Lee et al., 2013)2223, These findings can explain the
absence of type X collagen expression during all our experiments.

In the chondrocyte redifferentiation process, we have used commercially available type /111
collagen scaffolds. This biomaterial is the most clinically used in MACI, but also in other tissue
engineering therapies including tooth, skin, and intestinal tissues (Sumita et al., 2006) (Nakase et
al., 2006) (Suzuki et al, 2000)#6-48, Collagen sponges have the advantage of being easily
adjustable to the thickness of the cartilage defect and of preventing cellular loss by migration
(Russlies et al., 2002)49. Moreover, it does not induce host reaction compared to type Il collagen
scaffolds (Cho et al., 2007)%, and 50% of this biomaterial is degraded after two weeks of
implantation. Nevertheless, new advanced biomaterial innovations in MACI will have to take into
account new functional supports which can interact with chondrocytes and control the delivery of
growth factors or other biological actors (Lee et al.,, 2011)5.

To obtain the chondrocyte redifferentiation after monolayer cultures, 3D, and hypoxia, even
though they both favour type Il collagen synthesis (Duval et al., 2009)?2, they do not allow for
sufficient expression to lead to the conclusion that redifferentiation is optimal. We previously
showed that IGF-1 and TGF-B1 can be used to favour type Il collagen expression in
dedifferentiated chondrocytes, but they also induce hypertrophic and/or fibrotic markers of cartilage
(Legendre et al., 2013) (Pujol et al., 2008)%352. However, BMP-2 seems to remain the best
candidate for significantly enhancing mature chondrocyte phenotype during redifferentiation. Type |
collagen up-regulation induced by BMP-2 and the dedifferentiation process can be limited by RNA
interference strategy since transfection of a Col1a1 siRNA can greatly enhance the matrix cartilage
quality by increasing the Col2a1/Col1at1 as well as Acan/Col1a1 ratios. The inhibition concerned
preferentially type | procollagen form that may chronologically affect the mature forms at a longer
term after implantation.
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Difficulties have been encountered in Col1al siRNA design and experiments. Due to the
sequence homologies between Col1al and Col2a1 and the strong up-regulation of Col1a1 forced
us to perform a fine design of the siRNA. Thus, a total of 5 siRNAs have been designed and
tested, and only one Col1a1 siRNA proves to be specifically efficient. To better understand the
observed problems, alignments between Col1a1 siRNA sequences and mRNA secondary structure
predictions have been realized . It seems that the ineffective siRNA targets steric
hindrance zones making RNA interference difficult. To maximise siRNA efficiency, the secondary
structure of mMRNA targets must be considered with great care (Reynolds et al., 2004) (Shao et al.,
2007)5455,

Even though the Col1a1 siRNA proves to be efficient in redifferentiated eACs, another
relevant type | collagen mRNA interference could be developed for a significant increase in the
mRNA knockdown. This interference should be also based on the Col71a2 mRNA inhibition together
or not with the Col1a1 knockdown which takes into account the stoichiometric point of view. This
hypothesis is based on the fact that pro-a1 chains of type | collagen cannot associate with pro-o12
chains if the 2:1 stoichiometry is not respected; and homotrimers of pro-ai(l) chains will be
degraded as a result of intracellular degradation. This process should lead to greater efficiency
compared to Col1al mRNA interference alone (Gotkin et al., 2004)%. Other approaches may
likewise be investigated, such as the use of imperfectly matched siRNA which demonstrates a
better mRNA target silencing (Saxena et al., 2003)57.

Concerning the serine protease HirA1, another undesirable marker over-expressed in
osteoarthritis and associated with chondrocyte dedifferentiation, interestingly, we unambiguously
and originally demonstrated that BMP-2 induces its down-regulation. No previous studies reported
in the literature describe such an effect, and HtrA1 inhibition mediated by this chondrogenic factor
was not observed in our previous study on hAC (Ollitrault et al., 2015)28. The differences between
these two studies can perhaps be explained by the fact that the human chondrocytes used came
from aged donors. Data from the literature demonstrated that TGF-B1 is able to induce HtrA1 (Xu
et al., 2014)%8 and that HtrA1 can interfere with BMP-2 signalling (Wu et al., 2014)5°. Nevertheless
our current studies carried out on equine bone marrow MSCs show that the concomitant BMP-2/
TGF-B1 treatment during chondrogenic differentiation induces a strong inhibition of HirA1 protein
synthesis compared with untreated MSCs (Branly et al., submitted)®°, such as BMP-2 in the eAC of
the present investigation.

Htra1 siRNA interference, which was initially privileged because of the association of this
serine protease to chondrocyte dedifferentiation and OA, was found to be highly effective. siHtra1
inhibition, added to the BMP-2 effect on HtrA1 strongly limited its presence. In addition, due to the
fact that HtrA1 can degrade hyaline cartilage ECM components, HirA1 is indirectly implicated in
pericellular matrix degradation of the chondrocyte (Polur et al., 2010)%* and induction of the
MMP-13 collagenase (Xu et al., 2014)%8. Even though the relationship between MMP-13 and HtrA1
cannot be significantly proved, analysis of each of our independent experiments seems to
demonstrate that inhibition of HirA1 by BMP-2 or Htra1 siRNA always induces a parallel decrease
of the steady-state amounts of Mmp13 mRNA

Even if the Hiral siRNA is efficient, and Htra1 and Col1a1 siRNA combination leads to a
functional index increase, the use of this siRNA cocktail does not seem to be the most favorable
strategy. Indeed, it appears that the use of both siRNA decreases all the ECM components of the
neocartilage substitute and provokes a partial loss of the BMP-2 benefit. An ambiguity in the
BMP-2 effect on HirA1 expression and Htra1 inhibition on the global behaviour of the chondrocytes
may be supposed in the sense that Htral could play a bifunctional role in the chondrocyte
phenotype. Tiaden et al. have shown that HirA1 play a crucial role in osteogenesis by the positive
regulation of matrix mineralisation with its catabolic activity (Tiaden et al., 2012)32 and show an
important concentration of HtrA1 protein in chondrocytes in bone callus during new bone formation
suggesting its implication in both chondrogenesis and endochondral ossification. However, it
remains to be established if the Htral RNA interference cannot specifically favour chondrocyte
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phenotype stabilization, as demonstrated in our present study, by preventing/counteracting its
osteogenic positive effects in the context of bone repair.

Furthermore, investigation of experimental HtrA1 phenotype models using in silico human
database analysis by GenomeRNAi (Schmidt ef al., 2013)8" shows that HtrA1 (PRSS11) can act as
a down-regulator of Wnt signalling pathway following Wnt3A stimulation. This result has been
extracted from RNAI screening studies on Wnt/B-Catenin in different cell lines (Tang et al., 2008)62.
This signalling pathway has been described as an important actor of MSC fate, BMP-2 signalling,
and terminal differentiation of chondrocyte (Day et al., 2005) (Tuan et al., 2003)83.64,

The data from the literature along with our results on siHtra1 use suggest that this serine
protease, other than/with the exception of ECM remodelling and TGF-B response modulation, may
play a role in chondrocyte phenotype stabilisation or the differentiation status. It would be
interesting to study the impact of HirA1 inhibition on the induction of chondrogenesis in MSCs to try
to elucidate the functional role of this serine protease in the mature chondrocyte phenotype.

In conclusion, the use of an efficient Col1a1 interference alone or associated with Htra1
interference, in the presence of BMP-2, clearly increases the cartilage quality by favouring type Il
collagen and aggrecan syntheses while inhibiting type | collagen production in eAC, leading to a
significant enhancement of the corresponding functional indexes, and reflecting the hyaline nature
of the neocartilaginous ECM. Our study suggests that transient RNAi strategy can regulate the
catabolic and anabolic components during the MACI procedure mediated by BMP-2 in the equine
model. Our results will need to be further validated by establishing the proof of concept in
preclinical trials in horse.

5. Material and Methods.

a. eACs isolation and cell culture.

eACs were isolated from cartilage biopsy of healthy equine carpal or femoral condyle joints
from 10 young mature or adult horses (4-10 years). Healthy cartilage samples were cut into small
slices (approximatively 1-2 mm thickness, and 4-6 mm in diameter), and chondrocytes were
isolated by sequential digestion for 45 minutes at 37°C with 2 mg/ml of protease from
Streptomyces griseus type XIV (Sigma-Aldrich), and then overnight at 37°C with 2 mg/ml of type |
collagenase from Clostridium histolyticum (Thermofisher). Both were prepared with high glucose
(4,5 g/L) Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM). The cell suspension was filtered through a
70 uM mesh nylon membrane, centrifuged, counted with trypan blue for viability evaluation,
seeded in plastic vessels at a density of 2.104 cells/cm?2, and cultured in DMEM supplemented with
10% fetal bovine serum (FBS) (Thermofisher), 100 IU/ml of penicillin, 100 pg/ml of streptomycin,
and 0.25 pg/ml of Fungizone, in an atmosphere of 5% CO:2 at 37°C. During expansion, the medium
was changed twice a week. For cell passages, at 90% of confluence, chondrocytes were harvested
by trypsinization with 0.05% trypsin/1 mM EDTA (Thermofisher), counted with trypan blue for
viability evaluation, and seeded again at 2.104 cells/cm? for the next passage.

b. eACs dedifferentiation.

eACs were amplified during 11 passages (P0-P11). For each loe N. — log N
passage, at 90% of confluency, one cell culture flask was harvested for & - _ 08T~ 08

protein or RNA extraction and the other for viability evaluation and cell At log2 XAt
counting. Equations used for doubling time determination was described 1
by Martin Clynes (Clynes, 1996)%: time between two passages (h); No: 9=%

initial cells number; N:: cells number at the harvest ; n: number of cells
generation during; k: generation by time units; g: doubling time (h).
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c. Cryopreservation.

By contrast with human articular chondrocytes, the particularity of eAC lies in the possibility
of cryopreservation. All the chondrocytes banking were realized at PO or P1. After counting, cells
were centrifuged and suspended in cryopreserved medium (6 to 10.108 cells/ml) composed by
90% FBS and 10% dimethyl sulfoxide (Sigma-Aldrich). Freezing was performed using CoolCell
Cell Freezing Containers (Biocision) and stored in liquid nitrogen.

d. 3D inclusion and hypoxia cell culture.

After thawing, cells were amplified up to P2. For redifferentiation studies, chondrocytes at
P3 were included in scaffolds composed of native type | collagen (90-95%) and type Il collagen
(5—10%) from calf skin, manufactured by Symatése Biomatériaux (Chaponost, France). Scaffolds
were 2 mm thick and 5 mm in diameter. They were cross-linked using glutaraldehyde to increase
their stability and sterilized with B-radiation. Cell seeding into the collagen sponges was performed
by dropping 20 ul of the cell suspension on the scaffold (6.105 cells/scaffold) in 96-well culture
plates, dried for 1 h at 37°C under 5% CO., and incubated at 37°C under 5% CO2 for 16 h with 3D
medium composed by DMEM + 2% FBS + 50 pg/ml of L-Ascorbic acid 2-phosphate
sesquimagnesium salt hydrate (Sigma-Aldrich). The next day, scaffolds were transferred to 24-well
plates, in 3D medium (600 ul/scaffolds) pre-equilibrated to 3% O2 by bubbling, with or without 50
ng/mL of BMP-2 (rhBMP-2, inductOs, Wyeth Europa Ltd). This point established the day 0 (DO).
Cells were incubated in hypoxia (2-4% O3) at 37°C under 5% CO: for 7 days. Hypoxic cultures
were performed in Plas-Labs basic multi-station glove box (Sigma-Aldrich). The medium was
changed twice a week.

e. siRNA transfection and in silico analysis.

Design of siRNA was performed by Eurogentec service, and
matching was confirmed using NCBI-Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Sequences and
BLAST are represented in Fig. 5A and B and represented with CLC Sequence Viewer 7.7 software
(Qiagen). Mamalian siRNA duplexes negative control was used as no-target siRNA (Qiagen). eAC
were seeded into type l/lll collagen scaffolds as described earlier. At DO, eAC were transfected
with a mix (150 pl/scaffolds) of INTERFERin (Polyplus-transfection), OptiMEM (Thermofisher), and
small interfering RNA (siRNA) for 10 min at room temperature, according to the manufacturer’s
instructions. Quantities of 2, 5, 10, or 25 nM of siRNA were transfected. Then, the INTERFERIn
siRNA complex was slowly added to scaffolds disposed in 450 ul of 3D medium, pre-equilibrated to
3% O2 by bubbling, with or without 50 ng/mL of BMP-2. eAC were then cultured in hypoxia (2-4%
Oz2) for 7 days. The first medium change for siRNA medium elimination was performed two days
after transfection.

f. BRNA extraction and RTqPCR analysis.

Total RNA was extracted using Trizol Reagent according to the manufacturer’s instructions.
One microgram of RNA was reverse transcribed into cDNA using reverse transcriptase (MMLYV,
Thermofisher) and oligodT (Eurogentec). RTqPCR was performed on StepOnePlus Real-Time
system (Thermofisher) using Power SYBR Green PCR (Thermofisher). Sequences of the primers
used are listed in supplemental table 1B. B-actin gene (Actb) was used as an endogenous
reference gene. Relative gene expression was analyzed using the StepOnePlus software and
calculated using the 2—-AACT method or the standard curve method depending on the efficiency of
Actb amplification and each target gene, and expressed as the mean of triplicate samples
(Schmittgen et al., 2008)66,

g. Protein extraction and Western-blots.

After treatment, scaffolds containing cells were rinsed once with ice-cold DPBS (PAN-
Biotech), frozen, crushed and total proteins were extracted from cells using the RIPA-lysis buffer

128



with protease inhibitors. Protein concentration was assessed according to the Bradford colorimetric
assay (Bio-Rad). 15 ug of total proteins were separated into 10% polyacrylamide gels containing
0.1% SDS and transferred to a polyvinylidene difluoride membrane (PVDF) (Millipore). Unspecific
binding sites of the membrane were blocked with 10% non-fat milk powder in Tris-buffered saline
with 0.1% Tween (TBST) for 2 h. Membranes were incubated overnight at 4 °C with rabbit anti-
human type | collagen (Novotec), rabbit anti-human type Il collagen (Novotec), rabbit anti-human
type X collagen (Abcam), rabbit anti-human HTRA1 (Millipore), rabbit anti-human B-tubulin (Santa
Cruz Biotechnology), or rabbit anti-human GAPDH. The following day, membranes were washed
three times, followed by an incubation with HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG antibody (Jackson
Immunoresearch). Signals were visualized with the chemiluminescence method (ECL plus
Western-blotting detection reagent+, Santa Cruz Biotechnology) and developed on X-ray film
(Santa Cruz Biotechnology).

h. Statistical analysis.

All experiments were replicated with cells from different specimens. Values are reported as
means + SD or box plots. Statistical analyses were performed using the Mann-Whitney U-test or
unpaired T-test to determine significant differences between two groups. Because the siRNA effect
depends on the target basal expression of untreated control cases used for normalization, the
Wilcoxon signed-rank test or paired T-test were also used. All statistical analyses were done using
Prism v6 (Graphpad). The P-value of <0.05 was considered to be significant.
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7. Figure legends

Figure 1: Improvement of BMP-2 mediated MACI process based on RNA interference. MACI
is a tissue engineering method involving different parameters: a biomaterial, cells and exogenous
stimuli (growth factors and cellular microenvironment). To induce chondrocyte redifferentiation,
chondrocytes are cultured in 3D-Hypoxia conditions and treated with BMP-2. To counteract side
effects of BMP-2 mediated redifferentiation, RNA interference targeting Col1a1 and Htra1 can be
used to avoid fibrotic and catabolic evolution of the MACI process.

Figure 2: Equine articular chondrocytes become more proliferative and lose their specific
expression profile during dedifferentiation. Phase-contrast microscopy of primary chondrocytes
(A) and P3 chondrocytes (B) cultured in monolayers (magnification x10). eAC isolated from equine
cartilage were dedifferentiated during 11 passages in monolayer (n= 3). At each passage, doubling
times of eAC are determined (C) and relative mRNA expression of Col2a1, Col1al, Htral, Acan,
Col10a1, Mmp13, Sox9, Runx2 and Alpl (respectively D to L) were analyzed by RTqPCR.
Statistically significant differences are determined using the Mann Whitney test (*p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001). (M) Protein extracts were analyzed in Western-blots for type Il collagen versus
GAPDH. Representative blots are shown. Equine hyaline articular chondrocytes (eHAC) and
primary (P0) human articular chondrocytes (hAC) protein extracts show different levels of type Il
maturation forms such as type Il procollagen (pro), with only C- or N- terminal propeptides (Pc/Pn)
and the mature doubly cleaved form (mat). The weak signal of eHAC GAPDH is caused by the low
proportion of cells in native hyaline cartilage facing the global proteins content of this tissue.

Figure 3: eAC 3D culture in type Ul collagen sponges under hypoxia induces some
changes in the expression of cartilage markers of interest. After eAC dedifferentiation during 2
passages, cells were trypsinized and seeded in type I/lll collagen sponges. Cells were placed in
hypoxia during 7 days (3D Hypoxia). Cells were subjected to relative mRNA expression analysis by
RTgPCR and compared to P3 eAC cultured in monolayers in normoxia (2D). All the data are
normalized versus eAC seeded in sponges and arrested after 16h of incubation, and presented as
the relative expression of each gene. Box plots represent five independent experiments performed
in triplicate. Statistically significant differences are determined using the Mann Whitney test (*p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
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Figure 4: 3D culture, hypoxia and BMP-2 stimulation of eAC allow the expression recovery
of cartilage specific markers. After eAC dedifferentiation during 2 passages, cells were
trypsinized and seeded in type l/lll collagen sponges. Cells were incubated in hypoxia and treated
with BMP-2 (BMP-2) (50 ng/ml) or not (Ctrl) during 7 days. Relative mRNA amounts encoding
Col2atl (A), Acan (B), Col1atl (C), Htral (F), Col10a1 (G) were determined by RTqPCR. The
quality indexes of the neocartilage Col2a1/Col1at (D) and Acan/Col1a1 (E) are calculated. mRNA
extracts obtained from equine articular chondrocytes (eAC) released from cartilage after overnight
enzymatic digestion are used as controls. DO: Cells seeded in sponges and arrested after 16h of
incubation. All results are normalized versus eAC cultured in monolayer, and presented as the
relative expression of each gene. Box plots represent six independent experiments performed in
triplicate. Statistically significant differences are determined using the Mann Whitney test (*p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). (H) Protein extracts were analyzed in Western-blots for type Il, type
I, type X collagens, and HtrA1 versus GAPDH. Representative blots are shown (n = 5). Different
levels of type Il and type | collagen maturation forms are indicated such as type Il procollagen
(pro), with only C- or N- terminal propeptides (Pc/Pn) and the mature doubly cleaved form (mat).
The 64 kDa type X collagen band represent signal peptide cleaved form.

Figure 5: siRNA design and efficiency determination of Col1a1 siRNA. Sequence alignement
between Htra1l siRNA (A) or the three Col1a1 siRNA (B) and their respective mRNA target are
presented. XM_005602544: Predicted Equus caballus HtrA serine peptidase 1 (HTRA1), mRNA
NCBI reference sequence. XM_014736922: Predicted Equus caballus collagen, type I, alpha 1
(COL1A1), mRNA NCBI reference sequence. Software: CLC sequence viewer. After eAC
dedifferentiation during 2 passages, cells were trypsinized and seeded in type l/lll collagen
sponges. Cells were transfected by different concentrations of three Col1a? siRNA in hypoxia and
treated with BMP-2 (50 ng/ml) during 7 days (C). The relative expression of Colia’ mRNA was
determined by RTgPCR. Cells transfected with a negative control siRNA were used as control
(siCtrl). All the results are normalized against BMP-2 treated cells without transfection, and are
presented as the relative expression of each gene. The data represent three independent
experiments performed in triplicate. Statistically significant differences between siCtrl and siCol1at
transfected cells at the same siRNA concentration are determined using the unpaired (*p < 0.05,
**p <0.01, **p < 0.001) or the paired T-test (8p < 0.05, $8p < 0.01, §8p < 0.001).

Figure 6: RNA interference targeting Col1at is able to enhance transcriptome quality of
chondrocytes. After eAC dedifferentiation during 2 passages, cells were trypsinized and seeded
in type I/l collagen sponges. Cells were transfected by 5 nM of Col1a? siRNA (siCol1af) in
hypoxia and treated with BMP-2 (50 ng/ml) (BMP-2) or not (Ctrl) during 7 days. Relative mRNA
levels of Col1at1 (A), Col2a1 (B) and Acan (C) were determined by RTqQPCR. The quality indexes
of the neocartilage Col2a1/Col1a1 (D) and Acan/Col1a1 (E) are calculated. siCtrl represents cells
transfected with a negative control siRNA. All the data are normalized versus eAC cultured in
monolayer, and are presented as the relative expression of each gene. Box plots represent five
independent experiments performed in triplicate. Statistically significance differences are
determined using the Mann Whitney test (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) or the Wilcoxon
signed-rank test (Sp < 0.05, $§p < 0.01, $8p < 0.001).

Figure 7: Effects of RNA interference targeting Htral on the expression of this atypical
marker during chondrocyte redifferentiation. After eAC dedifferentiation during 2 passages,
cells were trypsinized and seeded in type /11l collagen sponges. Cells were transfected by 5 nM of
Htra1 siRNA (siHtra1) in hypoxia and treated with BMP-2 (50 ng/ml) (BMP-2) or not (Ctrl) during 7
days. Relative mRNA expression of Htral (A), Col1al (B), Col2al (C) and Acan (E) were
determined by RTqPCR. The quality indexes of the neocartilage Col2a1/Colial (D) and Acan/
Col1at1 (F) were also calculated. siCtrl represents cells transfected with a negative control siRNA.
All the results are normalized versus eAC cultured in monolayer, and presented as the relative
expression of each gene. Box plots represent five independent experiments performed in triplicate.
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Statistically significant differences are determined using the Mann Whitney test (*p < 0.05, **p <
0.01, *™*p < 0.001) or the Wilcoxon signed-rank test (8p < 0.05, §$p < 0.01, §§§p < 0.001).

Figure 8: RNA interference targeting Col1a1 and Htral is able to decrease the expression of
these atypical markers during chondrocyte redifferentiation. After eAC dedifferentiation during
2 passages, cells were trypsinized and seeded in type I/lll collagen sponges. Cells were
transfected by 5 nM of Col1a1 siRNA (siCol1) or Htra1l siRNA (siHt) in hypoxia and treated or not
with BMP-2 (50 ng/ml) during 7 days. siCtrl represents cells transfected with a negative control
siRNA. 2D : P3 eAC cultured in monolayer in normoxia. Protein extracts were analyzed by
Western-blots for type Il, type |, type X collagens, and HtrA1 versus GAPDH. Representative blots
are shown (n= 5). Different levels of type Il and type | collagens maturation forms are indicated
such as type |l procollagen (pro), with only C- or N- terminal propeptides (Pc/Pn) and the mature
doubly cleaved form (mat). The 64 kDa type X collagen band represents signal peptide cleaved
form.

Figure 9: RNA interference targeting Col1al and Htral induces changes in BMP-2 eAC
response. After eAC dedifferentiation during 2 passages, cells were trypsinized and seeded in
type I/lll collagen sponges. Cells were transfected by 5 nM of both Col1a? siRNA and Htra1 siRNA
(siRNAs) in hypoxia and treated with BMP-2 (50 ng/ml) during 7 days. Ctrl represents cells which
were not transfected and not treated by BMP-2. 2D represents P3 eAC cultured in monolayer in
normoxia. Relative mRNA amounts of Htra1 (A), Col1ial (B), Acan (C), Col2a1 (E), Col10a1 (G)
and Mmp13 (H) were determined by RTQPCR. The quality indexes of the neocartilage Acan/
Coltat (D) and Col2a1/Col1ial (F) are calculated. Box plots represent five independent
experiments performed in triplicate. Statistically significant differences are determined using the
Mann Whitney test (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) or the Wilcoxon signed-rank test (8p < 0.05,
§p < 0.01, $88p < 0.001). Protein extracts were analyzed in Western-blots for type Il, type |, type X
collagens, and HtrA1 versus GAPDH. Two representative blots are shown (n= 5) (I-J). Different
levels of type Il and type | collagen maturation forms are indicated such as type Il procollagen
(pro), with only C- or N- terminal propeptides (Pc/Pn) and the mature doubly cleaved form (mat).
The 64 kDa type X collagen band represents signal peptide cleaved form.

Figure 10: No benefit is detected in the Col2a1/Col1al and Acan/Col1a1 ratios during co-
transfection of both Col1a1-Htra1l siRNAs compared to the siCol1al alone. After eAC
dedifferentiation during 2 passages, cells were trypsinized and seeded in type I/lll collagen
sponges. Cells were placed in hypoxia and treated with BMP-2 (50 ng/ml) during 7 days. eAC were
transfected with siCol1a1, combination of siCol1a1 and siHtra1 (Both) or not transfected (- siRNA).
Relative mRNA amounts of Col1at (A), Hira1 (B), Col2a1 (C), and Acan (E) were determined by
RTqPCR. All the data are normalized versus eAC cultured in monolayer, and presented as the
relative expression of each gene. The quality indexes of the neocartilage Col2a1/Col1at (D) and
Acan/Col1a1 (F) are presented. Box plots represent five independent experiments performed in
triplicate. Statistically significant differences are determined using the Mann Whitney test (*p <
0.05, **p < 0.01, **p < 0.001).

8. Supplementary information

Figure S1: Total protein content after treatments. After eAC dedifferentiation during 2
passages, cells were trypsinized and seeded in type I/lll collagen sponges. Cells were transfected
or not by 5 nM of Col1at siRNA (siCol), Htra1 siRNA (siHt) or both ( Both) in hypoxia and treated
or not with BMP-2 (50 ng/ml) (+ BMP2) during 7 days. SiC represents the transfection of a
negative control siRNA. Total protein extracts were determined by the Bradford protein assay. Box
plots represent five independent experiments. Statistically significant differences were determined
using the Mann Whitney test (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).
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Figure S2: Effect of Col1a1 siRNA on Col2a1 and Htra1. Relative amounts of Col2a1 and Htra1
mRNA were determined by RTqPCR. Cells transfected with a negative control sSiRNA were used as
control (siCtrl). All the results are normalized versus BMP-2 treated cells without transfection, and
presented as the relative expression of each gene. Box plots represent three independent
experiments performed in ftriplicate. Statistically significant differences between siCtrl and
transfected cells at the same siRNA concentration were determined using the Unpaired (*p < 0.05,
**p <0.01, ***p < 0.001) or the paired T-test (8p < 0.05, $8p < 0.01, §88p < 0.001).

Figure S3: Linear representation of siCol1a1 effects on its target. After eAC dedifferentiation
during 2 passages, cells were trypsinized and seeded in type l/lll collagen sponges. Cells were
transfected with 5 nM of Col1a1 siRNA (siCol1at) in hypoxia and treated with BMP-2 (50 ng/ml)
(BMP-2) or not (Ctrl) during 7 days. Relative mRNA levels of Col1a1 were determined by RTqPCR.
siCtrl represents cells transfected with a negative control siRNA. All the data are normalized versus
eAC cultured in monolayer in normoxia, and presented as the relative expression of each gene.
Box plots represent five independent experiments performed in triplicate. Statistically significant
differences were determined using the Mann Whitney test (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) or
the Wilcoxon signed-rank test (8p < 0.05, $8p < 0.01, §88p < 0.001).

Figure S4: Hira1l and Mmp13 mRNA expression during RNA interference targeting Col1a1.
After eAC dedifferentiation during 2 passages, cells were trypsinized and seeded in type Il
collagen sponges. Cells were transfected by 5 nM of Col1at siRNA (siCol1a1) in hypoxia and
treated with BMP-2 (50 ng/ml) (BMP-2) or not (Ctrl) during 7 days. Relative mRNA of Htra1 and
Mmp13 were determined. siCtrl represents cells transfected with a negative control siRNA. All the
results are normalized with eAC cultured in monolayer in normoxia, and presented as the relative
expression of each gene. Box plots represent five independent experiments performed in triplicate.
Statistically significant differences were determined using the Mann Whitney test (*p < 0.05, **p <
0.01, **p < 0.001) or the Wilcoxon signed-rank test (Sp < 0.05, $§p < 0.01, §8p < 0.001). Only the
Mann Whitney test gives some significance.

Figure S5: Mmp13 mRNA expression during RNA interference targeting Htral. After eAC
dedifferentiation during 2 passages, cells were trypsinized and seeded in type I/lll collagen
sponges. Cells were transfected by 5 nM of Col1a1 siRNA (siCol1a1) in hypoxia and treated with
BMP-2 (50 ng/ml) (BMP-2) or not (Ctrl) during 7 days. Relative mRNA amounts of Htral and
Mmp13 were determined. siCtrl represents cells transfected with a negative control siRNA. All the
results were normalized versus eAC cultured in monolayer in normoxia, and presented as the
relative expression of each gene. Box plots represent five independent experiments performed in
triplicate. Statistically significant differences were determined using the Mann Whitney test (*p <
0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001) or the Wilcoxon signed-rank test (§p < 0.05, $8p < 0.01, $88p < 0.001).

Figure S6: RNA interference targeting Col/1a1 and Htral mRNA: Over-inhibition of Htral by
the siHtra1 treatment. After eAC dedifferentiation during 2 passages, cells were trypsinized and
seeded in type I/lll collagen sponges. Cells were transfected by 5 nM of Col1a1 siRNA (siCol1) or
Htra1l siBRNA (siHt) in hypoxia and treated or not with BMP-2 (50 ng/ml) during 7 days. siCitrl
represents cells transfected with a negative control siRNA. 2D : P3 eAC cultured in monolayer in
normoxia. Protein extracts were analyzed in Western-blots for type I, type |, type X collagens, and
HtrA1 versus GAPDH. Representative blots are shown (n = 5). Different levels of type Il and type |
collagen maturation forms are indicated such as type |l procollagen (pro), with only C- or N-
terminal propeptides (Pc/Pn) and the mature doubly cleaved form (mat). The 64 kDa type X
collagen band represents signal peptide cleaved form.
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Figure S7: siRNA Effectiveness is correlated with RNA target secondary structure
prediction. mRNA secondary structure predictions were determined in silico using ViennaRNA
Package 2.0 (Lorenz et al., 201153) with the minimum free energy prediction model. Sequence
alignement between Htra1 siRNA (A) or the three Col1a1 siRNA (B) and their respective mRNA
target. XM_005602544: Predicted Equus caballus HtrA serine peptidase 1 (HTRA1), mRNA NCBI
reference sequence. XM_014736922: Predicted Equus caballus collagen, type |, alpha 1
(COL1A1), mRNA NCBI reference sequence. Software : CLC sequence viewer. The coloring of
nucleotide is provided automatically by forna only software according to the type of structural
element they are in (i.e. stem, interior, hairpin, multi or exterior loop).

Figure S8: Correlation between Htra1l and Mmp13 mRNA amounts under BMP-2 and siHtra1
treatments. After eAC dedifferentiation during 2 passages, cells were trypsinized and seeded in
type /1l collagen sponges in hypoxia and treated with BMP-2 (50 ng/ml) (BMP-2) or not (Ctrl)
during 7 days (A, C). During the culture, some cells were transfected or not with 5 nM of Htrat
siRNA (siHtra1) (B, D). Relative mRNA of Htra1 (A, B) and Mmp13 (C, D) were determined by
RTqPCR. Ctrl in panels C and D represent cells transfected with a negative control siRNA. All the
results are normalized with eAC cultured in monolayer in normoxia, and presented as the relative
expression of each gene. Box plots represent five independent experiments performed in triplicate.
Statistically significant differences were determined using the Mann Whitney test (*p < 0.05, **p <
0.01, ***p < 0.001).

Table S1: Sequences list. A: siRNA sequences used. B: Oligonucleotides used in RTqPCR
experiments.
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Figure 5
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Figure 11
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Figure 2S
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Figure 6S
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Figure 7S
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C. Conclusion de ’article.

Cette premiere étude a montré une transposition possible du protocole de redifférenciation
€élaboré chez 'Homme vers le cheval. Les similarités biologiques entre les deux modeles se sont
avérées importantes au niveau cellulaire et ont pu permettre de valider un effet de la BMP-2
humaine sur le recouvrement de la synthése de MEC chez les chondrocytes équins dédifférenciés.

Par ailleurs, le phénoméne de dédifférenciation décrit chez ’'Homme et faisant perdre cette
synthese de MEC a été vérifié chez les chondrocytes équins méme issus de sujets jeunes.
Néanmoins, a la différence des études avec les cellules humaines, aucune sénescence cellulaire
n’a pu étre observée lors de I'amplification des chondrocytes articulaires équins et ceci jusqu’au
passage 16. Une autre particularité des chondrocytes articulaires équins (CAE) a été la possibilité
de cryoconservation, impossible chez nos cellules humaines issues de sujets agés. Cette capacité
d’amplification et de cryoconservation augmentent énormément les possibilités d'application de la
MACI chez le modele équin. Néanmoins, cette forte prolifération des CAE semble se faire au
détriment de l'activité de synthése de MEC. Malgré les forts taux d’ARNm des marqueurs du
cartilage induits par I'action de la BMP-2, une augmentation de la quantité de CAE ensemencés en
éponge a été nécessaire afin d’obtenir une MEC substantielle au niveau protéique.

Malgré les fortes similarités entre les deux modéles, ces premiers constats ont également
montré des différences biologiques nous obligeant a ajuster nos protocoles. C’est notamment le
cas pour I'application de la stratégie d’interférence par ’ARN. En effet, les forts taux d’expression
de collagéne de type | par les CAE sous l'effet de la BMP-2, conjugué aux homologies entre
Col1a1 et Col2a1, ont nécessité un fort investissement dans le « design » et le test des siRNA
dirigés contre cette cible. Ce fort investissement matériel et humain a permis d’augmenter la
précision et I'efficacité de la stratégie d’interférence par ’ARN et s’est révélée fructueuse. En effet,
cette efficacité a permis une augmentation de la qualité de la MEC exprimée par le chondrocyte en
maximisant la proportion de collagéne de type II.

D'un autre c6té, alors que la stratégie d’interférence par I’ARN ciblant HTRAT1 chez
’Homme s’est montrée efficace, cette derniere ne semble plus pertinente en ce qui concerne les
CAE de cette étude. En effet, malgré l'efficacité de l'interférence d’Htra1, cette derniére ne permet
pas l'augmentation de la qualité ou de la synthese de la MEC par les CAE. De plus, cette
interférence semble induire une hétérogénéité de

réponse des CAE face a la BMP-2 rendant cette o7 D10
stratégie de redifférenciation moins robuste. De plus, DO Cil BMP2 Ctl BMP2

les résultats ont montré une importante inhibition Pro— om0
d’Htra1 sous l'effet de la BMP-2 (également observée GOl pumn_ J‘g’"‘ L <o
chez les ostéocytes). Cette derniére observation fait IV I s <5108
perdre la nécessité d'inhibition d’Htral de facon oo T e
exogene. Néanmoins, l'adversité de réponse face a Coll "= s R SC T
nos attentes de la stratégie d'interférence d’Htral, o5 x x= " *72100

souléve la possibilité d’un réle plus complexe d’Htrat,
non décrit dans la littérature, chez le chondrocyte. Ce  HTRAI1
rGle pourrait confirmer I'implication d’Htral dans le
phénotypes cellulaires décrit elors du phénomene
d’ossification endochondrale. Figure Complémentaire 1 : Les CAE expriment
une MEC composée de collagéne de type I
Des limites semblent persister a I'issue de ces  lors d’une culture de 10 jours. )
travaux. En effet, méme si linhibition de collagéne de 69 SAE sont cultivés durant 10 jours Ao
type | est conséquente, elle ne suffit pas a abolir S_a Les cellgles sont ¥r21itées ou nonypr))ar la BMP-°2 (52>0
présence au sein de la MEC. Cette technologie q/mi) dans du milieu de culture en 3D. L'analyse
semble toucher ses limites lorsqu’il s'agit d'une de I'expression de collagénes de types II, | et X

expression aussi importante. ainsi que d’Htral et de Gapdh est réalisée par
Western-blot.

-———-— - <« 55 kDa

GAPDH e A G A S <35k
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D'autre part, méme si nous avons observé qu’il était
possible de cultiver les chondrocytes durant 10 jours en
hypoxie en culture 3D , il s’est avéré
difficile de les maintenir en culture au dela de 14 jours. Dans
le cadre d’'une thérapie par MACI, les cellules n’ont pas pour
vocation a subir une culture sur le long terme. Néanmoins, ces
derniers résultats indiquent que cette méthode de culture ne
semble pas adaptée a la génération d'un substitut
cartilagineux lors de longues cultures ex vivo. Seule
I'application d’'une culture a haute densité de CAE sous forme
de micromasse générée par centrifugation en tubes coniques
a permis de cultiver les cellules durant 21J

. Ce dernier modéle de culture a montré la
présence d’'une MEC sulfatée révélée par le bleu alcian aprés
coloration sur coupe histologique. Néanmoins, il a été constaté
une proportion de cellules anormalement élevée au sein du
cartilage néosynthétisé et sensiblement différente de la
proportion de cellules au sein d’un cartilage natif sain.

Il nN’en demeure pas moins que cette étude a permis de
mettre au point un protocole de génération de tissu
cartilagineux a partir de CAE dédifférenciés. Ces derniers, au

Figure Complémentaire 2 : Les CAE
expriment une MEC sulfatée lors
d’une culture 3D en micro-masse
aprés 21 jours.

Les CAE sont cultivés durant 21 jours
en micro-masse générée par
centrifugation a haute densité
cellulaire sous traitement par la BMP-2
(50 ng/ml). Apres fixation et coupe au
microtome en paraffine les sections
sont colores par le bleu alcian et
contre-colorées par le rouge nucléaire.
(Grossissement x20).

bout de 7 jours, expriment une « MEC-hyaline like » a la différence des CAE dédifférenciés,
utilisés a I'heure actuelle en essais cliniques chez le cheval. Ce protocole pourrait, a I'image de
I’'Homme, représenter un « gold standard » pour les stratégies de MACI entreprises chez le cheval.
Appliquée in vivo chez le modéle équin, cette MACI pourrait représenter une preuve de concept
ainsi que des premiers essais cliniques chez le modéle gros animal et permettre une passerelle
vers des essais pré-cliniques chez 'Homme. Pour autant, cette stratégie reste limitante par
'aspect invasif du prélévement de chondrocytes ainsi que par la nécessité d’'une importante

quantité de cellules nécessaire a son application.
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. Major differences in the intrinsic chondrogenic
potential of equine umbilical cord matrix and
umbilical cord blood mesenchymal stromal
stem cells: Comparison of MSC sources for
the use in cartilage regeneration.
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A. Obijectifs de l'article : a la recherche de types cellulaires
alternatifs pour I'ingénierie tissulaire du cartilage.

Au regard des limites observées par la communauté scientifique et vérifiées lors de la
premiére étude sur les chondrocytes, les technologies d’ingénierie tissulaire du cartilage se sont
orientées vers la recherche de sources cellulaires alternatives. A I'heure actuelle, les CSM
représentent des sources cellulaires dont le potentiel thérapeutique est prometteur et dont les
contraintes éthiques et technologiques sont plus souples. Parmi les différentes sources de CSMs,
les cellules issues de cordon ombilical permettent un isolement cellulaire dépourvu de toute
intervention chirurgicale, a la difféerences des CSM-MO et CSM-TA. Ces cellules sont également
décrites comme possédant un potentiel de prolifération accro ainsi qu’une capacité a se
différencier en cellules spécialisées issues des 3 feuillets embryonnaires, et notamment en
chondrocytes.

Dans le cadre de leur utilisation en thérapie cellulaire ou tissulaire, le cordon ombilical peut
étre récupéré a la naissance du poulain sans aucun risque pour ce dernier et apporte ainsi un
avantage éthique a cette intervention. Les CSM issues de cordon ombilical peuvent étre isolées a
partir du sang de cordon ombilical ou a partir de la matrice du cordon comme la gelée de Wharton.
Elles peuvent alors étre caractérisées, amplifiées, puis stockées afin d’obtenir une banque
cellulaire capable d’étre mobilisée dans le but de traiter différentes affections. Dans l'industrie
vétérinaire, elles ont le plus souvent pour vocation a étre utilisées dans le cadre d’injections au
stade indifférencié afin de tirer partie de leurs propriétés immunomodulatrices pour traiter les
affections locomotrices et I'inflammation.

Concernant I'ingénierie tissulaire, c'est la plasticité cellulaire des CSM qui est mise en jeu.
Au sujet des CSM adultes, les CSM-MO montrent un intérét certain pour la génération de cartilage
in vitro par leur forte capacité de synthése de MEC spécifique du cartilage. En ce qui concerne les
CSM néonatales, moins étudiées, la conclusion semble plus subtile étant donné la diversité des
résultats obtenus avec les différentes sources dont elles peuvent étre issues.
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L'utilisation d’'un type de CSM a des fins de thérapie tissulaire impose un choix entre la
disponibilité de la source et son potentiel thérapeutique.

Cette deuxieme étude se consacre a ce dernier aspect dans le cadre de l'ingénierie
tissulaire du cartilage. Afin d’évaluer le potentiel thérapeutique des CSM issues de SPL et de GW,
les deux types de CSM néonatales ont été caractérisés selon les recommandations de I'lSCT et
différenciés en chondrocytes afin d’évaluer leur capacité a générer un tissu cartilagineux. Les
données ont alors été comparées entre ces deux types cellulaires. Limplication de I'’hypoxie
n‘ayant pas été démontrée pour la différenciation chondrogénique pour ces deux types de sources,
ce parametre a également été étudié pour la différenciation des CSMs.

Outre la volonté de mettre en évidence l'intérét thérapeutique de ces CSM néonatales,
c’est le concept méme de cellule souche qui a été abordé dans cette étude. En considérant qu’une
hétérogénéité biologique puisse exister parmi les différentes sources de CSM, cette derniére serait
alors un facteur prépondérant a prendre en compte dans [I’élaboration d’une stratégie
thérapeutique utilisant ces cellules dans les modeles mammiféres.

B. Deuxieme article.

1. Abstract.

Menschymal stem/stromal cells (MSCs) can be isolated from various tissues. Neonatal
MSCs, which are harvested from umbilical cord by a non-invasive procedure are a promising
source of cells for regenerative medicine. Umbilical cord blood MSCs (UCB-MSCs) and umbilical
cord matrix MSCs (UCM-MSCs) have chondrogenic potential and are, therefore, a possible
alternative source of cells for cartilage tissue engineering in both horses and humans. However,
MSC sources are heterogeneous, and we therefore need to compare the chondrogenic potential of
UCB-MSCs and UCM-MSCs to determine which would be the best source of MSCs for cartilage
tissue engineering. We isolated and characterized equine UCB-MSCs and UCM-MSCs, and then
evaluated their proliferation, immunomodulatory character and multipotency. We then induced the
chondrogenic differentiation of UCB-MSCs and UCM-MSCs by incubating them with 3D collagen
type /11l scaffolds, in the presence of BMP-2 and TGF-B1 in cultures maintained under normoxia or
controlled hypoxia. We carried out an exhaustive characterization of the extracellular matrix
generated by both these two types of MSCs after the induction of chondrogenesis, by evaluating
hyaline cartilage, hypertrophic and osteogenic markers. Large differences in cell proliferation,
immunomodulation characteristics, chondrogenic potential and hypoxia sensitivity were observed
between these two neonatal sources of MSCs. UCB-MSCs differentiated into chondrocytes and
express an abundant, dense and a hyaline-like cartilage matrix. By contrast, despite their
expression of cartilage markers, UCM-MSCs failed to differentiate fully into chondrocytes. The two
types of MSCs also displayed intrinsic differences. Our results suggest that UCB-MSCs should be
preferred for horse cartilage tissue engineering and highlight the need to take differences between
MSC sources into account in regenerative medicine strategies.

Keywords: Horse, mesenchymal stem cells, umbilical cord blood, umbilical cord matrix,
chondrocytes, cartilage engineering, osteoarthritis, chondral defects, chondrogenesis, extracellular
matrix.

Running head: Differential chondrogenic potential between UCM-MSCs and UCB-MSCs.
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2. Introduction

Mesenchymal stem/stromal cells (MSCs) are an attractive source of stem cells for
regenerative medicine, due to their plasticity, trophic factors secretion and immunomodulatory
properties (Uccelli et al., 2008)'. Considerable effort and financial resources have been invested in
research into MSCs, their clinical use and industrial production. Bone marrow MSCs (BM-MSCs)
and adipose-derived MSCs (AD-MSCs) are the most frequently investigated sources of MSCs.
However, the use of adult MSCs is limited by the need for invasive procedures to collect the cells,
together with their lower proliferation potential, poor isolation and success rates, intrinsic and
extrinsic factors, and the impact of aging on their biological properties (Choudhery et al., 2014)2
( Stolzing et al., 2008)3 (Mareschi et al., 2006)4.

MSCs can be isolated from various tissues, including bone marrow, adipose tissue, dental
pulp, synovial membrane, skeletal muscle, lung and kidney (Mafi ef al., 2011)> (Chamberlain et al.,
2007)8 ( Huang et al., 2009)’. Since the turn of the century, MSCs have been harvested from
various umbilical cord compartments (McGuckin et al., 2005)8 (Mitchell et al., 2003)°. These
neonatal MSCs have several advantages over adult MSCs: the procurement procedure is painless
and noninvasive, and these cells have a higher proliferation capacity than adult MSCs (Kern et al.,
2006)'9. Moreover, neonatal MSCs seem to express pluripotent markers and do not display the
same effects of aging observed in cells from adult donors (Carlin et al., 2006)'". The absence of
ethical constraints and the considerable potential of neonatal MSCs for expansion have thus raised
new hopes for the development of stem cell therapies, with the possibility of industrialization in
good manufacturing practices (GMP) conditions (Nekanti et al., 2010)'2.

Neonatal MSCs are mostly isolated from umbilical cord blood (UCB-MSCs) and umbilical
cord matrix (UCM-MSCs), commonly referred to as “Wharton’s jelly”. Both types of MSCs meet the
standards recommended by the International Society of Cellular Therapy (ISCT) for MSCs (Horwitz
et al, 2005)3 (Krampera et al, 2013)'. Neonatal MSCs have a high adhesion capacity in
monolayer cultures and they express a panel of characteristic cell-surface markers. They are
capable of self-renewal, present immunomodulatory properties, provide feeder support by
secreting trophic factors, and can be committed to various lineages, through osteoblastic,
chondrogenic or adipogenic differentiation, for example (Troyer & Weiss., 2008)'> (Zhang et al.,
2011)'6 (El Omar et al., 2014)'7.

The ISCT standards result mostly from the characterization of BM-MSCs. They are based
on the establishment of benchmarks by scientific consensus, to facilitate investigations on bona
fide MSCs (Dominici et al., 2006)'8. However, there is some controversy over the concept of
“MSCs” due to ambiguities about their origin during development, heterogeneity within and
between the isolated cell populations, and biological variability between different sources (Bianco
et al., 2013)19 (Pevsner-Fischer et al., 2011)20 (Russell et al., 2010)2'. The indiscriminate use of
different sources of umbilical cord MSCs may, therefore, affect therapeutic efficiency (Samsonraj et
al., 2015)?2, in both human and veterinary medicine, the major markets for MSCs (Millard & Fisk,
2013)28 (Schnabel et al., 2013)2%. These differences are illustrated by the differences in
chondrogenic potential between UCB-MSCs and UCM-MSCs.

It is widely accepted that UCB-MSCs and UCM-MSCs can differentiate into chondrocytes,
but this lineage has mostly been investigated with a view to determining whether it meets ISCT
standards. The minimal validation criteria are respected, but only a few studies have focused on
the real mechanisms of chondrogenesis and the processes occurring in such cells. Nevertheless,
the use of MSCs for chondrogenesis is an area of particular interest, due to its potential for
cartilage repair (Ringe et al.,, 2012)25. Indeed, the ex vivo generation of a biological neocartilage
substitute from MSCs is a potentially attractive alternative to matrix-induced articular chondrocyte
implantation (MACI), which is subject to several limitations, for cartilage tissue engineering (Makris
et al., 2015)26,
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Chondrogenesis is a multiparametric differentiation process dependent on the cellular
microenvironment (Demoor et al.,, 2014)27. The commitment of cells to this lineage requires
particular cell conditions and development of the chondrogenic lineage is closely related to
hypertrophic chondrocyte maturation and osteogenesis, as during endochondral ossification in
embryonic development (Yang et al, 2014)%%. Indeed, the differentiation of MSCs into
chrondrocytes is dependent on the presence of a three-dimensional (3D) environment (Ghone et
al., 2012)29, the stimulation of MSCs with particular chondrogenic factors and culture conditions
(Handorf & Li, 2014)%0. Furthermore, BM-MSCs chondrogenesis has been shown to be regulated
by hypoxia, through the inhibition of chondrocyte hypertrophy and terminal differentiation (Lee et
al., 2013)31. The production of chondrocytes is a complex process requiring the extensive analysis
of specific and non-characteristic markers, due to similarities between the structure of the hyaline
cartilage extracellular matrix (ECM) and other analogous structures, such as hypertrophic cartilage
ECM, fibrous cartilage and mineralized tissues. Specific molecular analyses are required to
evaluate the biological quality and functional properties of cartilage synthesized ex vivo.

The evaluation of chondrogenic potential is often neglected or even excluded when
characterizing UCB- and UCM-MSCs, due to the need to test other characteristics (Kern et al.,
2006)1° ( Karahuseyinoglu et al., 2007)32 (Reed & Johnson, 2008)33 (Lee et al., 2015)34.

We have shown that human UCB-MSCs in three-dimensional cultures in type I/1ll collagen
sponges in the presence of TGF-B1 and BMP-2 can generate a hyaline-like extracellular matrix of
potential value for tissue engineering (Gomez-Leduc et al., 2016)%5. These findings are consistent
with those of a previous report by Zhang et al. (Zhang et al., 2011)'6. Like other sources of MSCs,
UCM-MSCs, are considered to be an alternative source of cells for cartilage tissue engineering
because of their stemness characteristics and chondrogenic potential. Recent studies have
provided proof-of-concept for the use of UCM-MSCs in cartilage tissue engineering (Klontzas et al.,
2015)36 (Pereira et al., 2015)37 (Fong et al., 2011)38 (Nirmal & Nair, 2013)3° (Tanthaisong et al.,
2017)40, However, little is known about the functional quality of these cells and precise nature of
the molecular components of the cartilage-like ECM expressed by the UCM-MSCs after
chondrogenesis. Moreover, published findings have highlighted discrepancies in the reported
chondrogenic potential of UCM-MSCs in both humans and horses (Wang et al.,2009)*! (Islam et
al., 2016)*2 (Burk et al., 2013)43.

Most MSC-based therapies in any pathological context involve the unrestricted use of
MSCs from any source, but this leads to highly heterogeneous results. It is therefore important to
decipher the mechanisms rendering particular sources of MSCs suitable for specific therapeutic
applications. In this context, the purpose of this study was to determine whether UCB-MSCs or
UCM-MSCs were better sources of cells for substitute cartilage generation and tissue engineering
in a mammalian model.

We used the horse UCM-MSCs and UCB-MSCs commercially available for use in
veterinary medicine, to evaluate the potential of neonatal MSCs for chondrogenesis in the context
of MSC-based treatments. We first checked the ISCT standards and compared the results
obtained between the two types of cells. To this end, we used a standardized chondrogenic
differentiation process based on 3D cell culture in collagen type I/1ll scaffolds and TGF-B1-BMP-2
stimulation for chondrogenesis from UCM-MSCs and UCB-MSCs. We analyzed, for the first time,
the effect of oxygenation conditions on chondrogenesis from these neonatal MSCs and on lineage
commitment.
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3. Results

a. UCM-MSCs are characterized by high proliferation and long-
term amplification potentials

We evaluated the proliferation potential of UCM-MSCs and UCB-MSCs, by amplification
over 15 passages. The expansion of these populations was compared with that of AD-MSCs.
Morphological analysis of the MSCs showed a typical fibroblast-like appearance . UCM-
MSCs had a proliferation potential similar to that of AD-MSCs obtained from young mature and
adult horses (4-10 years) . UCM-MSCs grew more rapidly than UCB-MSCs when
the cells were amplified over more than seven passages . Only two samples of UCB-
MSCs expanded during at least seven passages. The proliferation of AD-MSCs seemed to decline
after nine passages, whereas most UCM-MSC samples displayed amplification over 14 passages.
Indeed, UCM-MSCs were found to have the highest growth rates of any of the MSC sources
tested.

b. IEN- stimulation induces changes in the transcriptomic profiles
of UCM-MSCs and UCB-MSCs

The immunomodulation mediated by MSCs is illustrated by the change in the phenotype of
these cells in response to the inflammatory microenvironment We evaluated the response of MSCs
to IFN- stimulation, by analyzing the expression of genes encoding immunomodulatory and trophic
markers . Sub-confluent neonatal MSCs were treated for 72 h with 50 ng/ml IFN- and
differences in transcript levels were evaluated by RT-gPCR. The IFN- responses of UCM-MSCs
and UCB-MSCs were compared with those of BM-MSCs and AD-MSCs.

Steady-state transcript levels differed between MSC sources . The expression of
Tsg6, and Cd80 was weaker in BM-MSCs than in other MSCs, whereas Hgf and Kgf were more
strongly expressed in this MSC source than in other sources of MSCs. Cd86 expression was
downregulated in UCM-MSCs, whereas Cd80 seemed to be more strongly expressed in these
cells than in other types of MSCs . This finding seems to be consistent with of the higher levels of
MHC-1 in the membrane of UCM-MSCs than in that of UCB-MSCs (4-fold difference)
Expression levels for B2m, Cd40 and Kgf were lowest in UCB-MSCs.

IFN- stimulation affected the expression of at least four transcripts in each type of source
MSC, associated with a change of phenotype in all source MSCs, potentially useful as a signature
of immunomodulatory properties . An overall increase in expression following IFN-
treatment was observed for Ido1, B2m and Cd40. By contrast, Tgfb1 and Tsg6 transcript levels
decreased after IFN- stimulation, in each of the samples. The modulation of gene expression was
principally based on the upregulation of Ido1 and iNos. However, UCM-MSCs had low basal levels
of expression of the immunosuppressive enzyme gene iNos, and they displayed no modulation of
the expression of this gene. In both neonatal sources of MSCs, IFN- priming led to the induction of
MHC-1 and MHC-2. However, the mean percentage of MHC-2+ cells after treatment was lower for
UCB-MSCs than for UCM-MSCs (61% for UCB-MSCs versus 92% for UCM-MSCs).

There was no clear difference in IFN- response between adult and neonatal MSCs.
However, our findings indicate that the phenotypic change was greatest for UCB-MSCs, in which
the expression of eight genes was modulated (versus 6 for AD-MSCs, and 4 for BM-MSCs and
UCM-MSCs) in addition to MHC-1 and MHC-2. However, UCB-MSCs are more heterogeneous
than the other sources of MSCs.
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c. Evaluation of the multipotency potential of neonatal MSCs

The multipotency of UCM-MSCs and UCB-MSCs was assessed by inducing differentiation
into adipocytes, osteoblasts and chondrocytes in monolayer cultures in specific differentiation
media . Both sets of cells displayed commitment to the adipogenic lineage only if exposed
to adipogenic medium containing 10% rabbit serum. The rapid production of large numbers of lipid
droplets was observed on QOil Red O staining after 17 days. Alizarin red S staining was used to
detect calcium phosphate deposits after 21 days of osteogenic differentiation. The culture of UCB-
MSCs in osteogenic medium resulted in cell death after 14 days, accounting for the heterogeneous
staining of the cell layer. Alcian blue staining was observed for both sources of neonatal MSCs
after 21 days of differentiation. UCB-MSCs seemed to aggregate and express sulfated extracellular
matrix, whereas staining was more intracellular for UCM-MSCs.

d. Strong expression of cartilage-specific markers after
chondrogenic differentiation for UCB-MSCs, but not for UCM-
MSCs

We evaluated the potential of UCM-MSCs and UCB-MSCs for applications in cartilage
tissue engineering, by using neonatal MSCs to seed type l/lll collagen scaffolds, and culturing
them in ICM supplemented with BMP-2 (50 ng/ml) and TGF-B1 (10 ng/ml) (BT) for the induction of
chondrogenesis, which was evaluated after 28 days of incubation. After chondrogenic
differentiation, the biological substitute derived from UCM-MSCs had a contracted appearance,
whereas the UCB-MSCs produced a hydrated, nacreous tissue resembling cartilage

We then focused on the quality of the de novo synthesized ECM in the biological substitute
produced by the MSCs from the two sources. We compared cells treated with BMP-2 and TGF-31
to untreated cells (ICM conditions) and primary cultures of chondrocytes harvested from adult
cartilage tissue for mRNA analysis, or equine cartilage for protein analysis.

Transcript analyses for UCM-MSCs and UCB-MSCs treated with BT revealed large
differences in gene expression at 28 days . UCB-MSCs displayed strongly induced
expression of the chondrocyte markers Col2a1, Acan and Sox9 relative to ICM conditions (1043-
fold, 72-fold and 3-fold induction, respectively). The expression levels of these phenotypic markers
were similar in eAC-PO and UCB-MSCs. By contrast, a moderate induction of Acan expression
was observed in UCM-MSCs treated with BT relative to ICM conditions (13-fold induction).
However, Acan levels remained lower than those in adult cartilage. The functional Col2a1/Col1a1
ratio was increased by BT treatment, in both types of neonatal MSCs. However, this ratio was
similar to that for eAC-P0 only for UCB-MSCs exposed to BT.

For chondrocyte hypertrophic markers, we found that Mmp13 was downregulated in both
types of MSCs under BT treatment relative to that observed in ICM conditions, whereas relative
Col10a1 mRNA levels were unaffected by the experimental conditions.

We paid particular attention to the expression of osteogenic markers, to evaluate the
various lineages induced by the BT treatment of UCM-MSCs. Exposure to chondrogenic factors
induced an increase in relative mRNA levels for Alp/in UCM-MSCs and UCB-MSCs relative to ICM
conditions (6-fold and 205-fold induction, respectively). Interestingly, some of the genes
investigated had opposite responses to growth factor treatment in UCM-MSCs and UCB-MSCs.
This was the case, in particular, for Col1a1, Spp1 and Htra1, which were downregulated in UCM-
MSCs and upregulated in UCB-MSCs.

We ruled out the possibility of our differentiation protocol being the most suitable for the

induction of chondrogenesis in UCM-MSCs, by screening other chondrogenic conditions, growth
factors and commercial media. The data obtained did not differ markedly from those obtained with

157



our classical BT protocol for the induction of chondrogenic commitment in UCM-MSCs

An analysis of the time course of global changes in the expression of genes encoding
chondrogenic, osteogenic and hypertrophic markers was performed by RT-qPCR at 7, 14, 21 and
28 days. Major differences in expression profile following stimulation with BT were observed
between UCM-MSCs and UCB-MSCs . Chondrogenesis was effectively induced in UCB-
MSCs, shown by the early expression of characteristic markers of chondrocytes (i.e. Col2a1, Acan
and Sox9), whereas it was anecdotal in UCM-MSCs.

Western blots were performed to evaluate the protein levels for some of these markers
. Despite the observed lack of increase in relative levels of Col2a’ mRNA in response to BT
treatment in UCM-MSCs, the mature type Il collagen protein was detected after seven days of
incubation However, no further increase in the levels of this protein was observed in
subsequent days, right up until the end of BT stimulation, after 28 days of culture. UCM-MSCs
synthesized an immature form of type | collagen. BT treatment induced the maturation of this form,
but levels were nevertheless still lower than for ICM conditions after 28 days of culture. This effect
seems to depend on the culture of cells in ICM conditions rather than BT treatment
High levels of Htra1, which is involved in matrix mineralization (Tiaden et al,, 2012)*4, were
induced by 3D cell culture with or without BT treatment, throughout chondrogenic differentiation

High levels of ECM synthesis were induced by treatment of UCB-MSCs with chondrogenic

factors . This induction made it possible for use to load much smaller amounts of protein
extract onto SDS-PAGE gels (once sixth the amount) to evaluate more correctly signal differences
in the intensity The use of less than 2.5 yg UCB-MSCs protein for SDS-PAGE led to a

loss of the peroxidase signal for the antibodies analyzed. Type Il procollagen (Pro) was found to be
overexpressed after chondrocyte differentiation, on gels loaded with 2.5 pg protein. Type I
procollagen with C-terminal or N-terminal propeptide deletion (the Pc and Pn forms, respectively)
was also produced by UCB-MSCs treated with BT. Nevertheless, low levels of the mature form of
type Il collagen were detected. In parallel, high levels of type | collagen were observed. BT
treatment induced the maturation of this collagen isotype, as the amount of the procollagen form
seemed to decrease with treatment time, suggesting a likely blockade of type | collagen synthesis.
By contrast, Htra1 expression, which was induced by 3D culture, was inhibited by BT treatment in
UCB-MSCs, but not in UCM-MSCs. Chondrogenic medium induced higher levels of ECM
production in UCB-MSCs than in UCM-MSCs, as shown by SDS-PAGE for equal amounts of
protein. For both MSCs sources, no type X collagen has been detected .

e. UCB-MSCs express a hyaline-like cartilage ECM under BT
treatment, whereas UCM-MSCs do not

Neonatal MSCs cultured in chondrogenic medium for 28 days were stained with Alcian
blue, 0-safranin and Alizarin red S for histological analysis . Only UCB-MSCs displayed
strong dense ECM staining when treated with BT. This ECM seemed to consist of large amounts of
homogeneous sulfated proteoglycans. Very low levels of mineralization were observed in the UCB-
MSC matrix. Low levels of ECM synthesis were detected for UCM-MSCs after chondrogenic
stimulation, and not all samples displayed this ECM production. A tendency towards ECM
mineralization was observed in some UCM-MSCs samples, in both ICM and BT conditions, but
with considerable variability. The UCM-MSC response to BT treatment was clearly not
reproducible, with very weak Alcian blue staining in some cases.

f. UCB-MSCs and UCM-MSCs differ not only in chondrogenic
properties, but also in intrinsic characteristics

We further compared the two neonatal sources of MScs, by evaluating steady-state mRNA
levels and comparing them between strains, before and after BT treatment . There were
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large differences between undifferentiated UCM-MSCs and UCB-MSCs First, UCB-
MSCs displayed much stronger expression of chondrogenesis-specific markers than UCM-MSCs
(Col2al, Acan and Sox9). Second, Mcam, encoding the CD146 surface marker, was also more
strongly expressed in UCB-MSCs than in UCM-MSCs (8-fold difference). Third, Spp7 was more
strongly expressed in UCM-MSCs than in UCB-MSCs (55-fold difference, the only gene for which
this pattern of differential expression was observed). Finally, an analysis of steady-state mRNA
levels after 28 days of chondrogenic differentiation confirmed the stronger expression of
chondrogenic markers in UCB-MSCs than in UCM-MSCs. At the protein level and in a longitudinal
study , basal levels of type | and Il collagens differed between UCB-MSC samples.
Similar differences were observed for Sox9. In addition, UCM-MSCs samples contained less type Il
collagen than type | collagen. Consistent with the results of transcript analysis, osteocalcin protein
levels were much higher in UCM-MSCs than in UCB-MSCs. Another major difference between the
MSCs from these two different sources was the overexpression of the osteochondral transcription
factors Sox-9 and Runx-2 in UCB-MSCs

g.- Hypoxia induces a time-dependent effect on transcript
expression profile in UCM-MSCs and UCB-MSCs during
chondrogenesis induction

Hypoxia is known to affect the chondrogenic differentiation of BM-MSCs. We therefore
investigated this aspect during chondrogenesis from UCM-MSCs and UCB-MSCs. We induced cell
differentiation by treating cells in 3D culture with BT under conditions of normoxia or hypoxia.

After incubation of the cells for 28 days BT conditions, we used RTgPCR to evaluate the
transcript profile in both types of neonatal MSCs . Long-term culture in hypoxia during
differentiation had only a small impact on expression in UCM-MSCs and UCB-MSCs after 28 days
in BT conditions. Hira1 was the only gene displaying a significant modulation of expression by 28
days of hypoxia in UCM-MSCs, in BT conditions compared to BT in normoxia condition (5-fold
increase in hypoxia).

Given this mild influence, we investigated the possible effects of hypoxia on mRNA levels
throughout the process of chondrogenesis. We also checked for possible significant differences
between hypoxia and normoxia early and late in the differentiation of both UCM-MSCs and UCB-
MSCs into chondrocytes. This comparison was designed to detect effects potentially much more
subtle than the major changes to the cells induced by BT treatment by the end of the time course
(28 days). We analyzed time-dependent effects of hypoxia on gene expression in both BT and ICM
conditions. We found that these time-dependent effects differed between UCM-MSCs and UCB-
MSCs. In BT conditions for UCM-MSCs , significant results were obtained for Sox9 and
Col1at1 at an early stage of differentiation, with the expression of both these genes more strongly
induced by hypoxia than normoxia (at 14 days for Sox9 and during the first 21 days for Col1a7).
Htra1 and Runx2 were upregulated at the end of chondrogenesis in hypoxia relative to normoxia at
day 7 or at the end of chondrogenesis. In UCM-MSCs in ICM the relative amounts of
Acan and Spp7 mRNA seemed to be upregulated by hypoxia throughout differentiation, although
the degree of upregulation tended to decrease in the long term. After 28 days, Col2a1 and Runx2
seemed to be overexpressed in hypoxic conditions.

In UCB-MSCs treated with BT , transcript levels tended to be
higher for Col1a1 and Sox9 at the end of the culture period than after seven days, in normoxia. By
contrast, Alpl transcript levels were lower in hypoxia than in normoxia (57-fold difference). In ICM
conditions, significant differences were observed at the end of cell culture. Sox9 expression was
upregulated by hypoxia (2.4 times higher than in normoxia), while Col1al expression was
repressed by hypoxia, as shown by the difference in transcript levels relative to those after seven
days in normoxia. Hypoxia also tended to abolish the gradual decrease in Hira1 observed towards
the end of the cell culture period in normoxia. These findings reveal a time-dependent effect of
normoxia in chondrogenic medium.
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These data are summarized in in which we classify the significant results for
comparisons between hypoxia and normoxia at the same time points (strong effect) and between
hypoxia at the end of the study and seven days of hormoxia (weaker effect). In our 3D cell culture
model, UCM-MSCs and UCB-MSCs responded differently to hypoxia, in ICM or BT conditions. This
difference was detected for different genes, and hypoxia had opposite effects on the expression of
some genes in the two types of MSCs.

h. Hypoxia decreases the amount of hyaline-cartilage ECM
synthesized by UCB-MSCs

A histological analysis of the newly synthesized ECM produced by neonatal MSCs was
performed after chondrogenic differentiation in different oxygen availability conditions
Oxygenation conditions had only minor effects on the new tissues synthesized from UCM- MSCs
UCM-MSCs synthesized a highly diffuse ECM with a low glycosaminoglycan content and low
levels of matrix mineralization under BT treatment in normoxia. The synthesis of this ECM was
reduced further by incubating the cells in hypoxia.

Hypoxia affected all samples of UCB-MSCs subjected to histological analysis. It seemed to
decrease UCB-MSC ECM synthesis and resulted in a more diffuse and heterogeneous ECM than
observed in BT-normoxia conditions. As ECM was already poorly mineralized in normoxia, it was
difficult to detect an effect of hypoxia on calcium deposits, although such an effect was observed in
some cases.

These results were confirmed by western-blot analyses of collagen levels. Total collagen
synthesis was decreased by hypoxia during the differentiation of UCB-MSCs . Similar
decreases were observed for both type | and type Il collagen. Thus, the lower levels of ECM
synthesis in hypoxia were not associated with a change in ECM quality. UCB-MSCs and UCM-
MSCs synthesized only very small amounts of ECM under ICM conditions; we did not, therefore,
analyze the effect of hypoxia in these conditions

4. Discussion

There are great hopes for the use of MSCs in regenerative medicine and, particularly, in
tissue engineering, due to the cellular plasticity and other properties of these cells. In the
engineering of both horse and human cartilage tissues (Frisbie et al., 2008)*>, MSCs may supplant
chondrocytes for matrix-induced autologous chondrocyte implantation (MACI), thereby overcoming
the medical and cellular limitations associated with the need for cartilage biopsy and chondrocyte
amplification (Makris et al., 2015)26. AD-MSCs and BM-MSCs are the most widely used MSCs.
However, the isolation of MSCs from both these sources requires the use of invasive procedures.
These cells are also sensitive to replicative senescence and have a lower multipotency potential
during amplification than neonatal cells (Mareschi et al., 2006)*. The use of alternative MSCs
sources, such as neonatal MSCs, would overcome these obstacles, thereby increasing the
possibilities for tissue engineering (Troyer & Weiss, 2008)'5, (Nekanti et al., 2010)46, (Guillot et al.,
2007)47.

Clarification of the biological properties of neonatal MSCs is required before the therapeutic
use of these cells can be considered. In this context, we show here that there is a difference in
chondrogenic potential between the two most widely used types of equine neonatal MSCs: UCM-
MSCs and UCB-MSCs. We found that UCM-MSCs had higher proliferation rates and longer
amplification times than UCB-MSCs. These results are consistent with the results of scale-up
cultures for UCM-MSCs (Nekanti et al., 2010)'2 and should be taken into account in therapeutic
applications. The equally high multiplication rates of AD-MSCs can be explained by the young age
of the horses from which cells were obtained by biopsy (4-10 years).

The immunomodulatory properties of MSCs have recently been investigated worldwide
(Wang et al., 2014)48. Since 2013, the ISCT has recommended evaluating the immunomodulatory
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capacity of MSCs during their characterization (Krampera et al.,, 2013)'4. We carried out such a
characterization, by quantifying the expression of 13 target genes known to be involved in immune
communication by MSCs. These genes can be assembled into three interaction nodes ra
co-receptor node (Cd86, Cd80, Cd40 and B2m), a chemokine and cytokine node (Ido1, iNos, 1I-10
and lI-6), and a growth factor and other trophic factor (Hgf, Kgf and Tsg-6) node. These nodes
seem to be organized around regulatory factors (Rela, Ifng and Tgfb1). We used a simple
approach for the partial characterization of the MSC sources study and a comparison of their
immunomodulatory properties, involving the treatment of the cells with IFN- to mimic an
inflammatory microenvironment. This stimulation triggered a change in phenotype mediated by an
upregulation of Ido1 and iNos expression in UCB-MSCs, and of Ido? only in UCM-MSCs. These
two soluble factors play a major role in the immunomodulation induced by MSCs, but their roles
seem to differ between model species. Immunomodulation by human MSCs seems to be governed
by IDO activity (Krampera et al., 2006)4°, whereas that mediated by mouse MSCs also requires the
action of iNos action (Ren et al.,, 2008)%°. The change in the phenotype of neonatal MSCs also
involves an upregulation of MHC-1 and MHC-2, leading to an increase in interactions between
neonatal MSCs and immune cells. A response to IFN- was observed in all the MSCs studied, but
the nature of the response differed between MSC sources. Indeed, the changes in steady-state
mRNA levels seemed to differ between MSCs sources, highlighting cell signatures apparently
specific to each of the MSC sources . The main differences between UCM-MSCs
and UCB-MSCs concerned the iNos response and the greater heterogeneity of UCB-MSCs. Only
UCB-MSCs displayed a larger fluctuation of expression for iNos than for Ido1.

We characterized the two neonatal sources of MSCs further, to use in tissue engineering,
by evaluating their multipotency. UCB-MSCs are known to be refractory to adipogenic
differentiation (Karagianni et al., 2013)5'. This problem has been resolved by inducing
adipogenesis in the presence of rabbit serum, which favors commitment to this lineage. UCM-
MSCs and UCB-MSCs were positively stained with Alcian blue, oil red O and Alizarin red S,
indicating that cells from both the neonatal sources considered here were able to undergo
chondrogenesis, adipogenesis and osteogenesis, respectively. Based on these results, it is not
possible to assess the difference in therapeutic potential between the two neonatal sources of
MSCs.

UCM-MSCs (Tanthaisong et al., 2017)40 ( Bailey et al., 2007)52 (Beeravolu et al., 2016)53
(Fong et al., 2011)38 and UCB-MSCs (Zhang et al., 2011)'6 were considered good candidates for
cartilage tissue engineering, due to their ability to generate a biological substitute for cartilage in
vitro. We assessed the potential of MScs from these two sources to generate cartilage for
therapeutic purposes, by assessing gene expression and investigating the quality of the ECM
synthesized after the induction of chondrogenesis in MSCs. We applied a standardized
chondrogenic protocol (Galera et al., 2012)5* used successfully in our previous studies on human
BM-MSCs (Legendre et al., 2017)> and UCB-MSCs (Gomez-Leduc et al, 2016)%. This
chondrogenic process is based on the use of a type I/lll collagen scaffold cell culture model, and
the treatment of the MSCs with BMP-2 and TGF-B1. We observed major differences in the
behavior of equine neonatal MSCs from the two sources during chondrogenesis. UCB-MSCs
produced an abundant ECM composed of type Il collagen and sulfated GAGs, whereas UCM-
MSCs failed to produce a hyaline-like ECM in response to growth factor treatment. Our results for
UCM-MSCs were not entirely consistent with those of previous studies because, in our culture
model, very small amounts of Acan and Col2a1 mRNA, and of mature type Il collagen protein,
were found to be present in the biological substitute. Chondrogenic commitment seemed to be
induced in UCM-MSCs. However, histological investigations and close comparison with UCB-
MSCs clearly demonstrated the poor quality of ECM synthesis by UCM-MSCs. These results
confirm the findings of a recent study by Islam et al. (Islam et al., 2016)*2 demonstrating differences
in chondrogenic potential between human UCM-MSCs, adult MSCs (synovial MSCs and Hoffa’s fat
pad MSCs) and redifferentiated articular chondrocytes. In our experiments comparing the ECM
produced by UCB-MSCs and UCM-MSCs induced by incubation with BT and that produced by
BMP-2-treated equine articular chondrocytes, we found that type Il collagen levels were higher for
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BT-treated UCB-MSCs, but that these cells also displayed substantial type | collagen production

We checked that our differentiation model was not unsuitable for the induction of
chondrogenesis in MScs, by assessing the efficacy of different growth factors and commercial
chondrogenic media for inducing commitment to chondrogenesis. The suitability of the type /11l
collagen scaffold used as a 3D biomaterial in this study could also be called into question, because
of the lack of cell-cell contacts, which are absolutely required for chondrogenesis induction,
particularly for the initial condensation step (Cao et al., 2015)%. We therefore also performed
chondrogenic differentiation in high-density 3D cell cultures, with the micropellet and hanging drop
models (Suzuki et al., 2012)57. None of the different chondrogenic conditions tested promote
substantial cartilage-specific marker expression by UCM-MSCs
Furthermore, analyses of steady-state mRNA levels for specific and non-characteristic chondrocyte
markers in undifferentiated neonatal MSCs revealed that, in addition to having different responses
to chondrogenic induction, these two types of neonatal MSCs had different basal phenotypes. This
difference resulted, in particular, from the high levels of Spp1 (the gene encoding the osteopontin
protein) expression in UCM-MSCs, osteopontin being a key regulator of hematopoietic niches
(Nilsson et al., 2008)%8. High levels of osteocalcin protein were also observed in UCM-MSCs.
These two latter results reveal a partial induction of osteogenesis in the UCM-MSCs, probably
induced by the isolation and cell culture of the native cell population. Moreover, the main difference
between the two types of neonatal MSCs was the overexpression of the osteochondral
transcription factors Sox-9 and Runx-2 in UCB-MSCs, potentially associated with their greater
tendency to develop into cells of the osteochondrogenic lineage (Eames et al., 2004)59,

Mcam, encoding the melanoma cell adhesion molecule (Cd-146), has been described as a
multipotency marker of particular relevance in chondrogenic differentiation (Russell et al., 2010)2
(Su et al., 2015)0, In our experiments, its overexpression in UCB-MSCs and its lack of expression
in UCM-MSCs also seemed to be correlated with chondrogenic potential.

There may be differences in intrasource population heterogeneity between UCM-MSCs and
UCB-MSCs and chondroprogenitors may also differ between the two MSCs sources. UCM-MSCs
probably include a smaller population of chondroprogenitors, leading to the expression of mature
type Il collagen from day 7. Further in situ labeling or single-cell analysis studies are required to
confirm this hypothesis.

Hypoxia plays a major role in cartilage and chondrocyte physiology. We previously showed
that hypoxia enhances chondrogenesis and hyaline-like ECM synthesis by human BM-MSCs
(Legendre et al., 2017)%5. Hypoxia seems to be involved in inhibiting the terminal differentiation of
chondrocytes (Lee et al, 2013)%', and it is also involved in MSC physiology, as it is a key
microenvironment parameter (Grayson et al., 2006)6" (Bigot et al., 2015)%2, Our results seem to be
in agreement with these previous researches because of the strong inhibition of Alp/ gene
expression in UCB-MSCs under hypoxia. Alpl is a marker of both the terminal differentiation of
chondrocytes and the pre-osteoblast differentiation.

Hypoxia predominates in hematopoietic stem cell niches (Cipolleschi et al., 1993)6% and
may regulate the therapeutic properties of MSCs (Rosova et al., 2008)4. Nevertheless, hypoxia
has not clearly been implicated in chondrogenesis from neonatal MSCs. We therefore investigated
the impact of long-term hypoxia during chondrogenic induction in both types of neonatal MSCs.
Hypoxia seemed to reduce ECM synthesis by differentiated UCB-MSCs, but it was not possible to
determine from the results whether hypoxia had advantageous or deleterious effects for the
chondrogenic differentiation of UCB-MSCs. However, hypoxia seems to upregulate Sox9 gene
expression. These results can be explained by the affinity of HIF-1a to consensus sequences in
the promoter of the Sox9 gene. This relation between Sox9 and hypoxia is essential to pre-
chondrogenic induction under low oxygen conditions (Amarilio et al., 2007)85. Unlike BM-MSCs,
UCB-MSCs develop under normoxic conditions, in the umbilical cord vascular system. Hypoxia
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probably imposes metabolic changes on UCB-MSCs, limiting ECM synthesis. Thus, hypoxia may
be involved in changes to oxidative metabolism through a glucose-dependent metabolism more
active in mature chondrocytes (Rajpurohit et al., 1996)%6. The long-term culture of undifferentiated
cells in hypoxia before their differentiation may result in cellular adaptation, with differential effects
on UCB-MSC chondrogenesis.

We found that the effects of hypoxia on transcript levels depended on cell treatment and
MSC source. Furthermore, a temporal effect of hypoxia on gene expression was observed by
comparing the results obtained at the beginning and end of cell cultures in ICM and BT conditions.
Hypoxia had a multifactorial effect on neonatal cell behavior. A complex effect of hypoxia on MSC
behavior was demonstrated in our previous studies (data not shown) showing a time-dependent
effect of hypoxia during human UCB-MSCs chondrogenesis, resulting in an increase in ECM
quality. Nevertheless, the real effects of hypoxia on chondrogenic differentiation may be concealed
by the major change in phenotype occurring during the differentiation of MSCs into chondrocytes.

This work provides the first extensive evaluation of the chondrogenic potential of equine
UCM-MSCs and UCB-MSCs, with a comparison of these two types of MSCs. It is also the first
study, to our knowledge, of the role of hypoxia in chondrogenesis from both UCM-MSCs and UCB-
MSCs. The potential value of hypoxia for cartilage generation from UCB-MSCs requires
clarification through further studies. Our results suggest that UCB-MSCs should be preferred over
UCM-MSCs for cartilage generation and highlight the need to take intersource variability into
account for tissue engineering for therapeutic purposes in both humans and horses. Our findings
provide important new information that must be taken into account to improve the personalization
of cell and tissue therapies based on MSCs.

5. Materials and methods.

a. Equine mesenchymal stem cell samples.

Equine UCM-MSCs, UCB-MSCs, AD-MSCs and BM-MSCs were isolated between
passages 1 and 3 (P1-P3), cryopreserved and provided by VETBIOBANK. Parasitology analysis
and surface-marker immunophenotyping (CD-105, CD-90, CD-44, MHC-1, MHC-2, CD-45 and
CD-29) by flow cytometry were also performed by VETBIOBANK.

b. Isolation of mesenchymal stem cells from equine umbilical
cord blood.

Reagents used for cell expansion were purchased from Pan-Biotech unless stated
otherwise. Equine UCB samples were collected in tubes containing citrate phosphate dextrose
anticoagulant, immediately after foaling (Alcyon). Within 72 hours of their collection, UCB samples
were diluted 1:1 in phosphate-buffered saline (DPBS) (PAN Biotech) and carefully overlayed onto
Pancoll solution (1.077 g/ml). They were subjected to gradient density centrifugation at 400 x g for
30 min at room temperature. The mononuclear cell phase was collected and washed with DPBS.
Cells were counted and seeded at the density of 2.5x105 cells/cm? in low glucose-Dulbecco’s
modified Eagle Medium (LG-DMEM) containing 10% of fetal bovine serum (FBS) (Hyclone), 2.5
ng/ml of fibroblast growth factor-2 (FGF-2) (R&D Biosystem), 1% glutamine and 1% penicillin-
streptomycin, and incubated at 37°C in 5% CO> atmosphere. The culture flasks were then
incubated at 37°C, under an atmosphere containing 5% CO2. Non-adherent cells were removed 48
h after initial plating and the medium was changed twice weekly until adherent cells appeared.
Adherent cells were detached by trypsin/EDTA (PAN Biotech) treatment and were used to reseed
(3,000 cells/cm?) culture dishes. We used nine different cell isolates for the experiments.
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c. Isolation of equine umbilical cord mesenchymal stem cell from
Wharton jelly.

Umbilical cords were recovered from selected mares belonging to French National Studs
(IFCE, Saumur, France) following parturition, in accordance with standard veterinary practice. UC
samples were transported under appropriate refrigerated condition in a dedicated container with D-
PBS solution supplemented with penicillin/streptomycin/fungizone. Tissues were dissected into the
laboratory within 5 days after foaling. UC samples were extensively washed with D-PBS. MSC
were isolated from Wharton's jelly tissue and cultured following the laboratory standard
procedures. Briefly, tissue was mechanically and enzymatically treated with collagenase type |
(Sigma-Aldrich). Cells were filtered through a 100 uM mesh nylon membrane and plated in
proliferation medium as previously described. We used eight different cell isolates for the
experiments.

d. Culture of equine UCM-MSCs and UCB-MSCs.

MSCs were cultured in amplification medium consisting of LG-DMEM, 10% FBS, 1%
glutamine and 2% PSF, at 37°C, under an atmosphere containing 5% CO2. Cells were treated with
trypsin, at subconfluence for UCB-MSCs and at 70% confluence for UCM-MSCs, to prevent the
formation of spheroids. They were counted and their viability was evaluated by trypan blue (Sigma-
Aldrich) staining. Viable cells were used to seed culture dishes at a density of 3,000-5,000 cells/
cm2. UCB-MSCs did not adhere well. They were therefore treated with FGF-2 (10 ng/ml) during the
first 48-72 h of each passage in culture dishes.

e. Cryopreservation of MSCs.

MSCs were banked between P1 and P3. After counting with trypan blue, cells were
centrifuged and suspended in cryopreservation medium (6 to 24 x 106 cells/ml) consisting of LG-
DMEM, 10% FBS, 1% glutamine, 2% PSF and 10% dimethyl-sulfoxide (Sigma-Aldrich). We then
placed 2 ml of the cell suspension in a cryotube for freezing in CoolCell Cell Freezing Containers
(Biocision) and storage in liquid nitrogen.

f. Evaluation of the growth rate of MSCs.

MSCs were used to seed cultures at a density of 3,000 cells/cm2, with amplification over 15
passages when possible. For each passage, at 70% confluence, the cells were treated with trypsin
and their viability was assessed by trypan blue staining and counting. The equations described by
Martin Clynes were used for doubling time determination (Clynes et al., 1996)57 : time between two
passages (h) ; NO: initial number of cells; Nt: cell humber at harvesting; n: number of cells
generated during ; k: generation in time units; g: doubling time (h).

= n _ logN; —log Ny
T At log2 xAt

1
9=%

g. IFN-y treatment.

MSCs were cultured to subconfluence between P3 and P5, in amplification culture medium.
For cytokine treatment, we used IFN- at a concentration of 50 ng/ml for 72 h. The cells were then
washed with DPBS, treated with trypsin and counted. Treated and untreated cells were used for
RNA analysis and flow cytometry experiments.
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h. Flow cytometry.

MSCs at P2 to P4 were harvested, washed and resuspended in DPBS-sodium azide buffer
(0.1%) at a density of 1 x 108 cells/ml. Cells were incubated with monoclonal antibodies, for 25 min
at 4°C in a dark room. Monoclonal antibodies against the following proteins were used: CD-105,
CD-90, CD-44, MHC-1, MHC-2, CD-45 and CD-29 (with mouse anti-human CD90-PE, mouse anti-
human CD44-APC, mouse anti-human CD29-PE (all three purchased from BioLegend), mouse
anti-horse MHC1-FITC, mouse anti-horse MHC2-FITC, mouse anti-human CD105-PE and mouse
anti-human CD45-FITC (all four purchased from ABD Serotec)). Negative control staining was
performed with the corresponding conjugated isotype antibodies. The cells were washed and
resuspended in 300 yl DPBS-azide. Flow cytometry was performed with a BD ACCURI C6
cytometer (BD Biosciences) and analyzed with FlowJO software (TreeStar).

i. Evaluation of MSC multipotency.

We evaluated the chondrogenic, osteogenic and adipogenic differentiation of MSCs from
P4 to P6, by specific staining in six-well plates.

Chondrogenesis was induced at 70% confluence. MSCs were cultured in differentiation
medium consisting of incomplete chondrogenic medium (ICM: HG-DMEM Glutamax (Thermo
Fisher), dexamethasone (1 x 107 M, Sigma-Aldrich), ascorbic acid-2-phosphate (50 pg/ml, Sigma-
Aldrich), proline (40 pg/ml, Sigma-Aldrich), sodium pyruvate (1 nM, Thermo Fisher), insulin
transferin selenium (1 %, Thermo Fisher)) supplemented with BMP-2 (50 ng/ml, rhBMP-2,
inductOs, Wyeth Europa Ltd) and TGF-B1 (10 ng/ml, Miltenyi Biotec). The chondrogenic
differentiation medium was changed twice weekly during the 21-day incubation period.

Osteogenesis was induced at 70% confluence. MSCs were cultured in osteogenic medium
consisting of MSC amplification medium supplemented with dexamethasone (1 x 107 M), ascorbic
acid-2-phosphate (100 ng/ml), B-glycerophosphate (10 mM). The osteogenic medium was
changed once weekly during the 21-day incubation period.

Adipogenesis was induced at 50% confluence. MSCs were cultured in adipogenic medium
consisting of LG-DMEM, 1% glutamine, 2% PSF supplemented with 10% rabbit serum (Sigma-
Aldrich), dexamethasone (1 x 10¢ M, Sigma-Aldrich), 3-isobutyl-1-methyl-xanthine (0.5 mM),
indomethacin (0.2 mM) and recombinant human insulin (10 yg/ml). The medium was replaced
three times during the first two weeks and the incubation was prolonged for seven more days. After
17-21 days of incubation, lipid droplet accumulation became visible.

For each differentiation, MSCs cultured in amplification medium were used as negative
controls.

At the end of the incubation period, cells were washed twice with DPBS, fixed with 10%
formalin neutral buffer (Sigma-Aldrich) for 10 min at room temperature and then washed again with
DPBS. Chondrogenesis was evaluated by staining with 1% Alcian blue 1% in 1 M chlorhydric acid
1M (pH= 1) (Sigma-Aldrich). Osteogenesis was assessed by Alizarin red S (pH= 4.1) staining
(Sigma-Aldrich) and adipogenesis was evaluated by staining with 0.3% oil red O in isopropanol
(Sigma-Aldrich). Images were acquired with a confocal phase-contrast microscope.

j- Chondrogenic differentiation on a 3D scaffold.

Collagen scaffolds were manufactured by Symatése Biomatériaux (Chaponost, France)
and used for chondrogenic differentiation. These collagen sponges (100% collagen, 2 mm thick, 5
mm in diameter, corresponding to a volume of 0.04 cm3, with a pore size of about 100 pm)
consisted of native type | (90—-95%) and type Il (5-10%) collagens from calf skin. Collagen fibers
were crosslinked with glutaraldehyde to increase their stability, sterilized by B-irradiation and they
displayed no swelling on rehydration.
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After MSC amplification, P3-P6 cells were treated with trypsin, stained with trypan blue,
counted and included in collagen scaffolds. The collagen sponges were seeded with cells by
dropping 20 ul of the cell suspension onto the scaffold (5 x 105 cells/scaffold) in 96-well culture
plates, drying for 1 h at 37°C under an atmosphere containing 5% CO2 and then transferring the
cells to ICM or ICM supplemented with 50 ng/ml BMP-2 and 10 ng/ml TGF-B1 in 24-well plates,.
For cultures in hypoxic conditions, ICM was pre-equilibrated at 3% O2 by bubbling before the
transfer of culture dishes into hypoxic Plas-Labs basic multistation glove box (Sigma-Aldrich)
containing 2-4% O at 37°C, under an atmosphere containing 5% CO.. MSCs were allowed to
differentiate into chondrocytes for 7, 14, 21 or 28 days and were then harvested for RNA, protein
and histochemical analyses. MSCs incubated for 1 h in collagen type I/lll scaffolds at 37°C were
used as day 0 controls for these experiments.

k. RNA analysis.

Total RNA was extracted in Trizol Reagent (Thermofisher) according to the manufacturer’s
instructions. We reverse-transcribed RNA to generate cDNA, using reverse transcriptase (MMLYV,
Thermo Fisher) and oligodT (Eurogentec). RT-gPCR was performed on a StepOnePlus Real-Time
system (Thermo Fisher) by Power SYBR Green PCR (Thermo Fisher). The sequences of the
primers used are listed in They were purchased from Eurogentec. The B-
actin gene (Actb) was used as an endogenous reference gene. Relative mRNA levels were
determined with StepOnePlus software (Thermo Fisher), by the 2-AACT method or the standard
curve method, depending on the efficiency of amplification for Actb amplification and each target
gene. The results are expressed as the mean for triplicate samples (Schmittgen et al., 2008)68.

l. Protein extraction and western-blots.

After treatment, the scaffolds containing the cells were rinsed once with ice-cold DPBS
(PAN- Biotech), frozen, crushed and total protein was extracted in RIPA lysis buffer supplemented
with protease inhibitors. Protein concentration was assessed with the Bradford colorimetric assay
(Bio-Rad). We separated 2.5-15 ug of total protein by electrophoresis in 10% polyacrylamide gels
(Bio-Rad) in denaturing conditions and transferred the bands obtained onto a polyvinylidene
difluoride membrane (PVDF) (Biorad) with the Trans-Blot Turbo Transfer System (Biorad). Non-
specific binding sites on the membrane were blocked by incubation with 10% non-fat milk powder
in Tris-buffered saline supplemented with 0.1% Tween for 2 h. Membranes were incubated
overnight at 4 °C with rabbit anti-human type | collagen (Novotec), rabbit anti-human type I
collagen (Novotec), rabbit anti-human type 1IB collagen (Covalab), rabbit anti-human type X
collagen (Abcam), rabbit anti-human HTRA1 (Millipore), rabbit anti-human B-tubulin (Santa Cruz
Biotechnology), mouse anti-human SOX9 (Santa Cruz Biotechnology), mouse anti-human RUNX2
(Santa Cruz Biotechnology), rabbit anti-human OSTC (Santa Cruz Biotechnology), rabbit anti-
human GAPDH (Santa Cruz Biotechnology) or rabbit anti-human B-tubulin (Santa Cruz
Biotechnology) antibodies. The next day, the membranes were washed three times, and incubated
with HRP-conjugated goat anti-rabbit or anti-mouse IgG antibody (Jackson Immunoresearch).
Signals were visualized by the chemiluminescence method (Clarity ECL, Biorad) and analyzed on
the ChemiDoc Touch Imaging system with Image Lab Touch software (Biorad).

m. Histochemical analysis.

After 28 days of chondrogenic differentiation in 3D scaffold model, MSCs were harvested,
washed twice in PBS, fixed by incubation in 10% formalin neutral buffer for 8 h at room
temperature and embedded in paraffin. The paraffin blocks were cut into 4 ym-thick sections. The
paraffin was removed by incubation in toluene and the sections were rehydrated by passage
through a series of alcohol solutions of decreasing concentration. For Alcian blue staining,
deparaffined sections were rinsed in 3% acetic acid, stained with an Alcian blue/3% acetic acid
solution (pH = 2.5) (Sigma-Aldrich) and counterstained with Nuclear Fast Red solution (Sigma-
Aldrich). For the analysis of ECM calcification, deparaffinized sections were stained with Alizarin
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Red S solution (pH= 4.1) (Sigma-Aldrich). Sulfated proteoglycans were detected by
counterstaining deparaffinized sections with 0.01% Fast Green solution (Sigma-Aldrich) and then
incubating in 0.1 Safranin-O solution (Sigma-Aldrich) before washing in absolute ethanol. Stained
deparaffinized sections were dehydrated by passage through a series of alcohol solutions of
graded concentrations, cleared in toluene and mounted.

n. Statistical analysis.

All experiments were replicated with cells samples from different specimens. Values are
reported as means + SD or box plots. Statistical analyses were performed with the Mann- Whitney
U-test to assess the significance of differences between the two groups. All statistical analyses
were performed with Prism v6 (Graphpad). P-values <0.05 was considered to be significant.

o. Statistical analysis.

All experiments were replicated with cells samples from different specimens. Values are
reported as means + SD or box plots. Statistical analyses were performed with the Mann- Whitney
U-test to assess the significance of differences between the two groups. All statistical analyses
were performed with Prism v6 (Graphpad). P-values <0.05 was considered to be significant.
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7. Figure legends

Figure legends

Figure 1: UCM-MSCs have a higher proliferation rate than UCB-MSCs .
(A) Morphological aspect of UCM-MSCs and UCB-MSCs during monolayer cell culture at P3
observed by phase-contrast microscopy (magnification x10). (B) Recapitulative table of sample

numbers used for proliferation potential evaluation. (C) Growth rate of UCB-MSCs, UCM-MSCs
and AD-MSCs cultured in amplification medium is represented as cell generation cumulation by

time unit (h).
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Figure 2: Gene list of bioactive and regulatory factors involved in immunomodulation and
trophic fonction of MSCs.

(A) List of genes used for transcriptomic screening of immunomudulatory comportment of MSCs.
(B) Protein-protein interaction networks of targets. Representation using STRING v10.0. Blue circle
represents chemokines and cytokines node. Pink circle represents co-receptors node and yellow
circle trophic factors.

Figure 3: Trophic factor expression variation during IFN-y sensibilisation of MSCs.
AD-MSCs (AD), BM-MSCs (BM), UCM-MSCs (UCM) and UCB-MSCs (UCB) cultured in monolayer
were treated during 72h by INF-y (IFN). Relative mRNA amounts of bioactive and regulatory
factors involved in immunomodulation and trophic fonction of MSCs were determined by RTqPCR
and compared to untreated cells (Ctrl). All results were normalized versus control case of one AD-
MSC sample, and presented as the relative expression of each gene. Five independent
experiments for each MSCs sources were performed. Statistically significant differences were
determined using the Mann Whitney test (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). Black line represent
comparison between MSCs sources in basal condition and gray line represent comparison
between treated and untreated cases.

Figure 4: Relative impact of IFN-y treatment on MSCs gene expression and on MHC-1 and
MHC-2 membrane expression.

(A) Manual classification of expression variation induced by IFN-y treatment were realized
according to significant results obtained between treated and untreated cells (positive and negative
regulation p<0.05) and repeatability of variation for each independent experiment with respect to
MSCs sources (positive and negative regulation trend). (B) UCM-MSCs and UCB-MSCs cultured
in monolayers were treated for 72 h by INF-y (IFN) and MHC-1 and MHC-2 expressions were
quantified by flow cytometry. Respectively five and six independent experiments for UCM-MSCs
and UCB-MSCs were performed. Statistically significant differences were determined using the
Mann Whitney test (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). Black lines represent comparison between
MSCs sources in basal conditions and gray lines comparison between treated and untreated
samples.

Figure 5: UCB-MSCs and UCM-MSCs multilineage évaluation.

UCM-MSCs and UCB-MSCs were induced in adipogenic, osteogenic and chondrogenic lineage by
using specific induction media. ECM mineralization was demonstrated by alizarin red S staining.
Lipid droplets in the cytoplasm are highlighted by oil red O staining and sulfated matrix observed
during chondrogenesis was evidenced by alcian blue staining. A representative example from
seven samples for UCM-MSCs and five samples for UCB-MSCs are shown (magnification: x10
and x20).

Figure 6: Differential expression of chondrogenic and osteogenic markers for UCM-MSCs
and UCB-MSCs after chondrogenic differentiation in type I/lll collagen scaffolds.

UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured in type I/lll collagen scaffolds and normoxia for 28 days
in incomplete chondrogenic medium (ICM) or ICM supplemented with BMP-2 (50 ng/ml) and TGF-
B1 (10 ng/ml) (BT). (A) Macroscopical observation was realized at the end of the incubation period.
Relative mRNA amounts encoding chondrogenic markers (B) (Col2al, Acan and Sox9),
hypertrophic markers (D) (Col10a1 and Mmp13) and osteogenic markers (E) (Col1a1, Alpl, Spp1,
Htral, Runx2 and Bglap) were determined by RTqQPCR. The functional Col2a1/Col1a1 ratio was
presented in C. mRNA extracts obtained from equine articular chondrocytes (eAC) released from
cartilage after overnight enzymatic digestion and equine PO osteoblasts (eO) were used as
controls. Monolayer cultured MSCs (2D) were used as undifferentiated cells control. All results for
each MSC source were normalized versus untreated MSCs incubated during 1h in type Uil
collagen scaffolds at 37°C and presented as the relative expression of each gene. Box-plots
represent five independent experiments for each MSCs source. Statistically significant differences
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were determined using the Mann-Whitney test. *: 2D versus other conditions (*p < 0.05, **p < 0.01,
***n < 0.001). §: ICM versus other conditions (§p < 0.05, §§p < 0.01, §§§p < 0.001).

Figure 7: Strong differences between UCM-MSCs and UCB-MSCs in gene expression during
chondrogenesis.

UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured in type I/1ll collagen scaffolds at 21% O2 during 7, 14,
21 and 28 days in ICM supplemented with BMP-2 (50 ng/ml) and TGF-B81 (10 ng/ml). Relative
mRNA amounts encoding Col2a1, Acan, Sox9, Col10al, Mmp13, Col1al, Alpl, Htral, Spp1,
Runx2 and Bglap were analyzed by RTgPCR. All results for each MSCs source were normalized
versus untreated MSCs incubated during 1h in type I/lll collagen scaffolds at 37°C and presented
as the relative expression of each gene. Dots represent each measurement in five independent
experiments for each MSCs source.

Figure 8: Protein analysis of UCM-MSCs and UCB-MSCs after chondrogenic differentiation.
UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured in type I/lll collagen scaffolds in normoxia during 7, 14,
21 and 28 days in ICM supplemented with BMP-2 (50 ng/ml) and TGF-B1 (10 ng/ml). Protein
extracts were analyzed in western-blots for type |l collagen, type | collagen and Htral.
Representative blots of UCM-MSCs (n= 5) (A) and UCB-MSCs (n= 3) (B and C) are shown. (C)
2.5 ug of protein sextracts were used for the western-blot of UCB-MSCs samples in order to
enhance signal accuracy. Different levels of type Il and type | collagen maturation forms are
indicated such as type Il procollagen (pro), without C- or N- terminal propeptides (Pc/Pn) and the
mature doubly cleaved form (mat).

Figure 9: Histological analysis of the neo-tissue substitute generated by UCM-MSCs and
UCB-MSCs after chondrogenic stimulation.

UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured in type I/l collagen scaffolds at 21% O during 28 days
in ICM supplemented with or without BMP-2 (50 ng/ml) and TGF-B1 (10 ng/ml). Chondrogenic and/
or osteogenic ECM was analyzed by alcian blue, O-safranin and alizarine red S stainings. A
representative example from four samples for UCM-MSCs and three samples for UCB-MSCs is
shown (magnification: x10, scale bar: 500 ym).

Figure 10: Comparison of the osteo-chondrogenic markers expression between UCM-MSCs
and UCB-MSCs.

UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured in monolayer to sub-confluence or induced in
chondrogenic lineage during 28 days of culture in scaffolds in ICM supplemented with BMP-2 (50
ng/ml) and TGF-B1 (10 ng/ml). (A) Steady-state levels of mMRNA expression in UCB-MSCs and
UCM-MSCs were compared in both conditions by RTgPCR. All results were normalized versus
undifferentiated sample of one UCM-MSCs sample, and presented as the relative expression of
each gene. Box-plots represent five independent experiments and statistically significant
differences were determined using the Mann Whitney test by comparison of UCM-MSCs versus
UCB-MSCs *:(*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). (B) Four samples of monolayer cultured MSCs
for each MSCs sources (numbers 1 to 4) were compared at protein level by western-blot analysis
of types | and Il collagens, osteocacin, Sox-9 and Runx-2.

Figure 11: Effect of hypoxia on chondrogenic differentiation after 28 days of culture in the
presence of growth factors.

UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured in type /11l collagen scaffolds at 21% or 3-5% O during
28 days in ICM supplemented with BMP-2 (50 ng/ml) and TGF-B1 (10 ng/ml) (BT). The relative
mMRNA expression was determined by RTgPCR. All results for each MSCs source were normalized
versus untreated MSCs incubated during 1 h in type l/lll collagen scaffolds and presented as the
relative expression of each gene. Box-plots represent five independent experiments for each
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MSCs source. Statistically significant differences between normoxia and hypoxia conditions were
determined using the Mann Whitney test (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001).

Figure 12: Differential gene expression modulation under hypoxia during a kinetic culture
under BMP-2 and TGF-B1 treatment of UCM-MSCs and UCB-MSCs.

UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured in type /11l collagen scaffolds at 21% or 3-5% O- during
7, 14, 21 and 28 days in ICM supplemented with BMP-2 (50 ng/ml) and TGF-B1 (10 ng/ml).
Relative mRNA expression was determined by RTqPCR. All results for each MSCs source were
normalized versus untreated MSCs incubated during 1 h in type I/lll collagen scaffolds at 37°C and
presented as the relative expression of each gene. Box-plots represent five independent
experiments for each MSCs source. Statistically significant differences between normoxia and
hypoxia conditions were determined using the Mann Whitney test. *: Hypoxia versus normoxia at
the same time (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001). §: Hypoxia versus normoxia at 7 days (§p <
0.05, §§p < 0.01, §§§p < 0.001).

Figure 13: Differential gene expression modulation by hypoxia in a kinetic culture of UCB-
MSCs cultured without growth factors.

UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured in type /11l collagen scaffolds at 21% or 3-5% O during
7, 14, 21 and 28 days in ICM in absence of growth factors. Relative mRNA expression was
determined by RTgPCR. All results for each MSCs source were normalized versus untreated
MSCs incubated during 1 h in collagen type I/lll scaffolds at 37°C and presented as the relative
expression of each gene. Box-plots represent five independent experiments for each MSCs
source. Statistically significant differences between normoxia and hypoxia conditions were
determined using the Mann Whitney test. *: Hypoxia versus normoxia at the same time (*p < 0.05,
**p < 0.01, *™*p < 0.001). §: Hypoxia versus normoxia at 7 days (§p < 0.05, §§p < 0.01, §§§p <
0.001).

Figure 14: Summary of the relative effects of hypoxia on different genes expression :
differential time-dependent profile between MSCs sources and upon growth factors
treatment.

UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured in type I/lll collagen scaffolds at 21% or 3-5% O2 during
7, 14, 21 and 28 days in ICM with or without BT treatment. Relative mRNA expression was
determined by RTgPCR. All results for each MSCs sources were normalized versus untreated
MSCs incubated during 1 h in type l/lll collagen scaffolds at 37°C and presented as the relative
expression of each gene. (A) Manual classification of mMRNA expression variation by hypoxia was
realized by taking into account only the significant results between hypoxia versus normoxia at the
same time of measurement and between hypoxia versus normoxia at 7 days. (B) Col2a1/Col1at
ratio (Q-Ratio) was presented for UCB-MSCs cultured in ICM.

Figure 15: Histological analysis of the tissue substitute obtained from UCM-MSCs and UCB-
MSCs after chondrogenesis induction.

UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured in type /11l collagen scaffolds at 21% or 3-5% O during
28 days in ICM complemented with BMP-2 (50 ng/ml) and TGF-B81 (10 ng/ml). The qualitative
nature of the ECM was evaluated by alcian blue, O-safranin and alizarine red S stainings. A
representative example from four samples for UCM-MSCs and three samples for UCB-MSCs are
shown (magnification: x10, scale bar: 500 ym).

Figure 16: Hypoxia influence on the nature of the matrix newly synthesized by UCB-MSCs
under BT treatment.

UCB-MSCs were cultured in type /11l collagen scaffolds at 21% or 3-5% Oz during 7, 14, 21 and 28
days in ICM supplemented with BMP-2 (50 ng/ml) and TGF-B1 (10 ng/ml). Protein extracts were
analyzed in western-blots for type Il and type | collagens. Representative blots of UCB-MSMs (n=
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3) are shown. 2.5 ug of protein extracts were used for SDS-PAGE of UCB-MSCs samples to
improve signal accuracy. Different levels of type Il and type | collagen maturation forms are
indicated such as type Il procollagen (pro), with only C- or N- terminal propeptides (Pc/Pn) and the
mature doubly cleaved form (mat).

8. Supplementary information

Supplemental figure 1: Effect of different growth factors and chondrogenic culture
conditions screening on chondrogenesis induction in UCM-MSCs.

UCM-MSCs were cultured in type I/lll collagen scaffolds at 21% or 3-5% O> during 14 days in
various chondrogenic media and growth factors presented in Supp. table I. Relative mRNA
amounts encoding Col2a1 and Sox9 were analyzed by RTgPCR and shown. mRNA extracts
obtained from equine articular chondrocytes (eAC) released from cartilage after overnight
enzymatic digestion and equine PO osteoblasts (O) are used as controls. Monolayer cultured
MSCs were used as a control for the undifferentiated status. All results for each MSC source were
normalized versus untreated MSCs incubated during 1h in type I/lll collagen scaffolds at 37°C and
presented as the relative expression of each gene. A representative experiment of two independent
experiments is presented.

Supplemental figure 2: Comparison of ICM and BT treatments on UCM-MSCs and UCB-
MSCs.

UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured in type /11l scaffolds collagen at 21% O2 during 7, 14,
21 and 28 days in ICM supplemented with BMP-2 (50 ng/ml) and TGF-B1 (10 ng/ml). Protein
extracts were analyzed in western-blots for type Il and type | collagen. Representative blots of
UCM-MSCs (n= 5) and UCB-MSMs (n= 3) are shown. Different levels of type Il and type | collagen
maturation forms are indicated such as type Il procollagen (pro), without C- or N- terminal
propeptides (Pc/Pn) and the mature doubly cleaved form (mat).

Supplemental figure 3: Analysis of type X collagen expression in UCM-MSCs and UCB-
MSCs protein extracts.

UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured in type I/1ll collagen scaffolds at 21% O2 during 7, 14,
21 and 28 days in ICM supplemented with BMP-2 (50 ng/ml) and TGF-B1 (10 ng/ml). Protein
extracts were analyzed in western-blots for type X collagen. Representative blots of UCM-MSCs
(n= 5) and UCB-MSMs (n=3) are shown. Two forms of type X collagen should be observed
corresponding to the long form (66 kDa) and signal peptide clived form (64 kDa).

Supplemental figure 4: Effect of hypoxia on matrix synthesis by UCM-MSCs under growth
factors treatment.

UCM-MSCs were cultured in type l/lll collagen scaffolds at 21% or 3-5% O during 7, 14, 21 and
28 days in ICM supplemented with BMP-2 (50 ng/ml) and TGF-B81 (10 ng/ml). Protein extracts
were analyzed in western-blots for types Il, | and X collagens and Htral. Representative blots of
UCM-MSMs (n= 5) are shown. Different levels of type Il and type | collagen maturation forms are
indicated such as type Il procollagen (pro), with only C- or N- terminal propeptides (Pc/Pn) and the
mature doubly cleaved form (mat).

Supplemental figure 5: Trophic factors expression profiles of MSCs before and after IFN-y
sensitization.

AD-MSCs, BM-MSCs, UCM-MSCs and UCB-MSCs cultured in monolayer were treated during 72 h
by INF-y (IFN). Relative mRNA amounts of bioactive and regulatory factors involved in
immunomodulation and trophic fonction of MSCs were analyzed by RTgPCR and compared to
untreated cells (Ctrl). All results were normalized versus control sample of one AD-MSC sample,
and presented as the relative expression of each gene. Five independent experiments for each
MSCs sources were performed. A representative profile obtained for each MSCs sources is shown.
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Supplemental figure 6: Neonatal MSCs and redifferentiated equine articular chondrocyte
comparison for neo-cartilage substitute generation.

UCM-MSCs and UCB-MSCs induced in chondrogenic lineage during 7 days were compared with
equine articular chondrocytes redifferenciated by 3D-hypoxia cell culture under BMP-2 (50 ng/ml)
treatment during 7 days. Protein extracts were analyzed in western-blots for type Il collagen, type |
collagen, and Sox-9. Two representative blots of three independent experiments are shown.
Different levels of type Il and type | collagen maturation forms are indicated such as type Il
procollagen (pro), without C- or N- terminal propeptides (Pc/Pn) and the mature doubly cleaved
form (mat).

Supplemental figure 7: UCM-MSCs and UCB-MSCs chondrogenic differentiation in a
hanging-drop cell culture model.

UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured in a hanging-drop model during 14 days in amplification
medium (Ctrl) or in ICM with or without BT treatment. Relative mRNA amounts encoding Col2af,
Acan and Sox9 were determined by RTgPCR and shown. All results for each MSCs source were
normalized versus a 24 h hanging drop culture before treatment (D0) and presented as the relative
expression of each gene. A representative experiment of two independent experiments is
presented.

Supplemental figure 8: Histochemistry of UCM-MSCs and UCB-MSCs chondrogenic
differentiation in a micro-pellet cell culture model.

UCM-MSCs and UCB-MSCs were cultured as micro-pellets during 28 days in amplification
medium (Ctrl) or in ICM with or without BT treatment. The quality of the ECM synthesized was
evaluated by alcian blue and O-safranin. A representative example of two independent
experiments is shown (magnifcation: x20, scale bar: 100 ym).

Supplemental table I: lists of the growth factors concentrations and chondrogenic
conditions used for the screening.

Supplemental table II: Primers used in RT-qPCR analysis.
(A) Chondrogenesis and osteogenesis analyses. (B) Immunomodulation analysis.
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9. Figure
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Figure 4
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Figure 6
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Figure 7

Relative mRNA

UCM-MSCs

100:

10

L]
L N —_
W m W ale m w aEmlA e mom menw

. .

0.1

0.01

0.001+ T T T T
0 7 14 21 28
Days

Relative mRNA

UCB-MSCs

0.1
0.01
0.001- T T T T
0 7 14 21 28
Days

182

l

|
I

AR

Col2at
Acan
Sox9
Col10a1
Mmp13
Col1at
Alpl
Htra1
Spp1
Runx2
Bglap



Figure 8

UCM-MSCs

15 pg of protein samples

ICM-Normoxia

BT-Normoxia |
A 20 D7 D14 D21 D28 DO D7 Equing
cartilage
Pio—. ¢ 250 kDa
Colll P™—
ia— <« 130 kDa
Pro — - & 250 kDa
Pe/Pn——= — 4 = z ——e
Coll Mat — P <= G - < 130 kDa
v
Htra1 s o e %55k0a
Gapdh ———— —— — — — D,
UCB-MSCs
15 ug of protein extracts
ICM-N i
B BT-Normoxia CM-Normoxia .
| Equine
cartilage

2D D7 D14 D21 D28 DO D7

4250 kDa

Pro—
Colll pepn__|

Mat=—

S i €250 kDa
Pro —
Coll rorn= o
Mt =1 y: ) < 130kDa
-
E——

@ <130 kDa

B-tubuline

Cc

Pro—
Col Il pePn—
Mat=—

Pro —
Col | perpn=

Mat —

Htra1

Gapdh

183

UCB-MSCs

2.5 pg of protein extracts

BT-Normoxia ICM-Normoxia

2D D7 D1